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1.- INTRODUCCION.

La cisteina es fundamental para la estabilidad y el plegamiento de las proteinas debido a
que participa en la interaccion de algunas proteinas con metales y en catalisis enzimatica
mediante la formacion de puentes disulfuro aprovechando propiedades redox del par tiol-
disulfuro!. Los puentes disulfuro se encargan de regular alteraciones en el organismo
como el envejecimiento celulary el desarrollo de enfermedades afectando ciclos
celulares y procesos como la coagulacion de la sangre, control de epitopes, uniones a
zinc, etc?® 27, En las bacterias y virus se emplean como llaves de entrada o salida de un

compartimento celular a otro?.

Los factores que intervienen en la formacion de puentes disulfuro no estan
completamente comprendidos, sobre todo aquellos que se forman entre cisteinas
vecinales debido a que rompen las reglas establecidas acerca de su formacion y son
considerados puentes disulfuro prohibidos?® 2’. En estudios previostt 13 17,26, 27 han
reportado que no se pueden formar puentes disulfuro entre residuos de cisteina vecinales
sin que se produzcan tensiones estructurales dentro de la proteina, sin embargo,
recientemente®® 67 se han encontrado estructuras proteicas con este tipo de puentes

disulfuro.

En el presente trabajo se tiene la finalidad se realizar una investigacion para tratar de
comprender la formacion de puentes disulfuro vecinales prohibidos por medio de la
quimica computacional empleando Teoria de Funcionales de la Densidad* (DFT, por sus
siglas en ingles). Se estudiara la reaccion tioles-disulfuro, estudiando los pardmetros de

las energias potenciales, cambios energéticos estructurales e indices de reactividad.

PALABRAS CLAVE.

Puentes disulfuro, estabilidad, disulfuros prohibidos, cistina, DFT.



2.- ANTECEDENTES.

Las proteinas son entidades biolégicas presentes en las células de los organismos
descubiertas en 1838, estas presentan funciones especificas dependientes del nimero y
del tipo de amino&cidos que las constituyen asi como de las secuencias en las que se

encuentren unidos, dicha unién se realiza por medio de un enlace peptidico?.

Los aminoacidos fundamentales para la vida son a-aminoacidos, es decir, aquellos que
en un solo carbono tienen un grupo carbonilo; un grupo amino; una cadena R (con
excepcion de la glicina donde el grupo R es hidrégeno y la prolina donde el grupo R forma
un ciclo con el grupo amino); y un hidrégeno, lo cual origina que el carbono a sea quiral
(figura 1). Esto provoca a su vez enantiomeros los cuales son Opticamente activos y con

lo que adquieren diversas propiedades. En la naturaleza los aminoacidos son

HO (0]
HZN]--HHIIH

exclusivamente L-aminoacidos.!

Alln

Figura 1: configuracion absoluta de los aminoéacidos (L)

La clasificacion de los aminoacidos se puede llevar a cabo considerando diversos
criterios como su esencialidad, su destino metabdlico, su cadena lateral (grupo R), el pl
o0 punto isoeléctrico (pH en el cual la concentracidbn de especies protonadas y
desprotonadas se iguala) y el indice hidopatico (escala que combina la hidrofobicidad y
la hidrofilicidad de las cadenas laterales la cual es usada para predecir la tendencia de
los aminoacidos a buscar un ambiente acuoso (valores negativos) o un ambiente
hidréfobo (valores positivos)). La principal forma de clasificacion esta en funcion del grupo
R (tabla 1y figura 2)% 3.

Las cadenas laterales de los aminoacidos con grupos R no polares estabilizan las
estructuras proteicas por medio de interacciones hidrofébicas?, estos aminoéacidos
denominados “hidrofébicos” generalmente estan dentro del nucleo de las proteinas
mientras que los aminoacidos denominados “hidrofilicos” pueden interaccionar con el
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entorno ya sea con moléculas de agua o con residuos de aminoé&cidos polares con lo que

se logra la estabilizacion de las proteinas.*

Tabla 1: Clasificacion de los aminoacidos de acuerdo a su grupo R*3,

pKa . Porcentaje
' Indice
Nombre |Abreviatura GRUPO | pl . . en
Grupo COOH | NHs* Hidropatico ]
R Proteinas
Glicina GLY 2.34 | 9.60 NA 5.97 -0.40 7.20
Alanina ALA 2.34 | 9.69 NA 6.01 1.80 7.80
Prolina PRO 1.99 |10.96 NA 6.48 1.60 5.20
No Polares i
Valina VAL 2.32 | 9.62 NA 5.97 4.20 6.60
Alifaticos
Leucina LEU 2.36 | 9.60 NA 9.98 3.80 9.10
Isoleucina ILE 2.36 | 9.68 NA 6.02 4.50 5.30
Metionina MET 2.28 | 9.21 NA 5.74 1.90 2.30
Fenilalanina PHE 1.83 | 9.13 NA 5.48 2.80 3.90
Aromaticos| Tirosina TYR 2.20 | 9.11 10.07 | 5.66 -1.30 3.20
Triptofano TRP 2.38 | 9.39 NA 5.89 -0.90 1.40
Serina SER 2.21 | 9.15 NA 5.68 -0.80 6.80
Treonina THR 2.11 | 9.62 NA 5.87 -0.70 5.90
Polares Sin
c Cisteina CYS 0.96 |[10.28| 8.18 5.07 2.50 1.90
arga
Aspargina ASN 2.02 | 8.80 NA 5.41 -3.50 4.30
Glutamina GLN 2.17 | 9.13 NA 5.65 -3.50 4.20
Lisina LYS 2.18 | 895 | 10.53 |9.74 -3.90 5.90
Con Carga —
o Histidina HIS 1.82 | 9.17 6 7.59 -3.20 2.30
Positiva
Arginina ARG 2.17 | 9.04 | 12.48 |10.76 -4.50 5.10
Con Carga | Aspartato ASP 1.88 | 9.60 3.65 2.77 -3.50 5.30
Negativa | Glutamato GLU 2.19 | 9.67 4.25 3.22 -3.50 6.30

Un aminoacido especial es la Cys, el cual es polar y con poca presencia dentro de las

proteinas, pero con gran impacto®. En la conformacién adecuada dentro de la proteina,

puede formar puentes disulfuro con residuos de otra Cys con caracter covalente?, dicho




puente puede ser inter o intramolecular como se observa en la figura 3*. Los amino&cidos
se pueden unir entre si por medio de un enlace peptidico originando polimeros
peptidicos?. Las proteinas fueron estudiadas por Linus Pauling y Robert Corey quienes
son los pioneros de la cristalografia de proteinas?, observaron que el enlace péptidico era
ligeramente mas corto de lo que seria un enlace simple C-N, lo que les permitié deducir
que poseia un caracter parcial de doble enlace® concluyendo que los 4&tomos que se
involucran en el enlace peptidico se encuentran dentro del plano y debido a efectos de
resonancia que existe entre oxigeno, carbono y nitrdgeno dan origen a los angulos ¢ y y

del enlace peptidico que no permiten que exista un libre giro del enlace (figura 4).

Esta falta de libertad de giro supone restricciones en el nimero de conformaciones
posibles de la cadena polipeptidica, que ademas esta constituida por una serie de planos
rigidos formados por los diferentes grupos peptidicos, quienes podrian adoptar diferentes
posiciones unos con respecto a otros mediante giros de los enlaces sencillos que

flanguean cada uno de estos planos®. Las configuraciones que se pueden adquirir son:

e cis: los dos Ca se situan del mismo lado del doble enlace

e trans: los dos Ca se situan a distinto lado del doble enlace.

Carboxilo-
terminal

Amino A
terminal =
-

N-La Ca-C C-N
Figura 4: enlace peptidico dentro de un plano dando origen a los angulos g y ¢8.

Se presenta un incremento en la polaridad del enlace peptidico debido al efecto de
resonancia generando un momento dipolar, por lo que cada enlace peptidico participa en
dos puentes de hidrogeno en donde uno de ellos actia como donador de hidrogeno y el
otro actia como receptor de hidrégeno lo que contribuye al plegamiento tridimensional

de las proteinas?.
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Figura 2: estructura de los aminoé&cidos.

-0 0 0 o) 0 (0] O (0]
HoN iH “HoN H =——= *HN B H *H3N B H
HS/ HS/ \S——S
2 CISTEINAS CISTINA

Figura 3: puentes disulfuro entre cisteinas?.

Los valores que pueden adquirir g y ¢ se pueden representar por medio del grafico de

Ramachandran (figura 5) en el que se distinguen cuatro regiones, en color azul fuerte se
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asignan los valores maximos permitidos, en azul claro los valores que se presentan
usualmente mientras que las zonas de color amarillo pertenecen a valores "no permitidos”
de los angulos de torsion ya que dan lugar a impedimentos estéricos dentro de la
estructura lo cual a su vez corresponden a los tipos de elementos estructurales
mayoritarios presentes en las proteinas, es decir, la estructura B (cuadrante 1) y la a-
hélice (cuadrante |y Ill) a excepcion de la glicina la cual puede presentar sus angulos en

el cuadrante 1V6:16,

Los polipéptidos presentan diversos tamafios lo cual no define propiedades ni funciones
dentro del organismo debido a que existen proteinas pequefias con funciones
importantes. Las proteinas pueden estar constituidas por una sola cadena o por varias
denominadas subunidades mdultiples en donde si al menos dos son iguales se llaman
proteinas oligoméricas. Las unidades se pueden unir por interacciones no covalentes
aunque existen algunas que estan unidas por interacciones covalentes como la insulina
donde sus subunidades estan unidas por medio de un puente disulfuro. Algunas
proteinas presentan grupos quimicos diferentes denominados “grupos prostéticos” los
cuales se unen a los aminoacidos originando proteinas conjugadas en donde el grupo
prostético pueden ser lipidos, glucidos o metales confiriendo a las proteinas funciones
bioldgicas especificas.

Antiparallel Collagen triple
fsheets parallel  helix  piopt twisted
3 sheets {3 sheets

+180 , Left-handed

o helix
120

60

- Right-handed
a helix

=60

Y (degrees)

=120 -

-180 b a
-180 0 +180

¢ (degrees)

Figura 5: diagrama de Ramachandran?®.
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La conformacion de las proteinas determina su funcion la cual puede ser enzimatica,

hormonal, receptora, transporte, reserva, defensa, estructura o movimiento* dependiendo

del tipo de arreglo estructural que puede ser:

1. Laestructura primaria es la secuencia que presentan los aminoacidos a lo largo de la

cadena en donde se presentan interacciones débiles (4-30 kJ/mol) que estabilizan la

estructura las cuales pueden ser enlaces de hidrégeno, fuerzas de Van Der Walls o

puentes disulfuro.

2. La

estructura secundaria es la conformacion local que existe en una parte

determinada del péptido conformada por espirales al azar, componentes, hélices a y

hojas B que pueden tener angulos ¢ y y de 60° y -50° respectivamente.

a)

b)

Hélices a: Estan formadas por puentes de hidrégeno del grupo amida o amina con
el oxigeno del grupo carbonilo en una serie de n+4 formando un cilindro en donde
las partes de la cadena que quedan fuera del cilindro son las que interaccionan
con el entorno, ademas, los 4 aminoacidos iniciales y finales de la hélice no
presentan puentes de hidrogeno entre si siendo fundamentales la presencia de
Gly y Pro para dar esta conformacién. Se construyen a favor de las manecillas del
reloj favorecidas por contracciones estéricas, sin embargo, otras se construyen
en contra debido a efectos provocados por la glicina. Presentan un dipolo con
carga positiva en el grupo amino terminal y con carga negativa en el grupo
carbonilo terminal lo que facilita su interaccion con diversos iones o0 especies con
diferente carga, por lo general estan constituidos de 5 a 40 residuos con un
promedio de 10 residuos (figura 6)*.

Hojas beta: Formada por dos secuencias de polipéptidos que interaccionan a
través de puentes de hidrogeno entre la primer linea de secuencia y la segunda
dando lugar a sistemas paralelos o anti paralelos o una mezcla de ambos; los
puentes de hidrogeno solo se forman con los hidrégenos del grupo amida ya que
los hidrogenos del grupo amino pueden interaccionar con el grupo carbonilo de
otra secuencia haciendo posible el crecimiento de la secuencia o con cualquier

otra molécula polar, constituidos de 5 a 10 residuos. Las secuencias mas

13



comunes son las anti paralelas debido a la estabilidad del puente de hidrégeno
(figura 7).

hoe|

()

Figura 7: hojas B.

Figura 6: hélice a'.

c) Conectores: son secuencias de la estructura secundaria con valores de @ y @
inusuales, establecen pocas interacciones, aunque presentan funciones
reguladoras en las proteinas por lo que es comun encontrar Gly y Pro en posicion
cis dando origen a:

e Loops/bucle: son trozos de la proteina que no forman parte de hélices
a y laminas B, tienen la funcion de orientar y unir varios aminoacidos
para establecen interacciones.

e Hairpin: donde se conectan hojas 3 anti paralelas adyacentes (2-3
aminoacidos).

e Turn: son puentes de hidrogeno que se forman entre el primer y el

cuarto amino&cido para dar giro en una hélice.

d) Espirales al azar: no influyen significativamente en la formacion de interacciones

de la cadena, aunque se encuentran presentes.

Estructura terciaria: Arreglo estructural formada por medio de la interaccion de

estructuras secundarias a través de los sitios polares y apolares que la constituyen y

14



estabilizan. Las dos categorias principales de estructura terciaria de proteinas son la
fibrosa y la globular:

e Las proteinas fibrosas son filamentos alargados de cadenas proteinicas que
son insolubles en agua y con frecuencia presentan una funcion estructural de
proteccion.

e Las proteinas globulares son esféricas y solubles en agua, aunque pueden
forman dispersiones coloidales?.

