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1. RESUMEN-ABSTRACT

La homocisteina (HSCH,CH,-CH(NH2)COOH) es la molécula que tratar en este trabajo
de fin de grado, se trata de un a-aminoacido no esencial que presenta una cadena
lateral hidrocarbonada de tres eslabones con un tiol como grupo terminal. Los
aminoacidos estan dotados con una flexibilidad conformacional excepcional, originada
a partir de los multiples grados de libertad de torsion, lo que hace también posible el
plegamiento y la funcionalidad de las proteinas.

En este trabajo se ha llevado a cabo un estudio computacional orientado a identificar
las conformaciones mas estables de la homocisteina en fase gas. Con este fin se han
empleado diferentes metodologias: métodos semiempiricos (PM3), métodos basados
en la Teoria del Funcional de la Densidad (B3LYP) y métodos ab initio (MP2).

Se han explorado los diferentes métodos en la busqueda de las conformaciones,
posibles. Finalmente se ha usado el método MP2 (6-31G++(d,p)), para clasificar de

forma energética y estructuralmente las conformaciones obtenidas.



Homocysteine (HSCH2CH2-CH(NH2)COOH) is the molecule to be treated in this end-of-degree
work, it is a non-essential a-amino acid that has a three-link hydrocarbon side chain with a
thiol as a terminal group. The amino acids are endowed with an exceptional conformational
flexibility, originated from the multiple degrees of freedom of torsion, which also makes

possible the folding and the functionality of the proteins.

In this work, a computational study aimed at identifying the most stable conformations of gas
phase homocysteine has been carried out. With this purpose, different methodologies have
been used: semi-empirical methods (PM3), methods based on the Density Functional Theory

(B3LYP) and ab initio methods (MP2).

The different methods in the search for possible conformations have been explored. Finally,
the MP2 method (6-31G++d, p)) was used to classify the obtained conformations energetically

and structurally.



INTRODUCCION.

La homocisteina (Hcy) (HSCH2CH2-CH (NH2) COOH) es un aminoacido no proteinogénico,
siendo a nivel bioldgico un producto de degradaciéon en el metabolismo de proteinas. Su
presencia en el organismo en altas concentraciones se ha relacionado con un mayor riesgo de
ataques cardiacos y accidentes cerebrovasculares, ya que se cree que los niveles elevados de
homocisteina contribuyen a dafiar las paredes arteriales. Dichos niveles pueden estar
asociados con la aterosclerosis, un mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares e incluso

con la enfermedad de Alzheimer, la demencia [1] y las embolias cerebrales [2].

Los niveles de homocisteina en sangre tienden a ser mas altos en las personas que comen
mucha proteina animal y consumen pocas frutas y verduras de hoja, que proporcionan el acido
folico y otras vitaminas B que ayudan al cuerpo a eliminar la homocisteina. Los altos niveles
en sangre de homocisteina pueden, en muchos casos, normalizarse, y los consejos sobre la
dieta y la suplementacidn con vitaminas han demostrado ser muy efectivos para reducir los
niveles plasmaticos de homocisteina. Sin embargo, esta claro que los suplementos vitaminicos
pueden normalizar los niveles de homocisteina incluso cuando los niveles de vitaminas se
encuentran dentro del rango normal, o en rango alto. Los factores metabdlicos, ambientales
y genéticos hacen que sea muy complicado determinar los requerimientos nutricionales
individuales sin primero realizar una prueba de homocisteina; el resultado de dicha prueba
puede definir la dieta y el régimen de suplementacién vitaminica requerido. Los nutrientes
mas importantes que ayudan a reducir los niveles de homocisteina son el acido félico, las

vitaminas B12, B6 y B2, el zinc y la trimetilglicina (TMG). [3]

La homocisteina se puede relacionar con algunos aminodcidos proteinogénicos como la
Metionina (Met) y la Cisteina (Cys) (Figura 1), que son los Unicos aminodcidos que forman
parte de las proteinas y contienen un atomo de azufre en su composicién. La metionina y la
cisteina seincorporan a las proteinas en la etapa de traduccién, mientras que las células evitan

la incorporacién de Hcy a las proteinas a través de un mecanismo de edicién [4].
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Figura 1: Cisteina, homocisteina y metionina.

La metionina es un aminodcido esencial hidréfobo, presenta una cadena lateral no polar
(Figura 1), este aminoacido participa en la biosintesis de la cisteina, sirve como donante de
metilos en muchas reacciones de transferencia de metilos, uno de los destinos de la
conversion de la metionina es la formacion de homocisteina, que después puede dar lugar a
la formacion de cisteina o de nuevo convertirse en metionina. Por tanto, la homocisteina es

un intermedio entre la cisteina y la metionina.

Tanto la cisteina como la homocisteina son o-aminoacidos no esenciales (pueden ser
sintetizados por el organismo), que presentan un grupo tiol (SH) como grupo terminal de su
cadena lateral, como se muestra en la figura 1. La diferencia estructural entre ambos
aminoacidos es la existencia de un grupo metileno (CH;) adicional en la cadena lateral de la

homocisteina.

Es sabido que los aminoacidos son los encargados de formar las proteinas a través del enlace
peptidico. La formacion de dicho enlace genera una disposicion espacial de la secuencia de
aminodcidos. El estudio estructural de las proteinas distingue entre: estructura primaria,
estructura secundaria, estructura terciaria y estructura cuaternaria (Figura 2). La estructura
de las proteinas depende de las interacciones que se producen entre los diferentes

aminoacidos y también con el medio.
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Figura 2: Disposicidn espacial de las diferentes estructuras que adopta una proteina [5].

Por este motivo resulta esencial conocer dicho tipo de interacciones, asi como su naturaleza,
para lo cual se hace necesario analizar en primer lugar la estructura de los aminoacidos, sus

conformaciones y las interacciones que los estabilizan.

Los aminodcidos son conocidos por existir como especies dipolares denominadas zwitteriones

+ J& & .7 ’
((NH CH(R)COO") en estado sdlido y en solucion acuosa, pero en la fase gaseosa estan en la
forma neutra candnica. Esta forma representa la mejor aproximacion para comprender las
propiedades inherentes de estos compuestos que son responsables de la forma especifica de

las proteinas.

Para realizar una primera introduccién al analisis conformacional de aminoacidos [6], cabe
mencionar en un primer lugar a la Glicina (Gly), ya que se trata del aminodcido mas pequefio
y el Unico no quiral de los aminoacidos proteinogénicos. Es un aminoacido no esencial,

prototipo de unidad estructural esencial de otras proteinas y aminoacidos. La geometria



conformacional de la Glicina (NH2-CH>-COOH) ha sido sujeto de muchos estudios tedricos [7],
[8] y experimentales [9], [10], ya que es el aminodcido mas sencillo, y es de esperar que no
presente muchas conformaciones. Se han predicho 7 conférmeros (Figura 3) [4]. Pero se han
observado solo los dos conformeros mas estables en energia, conférmeros 1y 2, que estan

estabilizados por enlaces de hidrégeno.
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Figura 3: Conformaciones de la Glicina predichas a baja energia, tomados de la referencia [7].

Si analizamos los aminodcidos con una cadena lateral, la posibilidad de tener mayor niumero
de conformaciones aumenta. Para la alanina (Ala), que se puede considerar el aminoacido con
cadena lateral mas sencilla, se predijeron 13 conférmeros posibles con calculos ab initio [11].

Aguellos con la energia mas baja son los que se muestran en la Figura 4.

