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RESUMEN

En las ultimas décadas, han surgido esfuerzos para conocer los posibles mecanismos de formacién de
los productos provenientes de la oxidacion de la Guanina (G) e identificar aquellos radicales libres y
especies reactivas que los originan, ya que son responsables de gran parte de las lesiones del ADN y
en particular de las transversiones. Entre los productos de oxidacién responsables de una de las
transversiones mas frecuentes, G:C—C:G se encuentra la Spiroiminodihidantoina (Sp), de la cual

existen dos conformaciones Sp (R) y Sp (S).

En el presente trabajo, se presenta un estudio tedrico sistematico y detallado del mecanismo de
reaccion para la formacion del Sp (R) y Sp (S), utilizando el radical NO," como precursor, a partir de
la propuesta cualitativa existente en la literatura, con el objetivo de evaluar su viabilidad energética.
Para ello se modelaron y optimizaron las geometrias de los intermediarios, estados de transicion y
productos para asi obtener un diagrama en términos de la energia de Gibbs de evolucion y activacion,
el cual permitio realizar un andlisis termodindmico y cinético de cada paso del mecanismo y

establecer su pertinencia.

Los célculos se realizaron con el paquete computacional Gaussian 09 y el visualizador Gaussian
View, utilizando el formalismo de la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT). Dichos célculos
se llevaron a cabo primeramente en fase gas y posteriormente con efecto de solvente, siendo éste
ultimo el mas importante por ser las condiciones que mas se acercan al medio en el cual se desarrolla
este proceso; los calculos con efecto de solvente se realizaron con la combinacion M052X/6-311++G

(d,p) de funcional y base.

Se encontré que los dos primeros pasos del mecanismo de reaccién propuesto son muy endotérmicos,
demostrandose que esto puede superarse por la presencia de una especie fotosensibilizadora como la
Riboflavina (Rf) que luego de absorber radiacion Ultravioleta, puede transferirla a la 8-0xo0G,
facilitando la oxidacion y desprotonacién inicial. Los pasos 3, 4 y 6 resultaron ligeramente
endergbnicos, mientras que los pasos 5, 7 y 8 son exergénicos. La mayor barrera de activacion se
encuentra en el paso 6 y éste debe esperarse que sea el paso lento, seguido del paso 8 con una barrera
algo menor. Se demostr6 que el mecanismo de reaccion estudiado puede ser favorable para formar el
producto de oxidacion final Sp y ademas que el efecto del solvente es un elemento esencial en el

analisis de los mecanismos de reaccién que ocurren en solucion.
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INTRODUCCION

Los adelantos cientificos y tecnoldgicos de esta era, estan dando respuesta a retos y preguntas
planteadas desde finales del siglo XX; dentro de estos retos, se encuentra el impacto de los radicales
libres en el estrés oxidativo y en el dafio al ADN. Sin embargo, aun hace falta un largo proceso de
investigacion y de trayectoria tecnoldgica para llegar al momento en que pueda diagnosticarse el
estrés oxidativo (Acosta, Quintana, Macias y Alonso, 2006) y poder aplicar tratamientos terapéuticos

y de medicina preventiva.

Es por ello que, en los dltimos afios, viene desarrollandose cada vez mayor interés por los problemas
relacionados con el estrés oxidativo, los radicales libres, las especies reactivas del oxigeno y los
antioxidantes; lo anterior enfocado desde el punto de vista de la bioquimica, la biologia y la medicina.
Aunque las ciencias médicas estan dando un paso de avance significativo en el conocimiento de muy
variadas enfermedades, en su fisiopatologia, su tratamiento y mas importante aln en su prevencién

(Venereo, 2002), la biologia molecular esta jugando un papel cada vez mas importante.

Actualmente la investigacion bésica sobre la reparacion del dafio en el ADN ha estado acumulando
conocimientos que podrian ser aplicados a futuro en el disefio de nuevos medicamentos dirigidos a
resolver la causa de la enfermedad y no los sintomas de ésta. Como parte de estas investigaciones, ya
es conocido que el envejecimiento y muchas enfermedades como el cancer, son causadas por la
presencia de radicales libres (Bunker, 1992) como los aniones superdxidos, y radicales derivados de
los éxidos de nitrogeno, entre otros, los cuales son responsables del dafio oxidativo al ADN. Estos
radicales libres, tienen como fuente, el entorno ambiental entre cuyos factores se encuentran, el humo

del cigarrillo, una mala alimentacion o estar expuesto a radiaciones ionizantes.

Se sabe también que la fidelidad de la replicacion del ADN llevada a cabo por las ADN-polimerasas
y sus funciones acompafiantes de correccion, es esencial para la transmision exacta de la informacién
genética durante la divisién celular. Sin embargo, en ocasiones se producen errores en la
polimerizacién que, si no se corrigen, pueden alterar la secuencia genética. Aun cuando el ADN
dafiado pueda repararse, la restauracion puede ser imperfecta y generar una mutacion, es decir, una

alteracion de la informacion genética que puede ser hereditaria (Voet, Voet y Pratt, 2007).

Aungue nuestro organismo posee mecanismos quimicos para contrarrestar la presencia de los
radicales libres, cuando la produccién de los mismos es excesiva, se produce un desequilibrio entre
las reacciones de oxidacion y de reduccidn, generandose el llamado estrés oxidativo. Uno de los

efectos del estrés oxidativo, es la oxidacion de algunas bases nitrogenadas presentes en el ADN,
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siendo una de las mas susceptibles a estos cambios quimicos la Guanina (G), debido a su alto potencial
de oxidacién (Steenken y Jovanovic, 1997) y su baja energia de ionizacion (Pacheco, Gaitan y
Agacino, 2012). Asi, la presencia del principal producto de oxidacion de la Guanina, la 8-oxo-7,8-
dihidroguanina (8-0xoG) o de otros productos de oxidacion como la 2-imino-5,5’-espirodihidantoina
(Sp) en el ADN, puede provocar errores en el apareamiento de las bases nitrogenadas. Aunque las
enzimas ADN-polimerasas tienen como funcion la reparacion de estos errores, en ocasiones algunos

no se corrigen adecuadamente, y ello puede producir mutaciones.

Numerosos estudios muestran, que después de la replicacion de un ADN previamente oxidado in vitro
en células, o después de la exposicion de células a especies oxidantes, la frecuencia de estas
mutaciones aumenta, produciendo inserciones erréneas de bases nitrogenadas (transversiones),
donde una base nitrogenada tipo purina se sustituye por una base nitrogenada tipo pirimidina o
viceversa; las transversiones mas frecuente son: GC — AT, GC — TA y GC — CG (Akasaka y
Yamamoto, 1994).

El proceso de oxidacion de G, produce la salida de un electron, generandose un agujero electrdnico,
con la formacidn de un cation radical (G*); este agujero puede migrar hasta que sea atrapado por otro
electron (Meggers, Michel y Giese, 1998; Nufiez, Hall y Barton, 1999). El producto inmediato de la
oxidacion de la G, la 8-0xoG es mas facilmente oxidable, al presentar un potencial de reduccién
(Steenken, Jovanovic, Bietti y Bernhard, 2000) y una energia de ionizacién (Pacheco et al., 2012) aln
mas bajo que el de la G, por lo que la formacion del cation radical de 8-oxoG™, puede ser mas
probable; el producto de oxidacion Sp, presenta el potencial de ionizacion mas alto respecto a los
otros productos de oxidacién y las 4 bases nitrogenadas, por lo que una vez insertado en el ADN,
existe una gran probabilidad de que pueda inducir mutaciones y se ha relacionado con la transversién
G:C -T:A.

En las ultimas décadas, han surgido esfuerzos por conocer los posibles mecanismos de formacion de
los productos de oxidacion de G e identificar aquellos radicales libres y especies reactivas que los
originan. Essigmann y Neeley (2006) han recolectado y resumido las principales propuestas acerca
de estos mecanismos; sin embargo, el trabajo mencionado no reporta un estudio sistematico de los
mecanismos de reaccidn sugeridos, por lo que en este trabajo nos proponemos realizar un estudio
exploratorio de uno de los mecanismos mencionados, para la formacion del producto de oxidacion
Sp a partir del radical NO-'y evaluar su viabilidad energética. El estudio del mecanismo de formacion
de Sp por la via del radical NO>', ain no ha sido estudiado por métodos de la quimica tedrica y

computacional.

Pagina | 8



CAPITULO 1: ANTECEDENTES

El genoma de todos los organismos vivos esta constantemente dafiandose por agentes enddgenos y
exogenos que modifican la integridad quimica del ADN y cambian la informacién genética.
Independientemente de los eficientes mecanismos de reparacion que existen en los organismos vivos,
algunas lesiones escapan a estos y la lesién puede replicarse. Las lesiones del ADN pueden definirse
como "una alteracion quimica esencialmente sobre las bases nitrogenadas (BN)", aunque otras partes
del nucleétido también podrian experimentar modificaciones (Pageas y Fuchs, 2002). Estas lesiones
pueden ser inducidas por agentes enddgenos como los radicales libres y exdgenos como radiaciones
ionizantes, entre las que se encuentran la radiacién UV y los rayos X. Estos agentes pueden causar la
oxidacion de las bases nitrogenadas, provocando errores en la informacion genética del ADN, de lo
cual se pueden derivar diversas formas de cancer o desérdenes neuroldgicos, asi como el
envejecimiento y muerte celular (Sayre, Perry y Smith, 2008). Debido a que el potencial de reduccién
de la guanina es el mas bajo de las cuatro bases nitrogenadas (Steenken y Jovanovic, 1997), se deduce
gue es la base mas facilmente oxidable y puede formar diversos productos de oxidacion (Foksinski,

Rozalski, Guz, Ruszkowska, Sztukowska, Piwowarski, Klungland y Olinski, 2004).

El principal producto de oxidacion de la G es la 8-oxoguanina (8-0x0G), siendo ésta especie la
causante de la gran mayoria de las alteraciones quimicas del ADN (Ohno, Miura, Furuichi, Tominaga,
Tsuchimoto, Sakumi y Nakabeppu, 2006), ya que puede aparearse con la adenina (A) y la citosina
(C) durante la replicacion del ADN y causar las transversiones G:C—T:A, A:T—C:G, G:C—C:Gy
A:T—T:A (Shibutani, Takeshita y Grollman, 1991). Ha sido reportado que existen varios miles de

residuos de 8-0xoG en regiones gendmicas, como por ejemplo los telomeros.

Recientemente se ha encontrado que la 8-0xoG es més facilmente oxidable que la guanina, generando
a su vez, otros productos de oxidacién (Steenken et al., 2000). Los productos de oxidacién de la
guanina y la 8-0xoG, como la Imidazolona (1z), guanidinohidantoina (Gh) y Spiroiminodihidantoina
(Sp), pueden ser responsables de la transversion G:C—C:G (Kino y Sugiyama, 2005). Una lesion de
particular interés es la producida por el producto de oxidacion Sp, el cual es altamente mutagénico
(Kornyushyna, Berges, Muller y Burrows, 2002), produciendo las transversiones G:C—C:G y
G:C—T:A y generando una desestabilizacion termodindmica en el ADN que hace muy dificil su

reparacion (Chinyengetere y Jamieson, 2008).

Pagina | 9



La Figura 1.1 muestra algunos de los productos de oxidacion que han sido identificados, ademas de

la Guanina y la 8-0x0G. Ndtese ademas al producto Sp en sus dos estereoisomeros Sp (R) y Sp (S).
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Figura 1.1 Algunos productos de oxidacion de la Guanina y la 8-oxoG
(tomado de W. L. Neeley, J. M. Essigmann (2006) Mechanisms of Formation, Genotoxicity, and
Mutation of Guanine Oxidation Products, Chem. Res. Toxicol., 19(4): 491-505)

Ha sido encontrado tanto experimental como teéricamente, que el producto de oxidacién Sp se forma
a partir de la reaccion de la 8-0xoG con varios ROS (Jia, Shafirovich, Shapiro, Geacintov y Broyde,
2005; Fleming, Muller, Dlouhy y Burrows, 2012) a pH neutro o ligeramente mayor (Gremaud, Martin
y Sugden, 2010; Luo, Muller, Rachlin y Burrows, 2001).

Jia et al (2005) han estudiado la estructura de Sp por métodos teéricos utilizando la combinacion de

funcional y base B3LYP/6-31G, y encontraron que ésta presenta dos estereoisémeros Ry S.

Con el objetivo de esclarecer cudles son los intermediarios generados en el organismo durante la
formacion de estos productos de oxidacion y poder evaluar su grado de toxicidad; diversos grupos en
el mundo se han dado a la tarea de estudiar los mecanismos de su formacion. Por ejemplo, Munk,
Burrows y Schlegel (2008), realizaron el estudio teérico del mecanismo de formacién de Sp a partir

de la reaccion entre 8-0xoG y el radical OH" utilizando el formalismo de la Teoria de Funcionales de
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la Densidad (DFT). Por otra parte, también ha sido estudiada la formacion de Sp con la participacion
de COs™, el cual oxida inicialmente la G a 8-o0xoG (Joffe, Geacintov y Shafirovich, 2003). Sin
embargo, Crean, Nicholas y Shafirovich, (2005) en un estudio experimental han propuesto otro
camino, en el cual el COs™ ataca al C8 del radical guanil, que fue previamente desprotonado en la
posicion correspondiente al N7; este mecanismo, fue posteriormente estudiado tedricamente por
Yadav y Mishra (2012 y 2014) utilizando el formalismo de DFT; para la optimizacion de geometria
se empled la combinacion de funcional y base B3LYP/6-31G (d,p) y con el objetivo de refinar el
calculo de la energia se utilizaron posteriormente las combinaciones M06-2X y WB97XD con la base
doble zeta AUG-cc-pVDZ. Realizaron los céalculos con efecto de solvente, mediante el modelo del
continuo polarizable (PCM) y ademas fueron calculadas las barreras de activacion para cada paso del
mecanismo. Encontraron que la oxidacion de la 8-oxoG (con pérdida de 1e’), ocurre por la
intervencién del anion radical carbonato, como fue observado experimentalmente; en el estudio
también se demostro que ésta reaccion esta catalizada por moléculas de agua, especificamente durante
la etapa de desprotonacion y que el ataque del radical se produce por el C5 del radical guanil (Yadav
y Mishra, 2012).

Suzuki (2009) reportd la formacion de los dos diasteroisémeros de Sp, por una via experimental, en
la cual trabajando a pH = 7.4, fue bombeado 6xido nitrico (NO) a temperatura ambiente y bajo
condiciones aerdbicas; de ésta forma fue sugerido que la 8-oxoG insertada en el ADN, puede

reaccionar con el NO en presencia de una molécula de oxigeno para formar Sp.

El NO es sintetizado en varios tipos de células por una enzima y participa en varias funciones
bioldgicas, como por ejemplo la vasodilatacion, neurotransmision e inflamacion (Marletta, 1993;
Bredt y Synder, 1994). Aunque es un radical, su reactividad es relativamente baja, pero en presencia
de O, puede convertirse en el trioxido de dinitrégeno (N2Os) y reaccionar con grupos amino de varias
moléculas bioldgicas (Ischiropoulos, Zhu, Chen, Tsai, Martin, Smith y Beckman, 1992; Suzuki,
Mower, Friesen, Gilibert, Sawa y Ohshima, 2004). EI NO, también puede convertirse en peroxinitrito
(ONOO") que en solucion neutra, va a existir como una mezcla de peroxinitrito (ONOO") y acido
peroxinitroso (ONOOH); ésta tltima especie es altamente reactiva y facilmente causa la oxidacion y
nitracion de varias moléculas bioldgicas. En ésta direccion, ya desde 1999 se sabia que el ONOOH
puede también reaccionar con la 8-0xoG y dar varios productos de oxidacion (Niles, Burney, Singh,
Wishnok y Tannenbaum, 1999; Niles, Wishnok y Tannenbaum, 2006).

Otro mecanismo planteado por Misiaszek, Crean, Geacintov y Shafirovich, (2005), propone la

formacion de Sp, con participacion de NO>" y se ha calculado que la constante de velocidad es de 4.3
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x 108 Mt a pH=7.5 en moléculas de ADN de cadena simple y de doble hélice. Gracias a estos trabajos,
se tiene la certeza de que no hay un estudio tedrico de ésta reaccion que haya sido reportado, por lo
que éste fue el planteamiento esencial del trabajo de tesis aqui propuesto. En la Figura 1.2 se muestra
el mecanismo de formacion de Sp que fue objeto de estudio para este proyecto (la especie inicial y

final se encuentran sefializadas).

