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ABSTRACT

Mechanisms for the formation of advanced glycation end-products on an amine-
phospholipid monolayer model were realized by using density functional theory (DFT)
calculations carried out at the PBE/GGA level under periodic boundary conditions.
Each unit cell contained two phosphatidylethanolamine (PE) molecules, and a sufficient
number of water molecules for forming hydrogen bond networks. These networks were
involved in the reactions, stabilizing reactants, intermediates, products and transition
states and performing as proton-transfer carriers, important in all steps of reactions. The
studied reactions covered formation of Schiff bases, having acetaldehyde as carbonyl
compound, the Amadori rearrangement since Schiff base from D-erythrose and PE, the
hydrogen peroxide decomposition above PE surface, and the formation of
carboxymethylated-PE from glyoxal and PE. In the studied reactions where there is a
dehydration step, it was the limiting step, which is consistent with the experimental
evidence available for such reactions. The most important outcome of our study is
highlighting the catalytic role of PE-surface on the studied reactions which proceed on
it. This catalytic effect is realized through PE-surface components as amine groups and
phosphate groups which might enhance reaction forming hydrogen bonds with water
molecules of the hydrogen bond network, and facilitating the water molecules
accumulation in the proximity of the PE-surface, amine groups could participate
additionally as donors or acceptors in the proton transfers. Based in our results, it is
possible to hypothesize that cell membrane phospholipids surface environment modify

the kinetic behavior of some biological reactions, being capable of catalyzing them.
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Las membranas bioldgicas desempenan papeles clave en la vida celular, actuando como
barreras de permeabilidad, permitiendo la comunicacidn selectiva entre el interior y el
exterior de la célula (Jiang et al. 2012, Garcia-Sdez & Schwille. 2009). En la superficie
de las membranas biologicas acontecen numerosas reacciones, en las que la
participacion de las proteinas de membrana ha sido estudiada extensamente, dada su
participacion como reactivos, al ser sometidos a algin tipo de modificacion en su
estructura, o a su participacion como catalizadores especificos. Los componentes
lipidicos de la membrana siempre han sido destacados por su papel estructural, o como
fuente para la generacion de moléculas senalizadoras: diacilgliceroles, ceramidas,
inositolfosfatos, etc, que intervienen en multitud de procesos celulares. No obstante, no
se habia destacado el posible rol catalitico de los componentes fosfolipidicos de las
membranas biologicas en las reacciones que acontecen en su superficie.

Dentro de los componentes principales de las membranas biologicas, la
fosfatidiletanolamina (PE) se reconoce como uno de los fosfolipidos mas abundantes en
su composicion, con una distribucion uniforme entre las capas interior y exterior de la
membrana (Bouchet et al. 2009). Su papel como parte de las membranas se ha mostrado
especifica y no intercambiable con otros fosfolipidos (Wu et al. 2010, Hakizimana et al.
2008), llevando a cabo muchas funciones bioldgicas mas alld de su papel estructural,
teniendo por ejemplo una contribucion a la apoptosis y sefializacion celular (Zhang et al.
2007, Falls et al. 2000).

Las fosfatidieltanolaminas al poseer un grupo amino en su estructura son susceptibles
de realizar un ataque nucleofilico a los grupos carbonilo de derivados cetonicos o
aldehidicos, como los azlicares reductores, pudiendo formar bases de Schiff, que por
una reaccion de reordenamiento intramolecular pueden dar lugar a la formaciéon de
Compuestos de Amadori (Amadori-PE) (Bucala et al. 1993), todo este proceso es
generalmente conocido como glicacion no enzimatica. E1 Amadori-PE a su vez conduce
a la formacion de productos de glicacion avanzada (AGEs) tales como la carboximetil-
PE, que aceleran el proceso de peroxidacion de lipidos y con ello, el estrés oxidativo de
los tejidos celulares (Miyazawa et al. 2008, Miyazawa et al. 2005).