El conféormero | exhibe un enlace de hidrégeno intramolecular entre el atomo de oxigeno del
grupo carbonilo y los atomos de hidrégeno del grupo amino (NH:- O=C, enlace de tipo I). En el
conféormero lla, se establece un enlace de hidrogeno intramolecular entre el dtomo de
hidrégeno del grupo hidroxilo y el &tomo de N del grupo amino (N::-HO, enlace de tipo Il), que
se designa como conférmero llb. Un tercer tipo de enlace de hidrégeno intramolecular,
designado como lll, se puede formar entre el grupo amino y el &tomo de oxigeno del grupo

carboxilo (NH::-:O-H, enlace de tipo 1V) y da lugar a conférmeros llla y lllb [11].
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Figura 4: Conférmeros de la alanina mas bajos en energia. (Figura tomada de la ref. [11])

Si aumentamos el tamano de la cadena lateral, aumentamos la posibilidad de tener un mayor
numero de conformaciones. Sin embargo, en la mayoria de los casos se descubrid que la
existencia de una cadena lateral no polar como es el caso del aminoacido valina (Val) [12],
isoleucina (lle) [13], leucina (Leu) [14] y fenilalanina (Phe) [15] tiene una influencia
insignificante sobre las preferencias conformacionales, y el conformero mas estable exhibe un

enlace de hidrégeno intramolecular de tipo | [16].

Por otro lado, si la cadena lateral es polar puede presentar interacciones de enlace de
hidrégeno. Esto es observable en el aminodcido serina (Ser), que presenta 11 conférmeros
estables en energia (Figura 5) siendo el conférmero |, el minimo global ya que presenta dos
tipos de enlaces de hidrégeno, que contribuyen a una estabilidad mejorada. El grupo amino
muestra una interaccion con el grupo carbonilo (NH::-:0=C, tipo 1), de manera simultanea se
establece un segundo enlace de hidrégeno entre el grupo hidroxilo (donante de protones) y
el par de electrones no enlazantes en el 4tomo de nitrégeno (OH:-:NH). Ademas, este
conférmero tiene el grupo carboxilico en una configuracion cis, lo que aumenta su estabilidad

[17].
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Figura 5: Conférmeros mds estables en energia de la serina. Los conférmeros enmarcados se han observado

experimentalmente. (Figura tomada de la referencia [17]).

Este tipo de interacciones pueden incluso llegar a alterar el orden de estabilidad encontrado
hasta el momento, es lo que ocurre en el aminoacido Cisteina (Cys) cuya conformacién mas
estable es la Iy (Figura 6) que exhibe un enlace de hidrégeno intramolecular entre el dtomo
de hidrogeno del grupo hidroxilo carboxilico y el par de solitario de electrones en el atomo de
nitrégeno del grupo amino (N::-HO). Esto requiere una configuracion trans del grupo carboxilo

(COOH) [18].
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Figura 6: Conférmeros mds estables de la cisteina. Aquellos enmarcados se han observado experimentalmente

(Figura tomada de la referencia [16]).

En base a estos datos cabe destacar las interacciones de enlaces de hidrégeno existentes en
la cadena lateral polar de los aminodcidos. Los enlaces de hidrégeno formados por el grupo
tiol de la cadena lateral son de interés en nuestro caso, por la presencia del grupo tiol en la
Hcys, ya que aportan estabilidad energética a las conformaciones como se ha demostrado
previamente. Aunque los enlaces de hidrogeno S-H - X (X= O, N) se conocen desde hace
mucho tiempo a partir de investigaciones tempranas de interacciones en mercaptanos
liquidos [19], [20], los enlaces de hidrégeno S-H ---X no son tan débiles como se creia en un
primer momento. Estudios espectroscdpicos mostraron que se trataba de interacciones que
podian ser fuertes [21]. Un andlisis sistemdtico de numerosas estructuras cristalinas de
proteinas [22] sugirieron valores mas precisos para los parametros geométricos de los enlaces
de hidrégeno S-H - X con diferentes receptores. Los pardmetros geométricos medios de los
enlaces de hidrégeno S-H --- O en proteinas (S-H - Oy S --- O distancias de 2.41y 3.48 Ay S-H
- O angulo de 142.7 °) son parametros muy similares a los encontrados en cristales
moleculares de compuestos que contienen grupos sulfhidrilo y a los encontrados también en
el trabajo. Una simulacion de dindmica molecular también ha demostrado que un enlace de
hidrégeno formado por un residuo de cisteina y un atomo de carbonilo O en la estructura

principal es bastante estable. [21]
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Asi pues, el paisaje conformacional de los aminoacidos se caracteriza por un delicado
equilibrio de interacciones covalentes y no covalentes (especialmente enlaces de hidrégeno),
lo que puede dar como resultado un gran nimero de conférmeros de baja energia [23]. Los
aminoacidos se distinguen por una excepcional flexibilidad conformacional que se origina a
partir de multiples grados de torsidn, lo que hace posible el plegamiento y la funcionalidad de
las proteinas [17]. Mientras que las fuerzas covalentes determinan el esqueleto molecular, la
isomeria conformacional esta controlada por interacciones intramoleculares mas débiles,
especialmente enlaces de hidrégeno, asi como interacciones de tipo n---IT", como ocurre en

el acido y-aminobutirico (GABA) [24], B-alanina [25] y la hidroxiprolina [26].

El estudio conformacional de biomoléculas no solo es importante a nivel bioldgico, sino
también a nivel astrondmico, ya que investigaciones astrondmicas han revelado la existencia
de aminoacidos en el espacio interestelar como la Glicina [27], [28] [29] y la Urea [30], entre

otros sistemas de interés [31].

En este trabajo presentamos el andlisis de las posibles conformaciones estables de la

homocisteina.
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3. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO.

3.1 OBJETIVOS.

La finalidad de este trabajo es la determinacion de las posibles conformaciones de la

homocisteina en fase gas y el andlisis de sus energias relativas.

Los objetivos que nos hemos propuesto alcanzar en el presente Trabajo Fin de Grado son los

siguientes:

o Estudiar las diferentes conformaciones de la homocisteina neutra en fase gas con los

diferentes métodos tedricos usados habitualmente.

o Realizar una optimizaciéon de la geométrica de los diferentes conformeros obtenidos

con cada método.

o Analizar de forma comparativa las diferencias energéticas existentes entre los

conférmeros mas estables.

o Analizar las diferentes interacciones intramoleculares que estabilizan estos

conférmeros.
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3.2 PLAN DE TRABAJO.

El desarrollo del presente Trabajo Fin de Grado se ha llevado a cabo siguiendo el Plan de

Trabajo que se describe a continuacion:

o Busqueda de antecedentes en la bibliografia.

o Busqueda conformacional de la homocisteina mediante diferentes métodos

computacionales.

o Optimizacién de la geometria de los conférmeros obtenidos a partir de los calculos

teodricos iniciales.

o Comparacion de los métodos tedricos empleados a partir de las energias y las

constantes de rotacion obtenidas para cada una de las conformaciones.

o Analisis y estudio comparativo de las diferencias energéticas existentes entre los

conférmeros mas estables y las interacciones que los estabilizan.

o Elaboracion de la presente memoria.

16



4. METODOLOGIA.

El estudio de la conformacion del aminodcido homocisteina se ha realizado utilizando
diferentes métodos tedricos de calculo. Para entender dicho estudio es necesario explicar,
previamente, los métodos tedricos utilizados y su fundamento dentro de la mecdnica

cuantica.
4.1 Mecanica cuantica. Fundamentos.

La mecdnica cuantica [32a] fue desarrollada durante el siglo XX con el fin de suplir las carencias
y dificultades que presenta la mecanica clasica para explicar el comportamiento microscdpico

de la materia.

Intensidades en la luz emitida por un sélido caliente (radiacién del cuerpo negro) [32a] llevé a
Plank a postular que el intercambio de energia entre luz y materia esta cuantizado. El efecto
fotoeléctrico [33] fue otro fendmeno que muestra la necesidad de introducir la cuantizacién
de la energia, dicho fendmeno fue descubierto por Heinrich Hertz y explicado por Einstein
[32a], quien propuso la existencia de los fotones como particulas asociadas a la luz. Mas tarde
de Broglie postulé que todas las particulas microscopicas tienen también naturaleza

ondulatoria.

Un hecho relevante es que no se puede definir el estado de una particula microscépica como
en la mecdnica clasica, es decir, no se puede conocer la posicion y la velocidad de dicha
particula en un instante de tiempo concreto, lo que define el principio de incertidumbre. Sin
embargo, en la mecdnica cuantica dicho estado se puede definir con la funcion de
onda ¥ (x, t),depende de la posicidn (x) y del tiempo (t), la cual contiene toda la informacién

posible acerca del sistema.