8 axoG(—H] 24 -
1O Mg~ + HCO,
H 2 (catalysts)
- oxalate
" H
7 $HO | pH>T NJ& €0, - guanidine [5; =0 *H0 k JW/GH
=0 —» T, J_L Ki: N —"‘HN
R
CL

5H0O-8-0x06 Pa

Figura 1.2 Mecanismo de formacion de Sp que seré estudiado, partiendo de 8-0xoG
por la via del NO2+ (tomado de W. L. Neeley, J. M. Essigmann (2006) Mechanisms of Formation,
Genotoxicity, and Mutation of Guanine Oxidation Products, Chem. Res. Toxicol., 19(4): 491-505)
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CAPITULO 2: OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo General

Determinar los estados energéticos mas probables de los intermediarios, estados de transicion y
productos involucrados en el mecanismo general de reaccion propuesto en la literatura, que conlleva
a la formacion del producto de oxidacion Sp (R) y su conférmero Sp (S), a través de calculos quimico-
cuanticos tanto en fase gas como con efecto de solvente (agua), con el fin de evaluar su viabilidad

energética.

2.2 Objetivos Particulares

e Modelar y optimizar reactivos, intermediarios y productos propuestos de un mecanismo de
reaccion ya establecido con el fin de estimar sus energias de unién, distancias y angulos de enlace,
distribucion de la carga, geometria y sus propiedades termodinamicas (energias de Gibbs), los
cuales nos ayudaran a caracterizar y explicar su factibilidad tanto en fase gas como con el efecto
de un solvente.

e Modelary optimizar los posibles estados de transicion presentes en todo el mecanismo propuesto,
tanto en fase gas como con efecto de solvente para entender la viabilidad energética del mecanismo
de reaccidn planteado, mediante el calculo de las energias de Gibbs de evolucion y de activacion.

e Proponer una via mas completa y detallada del mecanismo de reaccion mencionado, para la
formacion del producto de oxidaciéon estudiado Sp (R) y Sp (S), a partir de la 8-0x0G,
considerando el efecto de solvente, con el fin de ayudar en futuras investigaciones relacionadas

con el tema.

2.3 Hipotesis

El mecanismo de reaccion estudiado con efecto de un solvente debe esperarse que sea mas favorecido
termodinamica y cinéticamente, en comparacion a un estudio en fase gaseosa por estar en condiciones
mas cercanas a las reales; por tanto, los estudios quimico-cuénticos con efecto del solvente, nos
ayudaran a determinar y comprobar de manera mas especifica y precisa, el comportamiento de dichas
especies en un medio acuoso y evaluar la viabilidad energética del mecanismo de formacion de los

productos de oxidacion Sp (R) y Sp (S) planteado en la literatura.
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CAPITULO 3: MARCO TEORICO

3.1 Aspectos Biologicos

El descubrimiento de la naturaleza quimicay la estructura tridimensional de la biomolécula portadora
del material genético, el &cido desoxirribonucleico (ADN), se encuentra entre los grandes
descubrimientos de la biologia del siglo XX. Esta molécula contiene las instrucciones genéticas que
hacen de cada especie algo Unico, las cuales pasan de los organismos adultos a sus descendientes
durante la reproduccion, lograndose asi la perpetuacion de una especie bioldgica.

La correccion y efectividad en el almacenaje, la expresién y la reproduccion del mensaje genético
contenido en el ADN, define a las especies individuales, las distingue de las demas y asegura su

continuidad a lo largo de generaciones sucesivas.

3.1.1 Estructura e importancia de los acidos nucléicos ADN y ARN
El ADN es un biopolimero formado por monémeros llamados nucleétidos, los cuales estan formados

por un gldcido, la desoxirribosa, una base nitrogenada (Adenina, Timina, Citosina y Guanina) y un

grupo fosfato. Los dos primeros forman una subunidad llamada nucleésido.

Lo que distingue a un nucledtido de otro es la base nitrogenada (BN), y por ello la secuencia del ADN
se especifica nombrando solo la secuencia de sus bases. La disposicion secuencial de estas cuatro
bases a lo largo de la cadena es la que codifica la informacion genética; por ejemplo, una secuencia
de ADN puede ser ATGCTAGATCGC...

En los organismos vivos, el ADN se presenta como una doble cadena de nucleétidos, en la que las
dos hebras estan unidas entre si por puentes de hidrégeno. La Figura 3.1 muestra la estructura
molecular resultante. De la figura anterior se pueden observar varias caracteristicas de la geometria
molecular que deben ser resaltadas:
e Enlos nucledtidos, cada BN se une a una molécula de ribosa por un enlace N-glicosidico y
los nucledtidos se unen entre si a través de los grupos fosfato.
e Las bases nitrogenadas que se aparean son Adenina-Timina (A-T) y Citosina-Guanina (C-

G); es decir, una base de tipo purina (2 anillos) con una base de tipo pirimidinica (un anillo).
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Figura 3.1 Estructura Molecular del ADN.
(Tomado de https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribonucleico)
(Consultado el 20/02/2017)

Como resultado de este apareamiento, las dos cadenas de ADN se enroscan sobre si mismas formando
una especie de escalera de caracol, denominada doble hélice. La figura 3.2 muestra (i) la forma en
gue se pliegan las dos cadenas para obtener la estructura 3D de doble hélice y (ii) las subunidades

nucleétido y nucleésido.

Nucleétido

Nucledsido
Figura 3.2 Estructura 3D de doble hélice del ADN
(Tomado de http://biotecnologiasi.tumblr.com/post/117882807550/gen%C3%A9tica-comemos-
genes) (Consultado el 20/02/2017)
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Otro tipo de &cido nucléico es el &cido ribonucleico (ARN), el cual también esta formado por una
secuencia de nucledtidos. La diferencia con el ADN esté en las subunidades del nucledtido; mientras
que el ADN tiene como glucido la desoxirribosa, el ARN tiene a la ribosa; por otra parte, una de las
cuatro bases nitrogenadas es diferente; en lugar de la timina, se encuentra presente la base uracilo.
Esta biomolécula es lineal y monocatenario (de una sola cadena), aunque en el genoma de algunos
virus ha sido detectada una doble hebra. Es la molécula que dirige las etapas intermedias de la sintesis
proteica. Como el ADN no puede actuar solo, se vale del ARN para transferir esta informacion vital
durante la sintesis de proteinas. Existen varios tipos de ARN, algunos ejemplos son:

e ARN mensajero (ARNm): Transmite la informacion del ADN a los ribosomas, el lugar donde
se realiza la sintesis de las proteinas. Esta informacion corresponde a la secuencia de
aminoacidos que tendra la proteina que se sintetizara. El proceso se denomina transcripcion.

e ARN de transferencia (ARNt): Transfiere un aminoacido especifico al polipéptido en
crecimiento; se unen a lugares especificos del ribosoma durante la traduccion de la
informacion.

e ARN ribosomico (ARNr): son el componente catalitico de los ribosomas; se encargan de
crear los enlaces peptidicos entre los aminoacidos del polipéptido en formacion durante la

sintesis de las proteinas.

Como puede observarse, mientras el ADN selecciona, almacena y guarda el cadigo genético, el ARN
transmite ese codigo genético almacenado por el ADN, y lo convierte en informacion quimica para

llevar a cabo la sintesis de las proteinas en las mitocondrias.

La sintesis de las proteinas es un proceso bioquimico esencial, pues las proteinas son los principales
componentes de las células y tienen funciones vitales como se muestra a continuacion:

e Funcion defensiva; crean los anticuerpos y dirigen la accion contra agentes extrafios o
infecciones.

e Funcion reguladora; regulan la division celular y la expresion de ciertos genes; estan
presentes en compuestos como la hemoglobina, las hormonas, los jugos digestivos, las
enzimas y las vitaminas que intervienen en las reacciones quimicas que suceden en el
organismo, asi como en las histonas que forman parte de los cromosomas que regulan la
expresion genética.

e Funcion amortiguadora; Mantiene el pH y el equilibrio osmético.

e Funcion estructural; son responsables de la contraccion de los musculos y forman tejidos de

sostén y relleno que confieren elasticidad y resistencia a los 6rganos; por ejemplo el colageno
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forma el tejido conjuntivo fibroso y la reticulina y elastina forman el tejido conjuntivo
elastico.

e Funcion de transporte; la hemoglobina y la mioglobina son proteinas transportadoras del
oxigeno en la sangre en los organismos vertebrados y en los musculos respectivamente, los
citocromos que transportan electrones y las lipoproteinas que transportan lipidos por la

sangre.

La estructura de todas las proteinas y en ultimo término, de todas las biomoléculas y de cada uno de
los componentes celulares, es producto de la informacién programada en la secuencia de nucleétidos
de los &cidos nucléicos de la célula. Si la sintesis de las proteinas se realiza adecuadamente, en gran
parte se debe a la transcripcion adecuada de la informacion genética del ADN al ARN; es decir, que
no existan errores en la secuencia de las BN presentes y por tanto en la secuencia de las subunidades

de nucledtidos.

Las BN pirimidinas y purinas son compuestos aromaticos y bases débiles, de ahi su denominacion de
“bases”. Su aromaticidad tiene efectos importantes sobre la estructura plana y las propiedades
electronicas de los acidos nucléicos. Las bases puricas y pirimidicas son hidrofobicas y relativamente
insolubles en agua al pH celular que es cercano a la neutralidad. A pH acido o alcalino las bases
aumentan su carga y adquieren solubilidad en agua. Las interacciones hidrofébicas entre estas bases
favorecen un fenémeno de apilamiento, que les permite acomodarse con los planos de los anillos en
paralelo. El apilamiento resulta de una combinacion de interacciones de Van der Waals que ayudan
a minimizar el contacto con el agua y es de gran importancia en la estabilizacion de la estructura
tridimensional de los acidos nucleicos (Nelson y Cox, 2009). Los grupos funcionales de las
pirimidinas son los grupos carbonilo, los grupos amino exociclicos y la presencia de atomos de
nitrégeno en el (los) anillo(s). Como se puede apreciar en la figura 3.1, en el apareamiento de las BN,

a través de la formacion de enlaces de hidrogeno, participan los grupos amino y carbonilo.

Los nucledtidos, ademas de ser los depositarios moleculares de la informacion genética, desempefian
una alta variedad de funciones en el metabolismo celular, constituyendo la moneda energética en las
transacciones metabdlicas, estableciendo los nexos quimicos en los sistemas celulares y son también
componentes estructurales de una serie de cofactores enzimaticos e intermedios metabdlicos. De ésta
forma, la capacidad de los nucleétidos de almacenar y transmitir informacion genética sobre la

naturaleza quimica de una generacion a la siguiente es el requisito basico para la vida.
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Finalmente es importante hablar de la estructura 3D de doble hélice del ADN. EI modelo de estructura
en doble hélice fue propuesto por James Watson y Francis Crick (1953) y en el mismo qued6 al
descubierto la complementariedad en el apareamiento de las bases y la importancia de la secuencia
de bases como portadora de informacion genética. Como se puede apreciar en las figuras 3.1y 3.2,
la doble hélice se forma a partir por dos tipos de fuerzas: los enlaces de hidrdgeno entre los pares de
bases complementarias y las interacciones de apilamiento entre las bases; ambas interacciones, son
responsables de la estabilidad de la doble hélice. Precisamente, la capacidad de las células vivas para
preservar su material genético y duplicarlo para su transmision a la generacion siguiente es el

resultado de la complementariedad estructural entre las dos mitades de la molécula de ADN.

3.1.2 Dafio al ADN

El almacenamiento de la informacion a largo plazo sin que ocurran alteraciones es tan importante
para la célula, que incluso reacciones muy lentas que alteren la estructura del ADN, pueden tener
significado fisioldgico. Procesos tales como la carcinogénesis y el envejecimiento pueden estar

intimamente ligados a la lenta acumulacion de alteraciones irreversibles en el ADN.

Existen mecanismos para la reparacion del ADN, pero en algunos casos ésta no es posible y puede
transferirse el error a la generacion siguiente. Dentro de las lesiones que en ocasiones no son reparadas
tenemos algunos cambios en la secuencia de las BN en el ADN; si éste error se replica y transmite a
las generaciones futuras se hace permanente. Las alteraciones en la estructura del ADN que dan lugar
a cambios permanentes en la informacién genética codificada por la molécula se denominan
mutaciones. Por otra parte, la reparacion incorrecta de una lesion en una de las cadenas del ADN

puede tener el mismo efecto ya que puede generar errores de apareamiento entre las BN.

El ADN puede resultar dafiado por diversos procesos; algunos de esos son espontaneos, como por
ejemplo la respuesta del organismo al ataque de virus y bacterias y ciertas reacciones metabélicas y
otros catalizados por agentes externos como radiaciones ionizantes, el humo del cigarro, la presencia

de gases contaminantes en el ambiente y por una mala alimentacion.

Los radicales libres son especies muy reactivas (atomos o moléculas con electrones desapareados),
avidas de obtener electrones para saturar su valencia o formar enlaces que le den mayor estabilidad
(Bunker, 1992). Estas especies dafian a otras biomoléculas de su entorno, las cuales quedarian en
forma radical y desencadenarian reacciones no deseadas a nivel celular y tisular, con la consiguiente

alteracion de su funcion (Delanty y Dichter, 1998). Particularmente, ciertos radicales libres tienen la
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capacidad de dafar la desoxirribosa (Breen y Murphy, 1995), la cual al oxidarse puede inducir el
rompimiento del enlace entre el azucar y el grupo fosfato del siguiente nucle6tido, mecanismo
mediante el cual se producen rompimientos de cadena sencilla. Los radicales libres pueden modificar

también algunas bases nitrogenadas del ADN, aspecto del cual hablaremos en la siguiente seccion.

El aumento de la concentracion de radicales libres en nuestro cuerpo por factores externos producen
una ruptura del equilibrio que debe existir entre las sustancias oxidantes (mayormente radicales libres)
y los mecanismos antioxidantes Lo anterior origina alteraciones de la relacion estructura-funcion en
cualquier érgano o grupo celular especializado (Venereo, 2002; Ames, Shigenaga y Hagen, 1993).
Este desequilibrio producido, como ya se sefiald, por un aumento de la concentracion de especies

oxidantes en el organismo se denomina estrés oxidativo.

Dentro de los radicales libres mas importantes se encuentran las llamadas especies reactivas del
oxigeno (ROS) y las especies reactivas de nitrégeno (RNS), aunque también pueden encontrarse
fragmentos radicalicos conteniendo de hal6genos (Brz™ y R-Br). Entre las ROS y RNS tenemos:
e ROS: Ozono (0Os3), perdéxido de hidrogeno (H-0,), radical hidroxilo (OH"), anién Oxigeno
singulete (*O,), radical alcoxido (RO") y radical superdxido (O,").
e RNS: radical del mondxido de nitrégeno (NO™), radical del diéxido de nitrogeno (NOy") y el
radical Peroxinitrito (ONOO").

3.1.2.1 Dafio al ADN por la oxidacion de la Guanina

Dentro de las nucleobases presentes en el ADN, la Guanina es la mas susceptible a la oxidacién por
presentar el potencial de reduccion mas bajo (1.29 V/NHE) y el menor potencial de ionizacion (Pl=
8.28 eV) de todas las BN (Steenken y Jovanovic, 1997). El proceso de oxidacién de la Guanina,
produce la salida de un electr6n generando un agujero electrénico y la formacion de un catién radical
(G*™) (Cerdn, Requena, Perpéte, Michaux y Jacquemin, 2010). Sin embargo, el producto inmediato
de oxidacion de la G, la 8-0xo0G es aun mas facilmente oxidable, debido a su potencial de reduccién
y su energia de ionizacion mas baja que la G, con un valor calculado de 0.74 V/NHE (Steenken et al.,
2000) y 7.87 eV (Pacheco et al., 2012) respectivamente, por lo que la formacion del radical (8-oxoG™)

resulta ser muy probable.

Por otra parte, ha sido demostrado que ni la G ni la 8-0xoG inducen directamente la transversion G:C
— C:G, por lo que se ha sugerido que otros productos de oxidacién de la Guanina (POG) pueden

estar causando ésta alteracion. Estos POG pueden formarse directamente de la G o a través de la 8-
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oxoG como intermediario (Bjelland y Seeberg, 2003). Particularmente, POG, 2-imino-5,5’-
spirodihidantoina (Sp) el cual ha sido detectado en presencia de oxigeno singulete (Joffe et al., 2003)
0 del radical aniénico carbonato (Essigmann y Neeley, 2006), ha sido relacionado con ésta
transversion. En el caso sefialado, el POG Sp en sus dos formas conformacionales, Sp (R) y Sp (S)
son los productos de oxidacion que presentan la mayor estabilidad debido a que tienen el potencial
de ionizacion més alto (9.51 eV y 9.54 eV) no sélo respecto a otros POG, sino también a las cuatro
bases nitrogenadas; éstas especies al ser muy resistentes en diferentes condiciones de oxidacion y ser
por tanto més estables, son las de mayor permanencia en el ADN una vez que se inserta en él. Lo
anterior lleva a considerar que una vez insertadas en el ADN, existe una gran probabilidad de que
puedan generar diversos tipos de transversiones. Por ello, los mecanismos de formacion de estos

POG, como Yya se describio, estan siendo objeto de muchos estudios.