A diferencia de los procesos de glicacion no enzimatica de proteinas y acidos nucleicos,
que han sido investigadas intensamente por métodos experimentales (Luthra &
Balasubramanian 1993, Li et al. 2008), poca atencion se le habia dado a la glicacion
fosfolipidica. Hoy se sabe de la relevancia biomédica de este proceso, ya que la

formacion de estos compuestos juegan un importante papel en la patologia de la
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ateroesclerosis, diabetes, otras enfermedades y el envejecimiento (Grillo & Colombatto
2008). Como un ejemplo especifico podemos mencionar los estudios clinicos en
pacientes diabéticos donde se ha detectado un aumento anormal en el plasma de la
concentracion del hidroperéxido de fosfatidiletanolamina (PCOOH), debido a la
formacion de un compuesto de Amadori de la fosfatidiletanolamina (Nagashima et al.
2002).

El objetivo del presente trabajo es estudiar los mecanismos de varias reacciones
relacionadas con la formacion de productos de glicacion avanzada, teniendo como
escenario las superficies de las membranas fosfolipidicas. Para ello se obtuvo primero
un modelo periddico de estas superficies, que posteriormente permitid realizar calculos
de los mecanismos de algunas reacciones que conducen a la formacién de productos de
glicacion avanzada, asi como de otras reacciones, que limitan o inhiben la formacion de
productos de glicacion avanzada sobre las superficies aminofosfolipidicas. Es de
destacar que hasta el presente trabajo no se habia realizado ningin estudio teorico
acerca de la reactividad quimica de las monocapas o bicapas de fosfolipidos usando
estos niveles de calculo, y a la vez empleando condiciones de contorno periddicas en los

modelos.
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2.1 MEMBRANAS BIOLOGICAS

Los fosfolipidos son moléculas anfipaticas, es decir, tienen una region apolar hidrofoba
que repele el agua y una region polar hidréfila que tienen afinidad por la misma. La
region apolar de los fosfolipidos corresponde a las largas cadenas alquilicas de los
acidos grasos, que se denominan por ello "colas apolares"; la regién polar corresponde
al grupo fosfato, cargado negativamente, y una molécula unida a ¢él, que puede estar
cargada positivamente. Son componentes de las membranas bioldgicas y desempefian
un papel importante en los sistemas biologicos. En general los lipidos zwitterionicos
como la fosfatidilcolina (PC) y la fosfatidiletanolamina (PE) han sido los mas
ampliamente estudiados (Pamplona 2008, Dowhan 1997).

La PE es de los més abundantes fosfolipidos presentes en las membranas celulares,
particularmente en células de tejidos relacionados con el sistema nervioso, como la
sustancia blanca del cerebro, nervios y medula espinal (van Meer et al. 2008). Debido a
su cabeza polar la PE contribuye en mayor grado a la fluidez de la membrana
comparado con la fosfatidilcolina. Normalmente se encuentra en su forma neutra
zwitterionica hasta pH aproximado de 7, por encima de ese pH se encuentra en su forma
anionica (Dowhan 1997). La PE como una amina primaria puede reaccionar con

compuestos carbonilicos dando lugar a la formacién de bases de Schiff.

2.1.1 Estructura y composicion de la membrana celular

En 1972, SJ Singer y GL Nicolson propusieron el modelo de mosaico fluido para la
estructura de la membrana, siendo las membranas consideradas como estructuras
dindmicas compuestas de proteinas y fosfolipidos (Singer & Nicolson 1972). En este
modelo, la bicapa de fosfolipidos es un liquido de matriz, en esencia, un disolvente de
dos dimensiones para las proteinas. Tanto los lipidos como las proteinas son capaces de
movimiento lateral y de rotacion. Singer y Nicolson también senalaron que las proteinas
pueden estar asociados con la superficie de esta bicapa o incrustadas en la bicapa en
diversos grados (Fig. 1). Se definieron asi dos tipos de proteinas de la membrana. La
primera, llamada proteinas periféricas (o proteinas extrinsecas), que incluye a aquellas
que no penetran en la bicapa de manera significativa y se asocian con la membrana en
virtud de las interacciones ionicas y enlaces de hidrogeno entre la superficie de la
membrana y la superficie de la proteina. Las proteinas integrales (o proteinas
intrinsecas), en cambio, poseen superficies hidréfobas que facilmente pueden penetrar la

bicapa lipidica en si, asi como las superficies que prefieren el contacto con el medio
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acuoso. Estas proteinas pueden insertarse en la membrana y extenderse a través de la

misma exponiéndose al solvente acuoso por ambos lados de la bicapa.
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Fig. 1. Modelo de mosaico fluido para la estructura de la membrana celular.