4. Estructura cuaternaria: Es la union de dos o mas polipéptidos que se pueden asociar
con otras macromoléculas para dar origen a estructuras con diversas funciones
conocidos como oligdmeros. Se clasifican de dos maneras de acuerdo al nimero y
tipo de cadena polipeptidica: homo-oligdbmeros y hetero-oligdmeros. La estructura
cuaternaria se divide en dominios que son la combinacién de estructuras secundarias

y motivos que dan origen a una estructura terciaria.

Las fuerzas de atraccion para la formacion de estructuras terciarias y cuaternarias de las
proteinas son los puentes salinos, puentes de hidrégeno, interacciones hidrofébicas y
fuerzas de VDW consideradas interacciones no covalentes con valores energéticos
menores a 12 kJ/mol’, sin embargo, las interacciones mas fuertes son las interacciones
covalentes como los puentes disulfuro que pueden presentar una energia de enlace de
entre 60 y 120 kJ/mol y son capaces de unir dos o mas cadenas o de formar ciclos (figura
8)°. A pesar de que los enlaces covalentes tienen una mayor energia, las interacciones
débiles son las que determinan la estabilidad de la molécula debido a que son muy

numerosass.

puente disulfuro
M G
B | & interaccion hi/dﬂ)fﬁhica
| p N
\ |
| \ -.‘

r B B

= | i
/X, )
vl

) A { 4 |
00" HyN*, —4‘ \J
kY '\ | O~ 8

N
|puentta eléctriég N ‘,' [
. A

|
. g y. 3 Y
b “__~"  puentes eléctricos

53

Figura 8: fuerzas de atraccion que originan las estructuras terciarias y cuaternarias®.
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Los tipos de interacciones antes mencionados son importantes debido a que gracias a
ellos se pueden estabilizar las estructuras tridimensionales de las proteinas. La energia

que existe en cada interaccion se expresa en la tabla 2% 7.

Tabla 2: Propiedades de interacciones de enlace de hidrégeno (A-H=hidréogeno
acido, B=base)! ’.

Fuerte Moderado Débil

Interaccion A-H-----B | Covalente Parcialmente Electrostatico

Electrostatico

Energia de enlace | 60 a 120 16 a 60 Menor a 12
(kJ/mol)
Longitud de enlace (A)

H-----B 12al5 15a22 22a32
A----B 22a25 25a3.2 3.2a4.0

Angulo (°)

175 a 180 130 a 180 90 a 150
Ejemplos

Dimeros en fase | Acidos, alcoholes y | Enlaces C-H, N-H y
gas con acidos o | estructuras enlaces n de O-H

bases y complejos | bioldgicas
HF

16



2.1.- Puentes disulfuro.

Las proteinas que contienen aminoacidos con azufre dentro de su estructura tienen
diversas propiedades como ayudar a mejorar la calidad del cabello, ufias y piel; favorecer
la depuracion de toxinas; y la secrecidn de bilis por parte del higado. El azufre que se
consume procede de los aminoacidos metionina y cisteina presentes en alimentos como
el ajo, cebolla, col, coliflor y el brécoli. La presencia de estos aminoacidos se ha asociado
con efectos para la salud, dado que la carencia de azufre en el organismo causa un
retraso en el crecimiento, ya que estd relacionado con la sintesis de proteinas que

participan en esta funcion.

La cisteina presenta una abundancia del 3%2 siendo esencial en algunos procesos
bioldgicos, el grupo tiol participa en diversas reacciones actuando como nucle6filo® donde
se presenta una oxidacion suave originando cistinas con lo que se confiere estabilidad
térmica a la proteina. Para que el proceso redox se lleve a cabo, dentro del entorno celular
deben de existir condiciones basicas ademas de la presencia de otro azufre, este proceso
puede ser catalizado por oxigeno y metales disueltos dentro del ambiente celular,© sin
embargo, dicha reaccion es reversible si existen los componentes adecuados debido al
bajo potencial de reduccién que presenta en puente disulfuro en condiciones neutras. El
puente disulfuro se puede llevar a cabo de manera intermolecular (en la misma cadena)

o de forma intramolecular (figura 9)°.

El grupo tiol de la cisteina tiene una gran afinidad por iones metalicos que permiten el
desarrollo de la vida como el hierro, zinc, cobre o niquel. Sin embargo, también forma
parte de proteinas defensivas contra metales dafiinos como el cadmio, mercurio y plomo
debido a ese mismo comportamiento®. El azufre presenta una configuracion electrénica
(3s23p*) lo que le permiten adoptar estados de oxidacion entre +6 y -2 y debido a esas
caracteristicas electronicas, en las proteinas los tioles de las cisteinas constituyen el estado
mas reducido (-2)3. Por lo que en el ambiente intracelular los residuos de cisteina de las
proteinas se encuentran involucradas en diversos procesos como lo son los ciclos celulares,
las acciones hormonales, la replicacion del ADN, transcripciones, meiosis, desarrollo
embrionario temprano, reparacion y ensamble de proteinas, asi como la germinacion de

semillas, etc.®.
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Figura 9: formacion del puente disulfuro A) intramolecular B) intermolecular®.

Para que un organismo este vivo es necesario un conjunto de reacciones quimicas las
cuales se llevan a cabo bajo determinadas condiciones de pH y temperatura empleando
enzimas como catalizadores que son consideradas proteinas, en algunas ocasiones
presentan puentes disulfuro los cuales son determinantes en la formacion de
plegamientos y funciones. Muchas reacciones catalizadas por enzimas ocurren gracias a
que en el sitio activo se encuentran cisteinas quienes pueden formar puentes disulfuro

regulando funciones de las proteinas ya sea activandolas o inhibiéndolas?.

El azufre al adoptar mdltiples estados de oxidacion puede generar varias especies que
pueden ocasionar modificaciones reversibles o irreversibles dentro de la proteina, dichas
especies son disulfuros, tiosulfenatos, S-glutationilacion, acido sulfénico, sulfenamidas,
S-nitrosilacién y persulfuros ademas de modificaciones irreversibles como lo son
oxiacidos sulfénicos (RSOH), oxiacidos sulfinico (RSO2H), los tiosulfinatos (disulfuro-S-
monoxidos, RS(O)SR") y oxiacidos sulfénicos (RSO3H).

Tanto la oxidacion a acido sulfénico como la que conlleva la formacion de un puente
disulfuro entre dos residuos de cisteina, son reversibles por agentes reductores, mientras

que los otros dos estados de oxidacion (acidos sulfinico y sulfonico) no pueden ser
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reducidos a cisteina; el &cido sulfénico es muy inestable por lo que generalmente se oxida

por completo a &cido sulfinico, sulfénico o disulfuro inactivando a la enzima.

Los sistemas de regulacion que involucran la formacion/ruptura de puentes disulfuro en las
proteinas son los conjuntos redox ferredoxina/tiorredoxina, NADP+/tiorredoxina®® y
glutarredoxinal’ donde las tiorredoxinas presentan un papel central ya que son proteinas
con una masa molecular de 12 kDa que se encuentran ampliamente distribuidas en
animales, plantas y bacterias que dentro de su sitio activo presentan dos residuos de
cisteina en una secuencia altamente conservada [-Tyr-Cys-Gly/Ala-Pro-Cys-]. La forma
oxidada de la tiorredoxina contiene un puente disulfuro que puede ser reducido a dos tioles

por el sistema ferredoxina o por el sistema NADP+/tiorredoxina.

Los procesos redox tiol/disulfuro extracelulares son importantes debido a que ayudan a
reestructurar sistemas importantes para regular la activacion y proliferaciéon de células
dentro del organismo debido a que su equilibrio redox es dinamico lo que lo hace ideal

como sensor y switch redox estructural confiriendo las funciones de la proteina®.

Un switch redox es un componente bioquimico que sufre un cambio redox reversible,
controlando funciones biolégicas activandolas o inhibiéndolas; permitiendo regular
funciones como la transcripcion, la actividad enzimatica, la actividad de los canales de
iones, unién de membranas, hemo-oxigenasas, etc. Un sensor redox es un switch que
mide el potencial redox del entorno con los cuales la célula mantiene su homeostasis
metabdlica y los efectos de los cambios metabdlicos bajo variadas condiciones redox asi

como de contrarrestar el estrés oxidativol?.

Para que una entidad biologica funcione como un switch redox debe presentar un
potencial dentro del intervalo comprendido de -170 a -325 mV, que corresponde al que
se encuentra en el ambiente intercelular, con lo que es posible el intercambio SH/SS dado

que su potencial es aproximadamente -185 mv1214,

Los puentes disulfuros dentro del organismo regulan funciones como el envejecimiento
celular, el desarrollo de algunas enfermedades (diabetes, Alzheimer y cancer) dado que
se producen bajo estrés oxidativo que causa una oxidacion del disulfuro. Por otro lado,
las bacterias y los virus emplean los puentes disulfuro como llaves de entrada o salida de

un compartimento celular a otro que esta regulada por el potencial dentro de la célula.
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Otro ejemplo donde los disulfuros regulan los procesos biolégicos son en las plantas
donde las enzimas del cloroplasto reaccionan en funcién a la luz accionando o inhibiendo

procesos siendo un ejemplo el ciclo de Calvin!4,

En 1962, Anfinsen encontré que los disulfuros se pueden reducir produciendo la
desnaturalizacion de la proteina con la adecuada oxidacidon regenerando su estructura
original, sin embargo, también se pueden romper sin cambiar significativamente el
comportamiento de las proteinas. El nimero de disulfuros en un monémero de proteina
va de 0 a 16 aunque usualmente no hay mas de 7 puentes disulfuro teniendo un promedio

de 3 por cada proteina ya sea de manera intramolecular o intermolecular.

La formacién de puentes disulfuro se da en su mayoria con una distancia menor a 24
residuos, siendo més frecuentes cuando existen de 10 a 14 residuos, aunque se han
observado puentes con distancias de 2 residuos, denominados disulfuros locales. Por
otro lado, se encuentran los disulfuros no locales los cuales se forman mas alla de 45
residuos de distancia, dicho puente se encuentra cerca del N terminal del polipéptido en
donde la distancia mas lejana se aproximada a 129 residuos con lo que las proteinas se
pueden estabilizar produciendo que la cisteina sea mas reactiva por efecto del dipolo

dentro de la cadena proteica.t’

Las hojas B y las hélices a impiden en algunos casos la formacion de dichos disulfuros

de acuerdo a diversos criterios como se muestran a continuacion1-16:

1) Sidos cisteinas se encuentran en una misma hoja 8 o hélice a no pueden formar un
puente disulfuro debido a impedimentos estéricos!!: 16,

2) Dos cisteinas de hebras de hojas 3 no adyacentes no pueden formar puentes S-S si
estdn demasiado alejadas entre si, incluso si se encuentran cerca la estructura
prefiere no estar tensa'l.

3) No se pueden formar disulfuros entre cisteinas adyacentes dentro de una estructura
primaria debido a que los carbono a se encuentran muy cerca?’.

4) Para que la formacion del enlace S-S sea estable, el loop que interviene en la
formacion debe de tener una energia similar a 1 X 102 Kcal/mol.

5) No existe la formacion de puentes disulfuro si las cisteinas estan alejadas mas de 150

residuos o entre cisteinas que se encuentran en diferentes dominos.
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Después de un andlisis se determiné que los &ngulos para x3 son + 90°, x2 puede adquirir
diversos valores dependientes del entorno y xs son = 60° y 180° siendo mas favorables a
—60° (figura 10) con lo que se ha concluido que la formacion de puentes disulfuro afecta
los valores de los angulos @ y g de la estructura mientras que la distancia entre los Ca
se encuentra en un intervalo de entre 4.6-7.4 A tedricamente, aunque se ha encontrado
que dichas distancias pueden estar entre 4.8-6.6 AL,

Los grupos sulfhidrilo pueden tener un minimo de separacion de 4.8 A mientras que los
puentes disulfuro pueden tener una separacion de 2.08 A, dichas longitudes estan en
funcion de la calidad de las fuerzas de VDW que se presenten en la estructura ya que si
son de mala calidad (en caso del disulfuro), al entrar en contacto con un agente reductor

se pueden desnaturalizar.

Fig. 10: representacion de angulos y distancias en la formacién de puentes disulfuro®?!,

A pesar de los criterios establecidos para la formacion de disulfuros, se han observado
disulfuros que no se rigen por ellos, denominados “disulfuros prohibidos”, considerados
un grupo metaestable constituido por una parte estructural y un switch redox sensible,
con lo que adquieren las propiedades funcionales sobre determinados sistemas
bioldgicos. Se encargan de estabilizar a la estructura proteica a pesar de que asumen
grandes esfuerzos de angulos de torsion; sobreesfuerzos de dos hebras para mantenerse

juntas, asi como la de torcer y cortar una hebra a la otra para acomodar el enlace disulfuro
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y que en consecuencia incrementan la energia torsional de la estructura proteica

presentando actividad redox'’.

Los puentes disulfuros prohibidos representan el 8% de los puentes disulfuro dentro de
las proteinas, sus elevadas energias de torsién se deben a su conformacion eclipsada,
aunque también se presentan en otras conformaciones mas estables como la de gancho

o espirall’ y en la mayoria de los casos se presentan en los B-harpins!’: 26,

Los disulfuros prohibidos (Cross Strand Didulfide o CSD por sus siglas en ingles) estan
relacionados estrechamente con el ambiente celular, formando cuatro grupos principales
(tabla 3)*3 17, La abundancia inusual de disulfuros prohibidos apunta a un rol importante
dentro de las estructuras que les permite existir y en consecuencia es de interés debido
a que en diversos estudios®® ¢’ se ha encontrado que funcionan como switch redox en
diversos sistemas biolégicos tanto en células eucariotas como en virus y bacterias debido
a que regulan procesos biolégicos por medio del ciclo disulfuro-sulfhidrilo.!” Los puentes
disulfuros prohibidos participan en funciones como la coagulacién de la sangre®, en el
sistema inmunolégico?* y como parte de agentes infecciosos. Ademas de proteinas que
se piensa participan en diversos procesos como en el control de epitopos, funciones de
membranas, tiolreductasas, ribonucleotido-reductasa, receptor interleucina, dominio del

plasminogeno Kringle 1V, receptor tranferrin'’.