3.2 Aspectos Fisicoguimicos

Un sistema quimico puede estudiarse desde un punto de vista microscopico y macroscopico. El punto
de vista microscopico explica los fendmenos a nivel atbmico-molecular, donde el movimiento de los
electrones juega un papel importante; estos fendmenos, en el area de la quimica llevan a comprender
los enlaces entre los atomos para formar las moléculas, la energia de las moléculas y las interacciones
entre ellas y cdmo esas interacciones pueden producir las reacciones quimicas. El punto de vista
macroscépico considera ensambles de muchas moléculas y atomos a gran escala, esto es, sistemas
gue se cuantifican a nivel de moles de sustancia sin utilizar explicitamente el concepto de molécula;
en este segundo caso, el estado de los sistemas se caracterizan por pardmetros como la presion, el
volumen y la temperatura, entre otros, por lo que estudia los cambios de calor y trabajo que se
producen en los sistemas, la espontaneidad de las reacciones quimicas y su tendencia a alcanzar un
estado de equilibrio, asi como su velocidad y energética. Ambos enfoques nos llevan a las dos ramas
mas importantes en el estudio de las reacciones quimicas:
e La Termodinamica Quimica, expresada matematicamente por la ecuacion de Gibbs-
Helmholtz: AG = AH - TAS, donde aparecen la energia de Gibbs, la entalpia y la entropia de

la reaccion.

e La Cinética Quimica, expresada matematicamente por la ecuacion de Arrhenius:

Ea
RT

k= Aexp( j y donde aparecen tres parametros importantes: la constante de rapidez de
una reaccion, la temperatura y la energia de activacion.
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Por otra parte, ciertas las propiedades macroscopicas de la termodinadmica y la cinética quimica
pueden también determinarse a partir de parametros microscépicos relacionados con el movimiento

y la geometria de las moléculas; estos parametros pueden expresarse a nivel de la mecénica clésica,

por la posicién y la velocidad, los cuales determinan el nimero de grados de libertad traslacionales,

rotacionales y vibracionales de las moléculas o a nivel de la quimica cuéntica, por el estudio de los

enlaces y del movimiento de los electrones, caracterizados estos ltimos por los 4 niUmeros cuénticos.
En ambos casos, la probabilidad pasa a ser un pardmetro importante para describir tanto el
movimiento de un mol de &omos o moléculas, como el de los electrones que constituyen a estos
atomos y moléculas; en un sistema, estas particulas (electrones, aomos y moléculas) estan en
constante movimiento y su trayectoria no esta predeterminada, por lo que el sistema va pasando por

muchos microestados.

Lo anterior nos lleva a la conclusion de que hay una conexion entre el estado a nivel macroscépico y
el estado a nivel microscopico. Cuando medimos una propiedad macroscépica como la presion o la
temperatura, lo que estamos obteniendo es el promedio temporal de muchos microestados por los que
paso el sistema durante el tiempo que durd la medicion. Lo anterior implica que el estudio de las
reacciones quimicas no es trivial, implica un punto de vista termodindmico y un punto de vista

cinético, pero en ambos existe una base atomico-molecular.

Como ya hemos visto, el ADN y el ARN portan la informacion necesaria (secuencia de bases
nitrogenadas) para efectuar la sintesis de las proteinas y éstas, en dependencia de la informacion que
contienen (tipo y secuencia de aminoacidos) aseguran las funciones vitales del organismo. Por tanto,
el funcionamiento de los seres vivos tiene una base quimica, un fundamento basado en la geometria
molecular, y ésta base molecular requiere de una base fisica, es decir, del estudio de las formas mas

elementales de movimiento (clasico o cuantico).

Las proteinas son macromoléculas que ademas de usar energia quimica para formar los enlaces
covalentes entre estas subunidades, las células deben invertir energia para ordenar las subunidades en
su secuencia correcta. Es extremadamente improbable que los aminoéacidos de una mezcla se
condensen espontaneamente para formar un solo tipo de proteina de secuencia Unica. Ello implicaria
un aumento del orden en una poblacién de moléculas, lo que contrastaria con la segunda ley de la
termodinamica segun la cual la tendencia de cualquier proceso natural es la de incrementar el

desorden del universo.
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3.2.1 Termodinamica Quimica

La primera ley de la termodinamica nos dice que la energia ni se crea ni se destruye, solo se
transforma. Por tanto, en un sistema, la energia se conserva. Quiere decir que cualquier cambio en la
energia interna de un sistema estd dado por el calor evolucionado y el trabajo realizado.
Particularmente en sistemas como las reacciones quimicas, que transcurren casi siempre a
temperatura y presion constante, el calor absorbido (reacciones endotérmicas) o desprendido

(reacciones exotérmicas) se mide por la entalpia de la reaccion (AH).

La segunda Ley de la termodinamica tiene que ver con la irreversibilidad de los procesos espontaneos
gue ocurren en la naturaleza y derivado de esto a la eficiencia posible, de las maqguinas térmicas. Por
ejemplo, si se acerca un objeto caliente a uno frio, el calor pasa del caliente al frio y nunca al revés;
pero una vez igualadas las temperaturas, se alcanza el equilibrio térmico. En términos del
funcionamiento de las maquinas térmica, es imposible extraer una cantidad de calor (Qc) de un foco
caliente, y usarla toda ella para producir trabajo, pues alguna cantidad de calor (Qr) debe ser expulsada
a un foco frio, como se muestra en la Figura 3.3; para el funcionamiento inverso (refrigerador) se

requeriria trabajo de una fuente externa a la maquina.

Foco caliente

Foco frio

Figura 3.3 Funcionamiento de una maquina térmica realizando un ciclo de operaciones.
(Tomado de http://laplace.us.es/wiki/index.php?title=Entropia)
(Consultado el 20/02/2017)

En este contexto, se establece la desigualdad de Clausius, la cual nos informa, con base en el cociente

Q/T, si el ciclo de operaciones que realiza la maquina es reversible (cero), irreversible (negativo) o
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imposible (positivo), dejando al descubierto que este cociente, para el caso reversible, se comporta

como una funcidn de estado, la cual fue llamada entropia:

-

Se postula entonces que, en general, en un sistema aislado (6Q=0), la entropia aumenta en los

procesos irreversibles, los cuales van hacia el equilibrio; una vez alcanzado el equilibrio, la entropia

permanece constante: ASsist > 0.

Si definimos el “universo” como el conjunto del sistema mas el de los alrededores, con el que puede
intercambiar calor o trabajo, podemos tratar al universo como un sistema aislado, con lo que
obtenemos el principio del aumento de entropia:

ASuniverso = ASsist + ASalrededores > 0 (2)
"En todo proceso real la entropia aumenta (si el proceso es irreversible) o permanece constante (si es
reversible), pero nunca disminuye, a menos que esta disminucion sea compensada por un aumento de
entropia en los alrededores"

> (0 proceso irreversible
AS,{ =0 proceso reversible

< 0 proceso imposible

Por tanto, la entropia puede considerarse como una medida de lo préximo o no que se halla un sistema
del equilibrio que es un estado de mayor estabilidad, de mayor probabilidad, donde la energia esta
mas ampliamente distribuida entre mayor cantidad de estados disponibles, que es a lo que se

denomina desorden (espacial y temporal).

En el nivel bioldgico también se cumplen leyes de la termodindmica. Un organismo vivo es un sistema
abierto que intercambia materia y energia con los alrededores; los sistemas vivos realmente no se
encuentran nunca en equilibrio con su entorno y las constantes transferencias entre el sistema y los
alrededores explican como los organismos pueden crear orden en su interior al tiempo que operan
dentro de la segunda ley de la termodinamica. De acuerdo con la ecuacion (2), A4Ssist (4S del
organismo) puede ser positivo, negativo o cero. Cualquier disminucion de A4Ssis: debe, segin la
segunda ley, ser compensada por un incremento de ASen de magnitud igual o mayor que la
disminucién ASss.. El estado de un organismo vivo plenamente desarrollado se mantiene
aproximadamente igual de un dia a otro. EI organismo no se encuentra en un estado de equilibrio,

pero si cercano a un estado estacionario. Los procesos internos de reacciones quimicas son
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irreversibles, por tanto 4Ssisema > 0 en el organismo, es decir, que ASarededores debe ser negativo para

compensar el del sistema.

La mayor parte de las reacciones quimicas se desarrollan a T y P constante; bajo estas condiciones,
donde los numero de moles de las especies presentes puede variar a medida que los reactivos se
transforman en producto, los criterios de equilibrio y sentido de las reacciones se determinan mediante
la energia libre parcial molar o potencial quimico (p) para la variacion del nimero de moles de la

especie manteniendo constante los moles del resto de las especies:

_(ae]
o 8ni TP
oo 3

G es laenergia libre de Gibbs y disminuye en los procesos reversibles hasta alcanzar un valor minimo
cuando el proceso alcanza el equilibro; esto se representa matematicamente como:
AGTp<0 4)
La energia libre de Gibbs (G), se define como H-TS, de manera que en un proceso a temperatura
constante, considerando que H y S son funciones de estado y T un parametro de estado se cumple
que:
AG=AH-TAS 5)

gue es la ecuacion de Gibbs-Helmholtz.

En el caso de una reaccion quimica, la ecuacion (5) nos dice que la espontaneidad de estos procesos
es el resultado del balance entre un factor energético y un factor entrépico. Ambos términos se deben

combinar para dar un valor negativo de la energia libre de Gibbs.

Esta ecuacion es importante en el estudio de los mecanismos de reaccion para el analisis de cada uno

de los pasos elementales.
En los sistemas biolégicos, pueden existir reacciones quimicas termodindmicamente desfavorables,
Ilamadas endergonicas; en este caso se producen acoplamientos con otros procesos exergonicos, de

modo que el proceso global sea exergénico. Mediante esta estrategia, la célula puede asegurar el

desarrollo de todos los procesos bioquimicos necesarios.

3.2.2 Cinética Quimica
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La mayoria de las reacciones quimicas transcurren a través de varios pasos, en lo que se denomina el
mecanismo de las reacciones quimicas y a cada paso se le llama reaccion elemental. Por tanto, en un
mecanismo de reaccion, al existir varios pasos elementales, ademéas de las especies reactivas y las
especies producto aparecen especies intermediarias. Cada uno de los pasos elementales de un
mecanismo de reaccion se desarrolla a una determinada rapidez y todos determinan aditivamente, la
rapidez global de la reaccidn. En caso de que un paso sea mucho mas lento que el resto, la velocidad
global dependera esencialmente del paso lento. EI nimero de moléculas que reacciona en una etapa
elemental se denomina molecularidad y la mayoria de las reacciones elementales son unimoleculares
0 bimoleculares, siendo las reacciones trimoleculares muy poco frecuentes debido a la baja
probabilidad de una colision entre tres cuerpos.

Se ha encontrado que a nivel macroscépico, la rapidez es directamente proporcional al producto de
las concentraciones de los reactivos elevados a los coeficientes estequiométricos (los cuales no son
representados para un paso elemental porque equivalen a 1). De esta manera se sabe que para una

reaccion: aA + bB — yY + zZ, la rapidez se expresa como:

r = kc(A)?c(B)° (6)

Los coeficientes a y b son los drdenes parciales y su suma nos da el orden total del paso en cuestion;

la constante k es la constante especifica de rapidez de la reaccién y caracteriza su cinética, pues no

depende de las concentraciones, ya que se define para concentraciones unitarias. Sin embargo, al

tratarse de reacciones elementales, a y b equivalen a 1 por lo que la rapidez se expresa como:
r=kc(A) c(B)

La rapidez de las reacciones quimicas se determina como la variacion de la concentracion en el

tiempo, y puede expresarse con respecto a cada una de las especies reactivo o producto; la

equivalencia entre ellas se da a través de los correspondientes coeficientes estequiométricos:
1(_ dc(A)j_l(_ dc(B))_l(dc(Y)]_l(_ dc(Z)j )
a dt b dt y\ dt z dt

El efecto de la temperatura T sobre la constante de rapidez se expresa mediante la ecuacion de

Arrhenius, que ya mencionamos y repetimos de nuevo:

k = Ae~FalFT

Donde R es la constante de los gases; Eaes la energia de activacion, y A es el factor preexponencial.
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Para explicar la rapidez de las reacciones quimicas a nivel molecular, se presentd por H. Eyring en
1935, la teoria del Estado de Transicion (TET), donde se establece que en un proceso elemental, para
que los reactivos formen los productos, deben vencer una barrera de energia a la cual se asocia un
Estado de Transicion (ET); la energia del ET es la energia de la barrera, Ilamada energia de activacion
Ea. A una misma temperatura, los procesos con menor barrera de activacion tendrdn mayor rapidez

porque una mayor cantidad de especies reactivas podra rebasar la barrera.

Las energias de activacion se pueden encontrar con los métodos de la quimica cuéntica, ya que estos
métodos permiten calcular las energias potenciales totales, no solo de las especies reactivas, sino del

correspondiente estado de transicion. De ésta forma: E, = E; — Z Ex
i=1

Donde Eer es la energia del estado de transicion y > Eg es la suma de las energias de las especies
reactivas. Con estos datos, se puede construir una superficie de energia potencial en la cual puede
seguirse la variacion de la energia potencial del sistema en funcion de las ciertas distancias de enlace
a través de las cuales se romperan algunos enlaces y se formaran otros. Haciendo un corte a través de
estas distancias que dan la coordenada de reaccion se obtiene el perfil energético de la reaccién. En
la Figura 3.4 se muestran estos perfiles, para una reaccién endotérmica y para una reaccion
exotérmica. Noétese en estos perfiles la presencia de la barrera de energia de activacion y como los

estados de reactivos y productos dan el valor de la entalpia.

Energia —————  €— Estado de transicién

Reactivos

Productos

=

Coordenada de reaccion

Figura 3.4 Perfil de Energia potencial, obtenida por TET y calculos quimico cuanticos para un paso

elemental exotérmico.
La ecuacion fundamental de la TET, considera que los reactivos se encuentran en equilibrio con el
ET, como se muestra: aA +bB < (A-B)*— yY + zZ, (A-B)” representa al ET.

Para obtener que:
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_ KgT
T h

k K* (8)

ks es la constante de Boltzmann, h es la constante de Planck, T la temperatura y K* es la constante
de equilibrio entre el estado de transicién y los reactivos, formulada en términos de las
correspondientes funciones de particion y considerando la ausencia de la funcién de particion

vibracional asociada a la coordenada de reaccion.
Considerando la termodindmica que esta en un equilibrio: AG® = —RTInK, tendremos:

KpT KT_#O _AF o _AF o
k:KIZK:#:KfleAG/RT:KeAS/ReAH/RT (9)

Donde los términos AG”, AH” y AS?, son los correspondientes parametros termodinamicos asociados
a la formacién del estado de transicion. Si se recuerda a la ecuacion de Gibbs-Helmholtz, se puede
concluir que el AG*, da una descripcién mas completa de la barrera de energia de activacion y de la

pertinencia cinética del paso elemental.

Finalmente es importante sefialar que de acuerdo con la mecénica cuantica, en cualquier barrera de
energia de valor finito, hay una posibilidad de que las particulas puedan escapar por efecto tinel a
través de la misma. Con respecto a la TET, existe la probabilidad de que ciertas moléculas de reactivo
pasen a producto atn cuando no formen el ET; con la suficiente energia, las moléculas de los reactivos
pueden interaccionar y atravesar la barrera de energia de activacion. Sin embargo, este efecto debe
ser insignificante para reacciones con energias de activacion grandes, pero puede ser importante para
reacciones con barreras relativamente bajas, ya que la probabilidad de efecto tinel aumenta cuanto
menor es la altura de la barrera. Este factor puede ser calculado e introducido en la ecuacion como

factor de correccion y esta representado por la letra griega k, en la ecuacion (9).
3.3 Quimica Tedrica y Computacional

El importante progreso de la quimica cuéntica en afios recientes ha hecho de los calculos mecénico-
cuanticos una herramienta muy valiosa para ayudar a responder a una amplia variedad de preguntas

de interés quimico, cuya influencia se encuentra manifiesta en todas las ramas de la quimica.