Los componentes de las membranas biologicas, tales como los fosfolipidos, los
glicolipidos y las proteinas integrales, presentan una naturaleza anfipatica, conteniendo
a la vez regiones hidrofilas e hidrofobas en su estructura. Dentro de este grupo, los
fosfolipidos son los componentes que constituyen la matriz de las membranas
bioldgicas, con sus cabezas polares de ambas capas orientadas al solvente acuoso. La
membrana celular consta de tres clases de lipidos anfipaticos: fosfolipidos, glicolipidos
y colesterol (Fig. 2). La proporcion de cada uno en las membranas depende del tipo de
célula, pero en la mayoria de los casos los mas abundantes son los fosfolipidos (Lodish
et al. 2004). Las cadenas de acidos grasos en los fosfolipidos y glicolipidos suelen
contener un nimero par de atomos de carbono, por lo general entre 16 y 20. Los acidos
grasos de 16 y 18 carbonos son los mas comunes. Los acidos grasos pueden ser
saturados o insaturados, con una configuracion cis para los dobles enlaces
mayoritariamente. La longitud y el grado de insaturacion de las cadenas de acidos
grasos tienen un efecto profundo en la fluidez de la membrana, los fosfolipidos
insaturados pueden crear un pliegue, previniendo el empaquetamiento de las cadenas de
los 4cidos grasos, lo que disminuye la temperatura de fusién de la membrana y aumenta

su fluidez.
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Fig. 2. Estructura de algunos de los componentes lipidicos de

la membrana celular.

Las cabezas polares de los diferentes lipidos de las membranas bioldgicas presentan
diferentes cargas netas, asi la fosfatidilcolina, la esfingomielina y fosfatidiletanolamina,
son fosfolipidos de naturaleza zwitterionica, siendo ademas los més abundantes en las
membranas biologicas. Otros lipidos de membrana presentan en sus cabezas polares
grupos con carga electrostatica neta negativa (fosfatidilserina, acido fosfatidico), carga
positiva (lipidos cationicos artificiales, esfingosinas), o carecen de residuos de carga
(diacilglicerol, cerebrosidos).

Las bicapas de fosfolipidos se forman rapida y espontdneamente cuando los fosfolipidos
se agregan al agua, y son estructuras estables en solucion acuosa. Debido a que la
exposicion de los bordes de la bicapa al disolvente es muy desfavorable, las bicapas
extensas normalmente se recubren a si mismas formando vesiculas cerradas como los

liposomas (Fig. 3). Estas bicapas fueron vistas en un principio como una fase
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hidréfoba inerte que permitia la 'solubilidad' de las proteinas de membrana y que
actuaba solo como una barrera entre dos compartimientos. Sin embargo, la bicapa es, de
hecho, un sistema altamente organizado sometido a diversas interacciones con su

entorno que conducen a una estructura dinamica equilibrada y asimétrica.

e e meamse NUOGKGUACGRARA
NAAMAANARANN

Fig. 3. Agregados moleculares de los fosfolipidos en medios acuosos

Para comprender las propiedades biofisicas de las bicapas lipidicas presentes en las
membranas bioldgicas, ha sido util estudiar primero los sistemas binarios de
fosfolipidos y agua. En estos sistemas el contenido de agua y la temperatura son las
principales variables. Dependiendo de estas, el grado de repulsion entre las cabezas
polares de modo lateral se incrementa de modo diferente entre los distintos tipos de
fosfolipidos. En fosfolipidos como la fosfatidiletanolamina y la fosfatidilcolina el grupo
polar se orienta perpendicularmente con respecto a las cadenas hidrocarbonadas,
estabilizandose sus estructuras en la bicapa lipidica mediante interacciones de caracter
hidréfobo entre las cadenas hidrocarbonadas y atracciones electrostaticas entre los
grupos polares vecinos.