Tabla 3: Disulfuros prohibidos 1317,

Disulfuros Caracteristicas

prohibidos

Anti paralelos | Los (aCSDs) estan formados por residuos de cisteinas

(aCSDs) en hoja B antiparalelas, estan localizados en regiones
donde no existen puentes de hidrégeno con espacios que
se alternan con regiones donde se presentan puentes de

hidrogeno a lo largo de la hebra (figura 11).

B B O
C—C3

EE—E= >
B E \ 4

Fig. 11: aCSDs.
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Adyacentes

Paralelos Las cisteinas se unen covalentemente en hojas beta
(pCSDs) paralelas, los puentes de hidrogeno paralelos existentes
son los encargados de estabilizar la estructura (figura
12),
[il\ Em (
B = A
E3D B3
E;/ i
Fig. 12: pCSDs.
Disulfuros | El puente disulfuro se forma cuando la cisteina i de una
diagonales | hoja se une con la cisteina j, jx1 y j£2 de otra hoja

anti paralelos

adyacente de manera antiparalela, en este tipo de
disulfuros no existe la presencia de puentes de hidrégeno
(figura 13).

E =
C—C
o] [
=
—

Fig. 13: aCSDs diagonales.

Disulfuros | Similares a los disulfuros antiparalelos, pero de forma
diagonales | paralela caracterizados por presentar un alto giro de
paralelos hebra (figura 14) siendo muy escasos.
oS v
@ _
(s “mm
Fig. 14: pCSDs diagonales.
Disulfuros B- | Este puente se forma entre la cisteina i de una hojay la
flip cisteina j, jx1, jx2 y j+3 de otra hoja adyacente, existen

patrones inusuales de puentes de hidrogeno (figura 15).
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Fig. 15: B-flip.
Puentes El disulfuro se forma entre hojas no adyacentes de forma
intercalados | intercalada uniendo el residuo cisteina i con el residuo de
(JSDs) la cisteina k, k+1, k+2 y k+3 (figura 16).
No =SS '\p
adyacentes -
Fig. 16: CSDs intercalados.
Disulfuros | Se encuentran en las familias de las transferrinas que se
inter encargan del transporte del hierro en el flujo sanguineo;
En unasola | helicoidales |las IHD son parte de las ribonucleétido reductasas que
hoja o (IHDs) se encargan de regular el paso final de la sintesis de ADN
hélice Disulfuros a | donde las actividades cataliticas estas reguladas por el
lo largo de | proceso redox que sufren los disulfuros.
una hoja
(ASDs)

Vecinales’:27

La formaciéon de un puente disulfuro vecino se lleva a
cabo en una estructura primaria donde se distorsionan
los enlaces peptidicos de las cisteinas. Se tienen
reportadas pocas estructuras con este tipo de puente, por
ejemplo, la toxina de arafa (atracotoxina) y el methanol
dehydrogenasa (MDH).

En la tabla 412 se presentan ejemplos de proteinas con puentes disulfuros prohibidos.
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Tabla 4: Proteinas que presentan puentes disulfuro prohibidos®.

Funcién Proteina Residuos Tipo de
disulfuro
Ciclo celular CDC25B 426-473 pCSD
GImuU 307-324 pCSD
MurD 208-227 pCSD
Ribonucleasa reductasa 268-272 IHD
R2
Proteinas Retinol binding protein 120-129 B-flip
transportadoras Receptor transferrina 556-558 ASD
Entrada celular Proteina de fusion del 92-116 aCsD
virus del dengue?’ 185-285 aCSsD
3-30 pCSD
60-121 B-flip
Genotoxina Cdt 865-882 Diagonal
antiparalelo
Influenza neuraminidasa 498-513 Diagonal
paralelo
Influenza haemaglutina A4T-A274 pCSD
Coagulacién de sangre Co-aglutinina de vibora 498-513 Diagonal
antiparalelo
Factor de tejido 146-209 aCSsD
Inmunitario | Receptor Clase | de CBM 28-38 aCSD
citoquina (receptor eritropoyetina)
Clase Il de CBM (factor 186-209 aCSsD
de tejido)
Receptor de hormona de 308-322 aCSD
crecimiento
Interleucina 10-R 35-54 Diagonal
antiparalelo
HLA_DM en humanos B-25-B35 aCsD
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Homoélogos MICA C36-C41 aCSsD

de MHC RAE-1B AT7-A26 aCSD

Inmunidad | Lectina unida a fucosal’ 82-83 vecinal
innata Defensina 5-20 intercalado

Poco es lo que se sabe sobre los disulfuros prohibidos estructuralmente vy
funcionalmente. Debido a la elevada energia que tienen, su formacion pareciera no ser
espontanea lo que ocasiona una suposicién acerca de como se generan; dentro de las
posibles explicaciones acerca de su formacion es que se pudieran generar por una
oxidacion o reduccién como parte del ciclo SH/SS parecido a la oxidacion de las

tiorredoxinas.

Un factor de gran interés que ayudaria a explicar la formacién de disulfuros prohibidos es
el potencial redox, lo que a su vez explicaria su actividad biolégica como switch redox. El
potencial redox del disulfuro prohibido depende de la conformacién que adquiera la cadena
o el ciclo que se forma entre residuos Cys ya sean adyacentes o no adyacentes, este a su
vez modifica el potencial del buffer que se encuentre dentro del compartimento donde se
encuentre el puente modificando la homeostasis del sistema. El potencial no solo depende
de la conformacion, sino que también del pKa, pH, cambio del ligando, energia torsional y

entropial’.
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2.2.- Teoria de funcionales de la densidad.

Es un procedimiento variacional alternativo a la solucion de la ecuacion de Schrédinger,
donde el funcional de la densidad electrénica es minimizado con respecto a la densidad
electronica. Teoria de funcionales de la densidad (DFT por sus siglas en inglés) es capaz
de obtener la energia y la distribucion electrénica del estado fundamental trabajando con
el funcional de la densidad electrénica en vez de la funcién de onda. La ventaja es que la
densidad electrénica es una magnitud mucho mas simple que la funcion de onda y por lo
tanto mas fécil de calcular ademas de que se puede emplear en sistemas mas
complejos?®-32, A mediados de 1960 se publicaron dos articulos fundamentales de la DFT,

el de Hohenberg-Kohn3'y después el de Kohn-Sham?32.

Las densidades electrénicas se denominan v-representable. El hamiltoniano Hn contiene
una parte universal que consiste en el operador de energia cinética Ty el operador de
energia de interaccion electrén-electron U asi como el operador no universal ¥, para la
energia de interaccion de los electrones con un potencial externo Ve que contiene el
potencial electrostatico de los nucleos y los potenciales de cualquier otra fuente externa

al sistema, ver (1).
Ay=T+0+7V,...(1)

De acuerdo al teorema de Hohenberg-Kohn, la energia (E[n]) puede ser considerada un

funcional de la densidad electronica, ver (2).

E[n] = WnHyYN) = E[Yy]... (2)

El principio variacional de Rayleigh-Ritz junto con el teorema de Hohenberg-Konh
implican que E[n] es un minimo (Eg) a la densidad del estado fundamental nc dando

lugar al segundo teorema de Hohenberg-Kohn, ver (3).
E; = MIN,E[n] = E[ng]... (3)
Posteriormente Kohn y Sham?3? consideraron un sistema de electrones no interactuantes

gue se desplazan en un potencial externo Vks, ver (4).

1

(N1)2
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El spin-orbital ortonormal y;(x),x = (r,s) (donde s es el spin) da lugar a la densidad

electronica la cual satisface la ecuacion de Schéringer, ver (5).
n(r) = sl (X)1%... (5)

La energia cinética y los funcionales de interaccion electrén-electron T[n] y U[n] se

obtienen mediante la adopcion de los valores esperados de T y U respectivamente.
E[n] = T[n] + U[n] + [V,(r)n(r)dr + Vyy... (6)

Los términos de 6 son rearreglados para facilitar la derivacion de Vks con lo cual se

obtiene 7.
E[n] = Ty[n] + Uy[n] + Exc[n] + [ V,(rIn(r)dr + Vyy... (7)

Donde Ts[n] es el valor esperado de T con la funcién de onda ¢ no interactuante, ver (8).

Tolnl = S (Y0, 2 9).. (8)

Se puede demostrar ser un funcional de n mediante la aplicacién del procedimiento de
Levy-Lieb?® para el caso de no interaccion mientras que Uun[n] es la aproximacion de

Hartree para (g, Uy) dada por:

Uyln] = [ 200 g (9)

r—r|
Donde Exc[n] es el funcional de correlacion de intercambio dada por:
Exc[n] = T[n] — Ts[n] + U[n] — Uy[n]... (10)

En un estado basal no degenerado de la interaccion de sistema, E[n] es estacionaria 0
minima con respecto a la variacion en n. Al variar n, la igualdad de n entre los sistemas
interactuantes y no interactuantes es mantenida, por lo cual 5 satisface la interaccion de
n. Asi la variacion en la interaccion n es generada por la variacion en la no interaccién yi

sujeta a la restriccion de ortogonalidad.

El potencial de Kohn-Sham Vks esta dada por:

Vis(r) = Vo (r) + Vg (r) + Ve (r)... (11)
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Donde VH(r) es el potencial de Hartree que esta dado por:

Vyln] = fezn(r,’) dr ... (12)

r=r]

Y el potencial de intercambio de correlacion Vxc(r) esta dado por:

1)
Vel =§n%[)”] (13)

Hohenberg y Kohn3! sefialan que el problema para encontrar la energia de un sistema
de N electrones siendo N un ndmero entero fue abordada por medio de la relajacion de
la restriccion a través de una transformacion de Legendre de E[n] para el potencial Q[n]

donde la Ec=MINNE[n] estaba sujeta a la restriccion N = [ n(r)dr.
N[n] = E[n] —uN... (14)

Y al minimizar Q[n], se obtiene el potencial quimico que es una propiedad global que
caracteriza la tendencia de los electrones a escapar desde un sistema en equilibrio y que
de manera formal es el multiplicador de Lagrange asociado con la constante de restriccion
de la normalizacién del principio variacional de DFT3# que integra la densidad electrénica
con respecto a N* 4 que a su vez esta relacionado con la electronegatividad de Mulliken

a través de la expresion = -x2° por lo 14 se convierte en 15:

8E[n] dEWN
p===20 (15

Esa relajaciéon de la restriccién con la consecuente variacion arbitraria de n implica que
E[n] es arbitraria, es decir, N es fraccionario. Lo anterior pareceria estar claro en la
igualdad de 15 donde E(N) es la energia del estado basal de N electrones, la derivacion
se define por 16 y se puede observar que N es entero pero que N+AN no lo es.

dE . E(N+AN)—-E(N
E _ i B¢ )-E(N)
dN AN—>0 AN

... (16)

En 1980 se proporcioné la base para la Teoria de Reactividad Quimica (CRT por sus
siglas en ingles) siendo importante para la quimica y en conjunto con DFT dan lugar a lo
que se denomina “DFT conceptual” originandose los conceptos centrales de CRT

[potencial quimico () o electronegatividad y la dureza (n) ]?° 3% 36. 37,
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Tanto p como n son definidos mediante la diferenciacion de la energia total con respecto
al numero de electrones; y por 15 mientras que n puede ser entendida como una
resistencia a la transferencia de carga del sistema, es decir, la resistencia a la
redistribucion de los electrones que posee una molécula® definida por 17, puede ser
relacionada con la diferencia de energia (gap) entre el orbital mas altamente ocupado y
el mas bajo desocupado.

Tanto y y n son propiedades globales del sistema dependientes de Ny v ().

_du __ d?*E(N)

N=72an = Z2anz - (17)

Tanto g y n asi como otros parametros de reactividad quimica requieren del conocimiento
del funcional de la densidad para un nimero fraccionario de N.
De lo anterior se deduce el teorema de Janak?® originando la siguiente expresion:

d
1= = Eura-e- (18)

Por lo que n también esta dada por:

dep+
Q=%...(19)

Y por medio del teorema de Hellmann-Feynman?® se convierte en:

_ (¢M+1vd—N¢M+1)

n= 2 ... (20)

Y haciendo uso de las matematicas adecuadas se obtiene:

dVgs(r) _  8Vgs(r) dn(r) ,
T = Sn) aN dr’... (21)

Donde el primer factor de la integral de 21 es la interaccion de Kohn-Sham.

, SVks(r
Fr,r) = % (22)

El segundo factor es la funcién de Fukui introducido por Parr y Yang en 198438 50, E|
objetivo de la teoria de reactividad quimica es predecir o interpretar las reactividades de
atomos, moléculas o sistemas en respuesta a un estimulo quimico cuantificado por varios

indices de reactividad.
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Los indices de reactividad fueron empiricos hasta que Pauling introdujé la escala
empirica para la electronegatividad x con el fin de cuantificar la tendencia para donar o
aceptar electrones?® y posteriormente Mulliken®® sefialé que la electronegatividad esta

dada por:

Xm == (23)
Donde | es la energia de ionizacién y A es la afinidad electrénica de donde se concluye
que no habria transferencia de carga entre las especies que tienen la misma xm y el flujo
de electrones deberia de ir hacia las especies donde xm es mayor, aunque sefialo una
desproporcion, la cual indica que una transferencia de carga entre sistemas similares no
se produciria si I-A>0. El potencial quimico es igual al negativo de la electronegatividad

con lo que da lugar al potencial quimico discreto xq y la dureza discreta ng.

E(N) = E(M) + ug(N — M) + “"I(NT'M)Z (24)

(E(M+1)-E(M))+(E(M)-E(M-1)) I1+A
a= > =—T=—)(m...(25)
_ E(M+1)+E(1;I—1)—2E(M) _ % (26)

Para todas las especies ng es positiva debido a una consecuencia aun no probada del

principio de exclusién Pauli y de la naturaleza de la interaccion electrén-electron. Las

. dE d’E . . L, . .
nociones de que u = — 2%y n = — 3637 gl igual que la hibridacién??, la polarizabilidad®’,

dN dN?
la disposicion de carga y enlace de Mulliken?®®, el principio acido-base duro y blando de
Pearson®’, el principio de maxima dureza'?y el concepto de orbital frontera de Fukui3® 50
dieron lugar a la cimentacién profunda de DFT. Mas tarde otros indices como la regio y
estereoselectividad®, las reglas de Woodward-Hoffman®®, aromaticidad®®, etc se
introdujeron estudiandose cuantitativamente?® y conceptualmente trayendo como

consecuencia un mejor entendimiento acerca de la reactividad quimica.