El objeto de estudio de la Quimica Teorica y Computacional son las interacciones, colisiones y
reacciones entre atomos, moléculas, moléculas y superficies, moléculas y radiacién, asi como la
relacion entre la estructura electrénica y la geometria, con las propiedades, reactividades y actividades

cataliticas y biolégicas de las sustancias. Sus bases se encuentran en la mecanica cuantica y la
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mecanica estadistica, y su formalismo ha sido desarrollado y traducido a algoritmos susceptibles de
programarse; por ello la quimica tedrica es proveedora de métodos computacionales basados en
modelos tedricos combinados con interfaces graficas.

La Quimica Tedrica permite calcular propiedades moleculares como:

a) Geometria de especies estables y estados de transicion.

b) Energias totales y electronicas.

c) Momento dipolar y polarizabilidad.

d) Propiedades espectroscopicas, como por ejemplo, constantes de acoplamiento en RMN,

frecuencias vibracionales en IR y Amaxen UV-visible.

e) Magnitudes Termodinamicas como AG, AH y AS.

f) Parametros cinéticos como por ejemplo, la constante especifica de rapidez de las reacciones.
En la actualidad, es necesaria la vinculacién de la quimica experimental y la quimica teérica, ya que
ambas son complementarias, pues cada una permite obtener resultados que serian imposibles de

obtener sin la otra.

3.3.1. Ecuacion de Schrodinger para moléculas
La mecanica cuantica presenta un formalismo que permite determinar la estructura electrénica de
atomos y moléculas, a través de 5 postulados. Este formalismo esta basado en la ecuacion de
Schrodinger:
HY = EV¥ (10)

La mecanica cudntica describe el estado de un sistema dependiente de las coordenadas y el tiempo,
utilizando la funcion de onda W(X, v, z, t), una funcion que da toda la informacion sobre el estado del
sistema; sin embargo, para el estudio de propiedades y reactividades en quimica, el tiempo no es una
variable a considerar, debido a que solo interesan los estados fundamentales y excitados, pero no el
proceso de pasar de uno a otro; por ello, tanto la funcion de onda como la ecuacién de Schrodinger,
son utilizadas en su forma independiente del tiempo. Con los limites apropiados, la ecuacion de
Schrédinger queda de la siguiente forma:

HY(ry, 1y, ., 7y) = EP(ry, 13, ., Ty) (12)
El operador energia, A, llamado operador Hamiltoniano, es de particular importancia en la ecuacion
(11), pues esta formado por los términos de energia cinética de los electrones y el ndcleo y la energia

potencial, estos Gltimos, para describir las interacciones electron-electron y electrén-nicleo.

Pagina | 28



El Hamiltoniano para un sistema de M nucleos y N electrones en unidades atdmicas, se escribe de la

forma siguiente forma:

~ 1 1 Za aZ
R o= =35 Ve =Bl v = S S 7 + S B o+ Bl S mf (12A)

Donde V2 es el laplaciano (V2 = 62/ax2 + 62/ay2 + 62/azz) respecto a las coordenadas del o-

ésimo nlcleo y V2 opera respecto a las coordenadas del i-ésimo electron.

- I'e €S la distancia entre el i-ésimo electron y el a-ésimo ndcleo y rjj es la distancia entre los electrones
i-ésimo y j-ésimo.

- rqp es la distancia entre los ntcleos a-ésimo y [B-ésimo, cuyas cargas nucleares son Z, y Zg

respectivamente; en los dos Gltimos términos, las sumas corren sobre todos los pares no repetidos.

Ademas, se puede demostrar que el primer término (—% M_, V2) es despreciable frente al segundo
(- —ZN 1 V2) y que el Gltimo por ser de naturaleza clasica (X% 1Zﬂ>a r“ B) puede ser evaluado de

forma independiente, considerando ademas que los calculos moleculares se realizan para posiciones

fijas de los nucleos. Por tanto, el operador hamiltoneano electrénico quedaria:
Za 1
}[—__Z 1‘72 ZN +Z 1Z]>LT (128)

A partir del hamiltoneano (12B) se obtiene la energl'a electrénica Eq (R) y afadiendo la energia de

interaccion nucleo — ndcleo Vw se obtiene la energia potencial del sistema, U(R):
UR)=Ea(R)+Vw (13)

La presencia de términos bielectrénicos en la expresion del hamiltoneano, no hace posible resolver la

ecuacioén de Schrodinger de manera exacta, por 1o que es necesario usar aproximaciones.

La resolucién de la ecuacion de Schrodinger puede efectuarse mediante el Método Variacional, el

cual a su vez se basa en la existencia del Principio Variacional.

3.3.2 Método Variacional para resolver la ecuacion de Schrédinger

El método Variacional se desarrolla a partir del Teorema Variacional, el cual enuncia que: Dado un
sistema mecanico — cudntico cuyo operador H es independiente del tiempo, y cuyo valor propio de
la energia mas bajo es Eo, si ¥ es cualquier funcion dependiente de las coordenadas del sistema,
normalizada, bien comportada y que satisface las condiciones limite del sistema (funcién de prueba),

entonces:
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J' ¥ H PV > E, (14)

Donde Eo es la energia exacta del sistema en el estado fundamental. La integral se extiende en todo

el espacio atomico o molecular. De acuerdo con el teorema Variacional, si disponemos de una
funcion de prueba con pardmetros ajustables, cuyos valores deben hacer minima la energia, podremos
encontrar, mediante un proceso iterativo de minimizacion, un valor de energia y funcion muy

cercanos al valor exacto.

Considerando la funcion de prueba'¥' expandida como combinacién lineal de las funciones ¢i :
i
Sustituyendo en el primer miembro de (14) y trabajando con la igualdad, tendremos que:

E(¥) = Y.C/C, ¢ Hydv, (16)
]

Considerando que las funciones ¢i son funciones ortonormales y propias del operador H se obtiene:
E(¥)=>.C/CE,[¢¢dV
i
E(¥)=)C/C,E,5;, peroi=jyo;=1
ivj

Y de acuerdo a la ecuacion (14), se llega a:

E(Y)>E, 17)
La ecuacion (17) nos dice que la energia obtenida a partir de cualquier funcion de onda aproximada

siempre sera mayor que EO. Por tanto, cualquier variacion de la funcion de prueba respecto a los
parametros C;, daran un valor de energia méas bajo, y por tanto, mas proximo al valor exacto. Este
procedimiento sistematico de hacer estas variaciones sucesivas que permitan obtener las soluciones
de Ei y ¥ mejoradas fue introducido por Hartree en 1928 conocido como el método del campo

autoconsistente (SCF: Self Consistent Fields, por sus siglas en inglés).
3.3.3 Ecuaciones de (Hartree — Fock) —Roothaan

Las ecuaciones de Hartree-Fock son un procedimiento sistematico que permite encontrar las mejores

formas posibles para los OM de una molécula. En este método, la funcion de onda molecular se
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escribe como un producto antisimétrico de funciones espin orbital, Ilamado determinante de Slater,
D (1,2,3,....,N).

El operador es definido como la suma de un operador unielectrénico con sus términos energia cinética
y de interaccion electron-nlcleo y un operador bielectrénico, correspondiente a las interacciones

electrdn - electron.

Aplicando el teorema variacional, tendriamos la integral variacional que puede ser desdoblada en una
suma de integrales mono y bi-electrénicas (Parr, 1963); estas ultimas son llamadas integrales de
Coulomb (J;) e integrales de intercambio (Kj). Al considerar el Principio de Exclusion de Pauli, las
sumas sobre i y j se extienden sobre los n/2 orbitales espaciales. Finalmente, representando estas

integrales como operadores, obtenemos el operador unielectronico de Hartree-Fock (HF):

n/2

FO-RO+3|20,0-K,0) "
i1
‘]Aj M= .H¢l (2)‘2 rldv2 y KAj @) = ¢, (1).[ ¢jr4(2)dvz

El operador de Coulomb J j (1) es la energia potencial de interaccion entre el electrén 1y una nube

de electrones con densidad electrénica‘¢j (2) 2; el factor 2 en la ecuacién (18) aparece debido a que

hay 2 electrones en cada orbital. El operador K j(l) se deriva de la propiedad de los electrones de

intercambiar sus posiciones.

Asi, considerando que I§(1)¢i @D =£¢@Q) yque ¢i (1) es funcion propia del operador F , y que:

& = [#F )¢, dv, (19)
En 1951, Roothhaan propuso expandir los OM como combinacion lineal de una serie de funciones

base atomicas (xi); si b es suficientemente grande y las funciones se eligen bien:

b
i = 2,C6Xs
¢ Z;, z 20)

Donde las letras r,s,t, ... designan a las funciones base (OA) y las letras i,j K, ... a los OM.

Cuya integracion da:

Pagina | 31



b A
chi(Frs_giSrs) =0
s=1

Fo=(x|Flz.)
Si =1 2s)

Las ecuaciones anteriores, forman una serie de ecuaciones lineales y homogéneas, cuyas raices dan
los valores de energia que puede ser obtenida por una via matricial mediante un calculo SCF:
det(F-¢S) =0

Las funciones de onda de (Hartree-Fock-Roothhaan) juegan un papel muy importante en la quimica
cuantica de las moléculas y aungue constituyen una mejora, es todavia una aproximacion a la
verdadera funcion de onda. Esta funcion asigna cada par de electrones a su propio orbital y los
célculos se realizan considerando las repulsiones interelectrénicas de una manera promediada. Sin
embargo, los electrones no estan exactamente moviéndose dentro de una distribucion estadistica de
carga, Sino que interaccionan uno con otro instantdneamente, acomodan constantemente sus
posiciones para minimizar la energia del sistema (correlacion electronica) e intercambian sus
posiciones; este efecto no tiene analogo clasico y debe ser descrito dentro del Hamiltoneano, por lo
que se requiere de otros métodos mas alla de (Hartree -Fock-Roothaan) que se conocen como pos-
(Hartree-Fock). Sin embargo, estos métodos son muy demandantes en memoria y tiempo de computo,

por lo que, cuando se requiere el estudio de sistema con muchos electrones no resultan adecuados.

3.3.4 Teoria de Funcionales de la Densidad
Esta teoria del funcional de la densidad (DFT: Density Functional Theory, por sus siglas en inglés)

s una alternativa apropiada para el tratamiento de los sistemas atomicos o moleculares.

El método del DFT no intenta calcular la funcion de onda molecular, sino parte de la densidad de

probabilidad electrénica molecular, p (X, Y, z), para calcular la energia electronica molecular.

3.3.4.1 Primer Teorema de Hohenberg- Kohn

La DFT se encuentra basada en el teorema establecido por Hohenberg y Kohn (1964), probando que
para moléculas con un estado basal no degenerado, la energia molecular de ese estado fundamental,
la funcion de onda y todas las demas propiedades electronicas, son un funcional de la densidad
electronica po(X, Y, z) de ese estado fundamental. Asi, la energia electronica del estado fundamental

Eo es un funcional de po que se representa como: Eq = Eo /po].
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El término interaccidn electron - nucleo es el potencial externo (actuando sobre el electron i), y el

hamiltoneano entonces puede reescribirse como:

—~ 1 1
H= —52111:1 Vi+ Y vr) + Y Zi>jr_ij (21)
Z
vr)=—-) —
Ti

Por tanto, para sistemas con un estado basal no degenerado, la densidad electronica en el estado
fundamental po(r) est4 determinada por el potencial externo y el nimero de electrones. Por tanto, la
funcion de onda y la energia, estan determinadas por la densidad electrénica del estado fundamental.
De esta forma, la formulacion se realiza en términos de funcionales y no de un hamiltoneano:

E, = Elpo] = Tlpol + Veelpol + [ ppr v(r)dr (22)
Sin embargo, los funcionales de la energia cinética y electron-electron, Tlp,]y V,elp,] Son
desconocidos e independientes del potencial externo, por lo que debe encontrarse, en primer lugar un
procedimiento para encontrar su forma explicita y poderlos evaluar; y en segundo lugar un algoritmo
para determinar la energia a partir de la ecuacion (22).

3.3.4.2 Segundo Teorema Variacional de Hohenberg- Kohn

En un segundo teorema, Hohenberg- Kohn demostraron que la verdadera densidad electronica del
estado fundamental, minimiza el funcional energia, de la misma forma en que, como ya se explicé en
la seccion 3.3.4.1, la funcién de onda minimiza la integral variacional; de ésta forma se disponia del

algoritmo variacional para encontrar el valor de la energia.

Dado el funcional variacional de la energia y una densidad electronica de prueba p,,,:

Evar [ppr] = T[ppr] + ‘733 [ppr] + fppr v(r)dr
Entonces:

Evar[ppr] = Eyar [po] =E, (23)
3.3.4.3 El método de Kohn-Sham

Kohn y Sham (1965) idearon un método practico para obtener po y para obtener Eoa partir de po,

considerando la existencia de un funcional desconocido que debia aproximarse.
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El método de Kohn — Sham (KS) utiliza un sistema de referencia ficticio de n electrones no
interactuantes que experimentan la misma energia potencial vs(ri) y cuya densidad electrénica en el

estado fundamental ps(r),es igual a la exacta, po(r). Entonces,
AT[p] = Tlp] = TslplyAVeelp] = Veclp] - [ X222 drydr

se define el funcional de la energia de intercambio y correlacion como: E;. = AT[p] + AV,.[p] por

lo que finalmente el funcional de la energia queda como:

E, = Elp] = Tlp] + 3 [ 222 arydr, + [ pw(r)dr + g (24)
12

Los tres primeros términos son féciles de evaluar y el dltimo aunque es pequefio, no es facil de
evaluar. Por tanto, para obtener un calculo DFT-KS preciso, debe obtenerse E;. con una buena
aproximacion, con la problemética de que contiene los siguientes componentes de la energia que son
de naturaleza no clésica:

e Energia cinética de correlacion

e Energia de Intercambio

e Energia de correlacion electronica

e Correccion de autointeraccion que elimina un término de interaccion consigo mismo (SIC)

3.3.4.4 La aproximacion densidad local (LDA) y de densidad de espin local (LSDA)
Hohenberg y Kohn mostraron que al variar la densidad electrénica de forma lenta, considerando un
modelo de gas de electrones homogéneao, E.i/p/ es dada con precision por la expresion:

E;PAp] = [ p()eci(p)dr (25)
Donde dr= dxdydz, y Eci(p) es la energia de intercambio y correlacion por electron en un gas de
electrones homogéneo con la densidad electronica p. Derivando el funcional energia de obtiene el

potencial de intercambio y correlacion v en la aproximacion densidad local.

SEGA deci(p)
v = oy eci(p() +p (1 sa—pp (26)

Puede demostrarse que Ecpuede ser escrito como la suma de las partes de intercambio y de

correlacion:

&i(p) =ei(p) +eclp) (27)
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La aproximacion LDA da buenos resultados cuando la densidad del sistema varia de modo
extremadamente lento con la posicidn y para sistemas cerrados. Uno de los potenciales LDA mas
utilizados ha sido el de Vosko, Wilk y Nussair (VWN) propuesto en 1980.

Cuando la capa es abierta, es decir, tiene electrones no apareados, LDA da pobres resultados por lo

que es necesario considerar otras aproximaciones.

Para considerar los espines se asignan orbitales diferentes para electrones con diferentes espines, lo
cual mejora las propiedades calculadas para estos sistemas. Para ello se tratan separadamente las
densidades electronicas de los electrones con espines a y [, por tanto, el funcional de la energia
depende de ambas densidades electrénicas:

EFP4 0% pP] = [p(M)ecip®p? dr (28)
A pesar de que p en una molécula no es una funcion de la posicion que varie suavemente, el LSDA
trabaja bien para calcular geometrias de equilibrio molecular, frecuencias vibracionales y momentos
dipolares, incluso de compuestos de los metales de transicion. Sin embargo no es suficiente en el

célculo de energias de atomizacion por lo que se requiere de funcionales mejorados.

3.3.4.5 Funcionales no locales
Un paso mas alla de LDA fue considerar la no localidad de la densidad electrénica y suponer que

ésta ya no es constante ni varia muy lentamente.

Estratégicamente se optd por desdoblar el funcional E:i en una parte de intercambio y la otra de
correlacion, los cuales se modelarian separadamente; de manera que:
Eci = Ei + Ec (29)

Funcionales de Gradiente Generalizado

La correccion a la variacion de la densidad electronica obtenida LDA y LSDA, para sistemas donde
p Nno varia suavemente con la posicion es mediante funcionales donde se introduce el gradiente de la
densidad: los primeros intentos que toman en cuenta la no localidad del funcional fue mediante un
desarrollo en serie de la energia de intercambio y correlacion, utilizando obviamente la densidad
electronica como la variable basica. A ésta forma de aproximacion se le llam6 “de gradiente

generalizado” (GGA: Generalized Gradient Aproximation, por sus siglas en inglés):

ESEA[p%, pP = [ f(p%(r)pP (1), Vp%(r), VpP (r)) dr (30)
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Donde f es una funcion de las densidades de espin y de gradiente.

