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Resumen

Los flavonoides son moléculas con propiedades antioxidantes, entre estas se tiene la dihidroquerceti-
na (DHQ). En este trabajo se utilizan los métodos tedricos de simumulacién de Mecénica Molecular
para investigar la microhidratacién de la DHQ, esto es para encontrar y analizar las estructuras
de minima energia de los complejos de la molécula de agua-DHQ. Partimos de la estructura de los
posibles isémeros de DHQ obtenida de calculos ab initio y reportadas experimentalmente. Para
obtener las estructuras de los minimos locales se emplean los métodos de optimizacion estandar
y el potencial empirico de Poltev-Malenkov. Los minimos maés favorables forman enlaces-H con
diferentes atomos de la molécula.
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Introduccion

Dado que la mecanica molecular se ha convertido en una herramienta habitual para explicar y
predecir numerosas propiedades moleculares de tipo estatico y dindamico, la consideracién detallada
de sus posibles aplicaciones es sumamente amplia. La facilidad de optimizacién y reparametrizacion
de las funciones de energia potencial de los campos de fuerzas ha dado lugar a un notable desarrollo
de este método, y a una buena concordancia entre los valores experimentales y los calculados de
un gran numero de propiedades moleculares. Estos métodos son aplicados en este trabajo para las
moléculas de la familia de los flavonoides.

Los flavonoides son ampliamente conocidos por su actividad antioxidante, sin embargo, ain no
es completamente entendida la relacién estructura-actividad antioxidante, pero se sabe que la
capacidad antioxidante en los compuestos fenolicos como en los flavonoides se relaciona con el
ntimero y la posicién mutua de los grupos hidroxilo asi como de la conjugacién y resonancia de la
molécula. Una molécula de este tipo es la dihidroquercetina (DHQ). Las estructuras de los isémeros
de DHQ fueron investigados en trabajos anteriores con calculos de mecédnica cuantica en el nivel
de Hartree Fock y MP2 con el conjunto de bases 6-31G(d,p).

Por otro lado el estudio de la hidratacién de una molécula nos permite explicar su comportamiento
en el medio ambiente y cuantificar la influencia del agua sobre la estructura y las propiedades de
ésta. Por tal motivo para determinar las regiones favorables para la interaccién entre los radicales
oxidativos y la molécula DHQ se realizaron calculos de Mecanica Molecular con un potencial
empirico para determinar las posiciones de minima energia de las interacciones de la DHQ con
moléculas de agua. Dentro del grupo de trabajo, este tipo de calculos ya se han aplicado a la
simulacién de la hidrataciéon de componentes de acidos nucleicos, como son complejos de bases o
nucledtidos.

El trabajo de tesis estd organizado como sigue, en el primer capitulo se hace una revision de
los métodos de simulacién de biomoleculas detallando el método de mecanica molecular, en el
segundo capitulo se muestra la importancia de los antioxidantes y la estructura general de la
dihidroquercetina. En tltimo capitulo se presentan las estructuras de minima energia de la DHQ
con moléculas de agua remarcando las particularidades de los sitios de interaccién.
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Capitulo 1

METODOS PARA EL ESTUDIO
DE LA ESTRUCTURA
MOLECULAR

La biofisica computacional es una disciplina que se extiende mas alld de los limites tradicionales
que separan la quimica, la fisica, la biologia y la ciencia de la computacién, permitiendo la investi-
gacién de atomos, moléculas y macromoléculas mediante una computadora o actualmente incluso
con un sistema de computadoras (clister) cuando la investigacién de laboratorio sea inaccesible,
impracticable o imposible. En principio, desde la formulacion de la Mecanica Cuéntica, se conoce la
manera de obtener de forma exacta la informacién estructural que queramos de un sistema molecu-
lar; pero, aunque formalmente conozcamos la teoria, las matematicas necesarias para desarrollarla
aun no estan disponibles, y es preciso recurrir a diversas aproximaciones.

Esto hace que sea muy costoso el cdlculo mecanico-cuantico de los sistemas moleculares, por lo que
se simplifica, y esas simplificaciones que se hacen dentro del formalismo de la Mecanica Cuantica
adicionando datos empiricos son los llamados métodos semiempiricos o aun mas, podemos aproxi-
mar también los modelos y pasar a utilizar solamente la Mecanica Clasica (Mecanica Molecular).

Nos encontramos asi con dos grandes lineas en los calculos de estructuras moleculares, los métodos
que parten de una concepcion cudntica y los que lo hacen desde los modelos clasicos:

1. La mecéanica molecular, que aplica las leyes de la fisica clasica al nicleo molecular sin considerar
explicitamente a los electrones.

2. Los métodos de cédlculo de estructura electrénica, estdn basados principalmente en las leyes de
la mecanica cuantica.

Los estados cuanticos, energia y otras propiedades relacionadas, se obtienen resolviendo la ecuacién
de Schrodinger (ec 1):

Hi = Ev (1.1)

Pero sélo para muy pocos sistemas esta ecuacién puede ser resuelta exactamente. Los métodos de
célculo de estructura electrénica se caracterizan por las aproximaciones matematicas para resolver
la ecuacién de Schrodinger y segtn el tratamiento realizado se subdividen, en métodos semiempiri-
cos y métodos ab-initio.

Los métodos semi-empiricos, utilizan pardametros experimentales para simplificar el calculo com-
putacional. Estos métodos resuelven en forma aproximada la ecuacién de Schrodinger que depende
de parametros apropiados al tipo de sistema quimico bajo estudio.
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Los métodos ab-initio, a diferencia de MM, no utilizan parametros experimentales en el calculo,
estan basados unicamente en las leyes de la mecanica cudntica y valores de las constantes fisicas
fundamentales (velocidad de la luz, masas, carga del electrén y ntcleos, constante de Plank).

Los métodos semiempiricos tienen menor costo computacional, y proveen una descripcién cuali-
tativa razonable, pero la exactitud en la predicciéon cuantitativa de la energia y las estructuras
moleculares depende de que tan buenos sean los conjuntos de parametros, el tamano del sistema
y el tipo de atomos que lo conformen. Los métodos ab initio, a diferencia de los semiempiricos,
predicen con mayor exactitud desde el punto de vista cuantitativo y cualitativo, pero el costo
computacional aumenta sustancialmente.

La eleccién de uno u otro método depende de una serie de factores tales como el tamano de una
molécula, el tipo de informacion y el tiempo requeridos. En este contexto los calculos de Mecanica
Molecular, en general, respecto al tiempo de computo, son considerablemente menores que los
mecano-cuanticos, se pueden aplicar a compuestos de mayor magnitud y complejidad reproduciendo
valores experimentales referentes a geometrias y energias con aceptable precisién. La idea central
de estos es que los enlaces poseen valores de longitudes y angulos ideales o naturales, los cuales
van a condicionar la geometria molecular.

La mecéanica cuantica establece que las propiedades moleculares quedan descritas en su totalidad
por la ecuacién de Schrédinger para cada estructura molecular considerada. Sin embargo, la funcién
de onda que describe una molécula tiene infinitos términos por lo que es necesario recurrir a
aproximaciones para su resolucién. La aproximacién de Born-Oppenheimer desdobla la ecuacién
de Schrodinger en dos partes independientes: una que representa los movimientos de los electrones
y otra que considera los movimientos de los nticleos, y se aplica en dos sentidos diferentes [1, 2].

Asi para el estudio de la estructura electrénica frecuentemente se determinan las posiciones de los
nicleos correspondientes a un minimo energético y se mantienen fijas durante los cédlculos de la
distribucién electrénica. El método de la Mecanica Molecular utiliza la opcién contraria, se centra
simplemente en el estudio de la disposicion de los niicleos y asume que los electrones se distribuiran
optimamente alrededor de ellos. La energia de la molécula en el estado electronico fundamental
es una funcién de las posiciones nucleares y la superficie de Born-Oppenheimer es una superficie
multidimensional que describe la energia de la molécula en términos de las posiciones de los niicleos,
ésta se designa generalmente como superficie de energia potencial (apéndice A).

El trabajo que desarrollamos en esta tesis como ya se menciono hace uso del método de Mecanica
Molecular o también llamado ”del campo de fuerzas”por lo tanto a continuacién describimos los
fundamentos tedricos del método.
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1.1. MECANICA MOLECULAR

1.1. Mecanica Molecular

Los métodos de mecédnica molecular utilizan un conjunto de ecuaciones (obtenidas empiricamente
y variables que difieren segiin los autores) para reproducir la superficie de energia potencial del
sistema molecular. A este conjunto de ecuaciones, cuya forma matematica se deriva de la mecanica
clésica, se denomina campo de fuerzas (CF) y contiene un conjunto de pardmetros ajustables,
optimizados de forma que se obtenga la mejor concordancia posible con las propiedades molecu-
lares experimentales y calculadas con métodos de Estructura Electrénica, tales como, geometrias,
energias de conformacion relativas, calores de formacion, reactividades, etc.

La idea basica de la mecanica molecular reside en la consideracion del campo de fuerzas como
un modelo computacional para describir la superficie de energia potencial en funcién de todos
los grados de libertad de una molécula. En sentido estricto cada molécula posee su propio campo
de fuerzas, sin embargo la interpolacién, y a veces, la extrapolaciéon de los datos existentes es,
generalmente, una metodologia valida. Por esta razén se asume que el conjunto de ecuaciones y
parametros que se puede transferir de una molécula a otra, es decir, la parametrizacién se efectua
para un grupo de moléculas y los valores asi establecidos se utilizan para calcular otros compuestos
estructuralmente relacionados. La parametrizacién del campo de fuerzas es uno de los puntos
fundamentales y requiere una elecciéon cuidadosa de los datos experimentales, dado que el grado
de fiabilidad del método esta limitado por la precision de los mismos.

Puesto que la mecanica molecular sélo considera el movimiento nuclear, prescindiendo de los elec-
trones, una molécula se puede representar mediante un modelo mecénico, como un conjunto de
particulas (los 4tomos) unidas (a través de enlaces) por fuerzas armonicas o eldsticas. Estas fuerzas
se pueden describir como funciones de energia potencial de los pardmetros estructurales tales como
longitudes de onda y dngulos de enlace, angulos diedros, interacciones no enlazantes, etc.

La combinacién de las funciones de energia potencial es el campo de fuerzas y la energia E de la
molécula surge como resultado de las desviaciones de estos parametros de los valores ideales. De
acuerdo con esta suposicién, la energia del sistema se puede desglosar en una suma de términos
energéticos que representaran todas las interacciones posibles: deformaciones de los enlaces por
elongacién, plegamiento o rotacién e interacciones entre las particulas [2].

F=FE.+Fo+FE,+FE.+FEyvpw + Ea (1.2)

Cada uno de los términos de la ec. 1.2 tiene posiciones de equilibrio preferentes, asociadas con
valores naturales o ideales de los pardametros estructurales y unas constantes de fuerza, conocidas
experimentalmente o estimadas tedricamente, que permiten evaluar las contribuciones energéticas
de cada tipo de desviaciones presentes en una estructura determinada.

Asi, E,, tiene en cuenta las deformaciones de las longitudes de enlace -alargamiento o acortamiento
del enlace-, Fy estd asociada con las distorsiones de los dngulos de enlace, F,, es la energia de
torsion debida a la modificacién de los angulos diedros por rotacién de los enlaces, E., Eyvpw ¥
FE 4 consideran las contribuciones de las repulsiones electrostéticas, las interacciones de Van Der
Waals, y un término adicional respectivamente. Algunas veces en algunos campos se agrega otro
término asociado a los puentes de hidrégeno Ey.