Los indices de reactividad son denominados descriptores quimicos de la reactividad

clasificados en globales, locales y no locales?? %2,
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v Globales: en la cual una derivada es tomada de una cantidad global tal como la
energia total con respecto a una variable como lo es el potencial quimico, la dureza
y la suavidad (S) 29 3536, 37,52, 53

v Locales: en la que una derivada es tomada de una cantidad local como la densidad
con respecto a una variable global, ejemplo de un indice local son las funciones
de Fukui®® 50 asi como a la suavidad local (s)>2.

v No locales: en la que un derivado funcional es tomado de una cantidad local con
respecto a otra cantidad local como lo es la interaccion de Kohn-Sham y la

susceptibilidad isoelectrénica o suavidad, ver (27). %2

~N_ on(r)
x(r,r) = R (27)
Los descriptores p, n, la filicidad (w) y S muestran la reactividad de las moléculas como
un todo, sin embargo, para estudiar la reactividad y selectividad de sitio es necesario el

uso de descriptores locales como las funciones de Fukui o la suavidad local (s) 50 53,

Los descriptores locales como la funcion de Fukui (FF), la filicidad (w) y la blandura local
(s(r)) son propiedades que explican la selectividad en una regién de una molécula®® por
lo que al expresar la densidad electronica en términos de spin-orbitales de Kohn-Sham y
teniendo en cuenta la derivada con respecto a N, asi como al aplicar la relacion de

Maxwell al y se pueden definir las funciones de Fukui.33 38 43

F0 =52, ., = Got), -~ 28)

Aungue debido a una discontinuidad de N, la funcion de Fukui se define en dos tipos de

acuerdo a sus derivadas las cuales se pueden aproximar por la izquierda o por la derecha

dando lugar al nimero de electrones (N=Npg) 33 38 43,

£ = (%):m... (29)

f(r) = (22) vy 30)

Los dos tipos de funciones de Fukui se encargan de describir el comportamiento de un

sustrato al entrar en contacto con un agente nucleofilico o electrofilico y a su vez generan
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una tercera funcién de Fukui que describe el uso de radicales dentro de las reacciones
quimicas3? 38 43,

fO(r)zw...(S’])

Entre mayor sea el valor de los indices de Fukui, mayor sera la reactividad. Los indices
de Fukui dan lugar a los orbitales moleculares frontera mas un término corregido que

incluye los efectos de relajacion del orbital 44.

Los orbitales frontera se clasifican en tres (HOMO, SUMO y LUMO que son acrénimos
de Highest Ocupied Molecular Orbital, Singly Occupied Molecular Orbital y Lowest
Unoccupied Molecular Orbital por sus siglas en inglés, respectivamente) donde la
diferencia de energia entre HOMO y LUMO es denominada energia de banda prohibida
“‘gap HOMO-LUMO?”; el HOMO es similar a la banda de valencia mientras que el LUMO
es similar a la banda de conduccion pero en este caso para compuestos organicos

mientras que el SOMO es un orbital ocupado por un solo electron4.

El calculo de las funciones de Fukui no se puede realizar de manera simple por lo que
una solucion es tomar la aproximacion de diferencias finitas entre las densidades

electronicas totales N=Noy N= (No + 1).

Existen diversos sistemas que pueden ser usados para calcular los descriptores
moleculares evitando la estimacion aproximada de derivados los cuales introducen
nameros fraccionales de ocupacion desde el teorema de Janak para producir cambios
infinitesimales en el numero de electrones® obtieniendose una representacion
tridimensional de las funciones, por lo que se necesita la integracién de la funcion de
Fukui a lo largo de la porcion de espacio que podria atribuirse a un determinado atomo
perteneciente a una molécula, lo que lleva a la condensacion de las funciones de Fukui?,
este procedimiento es analogo a la condensacion de la densidad electrénica de los
atomos lo cual conduce a la asignacion de cargas atomicas a través de analisis de la

poblacién o de particion de la densidad*®.

De manera analoga se puede calcular la suavidad local (s, *) de la molécula con 32.53
*=£"5...(32)
Sk = fk .
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Donde S es la suavidad global y fk* es la funcion de Fukui®® 38 43 mientras que el indice

de electrofilicidad local (filicidad) 5 54 se calcula a partir de 33.
(L)k+ = fk+W... (33)

Donde o es la electrofilicidad global y fk* es la funcion de Fukui, este concepto fue
introducido por Chattaraj*” 48 para analizar las reacciones entre electréfilos y nucledéfilos
con el fin de predecir el sitio mas electrofilico en una molécula®®. Se sabe que la
reactividad intra e intermolecular se puede explicar en términos de f(r) o s(r) por lo que
recientemente se dedujo una conexién entre f(r) y s(r) originandose un descriptor

denominado “descriptor atomico” (DA) definido como (sf) ka >3 5.

(sPi" = (fi)?S... (34)

Donde a = 0 el cual se refiere al ataque nucleofilico, electrofilico o radical, de manera
analoga se ha propuesto un nuevo descriptor denominado “descriptor atdémico de
filicidad”, asociado con la condicién de normalizaciéon de la funcién de Fukui®® definido

como.

(wf)ka = (i )*W... (35)
Donde, a = +0 se refieren al ataque nucleofilico, electrofilico y radical respectivamente.

Descomponer a la densidad electronica molecular en sus componentes atdmicos se
puede lograr mediante diferentes métodos que conducen a resultados significativamente
diferentes e interpretaciones quimicos engafiosas*®. Por otra parte, no es facil elegir el
método méas adecuado en funcién de argumentos tedricos por lo que existen esquemas
de cargas diferentes que se utilizan para calcular propiedades de los atomos en
moléculas, por ejemplo, el andlisis de poblacion de Mulliken (MPA)*°, el andlisis
demogréfico natural (NPA)*°, métodos basados en la matriz de densidad y de particion
Hirshfeld (HP)*>.

El problema de DFT radica en que para conocer las energias y densidades en estado
basal se necesita conocer el funcional de intercambio-correlacion el cual es desconocido
por lo que se tienen que realizar aproximaciones por medio de funcionales aproximados

gue se descomponen para obtener el funcional de intercambio y el de correlacion.
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Algunos funcionales de intercambio son®®: 57,

o S: Slater. e« TPSS: Tao, Perdew, Staroverov y
o XA: Xa (Slater) Scuseria.
o B: Becke. « BRXx: Becke.
o« PWO91: Perdew y Want. o PKZB: Perdew, Kurth, Zupany
« mPW: PW modificado por Adamo Blaha.
and Barone. « WPBEh (HSE): Heyd, Scuseria 'y
« G96: Gill. Ernzerhof.
« PBE: Perdew, Burke y Ernzerhof. « PBEh: revisién Ernzerho.
o O: Handy.

Los funcionales de energia de correlacidén son locales con correccion de auto-correlacion
los cuales incluyen una correccion de gradiente meta-GGA y locales con correlacion para

densidades multireferenciales®®:>’, por ejemplo:

o« VWN, VWNS5: Vosko Wilk Nusair. e BRC : Krieger-Chen-lafrate-
e PL: Perdew Local. Savin.
e LYP: Lee, Yang,y Parr. o KCIS: Becke-Roussel.
o P86: Perdew. o PKZB: Perdew, Kurth, Zupany
« B95: Becke con correccion del Blaha.
gradiente t.

Los funcionales hibridos combinan los fundamentos de Hartree-Fock con los de DFT para
obtener mejores aproximaciones al realizar célculos acerca del comportamiento

fisicoquimico de la estructura, por ejemplo: 56-58

o« B3LYP : Becke Three Parameter e X3LYP: Xuy Goddard.
Hybrid Functional e O3LYP: Hibrido de Coheny
e LYP-local. Handy.
« PBELPBE (PBEO): El hibrido de o B98: Hibrido del B97.
PBE.

35



B971, B972: hibrido de Tozer et

HSEH1PBE (HSE06),

al. sobre B97. OHSE2PBE (HSE03),
mPW1PW91, mPWI1LYP, OHSE1PBE: Heyd-Scuseria-
mPW1PBE, mPW3PBE. Ernzerhof.

« BMK: Boese y Martin, funcional « WwWB97, wB97X, wB97XD: Head-
hibrido T -dependendiente. Gordon et al.

« MO06, MO6HF, M062X: Hibridos e LC-wPBE: Correccion de Hirao et
de Truhlar and Zhao, 06, 08. al. a wPBE.

o tHCTHhyb: Hibrido de tHCTH, 02. e CAM-B3LYP: Yanai, Tewy

e« APF, APFD: Austin-Frisch- Handy.
Petersson, sin y con dispersion. e HISSbPBE: Hibrido de HISS.

e SOGGA11X: Truhlar. e M11, M11L M12SX, MN12SX:

« PBEh1PBE: hibrido de PBE. Nuevos hibridos del grupo de

e TPSSh: hibrido de TPSS. Truhlar.

Para determinar la energia de intercambio-correlacién, los funcionales se apoyan de
conjuntos de base los cuales son descripciones mateméaticas de los orbitales en un
sistema molecular donde las aproximaciones mas exactas son basadas en conjuntos de
base mas grandes conocidos como Gaussian Type Orbitals (GTO, por sus siglas en

ingles).

Existen cuatro tipos de conjuntos de base GTO basicos®® 60:

1) Conjuntos de bases minimos: se utilizan sélo las funciones imprescindibles para
representar todos los electrones del sistema empleando una funcién base por cada
orbital atdbmico ocupado en el estado fundamental de cada atomo. La desventaja
es que carecen de flexibilidad para describir cambios en los orbitales atomicos
cuando hay enlaces quimicos pero premiten que exista una flexibilidad en el
tamafio del atomo. En estos conjuntos de base, el mismo nimero de primitivas de

Gauss comprenden orbitales de nucleo y de valencia.

e Hy He: una funcion s (1s) (total 1).

36



2)

3)

4)

e Elementos del segundo periodo: dos funciones (1s y 2s) y un conjunto de

tres funciones p (px, py, pz) (total 5).

e Elementos del tercer periodo: tres funciones (1s, 2s y 3s), y dos conjuntos

de tres funciones p (2p y 3p) (total 9).

Doble y triple Z donde existen dos o tres gaussianas primitivas contraidas por cada

orbital atdbmico permitiendo que exista flexibilidad en el tamafio del &tomo.

Funciones de base extendida donde dos o mas funciones de base con distinto
coeficiente describen cada orbital ocupado (p, d, f). en las que los orbitales internos
se describen con una combinaidn lineal de funciones y los orbitales de valencia se

presentan mediante mas de una combinacion de funciones.

v' 3-21G: cada e de la capa interna se describe con una combinacién lineal de
tres gaussianas primitivas contraidas mientras que cada e  de la capa de
valencia se describe con dos funciones, una interna formada por una
combinacion lineal de dos gaussianas primitivas contraidas y una externa con

una gaussiana primitiva contraida difusa.

v' 6-31G: cada e de la capa interna se describe con seis gaussianas primitivas
contraidas mientras que cada e  de la capa de valencia se describe con dos
funciones, una interna formada por una combinacion lineal de tres gaussianas
primitivas contraidas y una externa con una gaussiana primitiva contraida

difusa.

Funciones de base de valencia desdoblada polarizada donde a los conjuntos de
base minima se incluyen funciones de polarizacion (funciones con el mismo
namero cuantico principal pero correspondiente a un nimero cuantico angular
superior) para poder describir correctamente los cambios de densidad electronica

de un atomo en una molécula permitiendo flexibilidad en la forma del atomo.

v 6-311G (d) = 6-311G*: cada e de la capa interna se describe con una
combinacion lineal de seis gausianas primitivas mientras que cada e" de la capa
de valencia se describe con tres funciones, una formada por combinacion lineal

de tres gausianas primitivas y otra combinacion lineal de dos gaussianas
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primitivas polarizadas. A cada atomo diferente al hidrégeno se le afiaden 6
orbitales d o 10 orbitales f.

v 6-311G (d, p) = 6-311G**: cada e de la capa interna se describe con una
combinacion lineal de seis gausianas primitivas mientras que cada e de la capa
de valencia se describe con tres funciones, una formada por combinacion lineal
de tres gausianas primitivas y otra combinacion lineal de tres gaussianas
primitivas polarizadas. A cada atomo diferente al hidrégeno se le afiade un
conjunto de orbitales d o f mientras que a cada atomo de hidrégeno se le afiade

un conjunto de orbitales 2p 6 orbitales d o 10 orbitales f.