Uno de los principales obstaculos de estos funcionales fue la falta de convergencia y el uso de
parametros empiricos. Entre los funcionales GGA de intercambio tenemos el funcional de Perdew y
Wang de 1986, designado como PW86, el funcional de Becke de 1988, denotado como B88, y el
funcional de Perdew y Wang 1991 (PW91). Ninguno de ellos tiene pardmetros empiricos, lo cual los

hace confiables.

Dentro de los funcionales GGA de correlacion se tiene al funcional de Lee — Yang — Parr (LYP), el
funcional de correlacion de Perdew — Wang 1991 (PW91), y el funcional de correlacion de Becke
Ilamado (B96). El funcional de Perdew, Burke y Ernzerhof (PBE) que también ha sido desarrollado
como funcional de intercambio y correlacién ha mostrado buen desempefio en la prediccién de

propiedades fisicas y quimicas de atomos, moléculas y solidos.

Cualquier funcional de intercambio se puede combinar con cualquier funcional de correlacion. Asi la
notacion BLYP denota un célculo efectuado con el funcional de intercambio de Becke 1988 (B) y el
funcional de correlacién de Lee-Yang-Parr (LYP).

Estos funcionales no sélo dan buenas geometrias de equilibrio, frecuencias vibracionales y momentos

dipolares, sino también energias de atomizacién molecular precisas.

Funcionales meta-GGA
Estos funcionales incluyen la segunda derivada del laplaciano de la densidad electrénica (V?) que

representa la densidad de la energia cinética; este es un avance en la descripcion del funcional de
intercambio y correlacion pues incluye ademas de la densidad electronica y el laplaciano como en los
funcionales de tipo GGA, la segunda derivada del laplaciano. Dentro de ésta categoria se encuentra
el funcional disefiado por Tao, Perdew, Staroverov y Scuseria (TPSS). Otra variante de estos
funcionales ha sido la de incorporar un término de intercambio exacto (EE: Exact Exchange, por sus
siglas en inglés) o intercambiar mezclas de términos LDA, GGA y EE. A estos se les conoce como
hibridos. Un ejemplo muy popular por los buenos resultados que da es el funcional de B3LYP donde
aparece integrada la parte de intercambio y de correlacion. En este funcional, hay tres parametros que
han sido ajustados empiricamente a partir de energias de atomizacién y potenciales de ionizacion,

razon por la que ha sido tan controversial a pesar del buen desempefio que tiene.
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Entre los funcionales meta-GGA se encuentra el grupo de funcionales disefiado por Donald Truhlar,
Ilamados funcionales de Truhlar y tienen también pardmetros de ajuste. Todos ellos comienzan con
la letra M (Minessota), haciendo alusion al lugar donde opera el grupo. Ejemplos de estos funcionales
son el funcional M06-L de tipo GGA y los funcionales M05, M05-2X, M06 y M06-2X, todos
funcionales hibridos de tipo meta-GGA. Particularmente en este trabajo se trabajo la parte con efecto
de solvente con el funcional M05-2X (Zhao, Schultz y Truhlar, 2006) el cual presenta un 56% de
intercambio, pues los resultados indican una clara tendencia a mejorar la geometria, simetria y energia
de estabilizacion respecto de los resultados de tipo MP2, cuando el porcentaje de intercambio en el
funcional aumenta (Kozuch y Martin, 2013; Galvan, Agacino, Franco y Gomez, 2017). Ademas,
varios estudios han evaluado su buen desempefio (Hohenstein, Chill y Sherrill, 2008; Zhang, Ma y
Wang, 2012).

3.3.5 Funciones base

El éxito de los célculos en los métodos mecano-cuanticos depende también de la adecuada eleccion
de la funcién base (), que expresan a los OM como combinacion lineal de una base de orbitales
atomicos como se formul6 en la ecuacion (15). Los criterios de seleccion de esta base dependen del

sistema molecular, el nivel de la teoria a emplear y el problema a resolver.

Inicialmente, las funciones base tomadas como orbitales atdbmicos para generar los OM utilizaban los
orbitales de tipo Slater (STO); estos orbitales se centraban en la parte radial, tomando la parte angular
de las soluciones de armdnicos esféricos obtenidas en el tratamiento mecanicocuantico del &tomo de
hidroégeno. Pero en moléculas poliatomicas, la presencia de mas de dos atomos causa problemas en
la evaluacion de las integrales necesarias, debido al tiempo consumido, elevando el costo de cémputo.
Para 1950, Boys propuso usar funciones tipo gaussiana en los orbitales atomicos en lugar de los STO
originalmente propuestos por Slater, yasi optimizar el tiempo de evaluacion de las integrales

moleculares. En las gaussianas, a diferencia de las funciones de Slater, el término exponencial

. n-ly-¢r? . . : .
contiene a r?; Rn,| =Nr"'e™ siendo { un exponente que caracteriza al orbital y que fue definido

inicialmente por Slater.
Una gaussiana cartesiana centrada en el atomo b se define como: gix = N Xv'ys'zo* €. Asi, los

coeficientes i, j, k y { pueden ser ajustados, lo cual le da mucha plasticidad a la funcidn; por otra parte,

mediante combinaciones lineales (CL) de ciertas funciones gaussianas, llamadas primitivas (FGP),
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pueden obtenerse otras funciones gaussianas llamadas contraidas (FGC), cuyas CL predicen mejor

los nodos de la funcién. También existen funciones difusas donde el exponente " es pequefio.

Hehre, Stewart y Pople (1969) fueron los primeros en estimar coeficientes y exponentes 6ptimos para
reproducir STOs (Slater Type Orbitals) con GTOs (Gaussian Type Orbitals) contraidas para un gran
numero de atomos de la Tabla Periddica. Los trabajos posteriores fueron generando funciones mas

Optimas cada vez, pero también mas extensas.

Surgieron primeramente las funciones de base minima, las cuales utilizan s6lo las funciones
imprescindibles para representar todos los electrones del sistema, observandose una funcidn contraida
por cada orbital. Por ejemplo, la funcion STO-3G, emplea una FGC para la capa interna o core y otra
FGC para la capa de valencia, pero cada FGC se obtiene de la CL-3FGP. Las limitaciones que se
fueron encontrando para las bases minimas se trataron de resolver considerando méas de una FGC por
orbital, surgiendo las funciones doble zeta y triple zeta en la cual se utilizan 2 y 3 FGC por cada

orbital atémico.

Otra alternativa para mejorar las funciones fue aumentar el nimero de éstas utilizadas para describir
a los electrones de valencia y mantener una funcion para la capa interna. Esta propuesta se fundamenta
considerando que los electrones de la capa interna influyen muy pocos en las propiedades de las
moléculas y los orbitales varian muy poco de una molécula a otra. A éstas funciones se les llamé de
valencia desdoblada (SV: Split Valence, por sus siglas en inglés). Otras dos caracteristicas de éstas
funciones SV son: (i) los exponentes orbitales y coeficientes de contraccion se obtienen
variacionalmente de las energias de HF; y (ii) las FGP utilizadas para una funcion base, ya no se
utilizan para otras funciones con el mismo momento angular (£).

Entre estas bases podemos sefialar:

e 6-311G: Cada electrdn de la capa interna se define por una FGC, obtenida por la CL-6FGP y
cada electron de la capa de valencia se describe una funcién interna formada por la CL-3FGP
y dos formadas por 1FGP.

e 6-31G*: A la base 6-31G seis funciones de polarizacion gaussianas cartesianas tipo d a cada
uno de los atomos desde el Li* hasta el Ca®*, y diez funciones de polarizacién gaussianas
cartesianas tipo f para cada uno de los atomos desde el Sc hasta el Zn. La base 6-31 G**
afiade a la serie 6-31G* una serie de tres funciones de polarizacién gaussianas tipo p para

cada atomo de hidrogeno y de helio.

Pagina | 38



o 6-311+G*y 6-311++G**: Para los atomos diferentes del Hidrégeno, si a la funcién 6-311G*
se le afiade un conjunto de funciones difusas (s, px, Py, Pz), obtenemos la funcion 6-311+G*;
si a ésta Ultima se le afiaden gaussianas difusas para los &tomos de Hidrdgeno, obtenemos la
funcion 6-311++G**. Estas funciones difusas tienen un exponente orbital ({) muy pequefio;
se recomienda para calcular aniones, moléculas que heteroatomos con pares libres y enlaces
de hidrogeno, donde se presenta una densidad electronica importante a grandes distancias del

nucleo.

En esta investigacion, se trabajé con la funcién 6-311++G**, ya que las moléculas forman anillos y
sistemas 7 que contienen atomos con pares libres, presentandose estructuras de ion-radical o ién,
enlaces de hidrégeno y desprotonaciones, por lo que no solo los heteroatomos (N, O) del periodo 2,

sino también los atomos de hidrégeno, deben ser exactamente descritos.
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CAPITULO 4: METODO Y METODOLOGIA

El presente capitulo pretende describir el procedimiento que se llevd a cabo durante el proyecto que
sustenta esta tesis. Los calculos realizados en dicho procedimiento, se llevaron a cabo en dos fases:
fase gas y con efecto de solvente. En cada fase, se realizaron cuatro etapas principalmente conforme
se fue desarrollando el proyecto, las cuales se describiran a detalle mas adelante. De igual manera, se

describen las condiciones de calculo empleadas.

4.1 DESCRIPCION DE LAS CONDICIONES DE CALCULO

4.1.1 La Supercomputadora MIZTLI

Los célculos se realizaron por medio de la supercomputadora denominada Miztli; éste es un cluster
de tipo HP Cluster Platform 3000SL.

Los parametros relacionados con el tipo de célculo, la cantidad de procesadores y memoria a utilizar
y la geometria del sistema a calcular, se suben en forma de un archivo llamado archivo de entrada o
archivo input, los cuales son interpretados como coordenadas cartesianas o coordenadas internas
(distancias de enlace, angulos de enlace, &ngulos diedros, etc.) obtenidas ya sea de una base de datos
en la que se encuentra la propia molécula o una molécula parecida; o haciendo uso de tablas de

parametros geométricos.

4.1.2 Softwares empleados: Gaussian 09 y el Gaussian View

El Gaussian 09 (G09) es el software donde van a optimizarse las geometrias de las biomoléculas en
estudio y a calcularse los parametros de carga y de energia, a través del archivo de entrada ya
mencionado, en el cual estan definidos los detalles del célculo a realizar y la geometria del sistema a
calcular. Como el formalismo quimico cuantico empleado es el de la Teoria de Funcionales de la
Densidad, el cual se encuentra implementado en el G09, el archivo de entrada al definir el nivel de
teoria, debe hacer referencia al funcional de intercambio y correlacion a utilizar, asi como a la serie

base y otros detalles que refinaran el calculo. Los calculos se realizaron en dos etapas:
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En la primera etapa se trabajo en fase gas utilizando el funcional MPWB95 (Zhao, Schultz y
Truhlar, 2004), en combinacion con la base 6-311++G (d,p) (ver capitulo 3). El objetivo en
ésta etapa fue obtener las geometrias de equilibrio en una primera fase de optimizacion y

evaluar el desempefio del funcional durante los célculos realizados.

En la segunda etapa se realizaron los célculos con efecto de solvente.

Debido a problemas para obtener adecuadamente las barreras de activacion y con la
convergencia de algunos estados de transicion observados, se decidié cambiar el funcional,
seleccionando el meta-hibrido M05-2X (Zhao et al., 2006), el cual tuvo mejor desempefio.
Este es un funcional de alto desempefio, con un 56% de intercambio HF y recomendado para
calculos termodindmicos y cinéticos e interacciones no covalentes, lo cual podria ser til en
el estudio de estados de transicion. La base utilizada, 6-311++G (d,p) se mantuvo sin

cambios.

Existe otro paquete, el Gaussian View, en el cual pueden visualizarse las geometrias inicial y final de

la molécula y otros resultados de los célculos como mapeo de orbitales y cargas, potencial

electrostatico, etc. EI Gaussian View, permite obtener datos especificos de la geometria molecular

como distancias y angulos de enlace, entre otros.

4.2 DESCRIPCION DE LAS ETAPAS REALIZADAS EN FASE GAS Y CON EFECTO DE
SOLVENTE

Tanto para los calculos en fase gas, como los calculos con efecto de solvente, se trabajo a través de

cinco etapas bésicas:

>
>

>
>

Modelado molecular

Optimizaciéon de geometrias de estados de minima energia (reactivos y productos de cada
etapa elemental del mecanismo y posibles intermediarios).

Busqueda y optimizacion de los Estados de Transicion, para cada etapa elemental.

Calculos de magnitudes termodinamicas y cargas.

A continuacion se describird a detalle cada etapa, recalcando siempre la importancia de cada una,

para el desarrollo de la investigacion y el correcto analisis de los resultados.
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Etapa 1: Modelado molecular (Visualizacion en Gaussian View)

Tomando como referencia el mecanismo de reaccion propuesto en el articulo de Essigmann y Neeley
(2006), se obtuvieron las geometrias iniciales de las moléculas propuestas a partir de las coordenadas
cartesianas o coordenadas internas de cada una de ellas utilizando el software anteriormente descrito,
Gaussian View, permitiéndonos generar un archivo de entrada para cada molécula modelada en cada
paso propuesto del mecanismo de reaccion.

Etapa 2: Optimizacion de geometrias de estados de minima energia (Calculos con G09)

Una vez que se obtuvo la geometria inicial de cada molécula y su correspondiente archivo de entrada,
se sube a la plataforma Unix-Linux para efectuar el calculo de energia en la Supercomputadora
MIZTLI. Es muy importante definir en el archivo de entrada la ruta, que incluye como ya se sefial6,
funcional, base y tipo de calculo. Es importante mencionar que el tipo de célculo incluye el medio en

el que se estan optimizando las geometrias.

El calculo de la energia, puede realizarse para una geometria en particular que no necesariamente es
la mas probable; este calculo se llama “de un solo punto de energia”. Cuando se tiene una geometria
aproximada, el calculo recomendado, es aquel en el cual el programa busca la geometria que
corresponde con la menor energia; este calculo se llama “optimizacion de geometria” y nos da la
geometria mas probable para la molécula, o geometria de equilibrio; este fue el tipo de célculo de
energia realizado en este trabajo de tesis para todas las moléculas consideradas como minimos de
energia (reactivos y productos de cada etapa elemental del mecanismo y posibles intermediarios).
Cuando se realiza una optimizacion de geometria, la molécula se va moviendo a lo largo de una
superficie de energia potencial (SEP) en funcién de la geometria que va adquiriendo, pudiendo arribar

a diversos puntos criticos como se observa en la Figura 4.1:
e Minimo global

e Minimo local

e Punto de silla
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Figura 4.1 Superficie de Energia Potencial.(Tomado y adecuado de
http://www.nature.com/nchem/journal/v4/n3/fig_tab/nchem.1244 F2.html)
(Consultado el 27/02/2017)

En nuestro caso estamos buscando el minimo global, que como ya se menciond, corresponde a la
energia mas baja y nos indica la conformacion mas probable. Solo existe un minimo global para cada
molécula y para comprobar que en efecto estamos en ese punto, se realiza un calculo de modos de
frecuencia vibracionales, el cual debe dar positivo para todas las frecuencias calculadas. Finalmente,
se verificaron los archivos de salida procurando que los célculos realizados hayan convergido

totalmente y terminado correctamente.

Etapa 3: Determinacién de Estados de Transicion (Calculos de Frecuencias)

Para cada paso elemental del mecanismo en estudio, fue establecida la geometria aproximada del
estado de transicion y optimizada. En este caso, nos interesa arribar al punto de silla de menor energia,
que es el punto critico caracteristico de este tipo de especie. Para este punto debemos obtener en el
calculo de frecuencias una sola frecuencia negativa o imaginaria. Esto fue realizado y confirmado

para cada uno de los estados de transicion modelados.

Recordemos que el estado de transicién es una configuracion intermedia entre los reactivos y los
productos de un paso elemental, y corresponde a un méximo de energia a lo largo de la coordenada

de reaccion.

En la figura 4.2, se muestra el perfil de energia de una reaccion elemental; nétese que el punto de silla

tiene la caracteristica de que conecta a dos valles (reactivos y productos). La coordenada de reaccion
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es una magnitud geométrica que cambia a lo largo de la conversion de reactivos a productos (para

mas detalles, consultar capitulo 3).