La suma de todas las componentes para todos los dtomos que componen la molécula, conduce a la
energia total de la molécula que a veces se denomina energia estérica. Este valor no tiene sentido
fisico por si mismo, es solamente una medida de las tensiones intramoleculares con respecto a una
situacion hipotética. Sin embargo, las diferencias de energia para distintas geometrias de la misma
molécula proporcionan la estabilidad relativa de las mismas y constituye una magnitud apropia-
da para la comparacién con propiedades observables experimentales, tales como las poblaciones
conformacionales o las barreras rotacionales.
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1.2. EXPRESION EXPLICITA DEL CAMPO DE FUERZAS

1.2. Expresion explicita del campo de fuerzas

Para las biomoléculas, el campo de fuerzas descrito antes se considera por medio de dos tipos de
energia de interaccion.

ET = Eenlazante + Eno—enlaza,nte (13)

Donde la Eenlazante de la ec. 1.3, describe interacciones que involucran cambios en el enlace cova-
lente y Eno-enlazante describe interacciones entre a&tomos no enlazados covalentemente o enlazados,
pero con interaccién no menor al cuarto vecino.

1.2.1. Energia enlazante

Usualmente es descrita por medio de los términos: Fey,qce que describe las interacciones entre dos
dtomos enlazados, Fanguio describe las interacciones entre 2 enlaces que comparten un dtomo en
comun, Fiorsion describe las interacciones entre un enlace ij y un enlace kl conectados a través de
un enlace jk.

Puesto que se espera que el enlace covalente permanezca cercano al equilibrio, la tensién del enlace
y el angulo de doblez son tomados como un arménico:

1
Eenla,ce - iKIJ(RIJ - R0)2 (14)

1
Eangulo - iKlJ(o - 00)2 (15)

Donde Ry es la distancia del enlace en el equilibrio, K;; es la constante de fuerza del enlace, 6 es
el angulo entre los enlaces ij y jk, 6 es el d4ngulo de enlace en equilibrio y K es la constante de
de fuerza angular.

La energia de torsién es descrita en términos del angulo diedro, ¢ , entre los enlaces ij y kj a lo
largo del enlace jk. Este es periddico y puede ser escrito como:

6
Etorsion = % Z K¢,n[1 - dCOS(?’Z(b)] (16)

n=1

Donde Ky, es la energia barrida de torsién para periodicidad n, y d = %1 descrita para cualquier
dngulo de torsién (¢ = 0) es un minimo (d = 1) o un mdximo. Finalmente se puede agregar un
término que describa distorsiones de la planaridad producidas por la formacién de tres enlaces o
para grupos funcionales unidos a estructuras cerradas (anillos), el término adicional es E4.

1.2.2. [Energia no-enlazante

La energfa no enlazante es dividida en un término electrostdtico Ee (Coulomb), y términos de Van
der Waals (VDV), algunas veces se agrega un componente explicito para los enlaces de hidrégeno
(HB). Cada atomo estd asociado con una carga atémica qi, siendo el término de la energia elec-

trostatica E. de la forma:

q1qJ
ER[’J

E. = (1.7)

1,J

Donde g; es la carga sobre el atomo i, R;; es la distancia entre los dtomos i y j, € hace referencia
a la constante dieléctrica del medio.
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1.3. POTENCIAL DE POLTEV

Esto plantea la cuestion de como determinar las cargas. Dependiendo del campo de fuerzas puede
ser calculada con métodos semiempiricos ajustada con diferentes pardmetros experimentales. Para
sistemas biolégicos, los enlaces de hidrégeno son particularmente importantes ya que en los muchos
procesos biolégicos las interacciones débiles juegan un papel fundamental.

Los términos de energia de Van der Waals para los enlace de hidrégeno, tiene en cuenta la aproxi-
macién del modelo de esfera suave, es decir, cualquier par de atomos que no sean de hidrégeno no
debe estar mas cerca de la suma de radios de van der Waals.

Como resultado de los cdlculos, la energia minima obtenida que tiene dos o mas minimos corre-
spondientes a los resultados de los enlaces minimos de N-HO 6 N-HN (con N..N 6 NO distancias
alrededor de 3A) correspondiente a la cercana linealidad o bifurcacién de los enlaces de hidrégeno.
Los resultados permitieron a Nash y Bradley racionalizar los datos experimentales disponibles so-
bre cristales de base de datos, asi como la base-base de la formacién de complejos en soluciones y
polinucledtidos. Al parecer, las parejas de bases observadas con dos puentes de H en los cristales
siempre corresponden con una de las geometrias calculadas de energia mds bajo [3].

Las dos formas mas comunes para la energia de Van der Walls (VDW) son: términos de Lennard-
Jones Ec. 1.8

Epg= AR;? - BR;j (1.8)

O con la ecuacién exponencial de Buckingham Ec. 1.9

Eexps = Ae” 17 — BRI (1.9)

Donde A, B y C son pardmetros que usualmente son definidos mediante una comparacién con
los datos experimentales y calculos precisos de Mecdnica Cuantica sobre pequenas moléculas. En
ambas, el primer término corresponde a la repulsion y el segundo a la atraccién interatémica. La

funcién de Morse también es utilizada algunas veces.

Ery = A{[e”CE-E) _1)2 _1} (1.10)

Sin embargo debido a que algunos términos no enlazantes requieren calculos para todos los pares

de dtomos (tomando como escala el cuadrado del nimero de dtomos) esto es un cuello de botella
para simulacién de sistemas muy grandes.

1.3. Potencial de Poltev

Uno de los primeros campos de fuerzas elaborados para describir las interacciones entre compo-
nentes de dcidos nucleicos fue propuesto en la década de los setentas por Poltev y Zukhorukov, [4]
fue ampliado a interacciones con otros atomos y refinado incluyendo interacciones con el solvente
acuoso. La expresién de este potencial tiene la forma general de la ec.1.2.

Esta propuesta del CF para acidos nucleicos se fundamentaba en las ideas: de De Voe y Tinoco
(1962), [5] sobre las estimaciones cuantitativas de las interacciones de las subunidades de dcido nu-
cleico, en la aproximacién del monopolo de Bradley (1964),[6] para las interacciones electrostéticas
de las bases, y el enfoque atomo-atomo de los calculos de Van der Waals de las interacciones
moleculares en cristales de Kitaygorodsky (1961),[7].

Las longitudes de enlace y el angulo de valencia se fijaron y corresponde a un promedio de la
geometria experimental para cada una de las bases (o para los residuos de aminodcidos y el esqueleto
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péptido). Los términos de interaccién atomo-dtomo contenian la atraccién electrostdtica y las
contribuciones de las interacciones de corto alcance de London. Este esquema fue el primero para
la asignacién de los diferentes parametros de los términos de Van der Waals de los atomos del
mismo elemento quimico, pero diferente configuracién electrénica (por ejemplo, d&tomos de carbono,
aromaticos y alifdticos, piridina y nitrégenos pirrdlicos, oxigenos ceto y enol). Estos pardmetros
fueron evaluados preliminarmente con la aproximacién de las férmulas de London y agrandamiento
de los radios de Van der Waals de los dtomos.

Los valores finales de los pardametros fueron seleccionados después de los célculos paso a paso en
comparacién con datos experimentales para los cristales que contienen algunos atomos de un solo
tipo (a partir del grafito, continuando con hidrocarburos arométicos, pirazina y benzoquinona y,
finalmente, las bases de los acidos nucleicos). Las cargas efectivas de los dtomos se calcularon
a través de un simple método semi-empirico de la quimica cudntica (de Hiickel y Del-Re para -
electrones y o-electrones, respectivamente) con los pardmetros ajustados para reproducir los valores
experimentales de los momentos dipolares de las moléculas relacionadas. El esquema primario
(Poltev y Sukhorukov 1967, 1970),[8] contenia un término de la polarizacién, pero fue eliminado
debido a su escaso valor para muchos casos y para evitar las dificultades relacionadas con la no-
aditividad de dtomo-atomo y las interacciones molécula-molécula. El conjunto de parametros fue
ampliado incluyendo pardmetros para el esqueleto azicar-fosfato (Zhurkin 1980),[9] y para las
interacciones de ADN con agua [10].

ADEMINA TIMINA

N7: -0.557

Figura 1.1: Cargas parciales de los dtomos de las bases de los acidos nucleicos.

Este esquema simple de MM, elaborado especificamente a las interacciones entre fragmentos de
acidos nucleicos, nos permite racionalizar un amplio conjunto de datos experimentales y predecir
algunas propiedades de los acidos nucleicos antes de la evidencia experimental. Los parametros de
este esquema simple se refinaron més tarde varias veces (al igual que cualquier esquema de fuerza
de otro campo) a través de adaptacién a los nuevos datos experimentales y a las consideraciones
de la mecénica cuantica.
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La expresién analitica para estos potenciales considera a la suma total de las cargas de las moléculas
como nula, teniendo una forma simple pero produciendo resultados realistas. Los términos de
energia valente tienen expresiones como en las ec. 1.4, 1.5 y 1.6. Y estos se implementan en un
programa para el cdlculos de la estructura de conformaciones de diiplex de ADN [11].

La energia total de las interacciones intermoleculares no-valentes, se calcula como la suma de
interacciones atomo-atomo de van der Waals y electrostaticas:

U(rij) = kqiqu;jl — A%gr;jlo + B}Er;f (1.11)
U(T'@j) = kqiqu;jl — Ai,jri_f + Bi’jT;ju (1.12)

Donde R;j es la distancia interatémica, A;; y Bj; son pardmetros que dependen del tipo de inter-
accién de los dtomos (i,j). Las funciones 10-12 (ec.1.11) se utiliza para las interacciones entre los
atomos que forman enlaces de hidrégeno, las 6-12 (ec.1.12) para los dtomos restantes. Los efectos
colectivos no adictivos estdn promediados en estos pardmetros. A estas funciones de potencial se le
llama, campo de fuerzas de Poltev y Malenkov [10]. La valoracién de los resultados obtenidos con
este potencial se hace comparando los valores calculados con los datos experimentales disponibles.

Tabla 1.1: Tipos de atomos para el potencial de Poltev Malenkov.

H1 Hidrégeno en grupo metil CH3

H2 Hidrégeno enlazado a carbono de anillo aromético

H3 || Hidrégeno capaz de hacer enlace de hidrégeno con N3 u O1
C4 Carbono del grupo CH3

Ch Carbono en anillo aromético

N6 Nitrégeno en grupo amino NH2

N7 Nitrogeno en anillo aromético con tres enlaces sencillo
N8 Nitrégeno en anillo aromatico con enlace doble

09 Oxigeno con enlace doble

ow Oxigeno del agua

Tabla 1.2: Coeficientes Aij de las funciones de potencial de Poltev Malenkov.