El concepto de funcién de onda y la ecuacién que describe su cambio con el tiempo fueron
descubiertos en los afios 20 por Schrodinger [32a]. Esta ecuacidn, que es la base de la

mecanica cuantica, es la siguiente, donde m es la masa de la particula y V su energia potencial:

h 0¥ (x,t) h?  0%¥ (x,t)
21l ot ~ 8m?m 0x?2

+ V(x, )¥(x,t) [4.1]
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En las simulaciones computacionales no es necesario conocer la dependencia del sistema con
el tiempo, ya que se busca conocer valores estacionarios de la energia. Por tanto, se tratard
de resolver la ecuacién de Schrodinger independiente del tiempo [34], que es mucho mas

sencilla:

h* a2y (x)

" 8m2m  0x?

+ V() Y((x) = Ev((x) [4.2]

que se puede reescribir usando el operador hamiltioniano H del siguiente modo:

h? 92

8 nZmaox? V()

4.3
Ay (x) = EY(t)

En sistemas moleculares, considerando que los nucleos y que los electrones son masas
puntuales y despreciando las interacciones de spin-6rbita y otras interacciones relativistas

[32b], el hamiltoniano H tiene la siguiente forma:
8n2 my Va ~ 8n?m, — Tig
a a l

l>]

[4.4]

donde ay S se refieren alos nlcleos y donde iy j se refieren a los electrones. El primer término
es el operador correspondiente a la energia cinética de los nucleos; el segundo término es el
operador para la energia cinética de los electrones; el tercero representa las repulsiones
electrostaticas entre los nucleos, siendo 7,4 la distancia entre los nicleos a y f de numero
atomico Z, y Zg respectivamente; el cuarto término representa las atracciones electrostaticas
entre los electrones y el nucleo, siendo 7y, la distancia entre el electron i y el nucleo «; el
ultimo término representa las repulsiones electrostaticas entre los electrones, donde r;; es la

distancia entre los electrones iy j.

18



Para simplificar la resolucién de esta ecuacion se utiliza la aproximacion de Born Oppenhaimer
[32a]. Esta se fundamenta en el hecho de que los nucleos son mucho mas pesados que los
electrones, m, > m,. Por ello, los electrones se mueven mucho mas rapidamente que los
nucleos. Asi dicha aproximacién considera que el nucleo permanece estatico respecto al

movimiento de los electrones.

Entonces, considerando a los nucleos fijos se pueden separar los movimientos electrénicos y
nucleares y asi obtener la ecuacién de Schrodinger para el movimiento electrénico, como se

muestra en la ecuacion 4.5:

(ﬁ(r: R)elec + V(R)NN)'-/) (r'R)eleC = U(R)l/)(T,R) elec [4'5]

donde r y R representan las dependencias de coordenadas electrénicas (r) y nucleares (R) de
operadores y funcion de onda, U es la energia electrdnica incluida la repulsién nuclear, y el
hamiltoniano electrénico H (7, R) e ¥ €l término V(R) yy estan desctritos por las siguientes

expresiones:
2

- h? Z 5 z z Z, e? z z e
H(r:R)elec = - 8172m Vi - r + re. [4.6]
i a i e Y

ji>j

=33 EE

a f>a

En esta ultima expresion, las distancias internucleares r, 3z permanecen constantes, ya que los

nucleos permanecen estaticos. De este modo Vyy se puede tratar como un parametro.

Por lo tanto, al ser V5 una constante, se puede omitir sin que afecte a las funciones de onda.
Si se omite este término, correspondiente con la repulsion electrdnica, se obtiene la siguiente

expresion:

ﬁ(r'R)elec¢elec(rrR) = Eelecl/)elec (T, R) [4.8]

De este modo, se conoce la energia puramente electrénica E,;,. del correspondiente sistema
y su funcién de onda (7, R) ... Para obtener la energia electrénica U(R) desde el valor de la

E,jec, basta con sumar el valor constante Vyy para la posicién de los nucleos asumida.

19



Conocer la energia electronica U(R) de un sistema en funcion de las diferentes
configuraciones nucleares (R) permite representar la Superficie de Energia Potencial (SEP) de

dicho sistema, que representa la energia potencial en que se mueven los nucleos

En la Superficie de Energia Potencial [35] se observan minimos de energia que se
corresponden a configuraciones de equilibrio que se corresponden con conférmeros estables.
Conocer la estructura de equilibrio permite conocer las distancias y angulos de enlace, las
energias de disociacidn de enlace, etc. En el siguiente apartado se describe la SEP con mayor

detalle.

4.2. Superficie de Energia Potencial (SEP).

El concepto de SEP descansa sobre la aproximacion de Born-Oppenheimer [32a], [32b]

anteriormente descrita.

La superficie de energia potencial se define entonces como la representacion de la suma de la
energia electronica mas el término de repulsion internuclear para las posibles configuraciones

nucleares.

Una molécula de N dtomos no lineal, tiene 3N coordenadas nucleares, de las cuales 3 son
traslaciones, 3 rotaciones de la molécula como un todo: Estas no modifican la energia
electrénica, ya que no afectan a la distancia internuclear. Por este motivo U(R) va a ser una
funcion de 3N-6 variables. En realidad, la SEP es una hipersuperficie, ya que si tenemos n
variables o coordenadas geométricas necesitariamos un espacio de dimensiéon n+1 para
representarla. En el espacio tridimensional (o bidimensional) se acude a cortes en la SEP o

proyecciones en un plano. (Figura 7.)
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T (H-H)

Figura 7: Ejemplo de representacion tridimensional y de proyeccién en el plano de la SEP.

Para poder realizar un estudio de la SEP, se suele emplear una aproximacién que considera
todas las variables del sistema, pero sélo estudia aquellos puntos maximos y minimos (puntos
estacionarios o criticos), puntos para los cuales la primera derivada de la energia se hace cero.
El estudio topoldgico de la SEP permite diferenciar dos tipos de puntos criticos, cuya

naturaleza vendrd dada por la segunda derivada:

e Minimos: todas las derivadas segundas de la energia son positivas. Corresponden a
estructuras de equilibrio; reactivos, productos e intermedios de reaccion. (Figura 8.)

e Puntos de silla de primer orden: todas las segundas derivadas son positivas, excepto
una que es negativa (maximo) a lo largo de la coordenada de reaccién. Estos se asocian
a los estados de transicion. La estructura del estado de transicion corresponde con el
punto maximo a lo largo del camino de minima energia o coordenada de reaccidn.

Second Order Saddle Point

Transition
Structure B

Minimum for I".I
Product A |

f Minimum
| for Product B
/0
/
1
Second Order 05
Saddle Point
Valley-Ridge
Inflection Point

Figura 8: Muestra la superficie de energia potencial. Las estructuras de equilibrio corresponden a los
minimos de la SEP. El estado de transicion corresponde con el maximo del camino de minima energia

[37].
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Para encontrar los conférmeros que se corresponden con los minimos de la SEP se realizan las
optimizaciones de la geometria para que la energia resultante sea un minimo. Existen varios
métodos de optimizacidon que emplean el vector gradiente y el vector Hessiano de forma

diferente (steepest descent, gradientes conjugados, eingenvector following, etc).

A partir de la SEP, también pueden calcularse las frecuencias de vibracién para los distintos
minimos. Para ello una vez determinado ese minimo se calculan las derivadas segundas de la
energia con respecto de las coordenadas internas de la molécula, obteniendo una matriz de
constantes de fuerza. A partir de estas constantes de fuerza pueden calcularse las frecuencias

de vibracidon asociada a cada una de las coordenadas normales de vibracion.

Para un auténtico minimo de la SEP, todas estas frecuencias seran positivas, mientras que
para un estado de transicion tendra una derivada segunda negativa, que corresponde al
maximo de una coordenada, y el resto positivas. La derivada segunda negativa resulta en una

frecuencia imaginaria.

4.3. Métodos para la resolucion de la ecuacion de Schrédinger Electronica.

La ecuacion de Schroédinger electrdénica ha de resolverse usando métodos aproximados, como
se comentdé anteriormente. Hay diferentes metodologias que permiten resolver esta

ecuacidn, a continuacioén, se describen aquellas utilizadas en este trabajo.