5) Funciones de base de valencia polarizadas difusas las cuales presentan el mismo
namero cuantico angular que las funciones de la capa de valencia siendo mas
extendidas en el espacio, es decir, son funciones gaussianas con exponentes
pequefios que se presentan en sistemas donde la distribucidén electronica se
encuentra expandida permitiendo que exista flexibilidad en el tamafo de los

atomos con r grandes.

v 6-311+G (d) = 6-311+G*: cada e de la capa interna se describe con una
combinacion lineal de seis gausianas primitivas mientras que cada e” de la capa
de valencia se describe con tres funciones, una formada por combinacion lineal
de tres gausianas primitivas y otra combinacion lineal de dos gaussianas
primitivas polarizadas. A cada atomo diferente al hidrégeno se le afiade un

conjunto de orbitales d o f y un conjunto de fusiones difusas (s, px, py, pz)

v’ 6-311++G (d, p) = 6-311++G**: cada e de la capa interna se describe con una
combinacion lineal de seis gausianas primitivas mientras que cada e de la capa
de valencia se describe con tres funciones, una formada por combinacion lineal
de tres gausianas primitivas y otra combinacion lineal de dos gaussianas
primitivas polarizadas. A cada atomo diferente al hidrogeno se le afade un
conjunto de orbitales d o f y un conjunto de fusiones difusas (s, px, py, pz)
mientras que para casa hidrégeno se le afiade un conjunto de orbitales 2p y

una gaussiana difusa tipo s.
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La principal ventaja de DFT es que las ecuaciones son mas simples de resolver que las
ecuaciones de la mecanica cuantica u otras aproximaciones por lo que permiten tratar
sistemas mas grandes, calcular mas propiedades, realizar simulaciones con pocos miles
de atomos y para métodos mas sofisticados, sus resultados se utilizan como punto de
partida. La funciobn de onda de un sistema de N electrones tiene 3N variables para
cualquier sistema sin importar su tamafio con lo que se logra disminuir el costo
computacional permitiendo la deduccién de estructuras moleculares y el calculo de
frecuencias vibracionales, calculo de diversas energias (ionizacion, afinidad electrénica,
excitacion), calculo de frecuencias poblacionales, momentos dipolares, Intensidades de
IR, espectroscopia RAMAN, célculo de desplazamientos quimicos en RMN, constantes
de acoplamiento nucleares spin-spin y modelado de cumulos de sistemas enlazados por

puentes de hidrogeno®® 5.
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3.- IMPORTANCIA DEL PROBLEMA.

Existe poca informacion acerca de estructuras que presentan puentes disulfuros
prohibidos, ya que por la elevada energia que adquieren no deberian de existir ni tampoco
la posibilidad de su formacién. Sin embargo, se sabe que se pueden generar como parte
del ciclo redox del grupo sulfhidrilo en la cisteina parecido a la oxidacion de las
tiorredoxinas?®. Algunos medios para poder comprender la formacién de disulfuros
prohibidos son los descriptores moleculares empleados por Teoria de Funcionales de la
Densidad®® (DFT por sus siglas en inglés) asi como el potencial redox en condiciones
experimentales con los cuales seria posible explicar sus funciones, propiedades y
caracteristicas dentro de una estructura proteica. El potencial redox del disulfuro prohibido
y la energia que este adquiere depende de la conformacion de la cadena o el ciclo que se
forma durante la formacién del puente entre residuos Cys sean adyacentes o no adyacentes
afectando condiciones intracelulares modificando la homeostasis del sistema, aunque no
solo depende de la conformacion sino también del pKa, pH, cambio del ligando, energia

torsional y entropial’.

Comprender la formacion de los puentes disulfuro vecinales al igual que sus propiedades
fisicoquimicas es fundamental, debido a que al obtener mas informacién se puede
realizar modificaciones estructurales para evaluar la facilidad con que los residuos de
cisteina pueden formar puentes disulfuro y elucidar de esta manera el papel que juegan
en el mantenimiento de la estructura de muchas proteinas con fines biotecnol6gicos o

farmacoldgicos?®.

Una rama que ha tenido éxito trabajando con puentes disulfuro es la ingenieria de
disulfuros que ha demostrado su utilidad para aplicaciones biotecnoldgicas como la
fluorescencia, biosensores para monitorear potenciales redox en la mitocondria y células
cancerigenas asi como el incremento de la actividad enzimatica,'® pero con resultados
poco favorables por lo que con el fin de tener mejores resultados se hara uso de la
guimica computacional empleando DFT para predecir reactividades y de esta manera

tener una orientaciéon mas clara.
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4.- PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢Los aminoacidos adyacentes unidos a la cistina en forma oxidada o reducida afectaran

la reactividad de los azufres presentes en la estructura?

¢ Afectara el arreglo estructural de los modelos la reactividad de los grupos sulfhidrilo o

del puente disulfuro, respectivamente?

5.- OBJETIVOS.

5.1.- Generales.

v' Analizar y explicar la formacion de puentes disulfuro vecinales empleando
Teoria de Funcionales de la Densidad, por medio del funcional hibrido PBEO,
asi como la base 6-31++G** usando como modelo base el ciclo redox de una

cistina. Ademas de observar el efecto de los aminoacidos vecinales.

5.2.- Especificos.

v' Determinar las estructuras de energia minima de los conférmeros estructurales

propuestos para el analisis.

v Realizar una busqueda bibliogréafica acerca de estructuras con puentes disulfuro

vecinales para determinar su energia.

v Determinar la energia potencial y las funciones de Fukui de cada estructura

analizada.

v' Determinar distancia y energia de enlace azufre-azufre de las estructuras

oxidadas, asi como la distancia entre azufres de las estructuras reducidas.
v" Obtener la diferencia energética de los pares tioles-disulfuro.

v" Obtener un diagrama de Ramachandran integrado por los modelos estudiados.
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6.- SECCION EXPERIMENTAL.

Los modelos de las estructuras analizadas se constrayeron con el programa Avogadro
8.179, los célculos computacionales se realizarén utilizando el programa NWChem®? por
medio del funcional hibrido PBEO%® y la base con funciones polarizadas y difusas
denotada con 6-31++G**%¢, A las geometrias obtenidas se les calculo las frecuencias para
determinar si se encontraban en un estado minimo de energia, posteriormente fueron
extraidas por medio del programa Gabedit®?, y se construyeron las superficies de energia
potencial®® ¢ de cada modelo empleado, la informacién obtenida fue extraida y analizada

por medio del programa Chimera-Debug Open GL°.

Se calcularén las funciones de Fukui con los mismos parametros que las superficies de
energia potencial y posteriormente analizadas con el programa Chimera-Debug Open
GL®% manteniendo la geometria del sistema neutro para el sistema catiénico y aniénico

variando la multiplicidad y la carga.

Se extrajerén dos modelos de estructuras reportadas en la base de datos Protein Data
Bank®6: 67. 68 y fueron extraidas por medio del programa Cn3D 4.3%°, posteriormente
editadas por medio de Avogadro 8.17° para proceder con la metodologia que se empled

en las estructuras propuestas.

El modelo inicial que se construyé fue cistina en forma oxidada y el segundo modelo fue
la reducida a las que posteriormente se les adicion6 sustituyentes (figura 17 A, B, C, D).
Los grupos R con los que se realizé la sustitucion fueron los aminoacidos Gly y Lys

construyendo las permutaciones correspondientes.

A continuacion, se muestran las denotaciones de las estructuras modelos establecidas y

de igual manera, las se extrajerén de estructuras reportadas en PDB®8,

42



o o)
R NH R NH R
H 2 H 2
N N N N
\ “y
o o/ (

SH

Figura 17: cistina en forma reducida en posicion cis y trans (A y B) y cistina en forma oxidada cis y trans
(CyD).

TABLA 5: Simbologia de estructuras estudiadas.

Estructura Nombre Estructura Nombre
- trans Lys-Cys-Cys-Lys
A Cys-Cys reducido N Y _ yoRYSHY
oxidado
cis Lys-Cys-Cys-Lys
B Cys-Cys reducido O ey _ g
reducido
trans Lys-Cys-Cys-Lys
C Cys-Cys oxidado P Y y. g
reducido
_ ) cis Lys-Cys-Cys-Lys
D cis Gly-Cys-Cys-Gly reducido Q )
oxidado
. trans Gly-Cys-Cys-Gly R trans Lys-Cys-Cys-Lys
reducido oxidado
cis Gly-Cys-Cys-Gl
F cis Gly-Cys-Cys-Gly oxidado S YISTYSTEY

reducido
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trans Gly-Cys-Cys-Gly

G trans Gly-Cys-Cys-Gly oxidado T _
reducido
cis Lys-Cys-Cys-Gl
H cis Lys-Cys-Cys-Gly reducido U ey _ ye=y
reducido
trans Lys-Cys-Cys-Gly v trans Lys-Cys-Cys-Gly
reducido reducido
cis Gly-Cys-Cys-Lys
J cis Lys-Cys-Cys-Gly oxidado wW e _ g
reducido
_ trans Gly-Cys-Cys-Lys
K trans Lys-Cys-Cys-Gly oxidado X .
reducido
cis Lys-Cys-Cys-Lys
L cis Gly-Cys-Cys-Lys reducido Y ey _ Y
reducido
M trans Gly-Cys-Cys-Lys . trans Lys-Cys-Cys-Lys
reducido reducido
N cis Gly-Cys-Cys-Lys oxidado
EXTRAIDAS PDB?®6 67
1DLO _ 1DLO _
_ 3EDH oxidado _ 3EDH reducido
oxidado reducido
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7.- RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION.

Las estructuras modeladas que se presentan se constriyeron con centros quirales de
configuracion absoluta S* 3 dado que son las que se presentan principalmente en la

naturalezal.

Los grupos R que se empleardn para construir los modelos fueron Gly y Lys debido a que
la glicina es un amino&cido pequefio lo que lo vuelve importante ocacionando que la
proteina puede adquirir diversas conformaciones mientras que Lys presenta propiedades
como la adsorcién de calcio y el tratamiento contra algunos padecimientos del organismo
como el envejecimiento y el cancer en conjunto con la cistina por lo que Lys pudiera influir
sobre la actividad redox de la misma®- & 1412, | as estructuras de cada uno de los modelos

empleados para el estudio se encuentran en la tabla 5 y en la seccién 6.

7.1.- Diagrama de Ramachandran.

Se construyo el diagrama de Ramachandran para predecir la ubicacion de los modelos
propuestos (figura 19) realizando cinco grupos; el primer grupo esta comprendido por las
estructuras A, B y C (color naranja), el segundo grupo esta comprendido por las
estructuras extraidas de PDB (color gris), el tercero son las estructuras D a la R (color
amarillo), el cuarto son las estructuras S a la Z (color azul) y el quinto son las estructuras

extraidas de PDB en estado reducido (color verde).

El diagrama de Ramachandran permite analizar la calidad de los modelos evaluando los
angulos diedros | y ¢ de cada uno de los aminodcidos, indica si los residuos presentan
angulos diedros que sean estéricamente favorables para los diferentes elementos de la
estructura secundaria (hélices a, laminas (3, giros, etc.). El cuadrante superior izquierdo
representa las laminas B, el cuadrante superior derecho e inferior izquierdo las hélices a

que giran a la izquierda y derecha respectivamente.

La relacién de los angulos diedros ¢ y ¢ muestra que las estructuras propuestas se
encuentran en zonas donde no se presentaria un arreglo estructural secundario de
acuerdo a lo dispuesto por Ramachandran et. al.1> debido a que la mayor parte de los

puntos se encuentran en los cuadrantes | y IV con excepcidn de los que pertenecen a los
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residuos Gly que se pueden presentan en el cuadrante IV'®, De acuerdo al diagrama de
Ramachandran de las estructuras (figura 19), algunas estructuras propuestas (figura 19)
se presentaran en los loops dentro de la estructura proteica dado que tanto los puntos de
las estructuras extraidas de PDB®® ¢’ como de las estructuras se encuentran en el

cuadrante 1V lo cual es congruente con lo que dispuso Thornton'?,

DIAGRAMA DE RAMACHANDRAN

210
180

150

e ESTRUCTURAS A-C

30 e ESTRUCTURAS EXTRAIDAS DE PDB
OXIDADOS

—_

; - 0_'"‘ ) e ESTRUCTURAS D-R
-210 -180 -150 -120 -90 -60 -30 0° 30_ 60 90 120 150 180 210

L)
-30 . . ® o ESTRUCTURAS S-Z

o . .

-60 ESTRUCTURAS EXTRAIDAS DE PDB
REDUCIDOS

-90

Figura 19: Grafico de Ramachandran donde se muestra la relacion de angulos diedros ¢ vs { de las
estructuras estudiadas (ver tabla 5 para complementar informacion).
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Por otro lado, algunos puntos se encuentran en el cuadrante Il y Ill donde surge la
posibilidad de que las estructuras propuestacs se encuentren en hojas B siendo estas las
mas probables seguidas de las hélices a rompiendo asi las reglas dispuestas por

Thornton?,

7.2.- Andlisis de las energias de las diferentes estructuras modeladas y
reportadas.

Las energias potenciales que se calcularén para las estructura A, B y C se muestran en
la tabla 6, se observa que las estructuras A y B son mas estables que la estructura C
producto de efectos estructurales. Entre las estructuras Ay B, la mas estable es aquella
donde los grupos tioles estdn mas lejos entre si (estructura B) debido a su estado
energético mas bajo contrario a lo que sucede cuando los grupos tioles estan mas cerca
(estructura A) donde las energias de interaccion de Van Der Waals, las energias de
torsion, de enlace y de angulo’* son mayores provocando que la estructura sea menos
estable siendo esta la razén por la cual se originan los puentes disulfuro prohibidost 13
27, Un factor que influye en la estabilidad de las estructuras os son las condiciones
entrépicas! debido a que en estado oxidado, los grados de libertad son menos que en
estado reducido lo que provoca que la molécula presente menos movilidad originando

que se almacene una mayor cantidad de energia.

Tabla 6: Energias de estructuras sin sustituciones (Kcal/mol).
di-tiol A -8.58 x 10°
B -8.58 x 10°
Disulfuro C -8.57 x 10°

En la tabla 7 se muestran las energias de las estructuras D a Z y de las estructuras que
se extrajeron de la base de datos PDB donde cada una de las energias corresponden a
un estado minimo de acuerdo al calculo de frecuencias realizado, por lo que se espera
que dichas estructuras existan dependiendo de las caracteristicas de una determinada
estructura proteica. Con los valores energéticos de los modelos propuestos y los
extraidos de la bibliografia se realiz6 una comparacién observandose que los valores
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energéticos son muy similares siendo las estructuras propuestas mas estables en
algunos casos con lo cual se logro realizar una discriminacion entre las estructuras que

se puedan presentar.