Atomo H1 H2 || H3 || C4 Ch N6 N7 N8 09 010 | O11 Ow
H1 35 35 40 76 100 80 126 || 9073 || 9570 || 10667 | 4570 | 363 | 7193
H2 35 40 40 || 100 || 126 || 105 || 126 146 86 121 105 | 363 79
H3 40 40 40 || 100 || 126 || 105 || 126 146 86 121 105 | 363 80
C4 76 100 || 100 || 250 || 316 || 264 || 316 367 217 305 264 | 915 | 180
Ch 100 126 || 126 || 316 || 400 || 477 || 400 464 274 385 334 | 1156 | 234
N6 80 105 || 105 || 264 || 477 || 280 || 334 391 233 455 284 | 979 | 270
N7 126 126 || 126 || 316 || 400 || 334 || 400 440 278 616 339 | 1170 | 285
N8 9073 || 146 || 146 || 367 || 464 || 391 || 440 950 330 465 403 | 1384 | 334
09 9570 86 86 || 217 || 274 || 233 || 278 330 200 283 245 | 837 | 328
010 10667 || 121 || 121 || 305 || 385 || 455 || 616 465 283 400 347 | 1182 | 296
011 4570 || 105 || 105 || 265 || 334 || 284 || 339 403 245 347 300 | 1024 | 326

P 363 363 || 363 || 915 || 1156 || 979 || 1170 || 1384 || 837 1182 | 1024 | 3500 | 837
Ow 7193 79 80 || 180 || 234 || 270 || 285 334 328 296 326 | 837 | 366
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Tabla 1.3: Coeficientes Bij de las funciones de Potencial Poltev Malenkov

Atomo H1 H2 H3 Cc4 C5 N6 N7 N8 09 010 011 P Ow

H1 5014 5014 7740 53939 25686 20229 24151 27008 || 26420 31084 12614 || 256000 || 18356

H2 5014 7740 7740 70600 61700 53700 53700 58700 12000 17800 12000 256000 || 12000

H3 7740 7740 7740 70600 81600 62000 || 714000 || 78300 || 313000|| 42200 36600 256000 || 35445

Cc4 53939 || 70600 || 70600 || 512000 || 601000 || 464000 || 538000 || 598000 || 256000 || 349000 || 302000 || 1873000 || 316687

C5 25686 ||617000|| 81600 || 601000 || 704000 || 947869 || 630000 || 699000 || 298000 || 406000 || 351000 || 2195000 || 472142

N6 20229 || 53700 || 62000 || 464000 || 947869 || 421000 || 488000 || 544000 || 23000 || 663737 || 274000 || 1722000 || 569984

N7 24151 || 53700 || 71400 || 538000 || 630000 || 488000 || 565000 || 537323 || 269000 || 815959 || 317000 || 1996000 || 550230

N8 27008 || 58700 || 78300 || 598000 || 699000 || 544000 || 537323 || 705000 || 303000 || 413000 || 358000 || 2253000 || 620345

09 26420 || 12000 || 313000|| 256000 || 298000 || 233000 || 269000 || 303000 || 129000 || 176000 || 153000 || 989000 || 671000

010 || 31084 || 17800 || 42200 || 349000 || 406000 || 663737 || 815959 || 413000 || 176000 || 240000 || 208000 || 1352000 || 398904

011 || 12614 || 12000 || 36600 || 302000 || 351000 || 274000 || 317000 || 358000 || 153000 || 208000 || 180000 || 1172000 || 531400

P 256000||256000(| 256000||1873000|| 2195000 || 1722000|/1996000||2253000|| 989000 || 1352000 ||1172000|| 7175000 || 989000

Ow 18356 || 12000 || 12000 || 316687 || 472142 || 569984 || 550230 || 620345 || 671000 || 388904 || 531400 || 989000 || 882847

Los tipos de dtomos para la interaccién se muestran en la Tabla 1.1 y los parametros del potencial
para los tipos de atomos se da en las Tablas 1.2 y 1.3.

Los criterios para elegir los valores de sus pardametros son los siguientes: Las cargas de los dtomos
se obtuvieron de valores de momentos dipolares de moléculas obtenidos de calculos con métodos
semi-empiricos de Mecanica Cudantica y fueron ajustados para reproducir momentos dipolares de
series de moléculas relacionadas con los dcidos nucleicos [12, 13].

Después de evaluar la energia potencial con el campo de fuerzas de Mecdnica Molecular para
un sistema molecular, el siguiente paso es optimizar la estructura para encontrar las estructuras
favorables, esto se describe en la siguiente seccién.

1.4. Optimizacion Geométrica

La optimizacién geométrica intenta localizar un minimo en la superficie de energia potencial,
prediciendo asfi las estructuras de equilibrio del sistema molecular. Esto se logra con la modificacién
sistematica de las coordenadas atémicas de un modelo, dando como resultado una geometria donde
las fuerzas netas en la estructura son iguales a cero.

Un minimo de energia local es una disposicién tridimensional de los dtomos (se encontrard una
geometria molecular estable sin necesidad de cruzar una barrera de energia conformacional).

La optimizacién geométrica es un proceso iterativo y comienza con una geometria de inicial que
sigue el siguiente proceso:

1. Se realiza el célculo de la energfa potencial sobre la geometr{a inicial (punto tnico) utilizando
un campo de fuerzas.

2. Las coordenadas para un subconjunto de 4tomos se cambian y se re-calcula un nuevo punto para
determinar la energia de la nueva conformacién.

3. La primera o segunda derivada de la energia (segtiin el método) con respecto a las coordenadas
atomicas determina cuanto y en qué direccién se debe cambiar el siguiente incremento de geometria.

4. Se realiza el cambio de la geometria en la direccién indicada.

5. A continuaciéon se determina de nuevo la energia y sus derivadas y el proceso continta hasta que
se alcanza la convergencia que se fijo, terminando en ese momento el proceso de minimizacién y
obteniéndose una estructura de minima energia (minimo local).
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La capacidad de una optimizacién geométrica para converger a un minimo depende de la geometria
de partida, de la funcién de energia de potencial usada, y de las condiciones impuestas para
conseguir un gradiente minimo aceptable entre pasos (es el criterio de convergencia).

La mayoria de los algoritmos de optimizacién estiman o calculan el valor de la segunda derivada
de la energia con respecto a las coordenadas moleculares actualizando la matriz de las constantes
de fuerza (conocida como Hessiana). Estas constantes de fuerza especifican la curvatura de la
superficie en ese punto que proporciona informacién adicional del minimo. En un punto estacionario
el gradiente es cero, para caracterizar mejor el punto estacionario, se encuentran los eigenvalores
del Hessiano en ese punto. Si los eigenvalores son todos positivos, el punto es un minimo y si los
eigenvalores son negativos el punto es un maximo, en otro caso se trata de un punto de silla que
corresponde a un estado de transicion.

Existen diferentes tipos algoritmos de optimizacién, las primeras optimizaciones de Mecanica
Molecular (MM) fueron hechas por Westheimer (1956),[14] y por Hendrickson (1961)[15]. Tan-
to en este caso en particular como en cualquier otro problema de optimizacién, para moverse por
el espacio de biisqueda se pueden adoptar dos posturas diferentes: explorar (en zonas del espacio
que previamente no tienen por qué haber sido visitadas) o explotar (la cercanfa de soluciones ya
existentes, sacdndoles todo el partido posible). La mayor parte de los algoritmos de busqueda se
inclinan hacia una mayor aleatoriedad o explotacién. Asi, en general, los métodos de bisqueda se
dividen, a grandes rasgos, en métodos globales y locales. Los métodos globales tratan de encontrar
el minimo global de un problema, mientras que los locales se concentran en la vecindad de la solu-
cién generada inicialmente, por lo que no tienen ninguna garantia de que el minimo encontrado
sea global.

Dentro de los métodos de busqueda local, para variables continuas, son muy comunes los métodos
de descenso, de manera que encuentran el minimo més préximo al punto inicial. Estos métodos se
distinguen de acuerdo al orden de la derivada.

1.5. Meétodos derivativos de orden uno (Gradiente Conju-
gado)

Son los méas empleados en la mecédnica molecular. Ademas de los valores de la propia funcién,
utilizan su primera derivada (gradiente). Estos métodos iteran la ecuacidn:

Xit+1 = Xi + LiSi (1.13)

Donde x(i41) es la nueva posicion en el paso i+ 1, x; es la posicién previa, x; es el tamafo del paso
y s; es la direccion de este paso. Los diferentes algoritmos varian en como definen esta direccién
y este paso. La iteracion se repite hasta que la variacion en la funcién es menor a un determinado
valor umbral. La longitud del paso se puede determinar con un algoritmo de biisqueda lineal o
mediante la aproximacién de un paso arbitrario.

La busqueda lineal localiza el minimo a lo largo de una direccién especificada (una linea es un
espacio multidimensional). Para ello, frecuentemente, se ajustan de manera iterativa funciones
polinomiales sobre un conjunto de puntos de la direcciéon de descenso y se resuelve el minimo
analiticamente. El gradiente en el punto minimo de la linea de bisqueda es perpendicular a la
direccién previa.

En la aproximacién del paso arbitrario, el valor del paso tiene un valor definido que se incrementa
se reduce durante el proceso segun si el valor de la funcién se reduce o incrementa, respectivamente.
Este procedimiento, aunque menos riguroso, suele requerir mas pasos para alcanzar el minimo, pero
frecuentemente requiere menos evaluaciones de la funcién. Segin el modo de escoger la direccién
de descenso destacan:
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Steepest Descent (SD) / Direccién del méaximo gradiente: La direccién de descenso S; corresponde
al gradiente g; negativo de la funcién en el punto

_ =9

|9:]
En la optimizacién geométrica, corresponde a la direccidn paralela a la fuerza, con lo que son las
mayores fuerzas interatémicas las que determinan la direccién. Asi, se trata de un buen método
para eliminar rapidamente los peores impedimentos estéricos en una buena conformacion inicial.
Sin embargo, en las cercanias del minimo necesita realizar muchos pasos, ya que al avanzar en direc-
ciones ortogonales a la previa, oscila mucho, reintroduciendo errores ya corregidos en movimientos
previos.

(1.14)

i

El método es generalmente robusto cuando el punto de inicio estd muy lejos del minimo donde la
aproximacion arménica de la superficie de energia es a menudo pobre. Como también, en superficies
donde se hacen muchos pasos pequenos que se realizan cuando el procedimiento es a lo largo de
una pendiente reducida. El método SD es forzado a hacer un giro a la derecha de cierto dngulo
para cada punto, igual no ser la mejor ruta hacia el minimo.

Gradiente Conjugado: Se necesita el gradiente actual y el gradiente del paso anterior para establecer
la direccién de busqueda. El conjunto de direcciones degenerado no es ortogonal y se evita el
comportamiento oscilatorio en las cercanias del minimo, convergiendo mas réapido que SD.

Si=—gi +7Si—1 (1.15)
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Capitulo 2

Moléculas biol6gicas con
propiedades antioxidantes

2.1. Los antioxidantes

La oxidacion es la transferencia de electrones de un d4tomo a otro, y representa una parte esencial
de la vida aerdbica en nuestro metabolismo, ya que el oxigeno es el ultimo aceptor de electrones en
el sistema de flujo de electrones que produce energia en forma ATP. Sin embargo, pueden surgir
problemas cuando el flujo de electrones se desacopla, resultando en la generacién de radicales libres.
Por lo tanto, para proteger el organismo de las especias reactivas es necesario neutralizarlas, es
decir, anteponer una funcién antioxidante.

Cuando hablamos de actividad antioxidante es necesario hacer referencia a las especies reactiva
de oxigeno y a los antioxidantes: una especie reactiva de oxigeno (ERO) es cualquier dtomo o
molécula con electrones desapareados y, por lo tanto, es una especia inestable. Entre éstos podemos
mencionar a los radicales [ion superoxido O2] radical hidroxilo (OH), alcoxilo (RO) producidos de
forma enddgena (metabolismo de la respiracion, células fagocitarias, auto-oxidacién de compuestos
de carbono y la activacién catalitica de algunas enzimas), y de forma exdgena (radiacién, luz solar,
tabaco, ozono, drogas, contaminantes y aditivos en alimentos).