4.3.1. Métodos basados en campos de fuerza; mecanica molecular.

Debemos indicar en primer lugar que estos son métodos mecanocldsicos que
incluimos aqui porque sus resultados suelen utilizarse como punto de partida para
calculos mecanocuanticos y son los Unicos practicamente utilizables para
macromoléculas.

En esta metodologia no se tiene en cuenta la energia electrénica, sino que se
consideran las moléculas a través de un modelo semejante a uno de bolas y muelles,
donde los 4tomos son representados como bolas y los enlaces como muelles. Se trata
de evaluar la energia mecdnica involucrada en la deformaciéon molecular (estiramiento
de enlaces, giros, torsiones, etc.). Nos encontramos con una aproximacion muy

simplificada, en la que no se toma en consideracién ningun efecto cudantico y
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unicamente se aplica la mecanica clasica. En contrapartida se puede abordar el estudio
de sistemas de gran tamano y, para problemas como el del analisis conformacional
donde no hay rupturas de enlace, constituye una primera aproximacion a la resolucion
del problema.

Como todo método por simplificado que sea presenta unas ventajas y unas

limitaciones.

e \Ventajas:

1. Son célculos generalmente poco costosos y por tanto muy rapidos, por lo que
permiten estudiar sistemas muy grandes, incluso conteniendo miles de atomos
como por ejemplo proteinas u otras macromoléculas.

2. Permiten obtener informacién sobre:

o Geometria molecular.

Energia conformacional.

©)

o Barreras de interconversion.
o Frecuencias de vibracion.

o Algunas magnitudes termodinamicas.

e Limitaciones:

1. Precision y fiabilidad limitada. Pueden conducir a predicciones erréneas por
su simplicidad.

2. Debido a su hipétesis de partida, no permiten obtener ninguna informacion
sobre las propiedades electrénicas ni sobre procesos que comporten cambios

electrdnicos.

4.3.2 Métodos mecano-cuanticos.

En ellos se aplican las ecuaciones de la Mecdanica Cudntica para el estudio de los sistemas
moleculares. Aunque el coste computacional sea mayor y estos métodos presenten

limitaciones en cuanto a las dimensiones de la molécula, proporcionan resultados mucho mas
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fiables que los métodos de Mecanica Molecular. Podemos distinguir entre las siguientes

metodologias:

4.3.2.1 Métodos semiempiricos.

En ellos se pueden despreciar algunos términos del Hamiltoniano o simplificar algunas
integrales, obteniéndolas a partir de informacién experimental [38], [39]. Se puede distinguir

entre:

e Método de Hiickel. Se desprecia la repulsidn interelectrénica en el hamiltoniano y las
integrales se obtienen a partir de informacidn experimental. Por ejemplo, se utiliza el
método de Hickel (HMO, Hiickel Molecular Orbital) para moléculas con sistema de
electrones 1w conjugados y el Extended Hiickel (EHMO) para tratar moléculas generales.

e Métodos ZDO (Zero Differential Overlap) y derivados:

o Métodos que pretenden reproducir los resultados de los cdlculos con el
método de Hartree-Fock, CNDO (Complete Neglect of Differencial Overlap),
INDO (Intermediate Neglect of Differential Overlap), NDDO (neglect of diatomic
differential overlap) de la escuela de Pople.

o Métodos que pretenden reproducir los datos experimentales: MINDO
(Modified Intermediate Neglect of Differential Overlap), MNDO (Modified
Neglect of Diatomic Overlap), AM1 (Austin Model 1), PM3(Parameterized Model

number 3), de la escuela de Dewar.

4.3.2.1 Métodos “ab initio” (a partir de primeros principios).

Se plantea un Hamiltoniano efectivo y las integrales se evalian haciendo uso Unicamente de
los valores de constantes universales, no haciendo uso de informacion experimental. Se

pueden clasificar [38] como:

e Hartree-Fock (HF) o método de Campo Autoconsistente [39] (SCF, self consistent field):
la repulsién interelectrénica se considera de forma promediada.
e Métodos post-HF. Incorporacion de correlacién electrénica a través de procedimientos

variaciones (Cl, MCSCF), perturbativos (MP), o agregados acoplados (CC).
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4.3.2.2 Teoria del Funcional de la Densidad (DFT).

Aplica una metodologia alternativa, centrandose en la densidad electrénica. Puede formularse

no obstante de manera parecida al método Hartree-Fock (formulacidon de Kohn-Sham) [36].

A continuacidn, se describe de forma breve los dos ultimos subapartados, ya que son los que

mas se han empleado en el presente trabajo.

4.4 Teoria del Funcional de Densidad (DFT).

La teoria del funcional de densidad se basa en los teoremas de Hohenberg y Kohn [40], parte
del principio de que la energia del estado electrénico fundamental puede ser determinada
mediante la densidad electrdnica del sistema. Partiendo de que existe una relacién entre la

densidad electrénica y la energia, se puede deducir que:

e Las propiedades de un sistema polielectronico estan determinadas por la densidad
electronica de carga. En particular, la energia electronica de un sistema de N
electrones es una funcion de la densidad electroénica.

e La densidad electrénica asociada a la energia del estado fundamental es la densidad

del estado fundamental, ya que otra densidad proporciona otra energia mas alta.

Por tanto, la energia de un sistema en su estado fundamental es un funcional de la densidad
electronica, pero se desconoce la forma de dicho funcional. Sélo se dispone de
aproximaciones mas o menos elaboradas al funcional exacto de la densidad que se quiere
obtener. Estas aproximaciones se basan principalmente en el nimero y tipo de componentes

que incorporan, y se clasifican de la siguiente forma:

e Aproximacion de la densidad local (LDA): funcionales que incorporan Unicamente
informacién de la densidad electrdnica [41].
e Aproximacién del gradiente generalizado (GGA): funcionales que incorporan

informacién tanto de la densidad electrénica como de su gradiente [41].

e Funcionales hibridos son aquellos que ademas de la informacion de la densidad y su

gradiente, afiaden parte de la contribucién de intercambio Hartree-Fock (HF) [32b].
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Se han desarrollado varios funcionales de intercambio y funcionales de correlacién,
que no vamos a detallar en este TFG. Un funcional hibrido se puede generar
combinando cualquier opcidn de estos funcionales de intercambio y de correlacion,
pero no todos proporcionan resultados buenos y hay que saber combinarlos de
acuerdo con concordancias computacionales y resultados previos. Los mas utilizados
son aquellos que combinan el funcional de intercambio B88 con los de correlacion P86,
LYP88 o PW91, generando los funcionales hibridos BLYP, BP86 y BPW91. El funcional
hibrido mas utilizado en la actualidad debido a sus buenos resultados es el B3LYP, y

uno de los que se han utilizado en este trabajo [42].

e Funcionales meta-GGA hibridos: incorporan tanto parte del intercambio Hartree-Fock

como la laplaciana de la densidad.
4.4.1. Teoria de perturbaciones de Mgller-Plesset.

El Método de Perturbaciones de Mgller-Plesset (MP) [43] parte de la teoria de perturbaciones
general de Rayleigh-Schrodinger e incluye la energia de correlacion entre pares de electrones,
energia que no se puede obtener con el método de Hartree-Fock (HF). La correlaciéon
electrénica en este método se trata como una perturbacion sobre el Hamiltoniano (H’) (Ec.

4.9).

A= Hy+2H (4.9]

H =V,

Las funciones de onda y energias se obtienen como desarrollos que incorporan las

correcciones de orden n: ", E"

W= WO 4 L, 4 L@ 4o = Z PG (4.10]
k

E=1,E® + 1,ED 4 ,ED 4 ... = ZAKE(k)
K
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[4.11]

En el Método de Perturbaciones de Mgller-Plesset (MP) el Hamiltoniano de orden cero (H(®)
gue se toma es una combinacion de operadores de Fock monoelectrénicos, extendido al

numero total de electrones del sistema.