Tabla 7: Energias de las estructuras con sustituciones (Kcal/mol).
D/E -1.11 x 108 -1.12 x 108
FIG -1.11 x 108 -1.12 x 108
H/I -1.25 x 108 -1.25 x 108
J/K -1.25 x 108 -1.25 x 108
L/M -1.25 x 108 -1.25 x 108
N/N -1.25 x 10° -1.25 x 10°
O/P -1.38 x 108 -1.38 x 106
Q/R -1.38 x 108 -1.38 x 106
S/T -1.12 x 108 -1.12 x 108
u/v -1.25 x 108 -1.25 x 108
W/ X -1.25 x 108 -1.25 x 108
Y/Z -1.38 x 108 -1.38 x 108

ESTRUCTURAS EXTRAIDAS DE PDB®6. 67
1DLO oxidado -1.22 x 10° NA
3EDH oxidado -1.19 x 10° NA
1DLO reducido -1.22 x 108 NA
3EDH reducido -1.19 x 10° NA

Como se menciono en la metodologia, las estructuras A a R se construyeron con una
determinada conformacion espacial y las estructuras S a Z se optimizarén a partir de
pasar del estado oxidado al estado reducido a la cistina donde se observa que al pasar a
este estado, ambas estructuras presentan una conformacion cis lo cual esta apoyado por
estudios previos'! 14 que hacen referencia que para que los puentes disulfuro puedan

existir, la conformacion debe ser necesariamente cis siendo esta la causa por la cual
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todas las estructuras en estado reducido y en posicion cis presentan una mejor
estabilidad que en posicion trans. Ademas, no existe una diferencia significativa cuando
los aminoacidos sustituyentes son los mismos pero al ser diferentes, se nota una
preferencia hacia la posicion cis. En estado oxidado existe una preferencia por la posicion
cis cuando los amino&cidos sustituyentes son iguales, no asi cuando son diferentes dado
que la posicion preferente es trans debido a que de esta manera se compensa la elevada
energia torsional que adquiere la estructura ya que de esta forma los grupos R presentan
una menor cantidad de impedimentos estéricos lo cual ayuda a estabilizar a la estructura
siendo esta la razdn principal por la cual las estructuras S a Z se estabilizan en posicion
cis mientras que estructuras F, G, J, K, N, N, Q y R se estabilizan en posicion trans (ver
tabla 7) siendo la excepcién la estructura J y K donde J en posicion cis es mas estable

gue K en posicion trans.

Los datos que se encuentran en la tabla 8 muestran que la posicion cis en estado
reducido es favorecida por completo, ademas, se puede visualizar que las estructuras A
a R optimizadas no son un estado minimo global, sino que corresponden a un minimo
local dado que al optimizar las estructuras S a Z, se obtiene otra conformacion en posicion
cis donde la ubicacién espacial de los atomos es diferente.

Un factor que influye en la estabilidad de los modelos propuestos son los sustituyentes,
para visualizar este efecto se construyeron las estructuras H a N con las que se puede
deducir que las estructuras en estado reducido y en posicion cis tienden a ser mas
estables cuando el aminoacido unido por parte del grupo amino terminal de la cistina
presenta una cadena mas larga que el aminoacido que se encuentra unido por parte del

grupo carbonilo terminal de la cistina mientras que la posicién trans es la menos estable.

Para el estado oxidado en posicion cis hay una mayor estabilidad cuando el aminoacido
unido por el grupo amino terminal de la cistina presenta una cadena mas corta que el
aminoacido que se encuentra unido por el grupo carbonilo terminal de la cistina mientras
gue en posicion trans se presenta una inversion de estabilidad siendo la conformacion
mas estable aquella donde el aminoécido unido por parte del grupo amino terminal de la
cistina presenta una cadena mas larga que el aminoacido que se encuentra unido por los
grupos carbonilos tal como lo muestran los valores energéticos de la tabla 8.
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Tabla 8: Diferencias energéticas de los conférmeros (Kcal/mol).

Estructuras Cis-Trans
D-E -1.09
F-G -0.07
H-1 -0.07
J-K -7.66
L-M -7.83
N-N 18.42
O-P -3.82
Q-R 10.78
S-T -8.56
u-v 1.26
W-X -3.58
Y-Z 9.95

También se puede notar que las estructuras en conformacioén cis S, U, W, y Y son mas

estables que los modelos F, J, N y Q mientras que las estructuras en conformacion trans

T, V, Xy Z son mas estables que las estructuras G, K, Ny R (tabla 9).

Tabla 9: Diferencias energéticas de los conférmeros (Kcal/mol).

Estructura

Configuracién

Cis Trans
F-S 1.35 NA
G-T NA 8.82
J-U 27.89 NA
K-V NA 26.56
N-W 15.70 NA
N-X NA 11.45
Q-Y 14.93 NA
R-Z NA 1.17

El objetivo de las diferencias energéticas de la tabla 10 es mostrar que entre el estado

oxidado y el estado reducido de los modelos propuestos existe una menor barrera
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energética que en los modelos extraidos de la biliografia® 6 a pesar de que presentan
efectos estéricos y elevadas energias torsionales'® 7 27 por lo que se aporta una

evidencia mas acerca de la existencia de estas estructuras dentro de estructras proteicas.

Tabla 10: Diferencias energéticas entre estructuras cerradas/abiertas en
conformacion cis y trans (Kcal/mol).
Disulfuro-ditiol

Estructura Cis Trans
F-D 759.50 NA
G-E NA 758.48
J-H 762.43 NA
K- NA 770.02
N-L 784.95 NA
N-M NA 758.70
Q-0 774.98 NA
R-P NA 760.38
F-S 758.15 NA
G-T NA 749.66
J-U 734.55 NA
K-V NA 743.46
N-W 769.26 NA
N-X NA 747.26
Q-Y 760.0 NA
R-Z NA 759.22

ESTRUCTURAS EXTRAIDAS DE PDB®¢: 67
1DLO ox — 1DLO red 798.90
3EDH ox — 3EDH red 796.58

Las diferencias energéticas son similares a las que presentan las estructuras reportadas.
Por otro lado, la barrera energética que se presenta entre las estructuras oxidadas y
reducidas es muy pequefa lo cual es de gran apoyo para llevar a cabo el ciclo redox. Las
diferencias energéticas entre las estructuras F-D, G-E, J-H y K-I permiten construir una
nocion mas solida acerca de que existe influencia de los grupos R para que exista una
transicion mas favorable del estado oxidado al reducido o viceversa dado que cuando el

grupo R de cadena mas larga se encuentra unido por el grupo carbonilo, la diferencia
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energeética entre el estado oxidado y reducido es menor mientras que cuando se
encuentra ese mismo grupo unido por el grupo amino, la transicion de estado es menos

favorable debido a que la barrera energética es mas amplia?’.

En la tabla 11, se muestran las diferencias energéticas de las estructuras propuestas en
estado oxidado asi como de las estructuras que se extrajerén de PDB®® 67 tomando como
punto de referencia el enlace azufre-azufre donde se consideré como energia inicial a la
gue se determino del sistema optimizado y la energia final aquella que se calculo en
estado reducido donde se observa que las diferencias energéticas de los modelos
propuestos se encuentran dentro del intervalo de las diferencias energéticas de los
modelos de las estructuras reportadas con excepcion de la estructura R lo cual es

consecuencia del arreglo estructural que presenta.

Tabla 11: Energias de enlace S-S (Kcal/mol).
Estructuras AE

C 25.91

F 25.71

G 25.88

J 25.60

K 24.95

N 26.41

N 24.46

Q 27.13

R -166.40

ESTRUCTURAS EXTRAIDAS DE PDB®¢: 67

1DLO 27.75
3EDH 24.78
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7.3.- Andlisis estructural de los modelos

Las distancias de los enlaces peptidicos se encuentran dentro del intervalo descrito en la
bibliografia para los aminoacidos, el cual puede variar de 1.3 a 1.4 A! (tabla 12). En
estado oxidado para las estructuras analizadas, la longitud de enlace peptidico es mayor
gue cuando se encuentran en estado reducido debido a efectos estéricos y a la elevada
energia torsional que adquieren los enlaces por lo que para compensar esto, el
solapamiento de los atomos disminuye provocando que la longitud de enlace entre los
atomos que estan involucrados dentro del ciclo se incremente algunas décimas de A en

comparacion con el estado reducido’?.

Una caracteristica fundamental que se ha observado para la transicion del estado
oxidado al estado reducido sea posible es que en estado reducido la longitud entre los
atomos de azufre sea de 4.8 Al como distancia maxima por lo que solo algunas
estructuras optimizadas cumplen con esta caracteristica (tabla 12).

En el caso de las estructuras oxidadas, las longitudes de enlace azufre-azufre se
encuentran en un intervalo entre 2.06 y 2.07 A (tabla 12) las cuales estan acorde a lo que
se encuentra establecido en la bibliografial!l’, sin embargo, difieren ligeramente de las
longitudes que presentan las estructuras extraidas de la bibliografia donde la longitud de
enlace azufre-azufre es de alrededor de 2.02 A lo que indica que las estructuras
propuestas son mas reactivos debido a que el solapamiento entre los &tomos de azufre
es menor por lo que al estar en contacto con agentes reductores, la reducciéon seria
inevitable dependiendo de la ubicacién del puente disulfuro®!, del pKa de la proteina’?,

del potencial redox del ambiente celular y de aspectos conformacionales de la proteina®
14,17, 22, 23, 26_

Tabla 12: Caracteristicas estructurales.

_ _ Distancias de enlaces peptidicos (A)
Estructuras Distancia SS

Primer enlace | Segundo enlace | Tercer enlace
8.583 1.350 NA NA
B 4.189 1.372 NA NA
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C 2.066 1.381 NA NA

D 8.625 1.348 1.357 1.348

E 9.082 1.360 1.351 1.348

F 2.063 1.357 1.374 1.367

G 2.065 1.354 1.366 1.376

S 6.180 1.339 1.368 1.366

T 4.203 1.354 1.360 1.379

H 7.677 1.355 1.344 1.452

| 9.251 1.356 1.348 1.348

J 2.061 1.372 1.358 1.355

K 2.062 1.452 1.361 1.351

U 5.778 1.371 1.360 1.356

Y, 3.854 1.352 1.370 1.367

L 9.236 1.353 1.353 1.345

M 9.271 1.344 1.348 1.357

N 2.051 1.374 1.402 1.366

N 2.068 1.356 1.351 1.361

W 6.212 1.369 1.357 1.338

X 4.682 1.365 1.353 1.371

o) 9.160 1.343 1.351 1.368

P 9.064 1.338 1.345 1.363

Q 2.052 1.363 1.396 1.372

R 2.074 1.359 1.366 1.340

Y 6.297 1.340 1.359 1.389

Z 9.064 1.462 1.356 1.361

ESTRUCTURAS EXTRAIDAS DE PDB®6. 67

1DLO oxidado 2.020 1.311 1.305 1.322
3EDH oxidado 2.023 1.327 1336 1.321
1DLO reducido 4.166 1.367 1.350 1.364
3EDH reducido 4.120 1.349 1.353 1.351
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Tabla 13: Caracteristicas estructurales.

DISTANCIAS S-H Y S-C (A)

Estructuras Puentes H2
S-H! S-C S-C S-H?
A 1.343 1.814 1.818 1.345 NA
B 1.346 1.819 1.823 1.345 NA
C NA 1.833 1.834 NA NA
D 1.345 1.818 1.819 1.346 NA
E 1.345 1.818 1.818 1.346 NA
F NA 1.819 1.818 NA NA
G NA 1.826 1.828 NA NA
S 1.345 1.821 1.822 1.345 1.729
T 1.347 1.817 1.829 1.344 NA
H 1.354 1.820 1.819 1.346 1.677; 1.989
I 1.346 1.817 1.820 1.350 1.981
J NA 1.823 1.827 NA 1.764
K NA 1.818 1.822 NA 1.891
U 1.348 1.821 1.821 1.349 NA
\% 1.346 1.817 1.838 1.349 1.890
L 1.346 1.818 1.819 1.346 1.641
M 1.346 1.817 1.818 1.346 1.991
N NA 1.837 1.816 NA NA
N NA 1.818 1822 NA 1.744; 1.927
W 1.347 1.817 1.825 1.364 1.702
X 1.345 1.817 1.823 1.352 1.986
@] 1.354 1.821 1.828 1.343 1.657
P 1.346 1.817 1.817 1.346 1.998; 1.668
Q NA 1.837 1.816 NA NA
R NA 1.839 1.847 NA 1.684
Y 1.347 1.815 1.823 1.364 NA
Z 1.346 1.818 1.821 1.346 1.998; 1.668
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ESTRUCTURAS EXTRAIDAS DE PDB®¢: 67

1DLO oxidado NA 1.811 1.813 NA NA
3EDH oxidado NA 1.791 1.789 NA NA
1DLO reducido 1.348 1.822 1.826 1.352 NA
3EDH reducido 1.346 1.814 1.816 1.345 NA

S-H!: se encuentra ubicado cerca del enlace peptidico originado a partir del grupo
amino terminal de la cistina (fig. 20 a 'y b).
S-H2?: se encuentra ubicado cerca del enlace peptidico originado a partir del grupo

carbonilo terminal de la cistina (fig. 20 a 'y b).