_Estado de Transicion

Reactivo

Energia Potencial

Producto

Coordenadas de Reaccion
Figura 4.2 Perfil de Energia potencial.
Etapa 4: Célculo de Magnitudes Termodinamicas y cargas
Para cada una de las especies optimizadas se calcularon las correspondientes magnitudes
termodinamicas y las cargas atdmicas de Hirshfeld, para asi poder evaluar la viabilidad energética del

mecanismo en estudio y explicar la distribucion de la densidad electrénica y su reactividad

respectivamente.
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CAPITULO 5: RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1 Aspectos generales del mecanismo

A continuacion se presentan los resultados de los calculos realizados en el estudio del mecanismo de
formacidn del producto de oxidacion de la Guanina 2-imino-5,5’-espirodihidantoina (Sp), por la via
del radical NO>", para evaluar su pertinencia cinética y termodinamica. Recordemos que se ha tomado
como referencia inicial, uno de los mecanismos sugeridos por Essigmann y Neeley (2006) en la
revision bibliogréfica por él realizada.

Como se puede observar en el esquema 1, el mecanismo parte de la 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-
0x0G), por lo que ésta sera la molécula de partida para nuestro estudio y le llamaremos compuesto
reactivo (CR). Como ya se ha sefialado anteriormente, la 8-0xoG se obtiene de la oxidacién de la
Guanina, el cual es un proceso muy favorecido, ya que presenta una energia de ionizacioén y un
potencial de reduccién mucho mas bajo que la Guanina (Saito, Nakamura, Nakatani, Yoshioka,
Yamaguchi y Sugiyama, 1998; Cadet, Douki y Ravanat, 2006); si ademas consideramos que la
presencia en organismos vivos de la 8-0xoG ya ha sido demostrada experimentalmente (Saito et al.,
1998), tenemos dos razones para considerar perfectamente valido que ésta especie sea el punto de

partida para el estudio de éste mecanismo, como han propuesto Essigmann y Neeley (2006).

QO OH
o) NO: TR
ﬁ g f& i o % X

8- oxoG 8-oxoG' 8-0x0G( H} l’a X 5-HO-8- oxoG
Paso 1 Paso 2 Paso 3

Esquema 1: Mecanismo Propuesto

El mecanismo anterior propuesto por Essigmann y Neeley (2006), presenta un primer paso de
oxidacion, en el que se forma la 8-0xoG™, un catidn-radical con caracteristicas de acido de Lewis, lo
que va a propiciar una posterior desprotonacion para formar la 8-oxoG(-H); se ha propuesto que uno
de los caminos para formar el producto Sp es a través de la interaccion con el radical NO-', que junto
a una molécula de agua, propicia la posterior salida como HNO, quedando entonces el OH del agua

adicionado para formar la 5-HO-8-0x0G, que puede llevar a formar el POG Sp.
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En nuestro trabajo, nos dimos a la tarea de calcular las especies sugeridas y encontrar los posibles
estados de transicion. Como resultado de este trabajo, después del paso 3, aparecieron 5 pasos
elementales més, en lugar de los dos que presentamos en el esquema 1, razén por la que hemos

marcado con una cruz los pasos 4 y 5. En el esquema 2 se presenta nuestra propuesta de mecanismo.

Ye, Muller, Luo, Mayne, Shallop, Jones y Burrows (2003) han estudiado la oxidacion de la Guanina
y la 8-0xoG (Hickerson, Prat, Muller, Foote y Burrows, 1999; Hickerson, Chepanoske, Williams,
David y Burrows, 1999), asi como ciertos productos POG importantes como los productos Sp y Gh
(Luo, Muller, Rachlin y Burrows, 2000; Ye, Muller y Burrows, 2006) por la via experimental y
tedrica; posteriormente, Munk et al. (2008) exploraron algunos caminos para la transformacién de la

8-0x0G en Sp; en este sentido han planteado 3 posibles caminos:

(A/B) Oxidacion y desprotonacion de la 8oxoG para formar la 8-oxoG®*!P y posterior hidrélisis con
una molécula de H,O interactuando con una molécula de 8oxoG°*'P. Los caminos (A) y (B) solo se
diferencian en el paso en que se produce la hidrolisis.

(C) Oxidacion, seguida de la adicion de un grupo OH" y posterior desprotonacion.

En otra direccion, Yadav y Mishra (2014) han planteado la formacion de Sp también a través de la
oxidacion de la 8-0xoG mediado por el anidn carbonato radical, en presencia de una molécula de H,O

y la posterior salida del acido carbdnico con la formacion del 5-HO-8-0x0G.

Analizando los trabajos de Munk, Burrows y Schlegel y los trabajos de Yadav y Mishra, hemos
podido fundamentar el mecanismo de formacion de Sp mediado por el radical NO’, sugerido en el
trabajo de Essigmann y co., el cual hemos evaluado y estudiado de forma sistematica en ésta tesis.
De ésta forma podemos afirmar en primer lugar, que aunque, como ya se ha sefialado, Sp puede
formarse a través de varios caminos, todos los mecanismos llevan a la formacion del producto 5-HO-
8-0x0G (esquema 1) el cual se convierte en el intermediario mas importante. Por tanto, el mecanismo
tiene una primera parte en la que se forma este intermediario y una segunda parte en la que el
intermediario sefialado forma Sp, existiendo en cada parte varios pasos elementales y otros
intermediarios. Los elementos mas importantes relacionados con la formacion de 5-HO-8-0x0G son

los siguientes:

e Se requieren pasos de oxidacion y desprotonacion que facilitaran la entrada de un oxidante

radicalico.
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Adicion nucleofilica por parte del radical NO_" sobre el carbono C5 de la especie 8-ox0G(-
H)* (CI2, en el esquema 2), seguido de la entrada de una molécula de agua, la cual en este
caso facilitara la salida del HNO, y la formacién finalmente de 5-HO-8-oxoG (CI5 en el
esquema 2). La presencia del agua en el mecanismo ha sido confirmada por estudios
isotépicos, encontrandose en el producto Sp, 80, proveniente de H,O (Luo et al., 2000).

La presencia del agua es importante, no solo como solvente sino como catalizador (paso 4 en
el esquema 2). De ahi que en los célculos ha sido necesario considerar el efecto del solvente

y la presencia en el paso 4, de una molécula de agua que favoreceréa la salida del HNO..

)t #o—» JI NI fi .

CR Paso 1 Paso 2
o\_
_O
;NQO
H
N0, | / HNO,
>§o 0.0 )\ >=O
Paso3 H, N Paso 4 N Paso5 H3N
g =o
HNT N7 N
Cl4
OHOH o
H H2N
+ H* N7 N: ° HN : DVl
> ©) N o HN N/&
Paso6 2N N H Paso 8 H o
clé Paso7 O

CP
Esquema 2: Mecanismo Propuesto

En la segunda parte del mecanismo (5-HO-8-0x0G — Sp), puede observarse que después de la salida
de la molécula de HNO, el cual esta parciamente disociado, se plantea una protonacion del grupo
carbonilo, lo cual lleva a la formacion de un equilibrio tautomérico o ceto-endlico; posteriormente,
tras una desprotonacion de la forma ceto, se produce la ruptura del enlace C6-C5, lo que lleva

finalmente a la formacidn de la especie Sp que es el producto final (CP).

5.2 Descripcién de los Resultados
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Las Tablas 1 y 2, muestran las energias de Gibbs correspondientes a los estados estacionarios

encontrados en fase gas y con efecto de solvente.

Tabla 1. Energias de Gibbs (AG (107%) / Kcal mol™) de la molécula de partida (CR),
de los intermediarios (CI1 a C17) y del producto (CP).

Compuestos Fase Gas Efecto Solvente
CR -387.680962 -387.727362
CI1 (paso 1) -387.513740 -387.597504
ClI2 (paso 2) -387.290143 -387.327333
CI3 (paso 3) -516.038191 -516.050378
Cl4 (paso 4) -563.996506 -564.021080
CI5 (paso 5) -434.876439 -434.923168
CI6 (paso 6) -435.090899 -435.181965
CI7 (paso 7) -435.097246 -435.191835
CP (paso 8) -434.893382 -434.942156

Particularmente, la Tabla 1 corresponde al compuesto reactivo (CR), los compuestos intermediarios
(CI) y el compuesto producto final (CP), todos correspondientes a minimos de energia y frecuencias
positivas, mientras que la Tabla 2 corresponde a los estados de transicion (ET) los cuales presentan
una frecuencia imaginaria (negativa). Notese que el nimero a continuacion de las siglas identifica el

paso en que se esta formando la especie.

Tabla 2. Energias de Gibbs (AG (107%)/Kcal mol™) de los Estados de Transicion (ET).

Compuestos Fase Gas Compuestos Efecto Solvente
ET3 (paso 3) -516.033349 ET3 (paso 3) -516.047256
ET4 (paso 4) -563.966919 ET4 (paso 4) -564.019932
ET5 (paso 5) -563.995956 ET5 (paso 5) -564.019810
ET6 (paso 6) -435.060455 ET6 (paso 6) -435.143845
ET8 (paso 8) -435.074511 ET8 (paso 8) -435.153190

Como se puede observar, los pasos 1, 2 y 7 no produjeron estados de transicidn, tanto en fase gas

como en solucion.
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La Tabla 3 presenta las energias de Gibbs tanto de los precursores como de las moléculas o atomos
perdidos a lo largo del mecanismo en solucion (H*, NO,", HNO; y H>0). Por otra parte, la Tabla 4
presenta los resultados de AG y AE en Kcal mol™ para la Riboflavina (Rf) neutra y como anién radical
(Rf ™) en solucidn. La razon por la que se presenta la Rf es que, como se explicard més adelante, la
propuesta para el paso 1 es de una oxidacion fotoquimica, en la cual la Rf cataliza la fotooxidacion
de la 8-0x0G. Ndtese que el proceso de reduccion de la Rf es energética y termodinamicamente

posible.

Tabla 3. Energias de Gibbs (AG (10%) / Kcal mol?) para los precursores en solucion.
H* NO» HNO H,O
-264.61@ -128.73352 -129.11821 -47.971258

(a) Obtenido del experimento en kcal mol!, pues los métodos computacionales reproducen
pobremente estas energias para los protones; este valor ha sido utilizado por diversos autores.

Tabla 4. Energias de Gibbs (AG (10%) / Kcal mol?) y Energias Totales (AE (10°%) /kcal mol™) para
Riboflavina neutra y como radical aniénico en solucion.

AGi/ Kcal/mol E+/ Kcal/mol
Riboflavina neutra -834.5941517 -834.784931
Riboflavina anion radical -834.6779215 -834.866356
AG(Rf/Rf")/ Kcal/mol | AERI{/Rf)/ Kcal/mol
Proceso Rf —Rf~ -0.0837698 -0.081425

Notese que en los pasos estudiados, los complejos intermedios no experimentaron pérdida o ganancia
de moléculas o atomos, salvo los procesos ya mencionados de protonacién, desprotonacion e
hidrdlisis; en general podemos decir que la 8-oxoG fue transformando su estructura mediante

rompimiento y formacion de enlaces. Esto se explicard mas detalladamente en la seccion de analisis.

Las Tablas 5 y 6 muestran el comportamiento termodinamico y cinético de los diferentes pasos del
mecanismo en fase gas y con efecto de solvente respectivamente. A continuacién, describimos los
parametros en estas tablas y su forma de calculo; los subindices j e i corresponden a las especies
finales (productos en un paso elemental) e iniciales (reactivos en un paso elemental) respectivamente.
Se nombran asi, para no confundirlos con los reactivos (CR) y productos (CP) principales de la

reaccion.

Los parametros son:
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e AG;ii = AG;j - AGi, donde AGj y AGi son la suma de las energias de Gibbs de las especies

finales e iniciales respectivamente; AG;j informa sobre la espontaneidad del paso elemental.

e AG7xctivacion = AGer - AGi, donde AGer es la energia de Gibbs del estado de transicion y AGi

la suma de las energias de Gibbs de las especies iniciales del paso elemental; AG7activacion

brinda informacion acerca de qué tan favorable es la formacidn del estado de transicion.

Recordemos que: AG” = AH” - TAS?, lo que implica el balance entre un efecto energético (barrera de

Energia de activacion) y un efecto entrépico (estructural).

®  AG%evolucion = AGj- AGer, donde AGer es la energia de Gibbs del estado de transicion y AG;
la suma de las energias de Gibbs de las especies finales del paso elemental y mide qué tan

favorable es la transicion hacia las especies finales, una vez alcanzado el estado de

transicion.

Tabla 5. Comportamiento termodinamico y cinético en términos de Energias

de Gibbs (kcal mol™?) y de Entalpias (kcal mol?) en fase gas.

Pardmetros | Paso 1 Paso2 | Paso3 | Paso4 | Paso5 Paso 6 Paso 7 Paso 8
AG;i +167.22 | +270.97 | -7.27 | +5.54 -3.77 -208.18 -6.35 | +197.58

AG activacion -2.43* | +35.13 | +0.55 -177.74* +22.73*

AGevolucion -4.84 | -29.59 | -4.32 -30.44 +174.85

(*)El valor de la Energia de Gibbs de activacion (AG? activacion) NO Se relaciona con una barrera de
activacion entre las especies iniciales y finales, ya que tiene un valor negativo.

Como se puede observar en la tabla 5, hubo problemas en algunos pasos para obtener barreras de

activacién (barreras negativas), a pesar de que los ET convergian con una frecuencia negativa; por

ello, se decidi6 para los célculos en solucién, como ya se habia mencionado anteriormente, cambiar

al funcional meta-hibrido M05-2X (Zhao et al., 2006). Considerando ademas que este mecanismo de

reaccion se desarrolla en medio acuoso, el andlisis del mismo en la siguiente seccion solo incluira los

resultados con efecto de solvente, los cuales se presentan en la tabla 6.

Tabla 6. Comportamiento termodindmico y cinético en términos de Energias

de Gibbs (kcal mol?) y de Entalpias (kcal mol?) con efecto de solvente.
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Pardmetros Paso 1 Paso2 | Paso3 | Paso4 | Paso5 | Paso6 | Paso7 | Paso8

AGji +129.86 | +96.58 | +11.81 | +1.05 -21.64 | +5.81 -9.87 -14.93
AG acivacion --- - +14.93 +2.20 +1.27 +43.93 - +34.14
AG#evqucién - === -3.12 -1.15 -22.91 -38.12 - -49.07

Los resultados presentados en la tabla 6, permiten realizar de forma superficial algunos comentarios:

o Los pasos 1y 2 son los que presentan los valores mayores de AG;i y son por tanto

endergdnicos; para estos pasos, se estd proponiendo la obtencion de energia de forma

fotoguimica a través de la Rf. Estos pasos, junto con el paso 7 no presentaron barreras de

energia de activacion.

o Los pasos 3, 4 y 6, aunque son endergdnicos, presentan valores muy bajos de AG;ii; en

cambio, los pasos 5, 7 y 8 resultaron exergonicos.

o Los pasos 3, 4 y 5 presentan barreras muy bajas de activacion, por lo cual, junto con el

paso 7 que no presenta barrera, son muy favorecidos cinéticamente.

o Los pasos 6y 8, presentan las mayores barreras de activacion y por tanto, debemos esperar

gue sean los pasos mas lentos del mecanismo.

Por otra parte, la Figura 1 muestra la correspondiente numeracion para la 8-0xoG, los intermediarios

y el producto Sp optimizados y la Figura 2 muestra la correspondiente numeracion para los cinco

estados de transicién encontrados, una vez optimizados. Esta numeracion permitira entender el

analisis de los resultados y la tabla de cargas atdmicas.

La Figura 3 por su parte, muestra el diagrama termodindmico del mecanismo, donde han sido

marcados 10S AG7activacien Y AG7evolucisn de cada paso.

Finalmente, la Tabla 7, presenta la evolucion de las cargas atdmicas de Hirshfeld de la 8-0xoG (CR),

de los intermediarios (CI1 a CI7) y la del compuesto producto Sp (CP) en las posiciones mas

relevantes.
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CP (R) CP(s)

Figura 1. Geometria optimizada y numeracion de los &tomos
desde (CR) el reactivo inicial (8oxoG) a (CP) el producto final (Sp).
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ETS (d)

Figura 2. Geometria optimizada y numeracion de los &tomos
de los Estados de Transicion encontrados.
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Figura 3. Diagrama de energia para el mecanismo considerando el efecto de solvente.

Tabla 7. Cargas de Hirshfeld para las posiciones mas relevantes de la 8-oxoG (CR, C1 a C7).