Para simplificar la ecuacién se trunca el desarrollo en serie, obteniendo distintos niveles de

aproximacion de perturbaciones:

e MPO+MP1=HF
e MP2 teoria de perturbaciones de segundo orden.
e MP3tercer orden.

e MP4 cuarto orden.

e MPnordenn

Hay que indicar que las funciones de onda de orden 0 son los determinantes de Slater

obtenidos con el método de Hartree-Fock.

HO® = f(n) [4.12]
n=1
N
E® = ZZ €n [4.13]
n=1

Con estas definiciones se obtiene una energia de orden cero, que corresponde a la suma de
las energias de los orbitales moleculares que conforman el determinante de Slater del método
Hartree-Fock. La correccién de orden cero mas la de orden uno da lugar a la energia HF. Asi la

primera correccion significativa es la de orden dos (MP2).

La mayor limitacion de los métodos MPn es que necesitan que la funcidn de onda de orden
cero (la que representa la solucion de HF) sea una muy buena aproximacion de la funcién de

onda real, es decir que el término perturbativo que se introduce sea muy pequefio.

El nivel de aproximacion de perturbaciones empleado en el desarrollo de este trabajo fin de

grado ha sido MP2.

27



4.5 Funciones base.

Todas las metodologias que utilicen la mecdnica cudntica para la resolucién de la ecuacién de
Schrodinger electrénica de moléculas poliatdmicas, necesitan de la ayuda de un conjunto de
funciones base que definan los orbitales moleculares como una combinacion lineal de las
mismas. Tanto los métodos basados en el funcional de la densidad como en los “ab initio”, las
funciones de base son funciones matematicas que tienen que estar necesariamente
relacionadas con los orbitales atdomicos. Por lo que los orbitales moleculares se pueden

expresar como:

m
¢i = Z Ciﬂ XH 4.14
u=1

Donde C;, son los coeficientes de expansion del orbital molecular y X, son las funciones de
base centradas en los atomos. Los calculos realizados en este estudio nos proporcionan los
coeficientes de expansién, ya que las funciones de base se desarrollan previamente por

grupos de investigacion especializados.
4.5.6 Métodos y bases utilizados.

En el desarrollo de este trabajo se han empleado principalmente los programas Spartan y
Gaussian [44]; se han empleado diferentes métodos y bases generando varios niveles de

calculo, los cuales se han empleado para la optimizacién de la geometria.
Los métodos empleados:

e Teoria de perturbaciones de Moller-Plesset (segundo orden) [43].

e Funcionales DFT:

- B3LYP: Es un funcional hibrido y es el funcional mas utilizado. Se combina una
expresion para la energia de intercambio del método de Hartree-Fock, con una
expresion para la energia de correlacion que mezcla el funcional VWN con el

funcional LYP. [45]
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- GD3: Consiste en la adicion de parametros descritos por Grimme para la

correccidon empirica de la dispersion [46] B3LYP, mal descrita por el funcional.

Las bases empleadas:

e Enel método AM1: Estd parametrizado para los elementos C, H, O, N, B, F, Cl, Si, P, S,
Li, Be, Al, Ge, Sn, Pb, Br, I, Zn, Hg. Da buenos resultados para moléculas orgdnicas. Los
orbitales de valencia correspondientes al mismo datomo pueden ser diferentes. No da
buenos resultados para moléculas con enlaces peptidicos.

e En el método PM3: A diferencia de AM1, las integrales de repulsidon electrénica se
toman como parametros a optimizar, en AM1, se obtenian mediante datos espectrales
atomicos. Es un método parametrizado para C, H, O, N, B, F, Cl, Si, P, S, Li, Be, Al, Ge,
Sn, Pb, Br, |, Zn, Hg, As, Sb, Bi, Se, Te, Ga, In, Tl, Mg, Cd.

e En los métodos DFT y “ab initio”6-311G++(d,p): Se trata de una base extendida de
valencia, los orbitales internos se describen por una Unica funcién contraida, y los
orbitales de valencia se presentan mediante mas de una funcidn. Asi una base 6-311G
es una base de valencia, en la que el orbital interno esta representado por una funcion
de 6 gaussianas y los orbitales de valencia por 3 funciones, una de 3 gaussianas y otras
dos de una gaussiana. Para realizar calculos moleculares es necesario afiadir a estos
conjuntos de base funciones de polarizacion (funciones correspondientes a un numero
cuantico angular superior) para poder describir correctamente los cambios de
densidad electrénica de un atomo en su entorno molecular. La base 6-311G (d,p)
indica que se afiade a la funcion 6-311G una funcidn de polarizaciéon d para los &tomos
pesados y una funcién de polarizacién p para los &tomos de hidrégeno. Asimismo, en
algunos sistemas es necesario introducir en la base funciones difusas (funciones con el
mismo numero cuantico angular que las de la capa de valencia, pero mas extendidas
en el espacio, es decir son funciones gaussianas con exponentes mas pequefios. Asi
pues, la base 6-311+G afade una funcion difusa s y una p a los atomos pesados, si se
anade otro simbolo + a la base, 6-31++G, con es el caso de la base empleada, se afiade

también funciones difusas s a los atomos de hidrégeno [32b].
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5.  ANALISIS DE RESULTADOS.

Debido a la riqueza conformacional que presenta la homocisteina se hace necesario emplear
un procedimiento sistematico basado en su disposicidn espacial para nombrar los diferentes
conférmeros y asi poder identificarlos facilmente. Para ello nos basamos en las normas de la

por la IUPAC [47].

Disponemos la molécula de estudio como se muestra en la figura 9 e identificamos los

carbonos a, f3, y.

O

HS ~
. OH

NH-

Figura 9: Estructura de la homocisteina con los carbonos a, B, y sefialados.

La primera clasificacién se realizara atendiendo a las interacciones que pueden presentar el
grupo amino (NH.) y el grupo carboxilo (COOH), tal y como estan descritas en el a-aminoacido

alanina [25]. Estas interacciones son de tres tipos:
Tipo I: NH2:-:0O=C-OH (Figura 10)
Tipo Il: OH:-NH; (Figura 11)

Tipo lll: NH;---OH-C=0 (Figura 12)

Figura 10: Conformero de Figura 11: Conformero Figura 12: Conformero de
tipo | del a-aminoéacido de tipo Il del a- tipo Il del a-aminoacido
alanina. aminodcido alanina. alanina.
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En los conformeros de tipo | y tipo lll lainteraccidn entre los hidrogenos del grupo amino (NH>)
y el grupo carboxilo (COOH) puede producirse de tres maneras. Como se observa en la figura
13 la interaccién entre ambos grupos se produce con el hidrégeno que queda por encima del
plano (hidrégeno up) que forma el grupo amino y los carbonos del aminodcido en la
perspectiva en que se muestra y el oxigeno del grupo carboxilo, en la nomenclatura
diferenciaremos este hecho aifadiéndo una “a“ como subindice al tipo de interaccién (tipo l,,
tipo Ill5); si la interaccidn se produce con el hidrégeno que se encuentra por debajo de plano,
hidrégeno down, (Figura 14) lo denotaremos con un subindice b en el tipo de interaccién (tipo
lv, tipo llp) y por ultimo si la interaccidn es bifurcada, se produce entre los dos hidrégenos del

grupo amino y el grupo carboxilo, (Figura 15) lo denotaremos con una prima en el tipo de

interaccién (tipo I’, tipo 1II').

Figura 13: Interaccion Figura 14: Interaccidn

Figura 15: Interaccidn

de tipo lll,, de tipo Il
P € tpo M. de tipo I.

Una vez que se ha realizado la clasificacién en funcion del tipo de interaccidn existente entre
el grupo amino (NHz) y el grupo carboxilo (COOH), se tiene en cuenta la disposicion de la
cadena lateral. Para ello se utilizardn las proyecciones de Newman en las que se toma como
referencia comun la cadena lateral del carbono posterior situada de forma vertical y orientada
hacia arriba. Debido a que la cadena lateral presenta tres eslabones se emplearan tres

proyecciones de Newman:
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1. EnlaPrimera proyeccién de Newman se alinean los carbonos a y § y nos fijamos en la
posicién que se encuentra el grupo amino respecto de la cadena lateral, como se

muestra en la figura 16.

Figura 16: Proyeccidn de Newman de la homocisteina con los carbonos a y [ alineados.