Para poder lograr la estabilidad, dentro de algunas estructuras se presentarén puentes
de hidrogeno existiendo 1 6 2 interacciones (tabla 13) lo cual depende del arreglo
estructural que presentan® °ya sea en posicion cis o trans. De acuerdo a lo que se tiene
establecido en la bibliografia® °, los puentes de hidrégeno presentan una interaccion
estandar, es decir, tienen la suficiente fuerza para dar estabilidad a la molécula (tabla
14)3 9,

Tabla 14: Puentes de hidrogeno® °.
Atomos Distancia (A)
F-H.--F 2.4
O-N-----H 2.8
O-H----0 2.7
N-H-----N 3.1
N-H----S 2.9
Fuerte 1.2-15
Estandar 1.5-2.2
Débil 2.2-3.2

La poca estabilidad que presentan las estructuras en estado oxidado se debe a
impedimentos estéricos y a elevadas energias torsionales que presentan observandose
distintos tipos de interacciones o arreglos aumentar la estabilidad de las estructuras
formando anillos de ocho miembros y/o formas similares a los que presentan los isomeros
de un ciclooctano, entre los cuales pueden ser Boat-chair (BC), Corona (Crown) que se
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encuentra en equilibrio con Twist-Chair-Chair (TCC), Boat- Boat (BB), Twist- Boat-Chair
(TBC), Twist- Boat (TB), Boat (B), Chair-Chair (CC), Twist-Chair (TC) y Chair (C) siendo
los méas estables BC, Crown y BB en donde las tensiones de angulo, de angulo diedro
asi como las que se producen de interacciones de VDW son menores, sin embargo esto
no es absoluto dado que dependera del entorno en el que se encuentren debido a que

los cambios de temperatura o presion afectan a las conformaciones’ 73,

Las estructuras F, Jy K en el actual estudio presentan la conformacién BC, por otro lado,
las estructuras N, N y Q adquirieron la conformacion TCC mientras que las estructuras D
y R adquirieron la conformacién C siendo estas ultimas las estructuras menos estables
acorde a lo que se ha mencionado anteriormente; también existe efecto del sustituyente
dado que cuando el sustituyente con cadena mas larga se encuentra unido por medio del
carbonilo terminal de la cistina, la estructura adquiere una conformacién de BC mientras
que cuando el sustituyente con cadena mas larga se encuentra unido por medio del grupo
amino terminal de la cistina, la conformacioén que adopta es TCC (fig. 17 a y b). Las
estructuras con conformacion BC y TCC tienen un arreglo similar al que presentan las
estructuras reportados por lo que se llega a la suposicién que estos son los que se
presentarian con mayor probabilidad dentro del organismo.

Tabla 15: Caracteristicas estructurales de los ciclos.
Estructuras Conformacién Ubicacién espacial
C Chair ‘ I
F Boat Chair 8 ﬁ
G Chair t*
J Boat-Chair L
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K Boat-Chair w
N Twist-Chair-Chair %
\ Twist-Chair-Chair w
Q Twist-Chair-Chair W
R Chair %
ESTRUCTURAS EXTRAIDAS DE PDB?®®. 67
1DLO Twist-Chair-Chair W
3EDH Boat Chair M
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7.4.- Andlisis de las superficies de energias potenciales (PES).

Las superficies de energias potenciales (PES’s) indican la distribucion de la carga como
consecuencia de la distribucion de la densidad electrénica por lo que son de gran ayuda
para predecir el comportamiento quimico de las moléculas, razén por la que para cada
una de las estructuras se realiz0 este estudio teniendo como objetivo ver si la
conformacion y los sustituyentes influian en la reactividad de los grupos sulfhidrilo y tiol
de las estructuras presentadas. Las estructuras F, G, J, K, N, N, Q y R se obtuvierén
rompiendo el puente disulfuro de los modelos oxidados por lo que ambos adquirieron la
conformacion cis. El andlisis cualitativo en las estructuras estudiadas va desde el color
rojo intenso que indica un potencial negativo hasta el color azul intenso que indica un

potencial positivo.

Las PES de las estructuras A y B (figura 20) muestran que la conformacion de las
estructuras afecta de manera importante el potencial electrostatico de los grupos tiol
debido a que entre mas lejos estén estos grupos entre si (estructura A), el grupo que se
encuentra cercano al grupo carbonilo terminal tendr& una potencial negativo mientras que
el que se encuentra cerca del grupo amino terminal tendr& un potencial positivo lo cual
podria dar lugar a la formacién del puente disulfuro. Por otro lado, entre mas cerca se
encuentren los grupos tiol (estrucutura B), presentara un potencial mas negativo el grupo
sulfhidrilo cercano al grupo carbonilo terminal. En estado oxidado (estructura C) se
presenta un potencial negativo en la zona del ciclo donde los dos azufres presentan un
potencial similar neutro. En las estructuras A, B y C se observa que la zona donde se
encuentran los grupos amino terminales hay un potencial positivo mientras que la zona
donde se encuentra los grupos carbonilos terminales existe un potencial negativo
sugiriendo que en esta zona de la molécula se llevaria a cabo el primer paso para la

formacioén del puente disulfuro? 2,
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Figura 20: modelos A, By C.

Las PES de las estructuras extraidas de PDB®® 67 en estado oxidado (figura 21) muestran
gue el potencial negativo se encuentra ubicado sobre el ciclo mientras que el potencial
positivo esta ubicado en los grupos carbonilos y aminos, sin embargo, pareciera ser que
sobre los azufres no existe una influencia importante por parte de los sustituyentes o del
ciclo para que puedan llevar a cabo su reduccion. El estudio de las PES en estado
reducido (figura 21) de las estructuras extraidas de PDB®® 6" muestra que los grupos tioles
no son influenciados significativamente por el arreglo estructural o por los sustituyentes.
En estado oxidado, los grupos R se encuentran mejor estabilizados en posicién trans
mientras que en estado reducido los grupos R se encuentran mejor estabilizados en
posicion cis lo cual esta acorde a las energias de estabilizacién y a las PES’s que se

obtuvieron anteriormente.

Figura 21: estructura 1DLO oxidada y reducida (1 y 3 respectivamente) y estructura 3EDH oxidada y
reducida (2 y 4 respectivamente).

60



En la figura 22 se muestran las PES de las estructuras D y E donde se observa que
existe un potencial positivo cerca del grupo carbonilo terminal mientras que en la zona
del grupo amino terminal presenta un potencial negativo lo que influye de manera
significativa en los grupos tioles debido a que en la estructura D, el grupo tiol que se
encentra cercano al grupo amino terminal presenta un potencial negativo mientras que el
tiol de lado contrario presenta un potencial positivo lo cual difiere de la estuctura E donde
ambos grupos tioles presentan un potencial similar siendo ligeramente mas negativo

aguel que se encuentra cerca del grupo amino terminal.

N
o
1 2 3 4

Figura 22: modelo D (1 y 2); modelo E (3 y 4).

En la figura 23 se muestran las PES de las estructuras F, G, Sy T donde se puede
visualizar que en las estructuras G y T existe un potencial positivo ubicado sobre el grupo
carbonilo terminal mientras que en donde se encuentra el grupo amino terminal presenta
un potencial negativo lo cual influye de forma importante en el puente disulfuro, sobre
todo cuando los grupos R se encuentran en la estructura G donde se observa que ambos
azufres presentan un potencial positivo mientras que en la estructura T ambos presentan

un potencial neutro.

En estado reducido, las estructuras S y T presentan el mismo patron que en estado
oxidado, es decir, existe un potencial positivo donde se encuentra el grupo carbonilo
terminal mientras que en la zona del grupo amino terminal presenta un potencial negativo
aunque a diferencia de las estructuras F y G; en el modelo S se presentan varias zonas

con un potencial positivo mientras que en la estructura T sucede el caso contrario lo cual
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influye en el potencial de los grupos sulfhidrilo debido a que el grupo tiol cercano al grupo
amino terminal presenta un potencial mas negativo que el otro grupo sulfhidrilo unido al

ggrupo carbonilo terrminal.

Figura 23: modelos F (1), G (2), S (1) y T (4).

Comparando las estructuras D y S, se observa que la distribucién de las PES es mas
uniforme en la estructura S dado que no existen zonas con potenciales altamente
positivos 0 negativos como sucede en la estructura D donde el potencial negativo se
desplaza hacia el grupo amino terminal, sin embargo, este Ultimo es méas estable debido
a que su energia de estabilizacion es menor (tabla 7) dado que las energias de
interaccién de VDW asi como las de torsién (angulos 0 y angulos diedros) y las energias
de enlace se minimizan de una mejor manera mientras que en el modelo D no lo hacen
de manera efectiva por lo que como resultado de eso, las energias potenciales de los

grupos sulfhidrilo se incrementan.

En las PES de las estructuras H e | (figura 24) se puede notar que la influencia del
sustituyente esta en funcion del potencial que presentan las estructuras debido a que en
la estructura | existe un potencial positivo sobre Lys y un potencial negativo sobre Gly
mientras que en la estructura H sucede lo contrario, es decir, el potencial positivo se
encuentra en la zona de Gly lo cual influye de manera importante en las PES’s de los

grupos sulfhidrilos ya que son mas reactivos los de la estructura | que los de la estructura
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H lo cual es congruente con las energias de estabilizacion (tabla 7); se puede observar
gue en la estructura I, el grupo tiol mas reactivo es el que se encuentra cercano a Gly
mientras que en la estructura H, el mas reactivo es aguel que se encuentra cercano a la

Lys.

Figura 24: modelo H (1 y 2); modelo | (3 y 4).

Las PES de las estructuras J y K (figura 25) muestran que en estado oxidado, la
estructura J presenta potenciales negativos y positivos mas notorios que en la estructura
K debido a que Gly presenta un potencial positivo mas marcado que Lys mientras que en
la estructura K no se observan cambios importantes en las PES, sin embargo, el arreglo
conformacional influye en las PES’s del puente disulfuro debido a que en la estructura K
existe un potencial mas negativo sobre estos atomos que el potencial que se observa
sobre los mismos atomos de la estructura J lo cual esta relacionado con la reactividad y
por consiguiente con su energia de estabilizacién donde se observa que la estructura K

presenta una mayor energia que el modelo J.

En estado reducido, la PES de la estructura U es mas positiva que en la estructura V; en
la estructura U se observa que existe un potencial positivo en Gly y en la estructura V se
observa que el potencial positivo esta sobre Lys por lo que el arreglo estructural es un
factor que influye en las PES’s. En la estructura V, los grupos sulfhidrilos presentan una
PES’s neutra debido a que esta estructura se encuentra mas empaquetada logrando asi
una mejor estabilizacidbn mientras que los grupos tioles de la estructura U presentan un

potencial mas negativo debido a que la estructura U no se logra estabilizar con puentes
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de hidrégeno lo que afecta a la energia de estabilizacion por lo cual es menos stable que
la estructura V (tabla 7).

Comparando las estructuras H y U, se observa que la distribucion de las PES’s es mas
uniforme en la estructura U mientras que la estructura H presenta PES’s con zonas donde
los potenciales positivos y negativos estan muy marcados lo cual povoca que la estructura
U sea mas estable (tabla 7), la razon por la cual existe tal diferencia se debe a que la
estructura U presenta un arreglo estructural mas empaquetado lo que provoca que la
interaccion entre los &tomos sea lo que favorece a una mejor dstribucion de la energia
potencial afectando a su energia de estabilizacion mientras que en el modelo H no sucede
esto lo que provoca que haya una menor estabilizacion dado que no se presentan
interacciones para incrementar la energia potencial de los grupos tioles volviéndolos mas

reactivos.

1 2 3
Figura 25: modelo J (1), K(2), U (3) y V (4).

£

Las PES’s de las estructuras L y M muestran que el arreglo estructural influye
considerablemente en sus potenciales quimicos dado que en la estructura L se observa
gue en la zona donde se encuentra la cistina existe un potencial negativo mientras que
en la zona donde estan se encuentran los grupos carbonilos y aminos terminales, el
potencial es positivo lo cual es similar al comportamiento que presentan las estructuras

reportadas en estado oxidado, sin embargo, la estructura M tiene una mejor distribucién
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de las PES’s siendo positiva la zona donde se encuentra Gly lo cual influye de manera
importante en el potencial de los grupos sulfhidrilo ocasionando que los que estan en la
estructura L sean mas reactivos que los de la estructura M. En la estructura L, el grupo
tiol que se encuentra cercano a Lys es mas reactivo que el que se encuentra del lado de

Gly lo cual sucede también para la estructura M en menor grado (figura 26).

Al comparar las estructuras L y M con las estructuras H e |, se puede notar que la
distribucion de las PES’s cambia con respecto a la configuracion y a la ubicacion de los
sustituyentes ya que la estructura | presenta un mayor desplazamiento de las energias
potenciales lo cual es contrario a lo que pasa en la estructura M mientras que en las
estructuras L y H se observa una mayor diferencia en los potenciales, lo anterior se debe
a efectos producidos por la ubicacién espacial de los sustituyentes asi como por el arreglo
estructural lo cual influye en la estabilidad de la molécula ya que se observa que al estar
empaquetada la estructura, esta se puede estabilizar mejor (tabla 7) teniendo como

£

consecuencia el incremento de la energia potencial de la molécula.

>

1 2 3 4
Figura 26: modelo L (1 y 2) y modelo M (1 y 2).

En la figura 27 se observan las estructuras N, N, W y X donde las estructuras N y N
muestran que la ubicacién de los sustituyentes respecto al ciclo afectan de manera
importante las PES’s de las estructuras ya que en la estructura N, la estructura presenta
una superficie potencial neutra mientras que en la estructura N presenta una superficie
potencial positiva lo cual se debe al arreglo estructural ya que la estructura N, esta mas
compactada compensando deficiencias de energia potencial mientras que en la
estructura N no sucede esto debido a la lejania de los 4&tomos lo cual afecta la estabilidad

ocasionando que en la estructura N sea mas estable que la estructura N de acuerdo a
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los valores energéticos de la tabla 7 y que influyen de manera importante en las PES’s

alrededor del puente disulfuro.

En la estructura N, el puente disulfuro presenta una PES mas positiva que en la estructura
N lo que afecta a la reactividad frente algun agente oxidante o reductor. En estado
reducido, tanto la estructura W como X presentan un potencial similar, pero al visualizar
el entorno de los grupos sulfhidrilos se puede observar que los grupos tioles de la
estructura W presentan un potencial mas positivo que la estructura X debido a que el
potencial positivo de los tioles se ve compensado por a&tomos vecinos lo cual no sucede
con la estructura W lo cual influye de manera directa en la reactividad hacia la formacion

del puente disulfuro.

Comparando las estructuras L y M con las estructuras W y X, se observa que en estos
ualtimos la distribucion de las PES’s es mas positiva por lo que son menos estables que
las estructuras L y M (ver tabla 6), la razén por la cual existe tal diferencia se debe a que
las estructuras L y M presentan un arreglo estructural mas empaquetado lo que provoca
que exista una mejor distribucién de la energia potencial mientras que en las estructuras
W y X no sucede esto lo cual afecta la energia potencial de los grupos tioles ya que en
las estructuras L y M, los grupos tioles presentan una superficie negativa mientras que
en las estructuras W y X presentan una superficie positiva lo cual influye de manera

importante al momento de llevar a cabo la formacion del puente disulfuro.