Atomos | CR ci cI2 CI3 Cl4 cis Cl6 cI7 cp
N1 007 | 005 | -029 | -028 | -029 | -029 | -021 | -006 | -008
c2 0.19 0.24 0.18 0.20 0.20 0.20 0.23 0.25 0.18
N3 026 | 021 | -023 | 022 | -023 | 023 | -022 | 021 | -031
ca 0.10 0.16 0.13 0.16 0.16 0.16 0.18 0.19 0.09
Cs 20.02 0.10 0.08 0.11 0.13 0.12 0.14 0.14 0.21
Cé 0.16 0.2 0.15 0.17 0.17 0.15 0.22 0.23 0.20
06 043 | 032 | -042 | -037 | -038 | -040 | -013 | -029 | -035
N7 009 | -002 | -004 | 010 | -011 | -011 | -010 | -010 | -008
H7 0.18 0.22 0.20 0.19 0.18 0.18 0.19 0.20 0.20
c8 0.21 0.28 0.25 0.26 0.25 0.24 0.27 0.27 0.24
08 044 | -032 | -036 | -035 | -037 | -038 | -033 | -033 | -039
N9 008 | -004 | -006 | -006 | -007 | -006 | -004 | -004 | -011

(Héi) 0.24 0.13
(Szlg) -0.19 0.25 0.23 0.23 -0.35
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Como puede observarse en la tabla 7, los &tomos mas susceptibles a cambiar la carga son en primer
lugar el carbono 5 (C5), el cual se desactiva durante todo el mecanismo (Ag= 0.23e) por ser la posicion
sobre la cual se produce la oxidacion y el posterior ataque del NO-', en segundo lugar esta el N1 (Ag=
0.22¢), al cual aumenta su carga negativa como resultado de la desprotonacién que ocurre en el paso
2, pero al final restaura de nuevo su carga. También el carbono C4 (Ag= 0.10e), por estar unido a C5
y finamente los oxigenos 06 (Ag= 0.30e), 018 (Ag= 0.16e) y O8 (Ag= 0.12¢), ya que su elevada

electronegatividad los hace muy sensibles a los cambios de geometria.

5.3 Analisis de los resultados

En esta seccién se presenta el andlisis de los resultados para el mecanismo de reaccion propuesto

considerando el efecto del solvente.

Puesto que este proceso se propone gque puede ocurrir en el organismo humano, estas biomoléculas
no se encuentran en estado gaseoso sino en medio acuoso; por otra parte, Luo et al. (2001) han
encontrado que un pH entre 6.0 y 7.0 son condiciones 6ptimas que favorecen la formacién del
producto Sp, sobre otros productos de oxidacion como Gh e lz. Estas y otras razones antes
mencionadas en la Metodologia, sabemos que los calculos mas importantes involucran el efecto del
solvente, por lo que el anélisis s6lo se ha centrado en el mecanismo en medio acuoso que seria el mas

cercano a las condiciones ya sefialadas.

A simple vista, los resultados de los compuestos estudiados presentan dos etapas energéticas
principales en las que su energia de Gibbs estandar AG®, se modifica significativamente por las
transformaciones estructurales que cada compuesto intermediario presenta a lo largo de todo el

proceso.

A continuacidn se haré un breve anélisis de cada paso elemental:

Paso 1: Oxidacion fotoquimica de la 8-0xoG (CR) para formar la 8-oxoG™*

Como ya se sefialo anteriormente, la 8-0xoG es el principal producto en la oxidacién de la Guanina
en las células por ser muy susceptible al ataque de especies oxidantes, entre ellas especies radicales
presentes en el organismo humano como el oxigeno singulete (Duarte, Gasparutto, Yamaguchi,
Ravanat, Martinez, Medeiros, Di Mascio y Cadet, 2000) y el peroxinitrito (Niles et al., 1999); sin

embargo, otra fuente también reportada ha sido mediante procesos fotoquimicos; en ésta direccion,
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Adam, Saha-Moller y Schonberger (1996), han reportado la fotooxidacion de la 8-oxoG, mediante

sustancias fotosensibilizadoras, entre las cuales se sefiala a la Rf.

Otro antecedente experimental importante es el trabajo de Kasai, Yamaizumi, Berger y Cadet (1992),
en el cual identifican a la Rf como un fotosensibilizador enddgeno celular que fotoinduce
eficientemente la formacion de la 8-oxodG (8-oxo-guanosina) a través de un mecanismo que no
incluye la participacion de especies reactivas de oxigeno. Estos autores encontraron que la produccion
de 8-oxodG se increment6 con el aumento del tiempo de exposicion a la luz visible, sélo con la
presencia de la Rf y en un medio acuoso libre de oxigeno o de oxigeno singulete; por otra parte,
sugieren que en este caso se produciria ademas la transferencia del electrén de la 8-0xoG hacia la Rf
(Cadet, Decarroz, Wang y Midden, 1983).

Considerando los antecedentes ya explicados, la 8-0xoG podria ser susceptible a una oxidacion
mediada Unicamente por la Rf como especie fotosensibilizadora como se muestra en el esquema 3.
Por tanto, la Rf podria interactuar con un foton de radiacion electromagnética para asi excitarse, y
posteriormente regresaria al estado base, cediendo ésta energia de excitacion a la 8-0xoG, para asi
hacer posible un proceso de oxidacién-reduccion en el que la 8-0xoG se oxida y simultdneamente la
Rf toma el electron que cede la 8-0xoG y se reduce.

De esta forma, en este paso de oxidacion-reduccion con la presencia de la Rf tendriamos:

E
Rf > Rf~ »Rf + E

0 0 -
H HaC N J.H HyC ;.
E —i + @
Hw/l::IN%O HaC N \N/g e 26 =9 HaC o )\0
£ H 2

0 % -Cop 3
6 HoN N™ + H HO
CR Cl1 OH
HO O HO
OH OH
Rf Rf =

Esquema 3: Reaccion de oxidacion fotoquimica de Rf con 8-0xoG (CR)

Para verificar lo anterior, calculamos por una via simple la energia de excitacion; para ello se
consideraron dos posibilidades: la longitud de onda mé&xima de la Rf en su espectro UV-visible la cual

es de 445 nm (Shah, Patel, Patel, Solanki y Jivani, 2012) y la longitud de onda utilizada por W. Luo
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y col. que es de 360 nm y corresponde en el espectro UV-visible de la Rf, al segundo maximo de
absorcién en importancia. Asi, las energias asociadas a estas longitudes de onda deben inducir las dos
transiciones mas probables de la Rf, y pueden obtenerse de la ecuacion de Planck:

he  (6.6261 x 1073%/5)(2.9979 x 10°ms™")

E(445nm) = - 225 % 105m = 4.4639 X 1071°] = 64.25 kcalmol™?!
he  (6.6261 x 1073]5)(2.9979 x 108ms™1) ) )
E(360 nm) = - = 360 X 10 =5.5179 x 107°] = 230.87 kcalmol™?

La tabla 8 muestra las energias totales de las especies involucradas en el paso 1.

Tabla 8. Energias Totales (10%) para CR, Rf, ClI1, y Rf“en solucién.

E+/ Kcal/mol

CR -387.843563
Cl1 -387.714328
Rf -834.784931

Rf~ -834.866356

Considerando que ésta reaccién se desarrolla en solucién y que como puede observarse del esquema
3, las especies CR/CI1 y Rf/Rf tienen practicamente el mismo volumen molecular, podemos sefialar
que el cambio de volumen durante la reaccion es practicamente despreciable y podriamos trabajar
con las energias totales (AH = AU + pAV, a presion constante); la diferencia en las energias totales

de las especies involucradas en el paso 1, segun el esquema 5 seria:

AE = Ex(CI-1) + Ex(Rf) - E1(CR) - Ex(Rf") = 38.21 kcal mol*

De ésta forma, al considerar el efecto del solvente que es el entorno mas cercano a la realidad, la
energia requerida (AE) fue de solo 38.21 kcal mol, lo cual nos dice que en una primera aproximacion,
Unicamente con la energia asociada a la Amax = 445 nm, se puede lograr el paso 1y, por tanto, la
correspondiente energia liberada por la Rf al pasar al estado base, es suficiente para producir la
oxidacion de la 8-ox0G. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, aunque el paso 1 como se aprecia
en la Tabla 5 es endergonico, puede producirse precisamente por tener acoplado a él un proceso
fotoquimico donde la Rf actuaria como especie fotosensibilizadora. Por estas razones, este paso no se

muestra en el diagrama de la Figura 3.
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El otro aspecto corresponde a las posiciones mas probables para la oxidacion; en este sentido,
considerando que la formacion de Sp, implica la ruptura del enlace C5-C6 (esquema 2) y que en la
tabla 7, para la 8-0x0G, es decir, el compuesto reactivo (CR), el unico carbono con carga negativa y
por tanto, con méas probabilidades de perder un electrdn, es el carbono C5 (-0.02), debemos esperar
que la oxidacion se produzca por este carbono; ésta posicion también ha sido sugerida por Yadav y
Mishra (2014) y también por Munk et al. (2008) para la formacion de Sp a partir del anion radical
carbonato.

Como puede verse en la tabla 7, después de la salida del electron (CR — CI1), todas las posiciones
han quedado desactivadas; todos los &tomos de carbono aumentaron su carga positiva y
particularmente la carga del C5 ha pasado de -0.02 a +0.10. Los 4&tomos de nitrégeno y de oxigeno
disminuyeron su carga negativa y como era de esperarse, los carbonos unidos a estos heteroatomos
(nitrégeno y oxigeno) que en CR fueron los de mayor carga positiva, en Cl1 contintGan siendo los
mas desactivados; en este caso tenemos en el anillo hexagonal, al C2 cuya carga positiva aumento de
+0.19 a +0.24e, y en el anillo pentagonal al C8 con un cambio en la carga positiva de +0.21e a +0.28e.
Al ser C5 el carbono de menor carga positiva (Qn = 0.10) y por tanto de mayor densidad electrénica,
podremos considerar que la mayor probabilidad para el electrén desapareado sobre un carbono es en
ésta posicion. Adicionalmente, en CR las distancias de enlace en ambos anillos estuvieron en el rango
entre 1.30 -1.40 A. Sin embargo, después de la oxidacion, en la especie CI2 dos enlaces aumentaron
su distancia por encima de 1.40 A, convirtiéndose en los més débiles de los anillos y mas susceptibles

a participar en el mecanismo; estos fueron los enlaces C4-C5 (r.= 1.426 A) y C5-C6 (r.= 1.439 A).

Paso 2. Desprotonacion de la 8-oxoG™(CI1) para formar la 8-oxoG(-H)* (C12)

Como puede observarse en la tabla 6, el paso 2 también es igualmente endergénico, con lo cual se
propone que no solo el paso 1, sino también el paso 2, al no tener ambos un estado de transicion
asociado, sean secuencialmente muy rapidos y ambos acoplados al proceso fotoquimico que involucra

a la Rfcomofotosensibilizador.

Considerando que el proceso se realiza a temperatura y presion constante:

AGevo =AH — TAS = AE + pAV -TAS; pero debido a que el proceso corresponde a una desprotonacion
en fase condensada, el cambio en el volumen molar y el cambio entrépico entre reactivos y productos
puede ser despreciado, por lo que en una primera aproximacion, podriamos decir que: AGevol = AE.
Por tanto, las diferencias en las energias totales de las especies involucradas en el paso 2, es decir, los

complejos intermediarios CI-1 y CI-2, seran aproximadamente iguales a 96.58Kcal/mol, energia que
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es mucho menor que aquella asociada a la transicién que origina la banda de Amax = 360 nm, que es
de 230.87 kcal mol™. Por tanto, existe energia suficiente para que se realice el paso 2 y muy
probablemente, el resto de los pasos endergdnicos con sus respectivas barreras de activacion.

Es importante apuntar que después de la oxidacion fotoquimica del paso 1, hemos obtenido un &cido
de Lewis (CI-1); sin embargo, mientras que el pK de la 8-0xoG (CR) como nucleosido es de 8.6, el
compuesto intermediario 8-oxoG™* (CI-1) presenta un pK de 6.63, por lo que este Gltimo es un &cido
mas fuerte y su desprotonacion, cediendo iones H* al medio es un proceso muy favorecido,
habiéndose reportado que transcurre con una extension de un 80% a pH neutro (Shafirovich, Cadet,
Gasparutto, Dourandin, Huang y Geacintov, 2001).

El célculo de las cargas de Hirshfeld en Cl-1, mostré que la salida del proton del N1 es la méas
probable, pues de los nitrégenos de los anillos con enlace N-H (N1, N7 y N9), N1 presenta la mayor
carga negativa (Qun =-0.05), por lo que al mostrar la mayor electronegatividad, dejara salir facilmente
al proton H*. De esta forma N1 aumenta su carga negativa en 0.24 unidades, para llegar a -0.29. Con
la salida del protén, el nitrdgeno N1 tiene disponible un par de electrones para formar un enlace con
el C2 con un mayor caracter de doble enlace; esto se puede confirmar con las distancias de enlace;
mientras que la mayoria de los enlaces de la molécula solo cambiaron sus distancias en un rango entre
0.02-0.008 A, los enlaces que se encuentran alrededor del N1 cambiaron entre 0.03-0.04 A. Los
enlaces N1-C6 y N1-C2 disminuyeron sus distancias en 0.04 y 0.03 A respectivamente; es decir,
aumentaron su orden de enlace, obteniéndose distancias finales de 1.352 A y 1.334 A, mientras que

el enlace vecino C2-N3 aumento su distancia en 0.031, para una distancia final de 1.382 A.

Simultaneamente con los cambios en las distancias de enlace, aumento la densidad electronica & en
los anillos; en CI2, los &tomos de carbono han disminuido su carga positiva, es decir, estan menos
desactivados y los a&tomos de nitrégeno y oxigeno han aumentado su carga negativa. Se mantiene que
los &tomos de carbono C2 (Qn = +0.18e) y C8 (Qw = +0.25e) son los més desactivados por las razones
ya sefialadas, mientras que el C5 se mantiene como el menos desactivado (Qn = +0.08e) y a efectos
del mecanismo, la region de mayor probabilidad para el electrén desapareado sigue estando en este
carbono (C5). Los &tomos de nitrogeno del anillo hexagonal, N1 y N3, presentan la mayor carga

negativa con -0.29e y -0.23e respectivamente.

Por su parte, la regeneracion del fotocatalizador Rf neutro segun ha sido reportado (Armitage, 1998),

se produce por la transferencia electronica de la Rf* al O, para formar la especie O,".
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Paso 3. Adicion de NO;" a la 8-o0xoG(-H)* para formar la 8-0xoG(-H)-NO- (CI3)

En este paso se produce el ataque del radical NO; a la posicién C5, donde existe la mayor
probabilidad de encontrar al electron desapareado.

El NO;" pertenece al grupo de éxidos de nitrogeno que contaminan el ambiente y que las personas
pueden incorporar a su organismo, al respirarlos en el aire. Las personas méas expuestas son aquellas
que viven cerca de fuentes de combustion, como por ejemplo, plantas de energia donde se quema
carbon o de areas donde hay intenso uso de vehiculos motorizados. EI mondxido de nitrégeno y el
diéxido de nitrégeno también estan presentes en el humo de tabaco, por lo que los fumadores pueden
también estar expuestos a los 6xidos de nitrogeno. Por otra parte, la enzima Cu, Zn-
superdxidodismutasa (Cu, Zn-SOD), cataliza la dismutacion del anion radical superdxido (O2")
presente de forma espontanea, en un proceso muy rapido (k =10° M st a pH 7), para producir
oxigeno (O,) y peroxido de hidrégeno (H20;); por ello, ésta enzima es una importante defensa
antioxidante en la mayoria de las células expuestas al oxigeno. Sin embargo, SOD reacciona aun mas
rapido con algunos blancos, como el radical NO*, para formar peroxinitritos (ONOO™) y derivados.
Una vez revisado la relevancia del NO*, analicemos como se produce su interaccion con CI2 para

formar CI3.