2. La siguiente proyeccion de Newman que se lleva a cabo es aquella en la que los
carbonos 3 y y aparecen alineados y observamos la disposicion existente entre el

carbono a. y el grupo terminal tiol (SH) de la homocisteina (Figura 17).

)
J 9

Figura 17: Proyeccidn de Newman de la homocisteina con los carbonos 3 y y alineados.
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3. Enladltima proyeccion de Newman que debemos llevar acabo se alinean el carbono y
y el azufre del grupo tiol terminal (SH), en este caso se observa en que posicién se
encuentra el hidrédgeno perteneciente al grupo tiol con respecto al resto de la cadena

lateral (Figura 18).

.

Figura 18: Proyeccion de Newman de la homocisteina con el carbono y y el azufre del grupo tiol

alineados.

Una vez realizadas las tres proyecciones de Newman anteriormente descritas y
teniendo en cuenta la disposicién de los sustituyentes se realiza la siguiente

clasificacion.

@

Disposicion T (antiperiplanar) Disposicion C (Synperiplanar)

Disposicion G* (+synclinar) Disposicién G (-synclinar)
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Disposicion A* (+ anticlinar) Disposicion A™ (-anticlinar)

5.1 ANALISIS CONFOMACIONAL.

El analisis conformacional de la homocisteina se ha realizado en base a la metodologia
descrita previamente. En primer lugar, con el programa Spartan se realiz6 una
busqueda conformacional empleando calculos semiempiricos con el método PM3,
calculos basados en la Teoria del Funcional de Densidad, a nivel B3LYP [45] con la base
6-31G(d) y en ultimo lugar se realizaron cdlculos ab inito MP2 [43] con la misma base.
Una vez que se obtuvieron los primeros resultados se observd que existian
conformaciones de tipo | y de tipo Ill y que no se encontraban presentes
conformaciones de tipo Il (tipo de conférmeros que han sido detectados
experimentalmente en aminodcidos [25], [27]). Para solventar este hecho se realizé
una nueva busqueda conformacional especifica, partiendo de una estructura en trans
del grupo carboxilico con el programa Spartan, los resultados obtenidos mostraron 51
conférmeros de tipo Il con cada método computacional empleado.

Con los primeros resultados obtenidos en el programa Spartan, se obtuvieron 150
conformaciones distintas con cada uno de los métodos, de las cuales 60 eran de tipo |,
51 de tipo Il y 39 de tipo lll. A continuacion, con el programa Gaussian [44] se realizo
una optimizacién de la geometria de cada una de las diferentes conformaciones

empleando los métodos B3LYP-D3 Y MP2, en ambos casos con la base 6-311++G(d,p).

Para realizar el andlisis conformacional, se tomaron datos de las energias relativas de
cada uno de los conféormeros y de las constantes de rotacidon; ya que las distintas
conformaciones pueden estabilizarse y converger en el mismo conférmero. Las

constantes de rotacion son inversamente proporcionales a los momentos de inercia
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en el sistema de ejes principales de inercia de la molécula [48]. Por lo tanto, dependen
Unicamente de las coordenadas y masas de cada atomo, siendo Unicas para cada
conférmero o isotopdlogo, lo que nos permite diferenciar cada conformacién sin
ambigliedad.

A continuacién, se muestran tres tablas, en cada una de ellas los conférmeros se
agrupan en funcién del tipo de interaccion existente entre el grupo amino (NHy) y el
grupo carboxilo (COOH) de la homocisteina. En la tabla 1 aparecen los conférmeros
con interaccion de tipo I, en la tabla 2 se muestran aquellos conférmeros con
interaccidon de tipo Il y en la tabla 3 se agrupan los conférmeros que presentan
interaccion de tipo Ill. En cada una de las tablas se recogen los cinco conférmeros mas
estables energéticamente de cada tipo comprendidos entre 0 y 700 cm™; se muestra
también la energia absoluta medida en hartrees (h), las constantes de rotacién y la
energia relativa medida en nimeros de onda para cada uno de ellos. Todos los datos
mostrados en las tablas se calcularon con dos métodos tedricos diferentes (B3LYP [45]
y MP2 [43]). Como se muestra a continuacidn para un mismo conférmero se obtienen
las mismas constantes de rotacidn (con un rango de variabilidad mdaximo
aproximadamente de 30 MHz) y diferentes valores de energias relativas, esto
Unicamente depende del método computacional empleado, ya que los métodos
basados en el DFT no calculan bien los enlaces de hidrégeno y subestiman las energias,
por ello se incluyen correcciones empiricas (D3) y los métodos basado en MP2 aunque

suelen subestimar las energias, calculan mejor los enlaces de hidrégeno.
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Tabla 1. Conférmeros de tipo | predichos para la homocisteina (Hcy).

METODO | A/MHz |B/MHz|C/MHz| E/h | Er/em™ CONFORMERO
B3LYP | 3100.5 | 853.5 | 756.7 | -761.4 | 0 -G -G -G
MP2 | 31207 | 872.6 | 773.5 | -759.8 | 103.5 J/"\ 2
9 9
B3LYP | 33082 | 834.4 | 764.8 | -761.4 | 29.4
MP2 | 33739 | 854.1 | 7857 |-759.8| O
J
B3LYP | 2514.1 |1076.4| 897.1 | -761.4 | 289.0 Ib-T-G -G
MP2 | 2481.8 [1106.9| 927.2 |-759.8 | 338.5 N o S
-
2
B3LYP | 34245 | 709.9 | 637.6 | -761.4 | 292.7 l-T-T-G+
MP2 [3403.6 | 722.0 | 651.6 | -759.8 | 400.8 fﬂ% ?
¥)
B3LYP | 3075.7 | 861.1 [756.6 |-761.4 | 453.8 lb-T-G*-A
PRGN -0’
MP2 | 3063.9 | 885.8 | 773.9 |-759.8 | 516.9 ‘

* A, By Cson las constantes de rotacidén en megahercios (MHz)
E es la energia absoluta medida en hartrees (h)
Er Energia relativa al conférmero de menor energia en nimeros de onda (1 cm™ = 2.1947x10°h).
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Tabla 2. Conférmeros de tipo Il predichos para la homocisteinas (Hcy).

METODO |A/MHz|B/MHz|C/MHz| E/h | Er/cm CONFORMERO
B3LYP 2712.4 | 1059.8 | 884.0 | -761.4 0 N-T-G6-G*
MP2 2710.7 | 1084.9 | 907.5 | -759.8 | 0.02 J/J* ]
J
B3LYP 3257.2 | 829.2 | 757.3 | -761.4 | 108.3 Il-G*-G*-G*
o
MP2 3277.0| 846.3 | 770.1 | -759.8 | 300.3 '{ <9
> J }
B3LYP 2799.7 | 934.0 | 812.5 | -761.4 | 364.7 N-A"-G -G
+@”
MP2 2837.2 | 947.4 | 821.8 | -759.8 | 606.9 “_3
iy ”
B3LYP 3319.7 | 833.5 | 763.9 | -761.4 | 559.2 N-G*-G*-T
J_.«
MP2 3345.8 | 859.6 | 786.4 | -759.8 | 571.2 j
9 9
B3LYP 2155.2 | 1284.4 | 1142.4 | -761.4 | 314.6 -G -G -G
MP2 2160.2 | 1325.7 | 1181.5 | -759.8 | 449.6

* A, By Cson las constantes de rotacidon en megahercios (MHz).
E es la energia absoluta medida en hartrees (h).
Er Energia relativa al conférmero de menor energia en nimeros de onda (1 cm™ = 2.1947x10°h).

38




Tabla 3. Conférmeros de tipo lll predichos para la homocisteinas (Hcy).