Figura 27: modelo N (1), N (2), W (3) y X (4).
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La figura 28 muestra la estructura P donde densidad electronica se encuentra
concentrada alrededor de la cistina notdndose mas sobre el enlace peptidico que se
origina entre las cisteinas mientras que la deficiencia de densidad se produce sobre las
cadenas de Lys siendo mas deficiente aquella Lys que no presenta el grupo carbonilo
libre debido a la forma en la que se encuentra unida la otra Lys dado que esta presenta
dos atomos de nitrégeno por uno de oxigeno mientras que la Lys mas neutra presenta
tres atomos de oxigeno por uno de nitrégeno lo que provoca que en la primera Lys la
densidad se encuentra desplazada hacia el centro de la estructura por efectos de

electronegatividad asi como por el arreglo estructural.

S

L b &
=acd

\‘d‘
N 4

Figura 28: modelo P.

En la figura 29 se muestran los PES’s de las estructuras Q, R, Y y Z; en las estructuras
Q vy R se observa que la densidad electrénica esta desplazada sobre los ciclos quedando
deficiente de esta las cadenas de Lys presentando un mayor efecto la estructura Q dado
que la densidad electronica esta mas concentrada en torno al ciclo lo cual influye de
manera importante la reactividad de los azufres ya que los azufres que estan en la
estructura Q presentan una mejor disposicion de densidad electronica que los azufres
gue se encuentran en la estructura en R lo cual esta relacionado con el estado energético
de cada una de las estructuras (tabla 7) ya que es mas estable la estructura Q. El
desplazamiento de las densidades hacia los ciclos se debe a efectos conformacionales y
a que dentro del anillo existen atomos electronegativos provocando a su vez una
desproteccion de los grupos R tal como sucede con las estructuras extraidos de PDB
(figura 21) por lo que se puede considerar que de acuerdo a las PES’s, estas las
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estructuras presentarian un comportamiento similar al que presentan las estructuras

reportados dentro de una determinada estructura proteica.

En estado reducido, la PES en las estructuras Y y Z son similares presentando algunas
zonas mas positivas que otras, en ambas se observa que existe un potencial positivo mas
notorio alrededor de cistina provocado por efectos estructurales para poder estabilizarse
de mejor forma lo cual provoco que las PES’s de los grupos sulfhidrilo sean mas positivas
gue en estado oxidado siendo mas neutra la PES de la estructura Y debido a que de esta
manera la estructura presenta un mayor numero de interacciones logrando una mejor
estabilizacion que la estructura Z, tal como muestran los valores energéticos de la tabla
7 lo que trae como consecuencia que esta Ultima sea mas reactiva frente agente

oxidantes.

Figura 29: modelo Q (1), R (2), Y (3) y Z (4).
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7.5.- Andlisis de los indices de Fukui de los modelos estudiados.

El analisis de las funciones de Fukui ayuda a visualizar la reactividad de una molécula
frente a nucledfilos o electrofilos en funcion de la densidad ya sea agregando o
eliminando un electrén. De las estructuras propuestas se determinaron las indices de
Fukui teniendo como objetivo principal visualizar como la reactividad de los grupos tioles
o disulfuro en las estructuras propuestas cambiaba de acuerdo al arreglo estructural. Para
facilitar la interpretacion de la reactividad de los modelos se hizo uso de los indices de
Fukui duales que son la resta del indice positivo y negativo donde las zonas rojas intensas
son aquellas donde existe una mayor probabilidad de que se produzca un ataque
nucleofilico, es decir, que la molécula ceda un electron mientras que en las zonas azules
intensas es la probabilidad de que se produzca un ataque electréfilico, es decir, que la

molécula acepte un electron.

En la figura 30 se muestran los indices de Fukui de las estructuras A, B y C donde se
observa que el arreglo estructural influye en la facilidad de aceptar o ceder un electron
por parte de la molécula. En las estructuras A y B se observa que los atomos de azufre
pueden ceder o aceptar electrones debido a efectos de la geometria del azufre la cual es
tetraédrica presentando 2 enlaces formales y dos pares de electrones libres’? para actuar
como nucledfilo y que debido a su geometria también existe un “espacio” que le permite
actuar como electréfilo dado que ademas presenta los orbitales “3p vacios” por lo cual

puede aceptar electrones.

Figura 30: modelos A, By C.
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Los indices de Fukui de la estructura B muestran que el que presenta un comportamiento
como nucledfilo es el azufre que se encuentra cerca del grupo carbonilo terminal mientras
que el otro azufre presenta un comportamiento como electrofilo producido por efectos

conformacionales, asi como aspectos elementales del azufre’?.

Los indices de los fukui de las estructuras extraidas de PDB®% ¢/(figura 31) en estado
oxidado muestran que el azufre cercano a Gly en el puente disulfuro de la estructura
1DLO es menos estable mientras que el otro azufre es mas estable debido a efectos
producidos por Pro dado que esta desplaza un poco la disponibilidad electrénica que
presenta el azufre disminuyendo su reactividad. Por otro lado, los azufres que conforman
el modelo 3EDH son mas estables siendo el nitrégeno del grupo amino terminal el atomo
nucleofilico y el hidrogeno del grupo carbonilo el atomo electrofilo. En estado reducido,
en la estructura 1DLO se observa que ambos azufres son susceptibles a sufrir un ataque
nucleofiico siendo mas reactivo el tiol cercano a Pro mientras que en la estructura 3EDH
ambos azufres presentan caracteristicas nucleéflicas siendo mas notorias sobre el grupo

tiol que se encuentra cercano a Gly.

1 2 3 4

Figura 31: estructura 1DLO oxidada y reducida (1 y 3 respectivamente) y estructura 3EDH oxidada y
reducida (2 y 4 respectivamente).
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En la figura 32 se visualizan los indices de Fukui para las estructuras D y E donde se
observa que no existe gran diferencia sobre el comportamiento nucledfilico que presentan
los grupos tioles si se encuentran en posicidn cis o trans ya que las zonas rojas de las

superficies sobre los azufres son similares.

Figura 32: modelo D (1 y 2); modelo E (3y 4).

Los indices de Fukui para la estructura F (figura 33) muestra que los azufres son mas
susceptibles a sufrir un ataque nucledfilico que los azufres de las estructura G (figura 33)
los cuales son capaces de realizar un ataque nucledfilico. En estado reducido, los grupos
sulfhidrilo de la estructura T presentan una mejor reactividad que la estructura S siendo
el grupo tiol cercano al grupo NHz terminal el que actia como nucledfilo mientras que otro
actia mas como electrofilo lo cual no sucede en la estructura F donde se observa que

ambos grupos tioles presentan la capacidad para aceptar electrones.

Las estructuras D y E difieren significativamente de los modelos S y T dado que estos
ultimos presentan mejores propiedades nucleofilicas lo cual se debe a las caracteristicas
estructurales que influyen en la reactividad capacidad de los grupos tioles.
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Figura 33: modelo Fy G (1y 2); modelos Sy T (3y 4).

En la figura 34 estan representados los indices de Fukui para las estructuras H e | donde
se observa que el grupo tiol cercano al grupo carbonilo terminal presenta mejor
comportamiento donador siendo mas marcado en la estructura | debido a que presenta

una mayor disposicion a donar electrones debido a efectos del sustituyente.

Figura 34: modelo H (1 y 2); modelo | (3 y 4).

En los indices de Fukui de las estructuras J y K (figura 35) se observa que el puente
disulfuro, el azufre que presenta caracteristicas tanto donadoras como aceptoras es el
qgue se encuentra cercano a Lys en la estructura J mientras que en la estructura K, el
azufre que mejor presenta dichas caracteristicas es el que se encuentra cercano a Gly lo
cual se debe a las propiedades estructurales del azufre,

En estado reducido, el grupo sulfhidrilo que presentan mayor caracter nucledfilico es el
gue se encuentra cercano a Gly tanto en la estructura U como en la estructura V. Al

comparar la estructura H con la estructura U los cuales presentan una isomeria cis con
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diferente ubicacion espacial de los grupor R, se observa que los indices de Fukui son
diferentes apoyando la idea acerca de que el arreglo estructural influye de manera

importante en la reactividad de los grupos sulfhidrilo y de la estructura en general.

Figura 35: modelo J (1), K (2), U (3) y V (4).

Los indices de Fukui para las estructuras L y M (figura 36) describen que el grupo tiol que
presenta mejores caracteristicas nucleodfilicas es el que se encuentra cercano a Gly
observandose mas reactivo el que se encuentran en la estructura L mientras que los
grupos tiol cercanos a la Lys presentan un comportamiento electofilico lo cual es ideal
para la formacion de los puentes disulfuro. Al comparar los indices de las estructuras L y
M con las estructuras U y V, se observa que el arreglo estructural y la forma en que el

sustituyente se une a la cistina afecta la reactividad de los grupos sulfhidrilos.
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1 2 3 4
Figura 36: modelo L (1y 2) y modelo M (1 y 2).

Los indices de Fukui para las estructuras N, N, W y X se muestran en la figura 37. En las
estructuras N y N, los descriptores sobre los atomos de azufre en la estructura N difieren
de los de la estructura N dado que estos presentan una mejor reactividad debido a que
el azufre que se encuentra cercano a Lys actuaria como nucledfilo mientras que el otro
actuaria como un electrdfilo lo cual no sucede con los atomos de asufre de la estructura
N. En las estructuras W y X se observa que los grupos tioles presentan diferentes
reactividades teniendo mejores propiedades nucledfilicas los sulfhidrilos que se
encuentran en la estructura X donde el tiol cercano a Lys es electréfilico y el otro azufre
cercano a la Gly presenta un comportamiento nucleofilico; lo mismo pasa con los grupos

sulfhidrilos que se encuentran en la estructura W.

Figura 37: modelo N (1), N (2), W (3) y X (4).
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De los indices de Fukui de las estructuras O y P (figura 38) se puede visualizar que los
grupos sulfhidrilo de la estructura O son mas nucledfilicos mientras que los que estan en
la estructura P son mas electrofilicos lo cual estéa relacionado con el acomodo estructural,
asi como el tipo de sustituyentes que se presentan dentro de la estructura. Al comparar
las estructuras O y P con las estructuras E y F asi como con las estructuras J y K se
observa que el tipo de sustituyente afectan los descriptores de Fukui ya que, si estos son
diferentes, un grupo sulfhidrilo presentaria un comportamiento nucleofilico mientras que

el otro grupo sulfhidrilo presentaria un comportamiento electrofilico y si son iguales los

sustituyentes, la reactividad es similar tal como se puede observar con las estructuras D
y E.

1 2 3 4
Figura 38: modelo O (1y2)y P (3y4).

Los descriptores de Fukui de la estructura Q (figura 39) muestran que ambos sulfuros
son neutros alrededor del enlace azufre-azufre pero son susceptibles a un ataque
electroéfilico por el dado apuesto al enlace mientras que para la estructura Y, ambos
sulfhidrilos presentan propiedades nucledfilicas teniendo un comportamiento similar a la

estructura P.

Figura 39: modelo Q (1y 2) y modelo Y (3 y 4).
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8.- CONCLUSIONES.

Los datos obtenidos han delimitar la informacion acerca de como actuarian los grupos
tioles o los puentes disulfuro dentro de una proteina debido a que cuando los grupos
tioles se encuentran lejos entre si, ambos presentan una reactividad similar mientras que
cuando los sulfhidrilos se encuentran cerca, uno presenta propiedades nucledfilicas
superiores con respecto al otro lo que es de relevancia debido a que de esta manera seria
posible iniciar el ciclo redox tiol-disulfuro. Por otro lado, en el puente disulfuro cuando los
sustituyentes son iguales, los atomos de azufre presentan indices de Fukui muy similares
no asi cuando se presentan sustituyentes diferentes lo cual permitiria llevar a cabo su

reduccion.

Las superficies de energia potencial de las estructuras estudiadas no presentan un patrén
que permita predecir su comportamiento frente a un agente reductor o a un agente
oxidante debido a que esta depende de cOmo se unen los sustituyentes, el tipo de

sustituyentes, asi como el arreglo estructural.

De acuerdo a los datos obtenidos del grafico de Ramachandran, asi como del andlisis
gue se realizd al comparar las estructuras reportados con las estructuras propuestos, se
llegd a la conclusion que algunas estructuras propuestas no se presentarian en zonas

como las hojas B y hélices a, sino en los loops de las estructuras proteicas.

La energia de estabilizacion de las estructuras en estado oxidado y reducido esta en
funcion de las interacciones de puentes de hidrégeno, interacciones de VDW, energias
de enlace asi como de las energias de torsién siendo estas Ultimas consideradas
primordialmente para el estado oxidado ya que de esta manera se justifica porque no
deberia de ser posible la formacion del puente dado que al formarse, los atomos
interaccionan de forma mas cercana lo que incrementa la tension entre las interacciones

de los atomos y por consecuencia se adquiere una elevada energia.

La formacion de puentes disulfuro es desfavorable de acuerdo a lo que ah sido reportado
previamente'®17, sin embargo, desples de haber analizado e interpretado la informacion
recabada por el presente estudio, se aportan mas evidencias acerca de la formacion de

los puentes disulfurso prohiidos dado que las PES’s y los indices de Fukui sefialan que
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la reactividad de los dos grupos tioles y de los dos atomos que constituyen el puente
disulfuro son diferentes por lo que el ciclo redox SH/SS se puede llevar a cabo influyendo
de manera importante el arreglo estructural, siendo esencial que la distancia de los
grupos sulfhidrilos sea menor a 4.8 A!! para la formacion del puente, por lo que de los
modelos propuestos, solo las estructuras B, T, V y X son las que cumplen con las
caracteristicas necesarias para que el ciclo redox se lleve a cabo ademas de que las
energias de estabilizacién de las estructuras T, V y X son muy similares a las de las

estructuras extraidas de PDB.
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