Por otra parte, un antioxidante es una sustancia que, en bajas cantidades, actiia previniendo o
retardando la oxidaciéon de materiales facilmente oxidables tales como las grasas. Finalmente, la
actividad antioxidante es la capacidad que tiene una sustancia para disminuir la presencia de las
especies reactivas de oxigeno antes de su ataque a diversos sustratos (Lipidos, proteinas, ADN).
Esto es de suma importancia debido a que las especies reactivas de oxigeno producen diversas
acciones sobre el metabolismo que pueden ser el origen del dano celular, porque actian:

= Atacan a los lipidos y proteinas de la membrana celular por lo que la célula no puede realizar
sus funciones vitales (transporte de nutrientes, eliminacién de deshechos, divisién celular).

El radical superéxido, O2, que se encuentra normalmente en el metabolismo provoca una reaccién
en cadena de la lipoperoxidacién de los dcidos grasos de los fosfolipidos de la membrana celular.

= Atacan al ADN impidiendo que tenga lugar la replicacién celular y contribuyendo al enve-
jecimiento celular.

Para comprender la forma en que actiia un antioxidante frente a un radical libre es necesario
conocer el mecanismos lipoperoxidacién (peroxidacion lipidica) por los que se pueden actuar [16].
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Sobre todo para antioxidantes fendlicos (en donde el término Ar-OH se refiere a un compuesto que
contiene al menos un grupo hidroxilo unido a un anillo aromatico) dentro de estos son importantes
los flavonoides.

En los compuestos fendlicos su actividad antioxidante es la propiedad quimica mas ampliamente
investigada. Los antioxidantes son capaces de neutralizar los radicales libres que estdn siempre
presentes en los alimentos, asi como en las células del cuerpo humano. Las propiedades antioxidantes
de los compuestos fendlicos estan relacionadas con su capacidad de transferencia de un hidrégeno
o un electrén, asi como con la quelacion de iones metélicos y la inhibiciéon de la actividad de las
oxidasas. Un quelatante es un quimico que forma moléculas complejas con ciertos iones metdlicos;
el quelatante atrapa al ion e impide que este participe en otras reacciones quimicas.

La actividad antioxidante de los compuestos fenolicos (como flavonoides) resulta de una combi-
naciéon de sus propiedades quelatantes de hierro y secuestradoras de radicales libres, ademas de
la inhibicién de las oxidasas: lipooxigenasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa y la xantina oxidasa;
evitando asi la formacién de especies reactivas de oxigeno y de hidroxiperdxidos orgdnicos. Aunado
a esto, se ha visto que también inhiben enzimas involucradas indirectamente en los procesos oxida-
tivos, como la fosfolipasa A2; al mismo tiempo que estimulan otras con reconocidas propiedades
antioxidantes, como la catalasa y la superdxidodismutasa.

La capacidad antioxidante en los compuestos fenolicos como en los flavonoides se relaciona con
el niumero y la mutua posicién de los grupos hidroxilo y de la conjugacién y resonancia de la
molécula. Recientemente, una investigacién quimica-cuantica ha demostrado que la quercetina por
la conformacién plana, permite una deslocalizacién electrénica ampliada. En la literatura se han
reportando mecanismos principales por los cuales antioxidantes pueden desempenar su rol.

La reaccién muestra la transferencia de un dtomo de hidrégeno en el flavonide (Arilo-OH) a un
radical libre R*

R* + ArOH — RH + ArO* (2.1)

La eficiencia de la ArOH antioxidante depende de la estabilidad de los radicales ArO*, que a
su vez estd determinado por el numero de enlaces de hidrégeno, la conjugacion, y los efectos de
resonancia. La entalpia de disociacion del enlace de los enlaces OH es un parametro importante
para evaluar la accién antioxidante, porque el més débil es el enlace OH maés facil la reaccién de los
libres inactivacion radical serd. En el mecanismo de transferencia de un electrén, el antioxidante
puede dar un electrén a los radicales libres:

R*+ ArOH —» R~ + ArOH** (2.2)

Una vez maés, el catién radical derivados de la transferencia de electrones debe ser estable, por lo
que no reaccionan con las moléculas del sustrato. En este caso, el potencial de ionizacién (IP) es
el mas importante factor de energia para la evaluacion de la actividad de barrido.

Cabe mencionar que la actividad antioxidante puede ser evaluada tanto experimental como tedri-
camente. Cada uno de los métodos que se enfoca en la evaluacién de esta propiedad ofrece diferente
confiabilidad de resultados. Si bien, las determinaciones hechas mediante métodos experimentales
muestran el grado de interaccién entre el radical libre y el antioxidante mediante un valor, los
métodos tedricos pueden proporcionar los factores estructurales que provocan ese grado de inter-
acciéon. Dentro de las herramientas tedricas mas importantes tenemos a los métodos basados en la
fisica cudntica, ya que, los resultados obtenidos son sumamente confiables y permiten disminuir el
costo y niimero de ensayos experimentales.
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2.2. Los flavonoides y su estructura

Los flavonoides o bioflavonoides es el término genérico con que se identifica a una serie de metaboli-
tos secundarios de las plantas, son pigmentos naturales presentes en frutas y vegetales que protegen
al organismo de los dafios producidos por sustancias o elementos oxidantes como los rayos ultravio-
leta, la contaminacion ambiental y de sustancias nocivas presentes en los alimentos. Son sintetizados
a partir de una molécula de fenilalanina y 3 de malonil-CoA, a través de lo que se conoce como ”via
biosintética de los flavonoides”, cuyo producto, la estructura base, se cicla gracias a una enzima
isomerasa. Los flavonoide, como pigmentos heterociclicos que contienen oxigeno, constituyen la
mayoria de los colores amarillo, rojo y azul en las plantas y frutas. Particularmente se encuentran
en abundancia en las uvas, manzanas, cebollas, cerezas, repollos; ademas de ser parte del arbol
ginkgo biloba y la Camelliasinensis(té verde).

Fueron descubiertos en 1930 por el premio Novel Sent Gyorgy, quien aislé de la cdscara del limén
una sustancia, la citrina que probé regular la permeabilidad de los capilares al ser consumida. La
palabra ”flavo” proviene del latin flavusy significa de color entre amarillo y rojo, como el de la miel
o el oro.

Los flavonoides se denominaron al principio vitamina P (por permeabilidad) y también vitamina
C2, porque algunos tenian propiedades similares a la vitamina C.

El hecho de que los flavonoides fueran vitaminas no pudo ser confirmado, y ambas denominaciones
se abandonaron alrededor de 1950.

Quimicamente los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto
comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a través
de un anillo C de pirano (heterociclico)(Figura 2.1).

Flavenoide

Figura 2.1: Estructura y notacién de los flavonoides

Los atomos de carbono en los anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2’ al
6’. La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las propiedades redox (reaccién
oxido-reduccién, es la reaccién quimica en la que uno o maés electrones se transfieren entre los
reactivos, provocando un cambio en sus estados de oxidacién) de sus grupos hidroxifendlicos y de
la relacion estructural entre las diferentes partes de la estructura quimica. Esta estructura bésica
permite una multitud de patrones de sustitucién y variaciones en el anillo C.

La estructura base, un esqueleto C6-C3-C6, puede sufrir posteriormente muchas modificaciones
y adiciones de grupos funcionales, por lo que los flavonoides son una familia muy diversa de
compuestos, aunque todos los productos finales se caracterizan por ser polifendlicos y solubles en
agua. Los flavonoides que conservan su esqueleto pueden clasificarse, segtin las isomerizaciones y los
grupos funcionales que les son adicionados, en 6 clases principales: las chalconas, las flavonas, los
flavonoles, los flavandioles, las antocianinas, y los taninos condensados més una séptima clase, las
auronas, tenidas en cuenta por algunos autores por estar presentes en una cantidad considerable de
plantas. También el esqueleto puede sufrir modificaciones, convirtiéndose entonces en el esqueleto
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de los isoflavonoides o el de los neoflavonoides, que por lo tanto también son derivados de los
flavonoides.

Los criterios quimicos para establecer la capacidad antioxidante de los flavonoides son:

-Presencia de estructura 0-dihidroxi en el anillo B; que confiere una mayor estabilidad a la forma
radical y participa en la descolocacién de los electrones.

-Doble ligadura, en conjuncién con la funcién 4-oxo del anillo C.

-Grupos 3- y 5- OH con funcién 4-oxo en los anillos A y C necesarios para ejercer el maximo
potencial antioxidante.

Siguiendo estos criterios, el flavonoide quercetina es el que mejor retine los requisitos para ejercer
una efectiva funcién antioxidante. Su capacidad antioxidante media como Trolox es de 4,7 mM,
lo que resulta 5 veces mayor al demostrado por las vitaminas E y C y tiene una hidrosolubilidad
similar a la vitamina E. La funcién antioxidante de la quercetina muestra efectos sinérgicos con la
vitamina C. El dcido ascérbico reduce la oxidacién de la quercetina, de manera tal que combinado
con el ella permite al flavonoide mantener sus funciones antioxidantes durante mas tiempo. Por otra
parte, la quercetina protege de la oxidacién a la vitamina E, con lo cual también presenta efectos
sinergizantes. Asi, se ha demostrado que el flavonoide inhibe la foto-oxidacién de la vitamina
E en la membrana celular de las células sanguineas en presencia de la hematoporfirina como
fotosensibilizador.

Los flavonoides retiran oxigeno reactivo especialmente en forma de aniones supedxidos, radicales
hidroxilos, perdxidos lipidicos o hidroperédxidos. De esta manera bloquean la acciéon deletérea de
dichas sustancias sobre las células. Sus efectos citoprotectores son, por ejemplo, bien potentes en
fibroplastos de la piel humana, queratinocitis, células endoteliales y ganglios sensoriales cultivados
en presencia de sulfoxina. butionina, un inhibidor irreversible de la glutacion sintetasa. Diversos
flavonoides han mostrado su eficiencia para eliminar los procesos de peroxidacién lipidica del acido
linoleico o de los fosfolipidos de las membranas, la peroxidacién de los globulos rojos o la autooxi-
dacién de los homogeneizados del cerebro. Asimismo, se ha comprobado su potente capacidad de
inhibir in vitro la oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) por los macréfagos y
reducir la citotoxicidad de las LDL oxidadas. De hecho, las poblaciones que consumen productos
ricos en flavonoides estadisticamente presentan menores riesgos de afecciones cardiovasculares.

2.3. Clasificacion de los flavonoides

El ntmero de flavonoides diferentes que es en teoria posible es astronémico, si se tiene en cuenta
que diez de los carbonos del esqueleto del flavonoide pueden ser sustituidos por una variedad de
grupos diferentes, que a su vez pueden ser hidroxilados, metoxilados, metilados, isoprenilados o
benzilados. Ademaés, cada grupo hidroxilo y algunos de los carbonos pueden ser sustituidos por
uno o mas azucares diferentes, y a su vez, cada uno de esos azicares puede ser acilado con una
variedad de dcidos fendlicos o alipéticos diferentes. Se han identificado y aislado alrededor de 9.000
flavonoides, pero sin duda ain hay muchos mas por descubrir.