METODO |A/MHz| B/MHz |C/MHz| E/h | Er/cm? CONFORMERO
B3LYP |2505.0 | 1086.1 | 916.9 | -761.4 | 396.9 -G -G -G*
MP2 | 2468.2 | 1118.3 | 949.9 | -759.8 | 415.1 ‘:'3 J
&
?—J
J
B3LYP |3201.7| 837.5 | 749.4 | -761.4 | 510.2 b -G*-G*-G*
MP2 | 3121.0| 819.1 | 786.7 | -759.8 | 697.6 Q f')—‘J
E Jd
B3LYP |3368.6| 816.0 | 767.9 | -761.4 | 543.2 ,-T-G -G*
MP2 | 3428.7| 835.7 | 789.7 | -759.8 | 467.8 f (
9 g\“‘J
9
B3LYP |3201.7| 837.4 | 749.3 | -761.4 | 510.2 M.-G -G -G
9 ‘,
MP2 | 3184.4| 850.5 | 772.5 | -759.8 | 577.4 ﬁJ
9
B3LYP [2111.5| 1309.0 |1130.2 | -761.4 | 544.2 W -G*-G*-G*
A D
MP2 | 2134.0| 1344.8 |1168.4| -759.8 | 587.6
/ d

* A, By Cson las constantes de rotacion en megahercios (MHz).

E es la energia absoluta medida en hartrees (h).

Er Energia relativa al conférmero de menor energia en nimeros de onda (1 cm™ = 2.1947x10°h).
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5.2 Analisis energético.

A continuacidn, se van a analizar los resultados tanto de cada conférmero, como los resultados
relativos a los conféormeros del mismo tipo. Para realizar dicha comparacion se emplean los
resultados del método MP2, ya que segun la bibliografia es el método que se ajusta mejor a

la realidad.

Los enlaces de hidrogeno intramoleculares que se pueden establecer entre los tres grupos
polares presentes en la molécula (-SH, -COOH, -NH,) y el plegamiento de la cadena lateral [49]
son los factores que controlan cuales son los conférmeros de la homocisteina mds estables

desde un punto de vista energético.

En primer lugar, se comparan (Tablas 4-6) los conformeros del mismo tipo y, para finalizar, se
ha generado una tabla (Tabla 7) donde aparecen los 15 conférmeros mas estables de la
homocisteina (entre 0 y 700 cm™), sus energias relativas asociadas y su disposicion en el
espacio. Las filas de esta tabla se encuentran colocadas por orden de energia, del conférmero

mas estable al mas inestable.

Tabla 4. Comparacion energética de los conférmeros de tipo | con el método MP2.

NOMBRE | Er(cm?) CONFORMERO DISTANCIAS
INTRAMOLECULARE (A)

I-G-G-G* 0 r (Ha-0=C) = 2.67 A
r(Hp---0=C)= 2.84 A

r(S-H--N-H)= 2.97 A

.-G -G-G | 103.5 r (Ha--0=C) = 2.54 A

r(S-H--0-H) =4.49 A

40



b-T-G-G* | 3385

r (Hp-0=C) = 2.61 A

¢
J%f»'%J r(S-H--0-H) = 2.52 A

r (C-H--N-H) = 2.65 A

l.-T-T-G* 400.8 {, r (Ha-0=C) = 2.6 A

b-T-G*- A 516.9 r (Hp---O-C) = 2.53 A

r(C-H-N-H)=2.6 A
‘, ,&J
9

En la tabla 4 aparecen reflejados los conférmeros mas estables de tipo | en el rango energético

anteriormente comentado con sus respectivas energias relativas

En el conférmero mds estable en energia, I’ - G - G*- G*, el minimo global, se puede
apreciar que la interaccién de tipo | entre los hidrogenos del grupo amino (NHz) vy el
oxigeno del grupo carboxilo (COOH) es bifurcada, debido a las distancias existentes
entre el hidrégeno up, el hidrégeno down con el oxigeno [25] ( Ha-O=C = 2.67 A)
(Hp--0=C =2.84 A). La existencia de una interaccion bifurcada aporta mayor estabilidad
al conférmero ya que proporciona dos interacciones de enlace de hidrogeno. Ademas,
este conféormero presenta una interaccidén a mayores de enlace de hidrogeno de la de
tipo I’, esta es la interaccion entre el hidrégeno del grupo tiol terminal (SH) y el
nitrégeno del grupo amino (NHz) (2.97 A). La cadena hidrocarbonada de tres eslabones
gue presenta la homocisteina en el conférmero I’ - G- G - G* se encuentra estirada,
hecho que es favorable desde el punto de vista energético [51]. La presencia de estas
interacciones es la que nos permite explicar la mayor estabilidad que presenta el

conférmero I’ - G - G - G*frente a los demas.
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o El siguiente conférmero mas estable en energia dentro de los de tipolesel l,- G - G
- G que Unicamente presenta una interaccion por enlace de hidrégeno entre el
hidrégeno up de grupo amino (NH>) y el oxigeno del grupo carboxilo (COOH) (2.54 A).

e El conformerolp - T - G - G* es el siguiente con mayor energia, con una diferencia de
149.4 cm™, el cual presenta una interaccidn principal por enlace de hidrégeno entre el
hidrégeno down del grupo amino (NH) y el oxigeno del grupo carboxilo (COOH) y una
interaccion entre el hidrégeno del grupo tiol terminal (SH) y el oxigeno del grupo
hidroxilo (OH) perteneciente al carboxilo (COOH) (2.52 A); que este conférmero, a
pesar de presentar mas interacciones por enlace de hidréogeno que el anterior, sea mas
inestable energéticamente se puede justificar con el hecho de que su cadena lateral
tiene un gran plegamiento, no se encuentra estirada, situacion que podria ser mas
desfavorables energéticamente en comparacion con la anterior.

e Los dos ultimos confédrmeros presentes en la tabla presentan ambos Unicamente una
interaccidn por enlace de hidrégeno, el I, - T- T - G*la interaccidn presente se produce
entre el hidrégeno up del grupo amino (NHz) y el oxigeno del grupo carboxilo (COOH),
sin embargo en el conférmero lp- T - G* - A" la interaccion muy similar, en lugar de
producirse con el hidrégeno up, se produce con el down del grupo amino (NH>) y el
oxigeno del grupo carboxilo (COOH). El conférmero I, - T- T - G* presenta una energia
relativa menor, debido a que su cadena lateral se encuentra mas estirada que la

cadena hidrocarbonada del conformero l,-T - G*- A",

Tabla 5. Comparacion energética de los conférmeros de tipo Il con el método MP2.

NOMBRE | Er(cm?) CONFORMERO DISTANCIA INTRAMOLECULAR (A)

n-1-G -G* 0.02 r(O-H--N-H)=1.91A

r(S-H--0=C)=2.48A

-G*-G*-G*| 300.3 r (O-H---N-H) = 1.88 A
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-G -G -G | 4496 r (O-H--*N-H) = 1.9 A
r(S-H--0=C)=2.6 A

N-G*-G*-T 571.2 r (O-H---N-H) = 1.89 A

I-A*-G -G | 606.9 r (O-H---N-H) = 1.87 A

En la tabla 5 se muestran los cinco conférmeros mads estables energéticamente comprendidos
en el rango de 0 a 700 cm™ de tipo Il con sus respectivas energias relativas. La estabilidad
energética de cada conférmero depende de las interacciones no covalentes y del plegamiento
de la cadena lateral; como se ha mencionado anteriormente. En base a estos hechos a

continuacion se justificaran las diferencias energéticas existentes entre los distintos

conférmeros.

e II-T-G -G*es el conférmero de tipo Il mas estable, segundo en orden después del
minimo global. Esto puede justificarse a la existencia de dos interacciones no
covalentes entre los atomos que forman la molécula, la primera interaccion se trata
de un enlace de hidrégeno entre el hidrégeno perteneciente al grupo carboxilo
(COOH) y el nitrégeno del grupo amino (NHz) y la segunda interaccién por puente de
hidrégeno se produce entre el hidrégeno del grupo tiol terminal (SH) y el oxigeno
carbonilico, a pesar de la existencia de estas dos interacciones su cadena no presenta

gran plegamiento.
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e Elsiguiente conférmero mds estable en energia es el Il - G*- G*- G* que presenta una
gran diferencia energética con el anterior (300 cm™), esto es debido a que solo
presenta una interaccién por puente de hidrogeno igual a la primera mencionada para
el conféormero anterior, ademds su cadena lateral se encuentra estirada, lo que nos
hace suponer que la interaccién no covalente entre el grupo tiol (SH) y el oxigeno
carbonilico presente en el conférmero Il - T - G - G* es fuerte y aporta estabilidad
energética; esto permite justificar la diferencia de estabilidad existente entre ambos
conférmeros mencionados.