El acercamiento del radical NO>" el cual fue previamente optimizado, al complejo intermediario
radical CI2 podria pensarse que debia ser muy favorecido ya que se estan recombinando dos centros
radicalicos; sin embargo como puede apreciarse en el Figura 4, hay una pérdida importante de la
planaridad, tanto en el ET como en la especie final CI3, por lo que el proceso es ligeramente
endergonico (AGji = 11.81 kcal mol™), con una barrera de activacion es de 14.93 kcal mol™?, como

puede observarse de la tabla 6.
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Figura 4: Pérdida de la planaridad por la entrada del NO*;

De la Figura 4, también puede observarse que al pasar de ET3 a CI3 la distancia C5-N (del NO,)
aumento ligeramente y la estructura aparece menos distorsionada lo que se puede relacionar con un
valor de -3.12 kcal mol™ para la energia libre de evolucién. Por ejemplo, el angulo diedro D(N9-C4-
C5-N7) que puede dar una medida de la no planaridad, en ET3 es de 34.89°, mientras que el mismo
angulo diedro para CI3 ha disminuido en 3.43°, para un valor de 31.46°. Por otra parte, en ambas
estructuras ET3 y CI3, el angulo > ONO (del NO;) se mantiene aproximadamente 7.7° grados mas
pequefio del valor reportado experimentalmente para el NO- libre, que esta en 134.3°, debido al efecto
estérico existente. Por su parte, las distancias de enlace se mantienen muy cercanas, en 1.20y 1.19 A
respectivamente, siendo el valor reportado de 1.197 A. Como se puede observar en la Figura 4, en
ambas estructuras (ET3 y CI3) el NO; se ha situado perpendicular a los anillos, aunque en CI3 los
oxigenos han rotado para minimizar atin mas las posibles repulsiones estéricas y la no planaridad de

la estructura.

Con respecto a las cargas, la entrada del NO», desactiva ligeramente al anillo hexagonal; es decir, los
atomos de carbono C2, C4, C5 y C6 aumentan ligeramente su carga positiva, particularmente los
atomos de carbono C4 y Cb5, ademas del atomo de oxigeno O6 el cual ha disminuido
significativamente su carga negativa, respecto de CI2, aunque los nitrégenos se mantienen casi con
la misma carga. El anillo pentagonal que mantuvo su planaridad, recibié carga negativa a través del
N7 y también recibieron carga los oxigenos del NO,, quedando el nitrégeno N17 del NO,, muy

desactivado, con una carga de +0.24.
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Paso 4. Acomplejamiento de CI3 con H,O

Después del ataque nucleofilico ocurrido en el paso 3, donde el NO" se ha quedado enlazado al C5
de la 8-0x0G(-H) (CI2) para formar el intermediario CI3, se propone por W. L. Essigmann y co. la
entrada de una molécula de agua a ésta posicion; es entonces cuando uno de los oxigenos del -NO-
se enlaza a uno de los hidrogenos del H2O, produciéndose el estado de transicién ET4, en el cual el
NO; cede la posicion 5 al OH del agua. Como resultado de los calculos realizados, se obtuvo un
intermediario (CI4) en el cual el agua aun no ha cedido totalmente el protén H* al -NO, como se

puede ver en la Figura 5.

Este intermediario Cl4 corresponde a un minimo de energia con frecuencias Unicamente positivas, y
es muy estable; ademas, la pequefia barrera de activacion de solo +2.20 kcal mol™* (véase Figura 3 y
Tabla 6) y la 4G;j; del paso de solo +1.05kcal mol*, confirma que la adicién del agua a la 8-oxoG(-
H)-NO, (CI3) es un paso elemental muy favorecido; en ET4 estan interaccionando simultdneamente
tres moléculas (NO., H-O y CI13); uno de los hidrogenos del agua, aunque ya esta formando el HNOo,
se mantiene ligado por una parte, al -OH del agua y por la otra, al otro oxigeno del -NO-, por
respectivos enlaces de hidrégeno con distancias de 1.82 Ay 2.16 A; el HNO; por su parte, se mantiene
en una conformacion tipo cis. Como ya fue sefialado, la reaccidon es ligeramente endergénica y por
otra parte las energias libres de Gibbs relativas entre ellas, nos dicen que especialmente las especies
ET4 y Cl4 son muy parecidas estructuralmente. La Figura 5 permite entender que en este paso
elemental lo que ocurre es un cambio del HNO; de la forma cis a la forma trans, donde ya uno de los
enlaces de hidrogeno se ha roto; como es conocido el HNO; en fase gas, puede adquirir una
conformacion cis y una conformacion trans, siendo ésta Gltima la mas estable (Cotton y Wilkinson,
2006). Ambas conformaciones se muestran en la figura 6, para su comparacion con la estructura del
HNO; en ET4 y Cl4.

Con respecto a las cargas de Hirshfeld, de nuevo el C5 apenas cambia su carga y asi ocurre con el
resto de los atomos; por tanto este paso es fundamentalmente, como ya se menciond, un cambio de

conformacion cis—trans del acido nitroso, previo a su salida.
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Figura 5. Formacion del ET4 y posicionamiento del HNO- para su salida
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Figura 6. Conformaciones cis/trans del HNO; optimizada en fase gas

Paso 5. Pérdida de HNO;

En este paso se produce la salida del HNO,, formandose la especie 5-HO-8-0xoG (CI5), que como
ya fue sefialado, es el intermediario que lleva directo a Sp. Nétese que en este paso, 1a AGevolucion €5

muy negativa (-22.91 kcal mol?), lo que confirma la presencia de este intermediario CI5.

Se sabe también que CI5 depende de las condiciones de pH para formar otros productos que también

son dafiinos al ADN. Algunos de estos productos son Gh e HICA.

Como puede observarse de la tabla 6, este es un paso exergdnico y por tanto muy favorecido, con una
barrera apenas detectable de solo 1.27 kcal mol?, lo cual permite afirmar que es un paso muy répido.

Finalmente debemos sefalar que de acuerdo a la Tabla 7 (ver pag. 54), en este paso los oxigenos de
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los grupos carbonilo, han adquirido una importante carga negativa de -0.40e y -0.38e para 06 y 08

respectivamente y simultdneamente los carbonos C6 y C8 han disminuido su carga positiva.

Paso 6. Protonacién de 5-HO-8-0xoG para formar C16

En el intermediario 5-HO-8-0x0G los oxigenos 06 y O8 de los grupos carbonilos estan presentando
las mayores cargas negativas con valores de -0.40e y -0.38e, seguidos de los atomos de nitrdgeno N1
y N3 con cargas de -0.29e y -0.23e. La elevada carga negativa del oxigeno O6 (Qn = -0.40e) aumenta
la probabilidad de que éste sea el sitio de protonacion, formandose el intermediario CI6, lo cual genera
una carga positiva en la molécula, que aunque puede estar ligeramente deslocalizada entre los dos
anillos pues todos los &tomos se han desactivado, la zona mas desactivada corresponde a los &tomos
C6 y N1 que cambiaron su carga en 0.07¢; esto se debe a que son los &tomos mas cercanos al O6 el
cual al protonarse disminuye su carga negativa a -0.13e; ésta mayor desactivacion localizada entre
los enlaces O6-C6 y C6-N1 contribuye a que este paso sea ligeramente endergonico (+5.81 kcal mol
1). En este paso es importante sefialar que el Estado de Transicion (ET6) formado en este paso
presenta la barrera de activacion mas elevada encontrada durante todo el proceso, siendo esta energia
de activacion de +43.93 kcal mol™?. Por tanto identificamos este paso, como el paso lento del
mecanismo y probablemente muy dependiente del pH; es decir que un pH &cido en el medio podria
favorecer la protonacién y bajar la barrera de activacion. Desde el punto de vista computacional, sera
necesario estudiar si la inclusién de moléculas de agua explicitas podria contribuir a bajar ésta barrera

de activacidn; esto queda como una recomendacion a futuro.

Paso 7. Equilibrio ceto-enélico (C16-CI17)

La protonacion de CI5 en el paso anterior para formar CI6, lleva a este paso 7 en el cual estamos
planteando un equilibrio ceto-endlico; CI6 (forma endlica) pasa a CI7 (forma ceto) por la
transferencia del proton en O6 al nitrdgeno N1, el cual presenta, en primer lugar, una de las mayores
cargas negativas (Qn= -0.21e), respecto de los demas atomos de nitrogeno de la molécula N3, N7 y
N9 (Qn=-0.22¢, -0.10, -0.04e respectivamente); y en segundo lugar porque se encuentra cercano al
grupo carbonilo del carbono C6. El nitrdgeno N1 con carga de -0.21e en CI6 (forma endlica),
disminuiria su carga negativa a -0.06e en CI7 (forma ceto). Como puede observarse de la tabla 7, al
pasar de CI6 a CI7, excepto los &tomos ya sefialados (O6 y N1), el resto de los &tomos de nitrégeno
mantienen practicamente su carga, contribuyendo asi a estabilizar la distribucion de la carga del anillo
hexagonal. Por tanto, este equilibrio no requiere de mucha energia para poder realizarse, pues sélo se

lleva a cabo una transferencia proténica de la forma ceto a la forma endlica y viceversa, conocido
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como tautomeria ceto — enodlica; estos equilibrios son caracteristicos de todos los compuestos
carbonilicos que puedan tener disponibilidad para un hidrégeno en alfa al grupo carbonilo. De ésta
manera, las formas ceto y endlica no son sino isdmeros en equilibrio, producidos por la migracion
reversible del hidrdgeno en alfa al oxigeno del grupo carbonilo. Como puede observarse de la Tabla
6, este es un paso exergdnico sin barrera de energia de activacion, con lo cual debe esperarse que la

forma ceto prevalezca sobre la forma endlica en el equilibrio.
Paso 8. Ruptura del anillo de 6 miembros y formacion del producto Sp (S)

Finalmente, en este Gltimo paso se propone la desprotonacion de CI7 desde la forma ceto, para formar
el estado de transicion que debe originar el producto Sp (CP). Para ello, se plantea como Ultimo paso
del mecanismo que podria explicar la formacién del producto, la apertura del anillo por el enlace C6-
C5 como se muestra en el esquema 4, con migracion del par de electrones hacia el enlace C5-C4, para
neutralizar la carga positiva (estructura A) y luego de una rotacion del grupo carbonilo del C6
utilizando como eje de rotacion el enlace N3-C4, se produce la desprotonacién del OH del carbono
C6 y el ataque al grupo acilo deficiente de carga (B).

H

H
N

| )>=~o
N

R
HN
A\
\O
A B

Esquema 4. Formacion del estado de transicion en el paso 8

En nuestra propuesta, la energia de Gibbs total calculada es de -14.93 kcal mol, por lo que es un
paso exergonico y por tanto espontaneo; lo anterior significa que la transicion a Sp desde la forma
ceto esta altamente favorecida. Como puede observarse de la tabla 6 y la figura 3, se ha producido

una barrera de activacion de +34.14 kcal mol-.
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Durante el analisis de este paso, se compararon las energias totales obtenidas durante la optimizacion
de los productos Sp en sus dos configuraciones (R y S), encontrandose que el producto Sp (S), tiende
a tener mayor estabilidad, lo que lo hace mas probable como compuesto producto (CP).

Antes de continuar, es importante sefialar que, Munk et al. (2008) han analizado varios posibles
caminos para la conversion de 5-HO-8-0xoG a Sp y todos estos caminos proponen la ruptura del
anillo hexagonal en el enlace C5-C6 y la migracion del grupo acilo al carbono C4; por ello es que
realizamos ésta propuesta en el paso 8. A continuacion se describen los caminos propuestos por estos
autores y las barreras calculadas, a modo de antecedente de nuestra propuesta. Es importante sefialar,
que estas barreras no pueden ser comparadas con las del presente trabajo, ya que han sido calculadas
por diferencias de energias totales entre el estado de transicion y el intermediario; por tanto, no
consideran posibles efectos estéricos de naturaleza entrdpica. Sin embargo, en este trabajo al calcular
las energias libres de activacion (AGaciivacion), Si S€ €St& considerando este efecto. Notese que en todos
ellos estan presentes procesos de protonacion, desprotonacion o ruptura de anillo, solo que cambia el
orden, dependiendo de la especie de partida y en ningln caso estan planteando la existencia del
equilibrio ceto-endlico, que en nuestra opinidn es de alta probabilidad al ser exergénico y sin barrera

de activacidn y esta en nuestra propuesta.

En un primer camino, estos autores plantean la desprotonacién en el OH del carbono C5 para formar
el correspondiente anion, posteriormente la mencionada ruptura de anillo y migracion del grupo acilo
al C4 y finalmente una protonacién del anién Sp en el nitrégeno N3 para producir el producto Sp; la
primera etapa es endotérmica, con una barrera de 7 kcal mol?, la segunda es exotérmica con una
barrera de 9.9 kcal mol*y finalmente la tercera etapa es exotérmica, con una barrera de 0.4 kcal mol-
! Sefialan los autores, que este mecanismo podria ser valido en caso de un medio basico y que las dos

siguientes propuestas se podrian presentar en un medio neutro.

En un segundo camino se plantea primeramente la ruptura del anillo y reordenamiento, para formar
un intermediario de tipo enol-isocianato con el posterior cierre del anillo y transferencia protonica
(OH del C6 al N3) para formar Sp; la primera etapa es endotérmica, con una barrera de 19.1 kcal mol
ly la segunda etapa es exotérmica, con una barrera de 1.7 kcal mol™ (asistida por dos moléculas de

agua catalitica).

Y finalmente un tercer camino donde se produce en una primera etapa una transferencia protonica al

nitrégeno 1 y en una segunda etapa, la ruptura del anillo con migracion del grupo acilo y posible
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transferencia protonica hacia el nitrégeno N3; esto Ultimo, solo en los dos primeros intermediarios
descritos a continuacion, pues el tercero ya estaria protonado en N3. En la primera etapa fueron
analizadas tres posibles estructuras resultantes de la transferencia protdnica: (a) al N1; (b) al carbonilo
del C6y (c) al N3, obteniéndose en los tres casos procesos endotérmicos, con barreras de 28 kcal mol
! (con una molécula de agua catalitica), 24 kcal mol* y 38 kcal mol?. En la segunda etapa, los
resultados fueron, partiendo de (a), (b) y (c) todos exotérmicos, con barreras de 10.4 kcal mol?, 21.8
kcal mol*y 12.2 kcal mol™.

Como se puede apreciar en las anteriores propuestas, se plantean tres etapas que incluyen

protonacién/desprotonacion o trasferencia protonica ademas de la ruptura del anillo en C5-C6 y

migracion del grupo acilo, cada una de las etapas con su correspondiente barrera de activacion.

Pagina | 67



CONCLUSIONES
Consideramos que, en este trabajo, se han cumplido los objetivos propuestos al inicio, pues se esta
proponiendo el mecanismo de formacién de Sp, por una via alternativa a la estudiada por otros

autores, con intervencidn del oxidante NO>.

Para ello se determinaron las geometrias mas estables del compuesto de partida 8-0xoG (CR), y de
los compuestos intermediarios involucrados en el mecanismo de reaccidn que se propuso, (Cl1a Cl7),
asi como para el propio producto final Sp (CP), a través de calculos tedricos utilizando la Teoria de
Funcionales de la Densidad como formalismo de la Quimica Cuéntica. De igual manera, se modelaron
y optimizaron cinco estados de transicion encontrados durante el analisis realizado, lo que permitid
reportar las energias de Gibbs de activacion y de evolucion, confirmar la existencia de las
correspondientes barreras de activacion e identificar el paso lento del mecanismo. Las energias de
Gibbs totales (AG;i), de cada paso permitieron determinar qué tan favorecido serian estos desde el
punto de vista termodinamico. Todo lo anterior, permitié realizar un analisis termodinamico y

cinético de cada paso del mecanismo y establecer su pertinencia.

Aunque los calculos se realizaron en fase gas y con efecto de solvente, el analisis del mecanismo solo
fue realizado para los calculos con efecto de solvente, en este caso el agua, por ser las condiciones

gue mas se acercan al medio en el cual estas reacciones pudieran ocurrir.

El andlisis de los resultados nos permite concluir que, en los primeros dos pasos del mecanismo de
reaccion propuesto, los procesos son muy endotérmicos, aspecto que puede superarse por la presencia
de una especie fotosensibilizadora como la Rf que luego de absorber radiacién Ultravioleta, puede
transferirla la 8-0xoG, facilitindola oxidacién y desprotonacion inicial. Los pasos 3, 4 y 6 son
ligeramente endergdnicos y los pasos 5, 7 y 8 exergdnicos. Las barreras de activacion son pequefias
en los pasos 3, 4 y 5 con valores de 14.92 kcal mol?, 2.20 kcal mol? y 1.27 kcal mol? y el paso 7 no
presentd barrera por ser un equilibrio tautomérico. Sin embargo, la mayor barrera de activacién se
encuentra en el paso 6 y este debe esperarse que sea el paso lento, seguido del paso 8 con una barrera

algo menor.

Finalmente se demostrd, que el efecto de solvente es un elemento esencial en el analisis de los
mecanismos de reaccion que ocurren en solucién.La relevancia del estudio realizado radica en que
permitird realizar una contribucion mas, a los esfuerzos realizados por entender cuéles son los
caminos posibles en la formacion del producto de oxidacion Sp y qué oxidantes nucleofilos pueden
participar en su formacién. Como ya hemos sefialado, este es uno de los principales productos de

oxidacion que intervienen en las transversiones, uno de las formas de dafio al ADN.
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