1. Las chalconas estan implicadas en la estimulaciéon de la polinizacién gracias a que inducen el
desarrollo de colores en el espectro de lo visible y en el UV que atraen a insectos (mariposas y
abejas)

2. Las flavonas son amarillas y pueden estar en algunas flores, como en la primula, dandoles un
color amarillo a sus pétalos, o en frutos, como en la piel de las uvas, son las responsables del color
amarillento de los vinos blancos. Hay tres flavonas importantes: la tricetina, presente en el polen
de algunas mirtdceas, y también en las podocarpiceas (Podocarpusspp.); apigenina, presente en
muchas plantas como la camomila, (Matricaria recutita) o el espino blanco (Crataeguslaevigata),
da un color marrén marfilefio a las flores si se presenta sola; y luteolina, de color amarillo, que
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incluso sirve para tenir lana y otros tejidos, para lo cual se ha empleado la Retama de los tintoreros
(Genista tinctoria).

3. Los flavonoles suelen ser incoloros o amarillos y se encuentran en las hojas y en muchas flores.
Los maés importantes son tres: quercetina, es el flavonol amarillo del polen de muchas fagaceas
(Quercussp.); miricetina, presente en la uva; y kaempferol, estd presente en las inflorescencias y
las protege de la luz ultravioleta. La fisetina es un flavonol que se extrae de la planta del género
Amphipterygium.

4. Hay tres flavandioles caracteristicos: leucocianidina, presente en algunas plantas, como en el
platano, o en el muérdago criollo (Ligariacuneifolia); leucopelargonidina, presente como tal en
cierta concentracion en la alfalfa de secano (Medicagotruncatula); y leucodelfinidina, que es activa
en el castano de indias (Aesculushippocastanum).

5. Las antocianinas, son los pigmentos hidrosolubles presentes en el liquido vacuolar de las células
responsables de la mayoria de las coloraciones rojas, azules y violetas de las flores y hojas.

6. Los taninos condensados son macromoléculas constituidas por unidades de flavonoides llamadas
antocianidina. Los taninos estdn muy ampliamente distribuidos en las plantas como en el té, donde
contribuyen al sabor astringente. 7. Las auronas son responsables de la coloraciéon de algunas

plantas. A pesar de que se ha sugerido que estos compuestos estéan relacionados estrechamente con
las chalconas, hay pocos indicios acerca de sus vias biosintéticas.

8. Las flavanonas son precursores de otros flavonoides mds complejos, pero se encuentran como
tales en altas concentraciones en los citricos. Las mas importantes son naringenina, presente en
el zumo de naranja, limén o pomelo, ddndole un sabor amargo; liquiritigenina, presente en el
regaliz; y eriodictiol, se presenta en el guisante actuando como quimioatrayente para interactuar
con agrobacterias.

9. Los dihidroflavonoles son los precursores directos de flavandioles y flavonoles, pero también
tienen cierta actividad como tales en algunas plantas. Hay tres importantes: dihidromiricetina,
presente en las partes aéreas de los brezos (Ericaspp.), dihidroquercetina, en las uvas blancas o en
la zarzaparrilla (Smilaxaristolochiaefolia); y dihidrokaempferol.

Uno de los flavonoides de este iltimo grupo es el que tratamos en este trabajo; la dihidroquercetina o
también llamada taxifolina. Las caracteristicas de esta molecula antioxidante se dara en la siguiente
seccion.
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Figura 2.2: Algunos de los principales grupos de los flavonoides

2.4. La Dihidroquercetina

La dihidroquercetina, es un flavonoide que ha demostrado ser altamente beneficioso para la salud.
Es uno de los antioxidantes més potentes entre los polifenoles, tiene propiedades antivirales, an-
tibacteriales, anticancerigenas y antiinflamatorias. Las propiedades anticancerigenas son resultado
de un significativo aumento en la apoptosis de las células mutadas, la inhibiciéon de la sintesis
del ADN, la inhibicién del crecimiento de células cancerosas, asi como de la disminucién y la
modificacién de las vias celulares de transduccién de sefiales [17].

Después de la ingestidn, los derivados de la quercetina y dihidroquercetina son hidrolizados en su
mayoria en el tracto gastrointestinal y luego absorbidos y metabolizados. Por lo tanto, el contenido
y la forma de todos los derivados de estas sustancias en los alimentos son importantes para su
biodisponibilidad. Los avances en los equipos de prueba, altamente sensibles y de alta precisién
hicieron que los cientificos pudieran aislar e identificar estos compuestos que ocurren a veces en
cantidades minimas y se caracterizan por una estructura compleja.

Con respecto a su estructura, en la quercetina como en los flavonoides los sustituyentes dihidroxili-
cos en posiciones 3’ y 4’ en el anillo B muestran ser méas activos como antioxidantes y es potenciado
este efecto por la presencia de un doble enlace entre los carbonos 2 y 3, un grupo OH libre en la
posicién 3 y un grupo carbonilo en la posicién 4.

Por otro lado la dihidroquercetina (DHQ), se obtiene rompiendo el doble enlace entre los carbones
2 y 3 e incrementando dos hidrégenos en esas posiciones. La presencia de dihidroxi- funcionabilidad
incrementa la estabilidad radical a través de la formacién de enlaces H y favorece la abstraccion
de atomos de hidrégeno. La DHQ es una molécula maés activa en la donacién de hidrégenos como
se demostrd por sus valores bajos en la entalpia de disociacién de enlaces [Russo 18].
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La estructura de la DHQ contiene varios centros activos (grupos hidroxilos y carbonil) como se
muestra en la Figura 1. En los flavonoides hay tres factores estructurales determinantes que pueden
ser responsables de la eliminacién efectiva de los radicales libres: (1) el grupo orto-dihidroxi o catecol
en el anillo B; (2) la conjugacion del anillo B al grupo 4-oxo a través del 2,3-doble enlace y (3) los
Grupos 3 - y 5- OH con el grupo 4-oxo, que permite la deslocalizacion de electrones entre el grupo
4-oxo con ambos sustituyentes. La combinacion de todas estas caracteristicas estructurales permite
una mayor deslocalizacion de electrones esto confiere, por lo tanto, una mayor estabilidad a los
radicales. El estudio de la hidratacién de una molécula nos permite estudiar su comportamiento
en el medio ambiente y cuantificar la influencia del agua sobre la estructura y las propiedades de
esta.

2.4.1. Isémeros de la DHQ

La isomeria es una propiedad de ciertos compuestos quimicos con igual férmula quimica, es decir,
iguales proporciones relativas de los atomos que conforman su molécula, presentan estructuras
moleculares distintas y, por ello, diferentes propiedades. Dichos compuestos reciben la denominacién
de isémeros. Los isémeros son compuestos que tienen la misma férmula molecular pero diferente
férmula estructural y, por tanto, diferentes propiedades. Por ejemplo, el alcohol etilico o etanol y
el éter dimetilico son isémeros cuya féormula molecular es la misma.

Se clasifican en isémeros estructurales y estereoisémeros. Los isémeros estructurales difieren en la
forma de unién de sus atomos y se clasifican en isémeros de cadena, posicién y funcién. En los
estereoisomeros los atomos estan conectados de igual manera en ambas moléculas. La diferencia
radica en la distinta orientacién espacial de los atomos o grupos de atomos. Los estereoisémeros
se clasifican enantiémeros (son imdgenes especulares) y diastereoisémeros (no son imdgenes es-
peculares). Entre los diastereoisémeros se encuentran los isémeros cis-trans (antes conocido como
isémeros geométricos), los conférmeros o isémeros conformacionales y, en las moléculas con varios
centros quirales, los isémeros que pertenecen a distintas parejas de enantiémeros.

La DHQ posee dos carbonos asimétricos (C2 y C3) por lo que tiene 4 formas de conformaciones es-
paciales posibles (2R,3R), (25,35),(2R,3S) y (2S,3R). De ellas, (25,3S) y(2R,3R) son enantiomorfas
(formas especulares), en cambio, (2R,3S) es un diastereoisémero de los dos anteriores. Las cuatro
formas conformacionales se muestran en las Figura 3.1 del siguiente capitulo.

17






Capitulo 3

MICROHIDRATACION DE LA
MOLECULA ANTIOXIDANTE
DIHIDROQUERCETINA

3.1. Estructura y cargas

Para realizar los calculos de la energia de la microhidratacion de la molécula DHQ y sus isémeros,
lo primero que hacemos es preparar el archivo iniciales, los cuales incluyen la geometria de la
estructura (coordenadas) y el sistema de cargas de la molécula.

La estructura inicial de la molécula DHQ se toma de los datos experimentales de Rayos X de un
complejo cristalizado de una proteina Anthocyanidin synthase (ANS) y dos moléculas de dihidro-
quercetina [19]. Cabe sefialar que en esta molecular estd desprovista de los dtomos de hidrégeno
ya que aun no es posible obtenerlos del analisis de rayos X. Los hidrégenos se colocaron tal que
para un isémero se obtuvieran las n posibles configuraciones, entonces se optimizo la estructura con
célculos ab initio con una base estandar, de estos calculos se obtuvieron las estructuras mas estables
para cada uno de los isémeros de DHQ considerando la orientacién de sus atomos de hidrégeno.
Este trabajo se realizo por otros compaieros tesistas del grupo [20,21]. Las 4 estructuras obtenidas
se muestran en la Figura 3.1. El isémero 2R3R es el més estudiado por ser el més energético y més
representativo en la naturaleza. Por esta razon es el primero de los cuatro isémeros de DHQ que
se estudié [22,23].

253R

Figura 3.1: Estructuras més estables de la molécula DHQ
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La notacién de los isémeros corresponde a la nomenclatura de la estereoquimica. En la molécula
DHQ los carbonos 2 y 3 son carbonos quirales (posee una imagen especular no superponible;
enantiomeros) donde a un enantiomero se le nombra con R y a su imagen especular con S. Como
ya dijimos DHQ tiene 2 carbones quirales por lo tanto se presentan los cuatro enantiomeros 2R3R,
2R3S, 2S3S Y 2S3R. En el apéndice 1 se muestran las coordenadas del primer enantiomero [24].

Como se menciono en el Capitulo 1, dentro de los pardametros importantes de un campo de fuerzas
se encuentra el sistema de cargas de la molécula. Para calcular las cargas de la molécula DHQ
dentro del esquema del potencial de Poltev [13] empleamos un programa que calcula las cargas
efectivas de los dtomos a través de un simple método semi-empirico de la quimica cudntica (de
Hiickel y Re-Del para m-electrones y o electrones, respectivamente)[26]. En la Figura 3.2 podemos
observar el esquema de cargas eléctricas que son expresadas como partes de las cargas del electrén
de los atomos del isémero DHQ.

Figura 3.2: Cargas eléctricas expresadas en las cargas del electrén de los dtomos del isémero DHQ

Para la molécula de agua, las coordenadas y cargas ya han sido utilizados en otros trabajos, el
moldeo es de 3 de tres puntos y las cargas son de 0.64 para el oxigeno y 0.32 para cada hidrégeno,
estos expresados en partes de la carga del electrén [25].

3.2. Generalidades del calculo

El potencial de Mecanica Molecular describe las interacciones de los dtomos, de tal manera que la
interaccion total entre dos moléculas es una suma de tales interacciones. Para la biisqueda de los
minimos de interacciéon de una molécula DHQ con una molécula de agua, se requiere la construcciéon
de una posicién inicial con indicio de posible formacién de enlaces de hidrégeno y después de la
aplicacién de algin método de gradiente. En principio se puede realizar manualmente, es decir
acercar las moléculas con programas de graficado molecular, pero este procedimiento requiere
mucho tiempo y deja posibilidades de que no todas las posiciones sean exploradas.