e El tercer conférmero Il - G - G - G  presenta una energia relativa de 449.6 cm™, en
dicho conférmero existen dos interacciones no covalentes similares a las presentes en
el conformero mas bajo en energia Il - T - G - G*, con la diferencia de que en la
interaccién entre el grupo tiol terminal (SH) y el grupo carboxilo (COOH), hay una
diferencia entre las distancias interatdmicas. En este caso la distancia interatémica es
mayor (0.5 A més de distancia) que en el caso del Il - T - G - G*, lo que hace que dicha
interaccidon sea mas débil y no aporte tanta estabilidad, ademas el plegamiento de la
cadena en este caso es mucho mayor, por ambos factores a pesar de presentar dos
tipos de interacciones no covalentes distintas existe tal diferencia energética.

e Los dos ultimos conférmeros, Il - G*- G* - Ty Il - A* - G - G" presentan unas energias
relativas de 571.2 y 606.9 cm™ respectivamente, ambos conférmeros solo presentan
una interaccion de hidrégeno del mismo tipo, entre el hidrégeno del alcohol (OH),
perteneciente al grupo carboxilo (COOH) y el nitrégeno del grupo amino (NH,). La
diferencia energética puede deberse a que la cadena lateral de Il - G*- G* - T se

encuentra mucho mas estirada que la del conférmero - A*-G - G".

Tabla 6. Comparacion energética de los conférmeros de tipo lll con el método MP2.

NOMBRE Er (cm™) CONFORMERO DISTANCIA INTRAMOLECULAR (A)
-G -G -G* 415.1 ‘ r (Hp---O-H) = 2.53 A
9 r(S-H--0=C) = 2.52 A
-
ﬁ)u
)

44



m,-T-G -G* 467.8 r (Ha--O-H) = 2.52 A
<9 r (S-H---N-H) = 2.98 A
,-G -G -G 577.4 r (Ha-O-H) =2.5 A
“ 2
9
587.6 r (Hp+-O-H) = 2.77 A
ll-G*-G*-G* 2 ), r(S-H--0=C)=2.9A
:I;‘bJ
)
Il - G* - G*- G* 697.6 r (Hp+-O-H) = 2.5A

r (S-H---0=C) = 4.65 A

En la tabla 6 quedan reflejados los cinco conféormeros mas estables energéticamente en el

rango energético de 0 a 700cm™ de tipo Ill con sus respectivas energias relativas.

e Elconféormerollly -G - G - G*es el conférmero mas estable de este tipo, esto es debido
a que presenta una interaccion principal entre el hidrégeno down del grupo amino
(NH.) y el oxigeno del alcohol (OH) perteneciente al grupo carboxilo. Ademads, presenta
una interaccion entre el grupo tiol (SH) terminal y el oxigeno de doble enlace del grupo
carboxilo (COOH). Esta interaccidon bloquea el giro del grupo carboxilo alrededor del
enlace Cy-COOH, por lo que la relajacidn conformacional esta bloqueada y se trata de

un conférmero susceptible de observacion experimental en un chorro supersénico. Su

cadena hidrocarbonada no presenta un gran plegamiento.

45




El conférmero lll - T - G" - G* Unicamente tiene una interaccidn no covalente entre el
hidrégeno up del grupo amino (NH.) y el grupo carboxilo (COOH), su cadena se dispone
de forma estirada. Por lo que podemos suponer que la diferencia energética entre este
conféormero y el anterior Unicamente es la existencia de la interaccidén no covalente
entre el grupo tiol (SH) y el oxigeno del grupo carboxilo (COOH).

El conférmero I’ - G* - G* - G presenta una interaccidén de tipo Il bifurcada, los dos
hidrégenos del grupo amino (NH>) interaccionan con el grupo carboxilo (COOH), esto
aporta dos interacciones no covalentes al conférmero, lo que lo estabiliza, pero su
cadena lateral se encuentra bastante plegada, hecho que produce inestabilidad
energética.

Por ultimo, en la tabla los dos ultimos conférmeros que aparecensonellll-G -G -G
y el lll - G* - G* - G* cuyas energias relativas son 577.4y 697.6 cm™ respectivamente. El
conférmero lll - G - G" - G" presenta una interaccion por enlace de hidrégeno entre el
hidrégeno up del grupo amino (NHz) y el grupo carboxilo (COOH) y el conférmero Il -
G* - G*- G* presenta una interaccion de enlace de hidrégeno entre el hidrégeno down
del grupo amino (NHz) y el grupo carboxilo (COOH), las cadenas laterales en ambos
conféormeros se disponen de forma bastante estirada y muy similar, por lo que
podemos suponer que la diferencia energética existente entre ambos conférmeros es
debida a que la distancia interatdomica (S-H:--0=C) es menor en el conférmero I’ - G*
-G*-G*que en el conformero lll, - G* - G* - G*, este hecho hace posible una interaccion
de enlace de hidrégeno entre ambos grupos, justificando asi la diferencia energética

entre ambos conférmeros.

Tabla 7. Analisis energético de todos los tipos de conféormeros con el método MP2.

NOMBRE Er/cm? CONFORMERO

'-G-G-G* 0
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N-T-G -G* 0.02
>
I-G-G-G | 1035 M 2
> &%
9
I-G*-G*-G* | 3003 -]
§4 .
I-T-G -G* 338.5 ﬁ’
>
I-T-T-G+ | 4008 {




m-G6 -G -G* 415.1 J
9

-G -G -G 449.6

m-71-G6-G* 467.8

I-T-G"-A 516.9

n-G*-G*-T 571.2

m-G6 -G -G 577.4
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' -G*-G*-G* | 587.6 2 ),
/ -

I-A*-G' -G | 606.9 @ u
Ji .,

m-G6*-G*-G* 697.6

En la tabla 7 se muestra una comparacion energética entre los diferentes tipos de
conférmeros de la homocisteina, se puede apreciar que entre los 6 conformeros mas estables
solo se encuentra uno de tipo lll, dos conféormeros de tipo Il y tres conférmeros de tipo |, lo
cual nos hace suponer que las interacciones no covalentes existentes en los conféormeros de
tipo | y Il son mas fuertes y proporcionan mayor estabilidad que las interacciones presentes
en los conférmeros de tipo lll. Pudiendo indicar que los diferentes enlaces de hidrégeno
presentes en los diferentes conférmeros tienen distinta fortaleza, aunque sean del mismo

tipo.
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6.

CONCLUSIONES.

Las principales conclusiones que hemos extraido durante y tras el desarrollo del trabajo son

las siguientes:

®

Se ha realizado un analisis de las posibles conformaciones que pueda presentar la
homocisteina. Para ello se ha realizado una busqueda conformacién usando métodos
semiempiricos, DFT y “ab initio” con los cuales se han encontrado 150 conférmeros
diferentes.

En las primeras busquedas conformacionales que realizamos no encontramos
conformaciones de tipo Il. Esto nos lleva a concluir que en una busqueda
conformacional debe partirse de confédrmeros iniciales de diferente naturaleza para
cubrir con garantia todo el panorama conformacional.

Un andlisis estructural de los conférmeros mas estables nos indica que las Unicas
interacciones intermoleculares presentes son las de enlace de hidrogeno. En base a las
mismas hemos podido explicar la estabilidad relativa entre los diferentes conféormeros.
Hemos corroborado que los conférmeros de tipo | y Il son los mas estables, como
ocurre en la mayoria de los aminoacidos estudiados hasta el momento.

Al igual que en otros aminoacidos con cadena lateral polar se ha predicho la existencia
de conférmeros de tipo Il susceptibles de observacion experimental y que no se han
observado en aminodcidos de cadena lateral no polar.

Los resultados obtenidos con los calculos ab initio, a nivel MP2, y los DFT, a nivel B3LYP-
D3 con correcciones de dispersion, utilizando la misma base de funciones, 6-
311++G(d,p), son semejantes y comparables dentro del error de precisiéon que se

puede esperar.
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