Un método diferente se implemento en el Programa RASMOLS6 en el trabajo de tesis de maestria
[26], este método genera coordenadas aleatorias, para la interaccién de dos moléculas rigidas, sean
éstas X, Y Z, vz, @y, - siendo las primeras tres coordenadas las que definen la posicion mutua de
los centros geométricos de cada molécula y las segundas tres rotaciones alrededor de los tres ejes de
coordenadas. Para la comodidad de célculo una de las moléculas se fija en el centro de coordenadas,
mientras que la posicién de otra puede cambiar durante la minimizaciéon. Debido a que la posicién
de la primera molécula es fija, cada minimo de interaccién se caracteriza de la manera tnica por
el conjunto de coordenadas de (X, Y, Z, ¢g, ¢y, . )min.

La cantidad minima de configuraciones generadas que permita encontrar todos los minimos de
sistema se define a partir del tamano de las moléculas que la componen y su nimero.
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El volumen que se considera para el muestreo en el espacio de X, Y, Z en primera instancia se define
por una dimensién de las dos moléculas. Los valores de X, Y, Z se consideran dentro del intervalo
[(—dmaz1 — dmaz2)/2, (dmaz1 + dmaz2)/2], donde dpaz1 ¥ dmazz son las méximas dimensiones de
cada una de las moléculas. Considerando que las dimensiones de las bases de los acidos nucleicos
tienen en promedio 7A como su dmaz-

Para el proceso de minimizacién se usa el método de gradiente descendiente (steepest descent)
con paso variable (capitulo 1). La configuracién inicial z(© es una de las configuraciones aleatorias
generadas anteriormente, el paso inicial a(?) se da como uno de los pardmetros de entrada. Se
calcula el valor de la energia de interaccién AE(z(*) en cada paso k y se estima el valor de
AE(z®) = E(z(®) — E(z(*=1D) . El criterio de terminacién del algoritmo es que AE(z®)) < ¢,
donde ¢ es uno de los parametros de entrada. Los valores de a®) se determinan segiin dos criterios:

1.o<a® <1
2. E(z® + o)) < B(2®)

Al término de la minimizacién de todas las configuraciones generadas aleatoriamente se realiza una
organizacion segun los valores de energia de interaccién obtenida para cada minimo. Se determina
también la frecuencia de aparicién de cada minimo, ésta puede servir de indicador de que tan
accesible es éste. El sistema molecular comprende uno de los 4 isémeros de la molécula DHQ y una
molécula de agua, se generan miles de configuraciones para localizar todos los minimos posibles de
energia para cada isémero los resultados se dan a continuacion.

3.3. Microhidratacion de los isomeros DHQ: 2R3R y 2S3S

En la Tabla 3.1 se reportan los valores de la energia y las distancias interatémicas de los minimos
de interaccién con agua para el isémero 2R3R y en la Tabla 3.2 para el isémero 253S. En ellas
registramos la energia de cada minimo calculada con los dos diferentes métodos de optimizacién
de Stepest Descent (SD) y Gradiente conjugado (GC). Lo primero que se observa en ambas tablas
es que la energia es practicamente la misma, hubo algunos minimos que se movieron y cambio un
poco la energia pero en la mayoria se mantuvo. Esto se comprueba en las distancias interatomicas
en los 4tomos que forman los enlaces de hidrégeno estas son Oy ...H, O Hy y Oy O, el subindice
w indica que el a&tomo corresponde a la molécula de agua. Las desviaciones en las distancias son
casi despreciables de para DHQ-2R3R y de para DHQ-2S3S.

E (SD); corresponde a la energia calculada con el método de Steepest Descent, E (GC); corresponde
a la energia calculada con el método de Gradiente Conjugado. OW...H corresponde a la distancia
interatomica del dtomo de oxigeno del agua con el hidrogeno del grupo Hidroxilo del isomero.
O...HW corresponde a la distancia interatomica del dtomo de oxigeno del isémero con el hidrogeno
de la molécula de agua. OW...O corresponde a la distancia interatomica del dtomo de oxigeno de
la molécula de agua con el oxigeno del isomero

En la Figura 3.3a y 3.3b se presenta los sitios de interaccién de la molécula DHQ-2R3R con una
molécula de agua, en esta figura se muestran todos lo minimos encontrados que corresponden con
la Tabla 3.1, las dos figuras corresponden a la misma molécula vista desde dos dngulos diferentes.

Los minimos més profundos A y B tienen caracteristicas similares en ellas la molécula de agua
forma un enlace a través de su oxigeno el cual se encuentra en el plano del anillo cercano, esto es
que los oxigenos del grupo OH de la molécula DHQ es un donador. Como se observa en las Figuras
en estas posiciones es en donde el agua tiene menor estorbo con los demés grupos OH.

Por otro lado a diferencia como hemos observado con las bases de los dcidos nucleicos en los cuales
los minimos mas profundos se forma cuando la molécula de agua hace un puente con 2 enlaces
de hidrogeno en el caso de DHQ también se forman 2 puentes de este tipo pero no son los maés
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Tabla 3.1: Energfas de interaccién (kcal/mol) y distancias interatémicas (A) de los sitios de minima
energia de la interaccion de una molécula de agua con el isémero DHQ-2R3R, calculados con los
métodos de optimizacién de Stepest Descent (SD) y Gradiente conjugado (GC)

MINIMO || E(SD) || Ow...H, || Ow...O || E(GC) || Ow...H, || Ow...O
O..Hw O..Hw

A -8.57 1.79 2.76 -8.57 1.79 2.76
B -8.31 1.79 2.76 -8.3 1.79 2.76
C -6 1.86 2.84 -6.00 1.86 2.84
D -7.03 1.91 2.84 -7.03 1.91 2.84

1.92 2.67 1.92 2.67
E -6.02 1.86 2.83 -6.02 1.86 2.83
F -5.61 1.86 2.84 -5.6 1.86 2.84
G -5.15 1.88 2.85 -5.15 1.88 2.85
H -5.07 1.92 2.81 -5.07 1.92 2.81

2.33 3.04 2.33 3.04
I -4.95 1.89 2.87 -4.95 1.90 2.88
J -4.93 1.88 2.85 -4.93 1.88 2.85
K -4.65 1.88 2.85 -4.65 1.88 2.85
L -4.55 1.91 2.86 -4.55 1.91 2.87

energéticos (minimos D y H) estos puentes se forman adyacentes al oxigeno carbonil. En uno de
los puentes el cual es el més energético sus dtomos actiian como donador-aceptor mientras que el
otro menos energético es donador-donador, en el primero como se esperaria la molécula de agua
esta en el plano no asf el segundo que se sitia encima del plano.

Figura 3.3: Representacién de los minimos de interacciéon de una molécula de agua con el isémero
DHQ2R3R vistos desde dos diferentes dngulos (figuras a y b). Las letras corresponden con la Tabla
3.1 Las lineas punteadas representan los enlaces de hidrégeno
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Tabla 3.2: Energias de interaccién (Kcal /mol) y distancias interatémicas (A) de los sitios de minima
energia de la interaccién de una molécula de agua con el isémero DHQ 2S3S, calculados con los
métodos de optimizacién de Stepest Descent y Gradiente conjugado

MINIMO || E(SD) || Ow..H, || Ow...O
O..Hw
A -7.61 1.89 2.82
B -6.84 1.81 2.75
C -6.81 1.87 2.85
D -6.06 1.86 2.83
E -6.01 1.87 2.84
F -5.86 1.87 2.85
G -5.84 1.86 2.85
H -5.82 1.87 2.85
I -5.84 1.86 2.84
J -5.13 1.91 2.82
K -5.02 1.88 2.82
L -4.01 1.96 2.94

La descripcion de la tabla es la misma que se utilizé en la Tabla 3.1

La Figura 3.4 se muestra la estructura microhidratada del isémero 2S3S, esta corresponde con la
Tabla 3.2. Para el isémero 2S3S los minimos no son tan energéticos como en 2R3R aunque el més
profundo forma casi dos enlaces con el oxigeno carbonil y con el OH en posicién 3 (minimo A).

Sin embargo al aplicar el método del gradiente conjugado hubo minimos que cambiaron y encon-
traron posiciones més favorables como el minimo B o el minimo L.

En un trabajo presentado al Congreso nacional de Fisica se realizaron cédlculos de los minimos de
hidratacién con el método de Monte Carlo, estos minimos no son muy diferentes para este isémero

[23].

Figura 3.4: Representacién de los minimos de interaccién de una molécula de agua con el isémero
DHQ 2S3S. Las letras corresponden con la Tabla 3.1 . Las lineas punteadas representan los enlaces
de hidrégeno

Para el isémero 2R3R, se realizaron calculos de minimizacién de la energia por los métodos de
Mecénica Cudntica de Hartree Fock y en la aproximacién MP2/6-31G(d,p) [22], el minimo més
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profundo corresponde a la estructura en la que se forman 2 enlaces de hidrégeno los cuales unen
el anillo B con el anillo C dando as{ una mejor estabilidad a la configuraciéon, este mismo no fue
encontrado por nosotros, creemos que debido a que consideramos las moléculas rigidas y en el
céalculo ab initio esta estructura se puede mover.

El valor de este minimo es de -10.19 kecla/mol, la configuracién que le sigue en energia tiene el
valor de -8.67 kcal/mol, este minimo corresponde con el minimo B encontrado por nosotros con
una energia de 8.31 kcal/mol.

3.4. Microhidratacion de los isomeros DHQ: 2R3S y 2S3R

La caracteristica de estos isémeros es que los hidrégenos en las posiciones 2 y 3 se orientan ambos
hacia arriba o hacia debajo de la molécula DHQ. Primeramente estos isémeros no son favorables
por lo tanto no son comunes. Sin embargo hacemos el estudio de la hidrataciéon para tener una
comparacién con los isémeros més favorables.

En la siguiente Tabla 3.3 presentamos los minimos de energia encontrados por el método Stepest
Descent por medio de programas computacionales como es Ranbase. En ella registramos la energia
de cada uno de dichos minimos, asi como las longitudes que existen en los enlaces de tipo OW...H,

O0..HW y OW...0.

Tabla 3.3: Energfas de interaccién (Kcal/mol) y distancias interatémicas (A) de los sitios de minima
energia de la interacciéon de una molécula de agua con el isémero DHQ2R3S.

MINIMO [[ E(SD) || Ow..H, || Ow...O
O..Hw

A -10.48 1.91 2.79

1.84 2.75
B -8.31 1.80 2.75
C -7.24 1.86 2.84
D -6.42 1.86 2.84
E -5.85 1.86 2.85
F -5.71 1.86 2.84
G -5.66 1.87 2.84
H -5.43 1.89 2.87
I -3.98 2.03 2.86

La descripcion de la tabla es la misma que se utilizé en la Tabla 3.1.

En ambas estructuras la molécula de agua en el minimo més profundo forma dos enlaces de
hidrogeno con DHQ. En el isémero 2R3S se tiene el minimos mas profundo de los cuatro isémeros
su energia es de 10.5 kcal/mol, este hace un puente entre el oxigeno carbonilo con el OH en 3, la
molécula de agua estd completamente fuera del plano del anillo AC (minimo A). Después el minimo
con energia menor como en los isémeros 2R3R y 2S3S es con la molécula de agua en el plano en
el OH (minimo B, Figura 3.5), en el isémero 2S3R también se tiene ese minimo con energfa -8.31
kcal/mol y es el minimo B de la Tabla 3.4 y Figura 3.4. El minimo mds profundo en 2S3R, también
se forma con 2 enlaces de hidrégeno, su energia es -8.75 kcal/mol (minimo A) al igual que 2R3S,
ambos minimos son muy similares solo que sobresalen en extremos opuestos (Figura 3.5)

Una revision de los resultados con el método de Monte Carlo también se tiene resultados similares.
La descripcion de la tabla es la misma que se utilizé en la Tabla 3.1
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Figura 3.5: Representacién de los minimos de interaccién de una molécula de agua con el isémero
DHQ 2R3S. Las letras corresponden con la Tabla 3.3. Las lineas punteadas representan los enlaces
de hidrogeno

Tabla 3.4: Energfas de interaccién (Kcal/mol) y distancias interatémicas (A) de los sitios de minima
energia de la interaccién de una molécula de agua con el isémero DHQ2R3S.

MINIMO || E(SD) || Ow..H, || Ow...O
O..Hw

78 A -8.75 1.91 2.82
1.92 2.78

29 B -8.30 1.80 2.75
65 -7.28 1.83 2.75
79 -6.68 1.87 2.84
13 -6.49 1.89 2.83
31 -5.98 1.86 2.84
76 -5.90 1.86 2.84
22 -5.57 1.87 2.84
75 -5.56 1.91 2.80
85 -4.74 1.91 2.88

Figura 3.6: Representacién de los minimos de interacciéon de una molécula de agua con el isémero
DHQ 2S3R. Las letras corresponden con la Tabla 3.4. Las lineas punteadas representan los enlaces
de hidrégeno
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3.5. MICROHIDRATACION DEL COMPLEJO EXPERIMENTAL DE DOS ISOMEROS DHQ

253R

Figura 3.7: Estructuras de minima energia mas profundos para los 2 isémero 2R3S y 2S3R

3.5. Microhidratacion del complejo experimental de dos

isdbmeros DHQ

En este punto consideramos el complejo cristalizado de las dos moléculas DHQ de la cual tomamos
las estructuras iniciales, este complejo también contiene moléculas de agua en torno al DHQ. Los
dos isémeros tienen configuracion 2R3R y 2S3S. Hacemos los célculos de la minimizacién de la
estructura con una molécula de agua, obteniendo los resultados de la Tabla 3.5. La descripcién es
como en las tablas anteriores. La Figura 3.8 corresponde con la Tabla 3.5

Tabla 3.5: Energfas de interaccién (Kcal/Mol) y distancias interatémicas (A) de los sitios de minima
energia de la interaccion de una molécula de agua con el dimero experimental de la DHQ

MINIMO || E(SD) || Ow..H, || Ow...0
O..Hw

A -10.44 1.80 2.80

1.90 2.72
B -10.39 1.81 2.80

1.90 2.72
C -9.22 1.77 2.77
D -9.07 1.95 2.83

1.86 2.72
E -8.40 1.95 2.93

1.96 2.93
F -7.75 1.88 2.79
G -7.65 1.90 2.83
H -7.59 1.95 2.74
I -7.14 1.87 2.85
J -6.47 2.23 3.15
K -6.13 1.89 2.86
L -6.06 1.86 2.84
M -5.78 1.98 2.89
N -5.60 1.86 2.84
O -5.59 1.87 2.85
P -4.89 1.88 2.84
Q 287 | 1.90 2.36
R -4.11 1.93 2.90

Como en los isémeros individuales los minimos méas profundos son aquellos donde se forman dos
enlaces de hidrogeno. En el dimero tenemos més posibilidades de formar este tipo de puentes como
el minimo A con energfa -10.45 kcal/mol que enlaza dos centros del mismo isémero como sucede
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en 2R3R o bien el puente formado entre los grupos OH de dos diferentes isémeros DHQ (minimo
E). Nuevamente el minimo C aparece y es de los mas profundos como en los isémeros individuales:
igual en el isémero 2R3R (minimo B) y parecido al minimo B en 2S3S, 2R3S y 2S3R.

A
4

Figura 3.8: Dos representaciones desde diferente angulo de los minimos de interaccién de una
molécula de agua con el dimero experimental DHQ, Las letras corresponden con la Tabla 3.5. Las
lineas punteadas representan los enlaces de hidrégeno

Como ya mencionamos el complejo experimental esta en solucién acuosa y se tienen un conjunto
molecular de agua (dtomos de oxigeno) interaccionando con el dimero de DHQ), Esta estructura fue
reproducida y optimizada con el mismo potencial utilizando el método de Monte Carlo el resultado
se muestra en la Figura 3.7, solo mostramos los enlaces de la molécula de agua que puentea a los
2 isomeros DHQ. Todas las moléculas hacen enlaces con los centros hidrofilicos de los isémeros.
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Figura 3.9: Representacién del dimero DHQ con moléculas de agua obtenido de los datos experi-
mentales
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Apéndice A

Tabla 3.6: Coordenadas del isémero DHQ2R3R

COORDENADAS DEL ISOMERO DHQ2R3R

Atomo X Y Z Cargas Enlace
Ch -0.044 | 0.121 | 0.019 0.209 216112210010
C10 0.031 | -0.073 | 1421 | -0114 | 1 | 3 |10 O |0 |O
C9 1.306 | -0.076 | 2.045 0.19 21417101010
C8 2469 | 0.053 | 1.307 | -0.172 | 3 | 5 [ 25| 0 |0 |O
c7 2.361 | 0.218 | -0.087 | 0.205 4 |6 |21 01]0]0
C6 1.118 | 0.265 | -0.73 -0.17 1 (5124|0010
01 1.421 | -0.207 | 3.414 | -0.163 | 3 | 8 | 0 [ 290 | O
C2 0.256 | 0.26 4.148 0.085 719111110010
C3 -0.95 | -0.572 | 3.694 | 0.096 8 {10119 0 |00
C4 -1.162 | -0.294 | 2214 | 0237 | 2 | 9 | 20| O | O |O
Cr 0.513 | 0.19 5.632 0.01 8 | 12|16 0 |00
Cc2 0.065 | 1.271 | 6.414 | -0.113 | 11 | 13|29 |28 |0 | O
C3’ 0.176 | 1.236 7.79 0151 |12 |14 |18 | 0 |0 | O
C4’ 0.752 | 0.117 | 8.431 0.14 1315|1710 (0]0
C5’ 1.21 | -0.945 | 7.662 009 | 14|16 28] 0 |00
C6’ 1.087 | -0.912 | 6.261 | -0.104 | 11 | 15|27 | 0O | 0| O
o4’ 0.856 | 0.083 | 9.798 -0.4 14133100100
03 -0.242 | 2.253 | 8635 | <0399 |13 (32| 0| 0 |0]O
03 -2.107 | -0.22 | 4421 | -0448 | 9 [ 34| 0| 0 |0 ]O
o4 -2.329 | 0.245 1.77 -0.333 |10 0O | O | O |O]O
o7 353 | 0.357 | -0.781 | -0.391 | 5 {30| O | O |0O]|O
05 -1.235 | 0.165 | -0.624 | -0391 | 1 [ 31| 0 | 0 |0 ]O
H3 -0.694 | -1.633 | 3.818 0.062 910 0(|01]0]0
H6 1.044 | 0.415 | -1.799 | 0.055 60| 0(|0]0]0
H8 3.435 | 0.056 | 1.789 0.055 4 10| 0(|01]0]0
H2 0.078 | 1.303 | 3.867 | 0.043 81 0|0 |0]0]O0
H6’ 1.446 | -1.748 | 5.674 | 0.053 |16 | O | O | O | O | O
H5’ 1.653 | -1.796 | 8.163 0054 [15] 0| 0|0 |0]O
H2’ -0.384 | 2.135 | 5.936 0054 (12 0| 0| 0 |0]O
H71 3323 | 0482 | -1.716 | 0319 |21 0 | 0] O |0O]O
H51 -1.932 | 0.053 | 0.055 0319 [22] 0| 0|0 |0]O
H31 0.675 | 2.937 | 8.111 0319 18 0| 0| 0O |0]O
H41 0.465 | 0.901 | 10.136 | 0319 | 17| 0 | 0| O |O]O
H31 -2.829 | -0.255 | 3.773 0316 [19] 0| 0| 0 |0]O
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Tabla 3.7: Coordenadas del isémero DHQ2S3S

COORDENADAS DEL ISOMERO DHQ2S3S

Atomo X Y 7Z Cargas Enlace
C1 -2.364 | -0.755 | 0.514 | -0.104 | 2 | 6 | 25| O |0 ]O
C2 -1.875 | 0.171 | -0.405 0.01 1 (3] 701010
C3 -2.767 | 0.851 | -1.211 | -0.113 | 2 | 4 | 26| 0 |0 |O
C4 -4131 | 062 |-1.107 | -0.151 | 3 | 5 | 27| 0 |0 ]O
Ch5 -4.614 | -0.297 | -0.2 0.14 4 16 |21|01]0]0
C6 -3.717 | -0.986 | 0.612 | -0.09 1 (5122|0010
c7 -0.395 | 0.455 | -0.498 | 0.085 2 18 1(112129(1010
01 0.305 | -0.738 | -0.174 | -0.163 | 7 | 9 | 0 | O |0 ]O
C8 1.643 | -0.712 | -0.131 0.19 8 10|16 0 |00
C9 2.333 | 0.493 0.1 0114 | 9 |11 {13 0 |00
C10 1.588 | 1.107 | 0.342 | 0.237 |10 |12 17| 0 |0 | O
Cl11 0.078 | 1.567 | 0.437 | 0.096 7T 111118128010
C12 3.774 | 0461 | 0.133 | 0209 | 10|14 |20| 0 |0 ]O
C13 4421 | -0.733 | -0.036 | -0.17 | 13| 15{23| 0 |00
C14 3.695 | -1.898 | -0.245 | 0.205 |14 16|19 0 [0 ] O
C15 2304 | -1.904 | -0.302 | -0.172 | 9 | 15|24 | 0 |00
02 2.088 | 2.801 | 0491 | -0333 |11 | O | O | O |0O]O
03 -0.542 | 2.757 0.1 -0448 | 12130 0 | O | O] O
04 4.304 | -3.074 | -0414 | -0391 | 1532 0| 0 |0]O
05 4.456 | 1.556 | 0.335 | -0.391 |13 31| 0 | O [0]O
06 -5.939 | -0.522 | -0.11 -0.4 5134100010
o7 -4.274 | -1.879 | 1476 | -0399 | 6 [ 33| 0 | O |0]O
H1 5.495 | -0.736 | -0.002 | 0.055 [ 14| 0 | 0 | O |0 ]O
H2 1.767 | -2.812 | -0.487 | 0.055 |16 | 0 | O | O |O|O
H3 -1.685 | -1.306 | 1.139 | 0.054 1{0]0]0|0]0
H4 -2.408 | 1.574 | -1.92 0.053 31010 01]0]0
H5 -4.431 | 1.145 | -1.73 0054 | 4 0| 0]0|0]O
H6 -0.148 | 1.273 | 1464 | 0062 |12 | 0 | 0 | O |0 ] O
H7 -0.145 | 0.739 | -1.516 | 0.043 7100|000
H8 0.055 | 3.467 | 0.291 | 0316 |18 | 0 | O | O |0 | O
H9 3.882 | 2311 | 0429 | 0319 [ 20| 0O | O | O |0 O
H10 5.243 | -2.985 | -0374 | 0319 (19| 0 | 0O | O |0 ]O
H11 -3.615 | -2.331 | 1977 | 0319 |22 0 | 0| 0 |0]O
H12 | -6.107 | -1.776 | 0.551 | 0319 |21 | O | O | O |0 ]O




Tabla 3.8: Coordenadas del isémero DHQ2R3S

COORDENADAS DEL ISOMERO DHQ2R3S

Atomo X Y 7Z Cargas Enlace
C5 3.739 | -0.576 | -0.223 | 0.209 216100010
C10 2232 | -0.539 | -0.101 | -0.114 | 1 | 3 | 7| 0 |0 ]O
C9 1.705 | 0.721 | -0.018 0.19 214110101010
C8 2426 | 1.821 | -0.044 | -0.172 | 3 | 5 | 13| 0 |0 ] O
C7 3.81 1.811 | -0.161 | 0.205 4 | 6 |14 01]0]0
C6 4473 | 0.594 | -0.257 | -0.17 1[5 ]15] 0010
C4 1.548 | -1.749 | 0.035 | 0237 | 2 | 8 [ 33230 |0
C3 0.063 | -1.555 | 0.311 | 0.096 719112126010
C2 -0.416 | -0.263 | -0.338 | 0.085 8 110|340 (010
01 0.377 | 0.826 | 0.097 | -0.163 | 3 | 9 |11 | 0 |0 ]O
Cr -1.868 | 0.061 | -0.084 | 0.01 91121 0|0 1]0]0
ce’ -2.291 0.64 1.11 -0.104 |11 | 13| 0 |28 0|0
C5’ -3.635 | 0.901 1.31 009 |12 |14 0| 0|00
Cc4’ -4.752 | 0.582 | 0.347 0.14 1315|100 1]0]0
C3’ -4.15 | -0.001 | -0.842 | 0.151 |14 |16 (20| 0 |0 | O
c2 -2.812 | -0.253 | -1.056 | -0.113 | 11 | 15{30| 0 |0 | O
03 -5.131 | -0.282 | -1.744 | -0399 | 153229 0 [0 ]O
o4’ -5.875 | 0.841 | 0.567 -0.4 141331210 (0|0
o4’ 2.009 | -2.868 | 0.007 | -0333 | 7 | 0 | 22| 0 |0]O
03 -0.116 | -1.483 | 1.694 | -0.448 | 8 | 34|28 | 0 |0 ]O
o7 4.177 | 2967 | -0.188 | -0391 | 5 [ 30| 0 | O |0 ]O
05 4395 | -1722 | 0.299 | -0391 | 1 | 31| 0| O |0]O
H3 -0.476 | -2.391 | -0.122 | 0.062 81 0|0 |0]0]O0
H6 5.542 | 0.54 | -0.349 | 0.055 60| 0(|0]0]O0
HS8 1.935 | 2.841 | 0.015 | 0.055 4 10| 0|0]0]O0
H2 -0.264 | -0.379 | -1.41 0.043 910 0(|01]0]0
H6’ -1.574 | 0.087 | 1.857 | 0053 | 12| 0 | 0 | O |0 ]O
H5’ -3.974 | 1.354 | 2223 | 0054 |13 0 | 0O | O |0 ]O
H2’ -2.505 | -0.694 | -1.991 | 0054 |16 | O | O | O |0 ]O
H71 5.406 | 2.825 | -0273 | 0319 (21| 0 | O | O |0]O
H51 3.785 | -2.453 | -0.232 | 0319 [ 22| 0 | 0| 0O |0]O
H31 -4.777 | -0.622 | -2548 | 0319 |17 0 | O | O |0 ]O
H41 -6.384 | 0.57 |[-0.181 | 0319 |18 0 | 0 | O |0 ]O
H41 0.096 | -2.317 | 2.084 | 0316 [ 20| 0 | O | O |0 ]O




Tabla 3.9: Coordenadas del isémero DHQ2R3S

COORDENADAS DEL ISOMERO DHQ2R3S

Atomo X Y 7Z Cargas Enlace
01 -0.286 | 0.702 | -0.162 | -0.163 | 2 | 6 | O | O |0 ]O
C9 -1.631 | 0.678 | -0.132 | 0.119 1 (3] 701010
C10 | -2.362 | -0.539 | -0.007 | -0.114 | 2 | 4 | 10| O |0 | O
C4 -1.592 | -1.786 | 0.172 | 0237 | 3 | 5 | 13| 0 |0 ]O
C3 -0.085 | -1.631 | 0.349 | 0.096 4 | 6 |14 01]0]0
C2 0.392 | -0.479 | -0.534 | 0.085 1 (5115|0010
C8 -2.282 | 1.882 | -0.24 | <0172 | 2 | 8 | 3329|010
c7 -3.675 | 1.879 | -0.229 | 0.205 719111210010
C6 -4.406 | 0.706 | -0.125 | -0.17 8 110|340 |0]0
C5 -3.736 | -0.501 | -0.018 | 0.209 319 |11|01]0]0
05 -4.458 | -1.603 | 0.084 | -0391 |10 | 12| 0 | O |0 |O
o7 -4.275 | 3.068 | -0.335 | -0391 | 8 | 13| 0 | 28|00
04 -2.117 | -2.872 | 0217 | -0333 | 4 | 14| 0 | 0O |0 ] O
03 0.204 | -1.423 | 1.699 | -0448 | 5 | 15| 0 | 0 |0 ]O
Ccr 1.879 | -0.23 | -0.481 0.01 6 {16120 0 |00
Ce6’ 2.715 | -0.906 | -1.349 | -0.104 [ 15| 15|30 0 |0 ]O
C5’ 4.09 | -0.731 | -1.293 | -009 |16 |33(29| 0 |00
C4’ 4.641 | 0.132 | -0.371 0.14 1732|210 (0|0
C3’ 3.8 0.822 | 0499 | 0.151 |18 |34 |22| 0 |00
Cc2 2437 | 0643 | 0447 | -0.113 | 15| 0 | 28] 0 |0 | O
o4’ 5.975 | 0.305 | -0.324 -0.4 18130 0000
03 4.422 | 1.661 137 | <0399 |19 (31| 0| 0 |00
H31 -0.991 | -0.567 | 1.966 | 0316 | 14| 0 | 0 | O |0 ]O
H51 -3.887 | -2.365 | 0.147 | 0319 |11 0 | 0O | O |0]O
H71 -5.214 | 298 |-0333| 0319 |12 0 | 0| 0 |0]O
H31 3.807 | 2.066 | 1.959 | 0319 [ 22| 0 | 0| O |0]O
H41 6.194 | 0918 | 0.361 | 0319 [ 21| 0O | O | O |0]O
H2’ 1.805 | 1.195 | 1.119 | 0.054 |20 O | O | O |O | O
H5’ 4.745 | -1.253 | -1.965 | 0054 |17 0 | O | O |0 | O
H6’ 2.304 | -1.577 | -2.084 | 0053 [16| 0 | O | O |0]O
H2’ 0.105 | -0.697 | -1.56 0.043 60| 0(|0]0]O0
H3 0.391 | -2.556 | 0.058 | 0.062 51701001010
HS8 -1.376 | 2.798 | -0.344 | 0.055 7100|000
H6 -5.48 | 0.709 | -0.124 | 0.055 91 0| 0(|01]0]0




Apéndice B

3.6. Proceso de minimizacién y programas

El proceso que utilizamos para encontrar los minimos de energia se realizo a través de un tratamien-
to de datos que inicia con las geometrias de las moléculas involucradas; los isémeros DHQ y
moléculas de agua (geometria de la referencia [2,3]).

Las cargas de la molécula de agua se calcularon en trabajos anteriores, para la molécula DHQ el
calculo de las cargas involucra un conjunto de programas en COQ.BAT, para cargas 7 CPL.LEXE
y CSIG.EXE para cargas 7 y MOLMED.EXE para la obtencion final de las cargas.

El programa RAMBASG6.EXE tiene los archivos de datos DHQ.MOL (lo transformamos a
VAR.DAT) que tiene las cargas y tipos. El archivo BASE5.DAT tiene las instrucciones para efec-
tuar los cédlculos como el nimero de minimos a calcular, los pardmetros del volumen, el ntimero
de corridas por minimo etc. Con los programas visualizadores OXFORD y HYPERCHEM ver.7 se
ven los archivos de salida *.MOL y * ENT este tiltimo con extensién PDB

Utilizamos el software EXCEL para depurar los miles de datos encontrados y escogemos los pares
de bases de minima energia. Por tltimo el programa Paint para la representacion final de las figuras.
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Conclusiones

Realizamos los célculos con el método de Mecénica Molecular y generamos cientos de estructuras
de complejos de minima energia de un isémero de la molécula DHQ con una molécula de agua.
Inicialmente se hacen calculos con el isémero 2R3R utilizando el método de optimizacién de steepest
descent, a los minimos encontrados hicimos una minimizacién mas fina con el método del Gradiente
conjugado, los resultados son practicamente los mismos, por lo tanto para los restantes solo se
realizan con el primer método, para barrer miles de posibles estructuras. En este isémero el minimo
mas profundo hace un enlace con O4’. Para el isémero 2S3S los minimos no son tan energéticos
como en 2R3R aunque el mas profundo forma casi dos enlaces con el oxigeno carbonil y con el OH
en posicién 3 (minimo A, tabla 3.2) Para el isémero 2R3R, se realizaron célculos de minimizacién

de la energia por los métodos de Mecdnica Cudntica de Hartree Fock y en la aproximacién MP2/6-
31G(d,p) [22], El valor del minimo del isémero 2R3R se comparo con célculos de mecénica cudntica
[22] en el minimo mds profundo (-10.19 kcla/mol) se forman 2 enlaces de hidrégeno los cuales unen el
anillo B con el anillo C dando asi una mejor estabilidad a la configuracion, este no fue encontrado
por nosotros debido a que consideramos las moléculas rigidas sin embargo la configuraciéon que
le sigue en energia tiene el valor de -8.67 kcal/mol, este minimo corresponde con el minimo B
encontrado por nosotros con una energia de 8.31 kcal/mol. Los minimos en las estructuras 2R3S

y 2R3S, la molécula de agua en el minimo més profundo forma dos enlaces de hidrogeno con
DHQ. En el isémero 2R3S se tiene el minimos mas profundo de los cuatro isémeros su energia es
de 10.5 kcal/mol, este hace un puente entre el oxigeno carbonilo con el OH en 3, la molécula de
agua estd completamente fuera del plano del anillo AC (minimo A) En el dimero tenemos mds
posibilidades de formar puentes de hidrogeno entre las DHQ como el minimo A con energia -10.45
kcal/mol que enlaza dos centros del mismo isémero como sucede en 2R3R, o bien el puente formado
entre los grupos OH de dos diferentes isémeros DHQ (minimo E). Un complejo cristalizado de

dos moléculas DHQ es experimento reportado, con los isémeros 2R3S Y 2S3R. Nuestros cédlculos
muestran minimos mds profundos (-10.44 kcla/mol), comparables con el asémero 2R3S; como
comparacién mostramos un calculo de Monte Carlo donde la molécula de agua hace un puente con
las dos moléculas DHQ (Fig. 3.9).
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