No obstante, el empaquetamiento molecular de las bicapas de fosfatidilcolina es mas
abierto, existiendo espacios en las bicapas, altamente polares donde se ubican moléculas
de agua que, cuando estan en exceso, producen la separacion de las bicapas y como
consecuencia un mayor desorden debido a la desaparicion de las atracciones
electrostaticas en el interior de las bicapas que estabilizan sus estructuras. El
empaquetamiento de las bicapas de fosfatidiletanolamina es més compacto (Fig. 4). Ello

~ . +
se debe al menor tamafio y mayor carga efectiva de sus grupos NH; comparados con
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los mas voluminosos 'N(CH3); presentes en las fosfatidilcolina. Por ello es mas dificil
que el agua u otros compuestos logren separar sus bicapas dado a que estan fuertemente
unidas por enlaces de hidrogeno e interacciones electrostaticas entre cargas positivas de

sus grupos amino, y las negativas de los grupos fosfatos (Elder et al. 1977).

DLPE

S:386 A’

<-—99fk—»

Fig. 4. Empaquetamiento de las cabezas polares de las moléculas de
fosfatidiletanolamina en fase cristalina lamelar. Se muestra el area molecular S de
38.6 A% Se indican también los parametros de celda asi como las distancias de contacto

intramolecular ¢ intermolecular (Fuente: Elder et al. 1977).

2.1.2 Interaccion de la membrana con el medio acuoso

La organizacion de las moléculas de agua alrededor de los grupos polares en las
superficies de las membranas bioldgicas influye en el potencial electrostatico de las
mismas. Las moléculas de agua en la superficie de la membrana forman una red de
enlaces de hidrogeno que interaccionan con los grupos polares de los fosfolipidos. Los
enlaces de hidrégeno son una de las mas importantes interacciones "débiles", definen el
empaquetamiento cristalino de muchos moléculas organicas y organometélicas, la
estructura de macromoléculas biologicas y modulan la reactividad de los diferentes
grupos dentro de una molécula. Los enlaces de hidrogeno se pueden definir como una

interaccion atractiva entre un atomo electronegativo y un atomo de hidrégeno unido
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covalentemente a otro atomo electronegativo. Se han definido tres clases de enlaces de
hidrogeno: débil (2-8 kcal/mol), fuerte (10-20 kcal/mol), y muy fuerte (24-40 kcal/mol)
(Perry et al. 2004), que se diferencian entre si por la distancia entre los dos atomos
electronegativos o heteroatomos (Fig. 5). En los enlaces de hidrogeno muy fuertes la
distancia entre los heterodtomos es menor que 2.4 A y el proton se encuentra casi
centrado entre ellos (Fig. 5 C). El diagrama de energia para el movimiento de hidrogeno
en el enlace de hidrégeno simétrico es un pozo de potencial, en lugar del doble pozo de
potencial para los otros dos tipos de enlace que son asimétricos. Ejemplos de enlaces de
hidrégeno simétricos se encuentran a menudo en las estructuras cristalinas (Perrin

2010).

Débil (normal) Fuerte (LBHB) Muy Fuerte

O—H-===-- O OQeueees 1 P, o O H O
e o e
28 A 255 A 2.29 A

O------ H— O

(A) B) (€)

Fig. 5. Clases de enlaces de hidrogeno.

Los estudios teodricos indican que las moléculas de agua cerca de la superficie polar de
las membranas fosfolipidicas se orientan por un campo electrostatico asociado con los
grupos cargados de la superficie. Los grupos funcionales con los que interaccionan las
moléculas de agua incluyen en el caso de la fosfatidiletanolamina, los grupos fosfatos y
los grupos aminos cargados. Los ordenamientos en que se dan estas interacciones son
variados, pudiendo encontrarse casos de moléculas de agua que interaccionan con dos
moléculas de fosfolipidos a la vez (Fig. 6) a través de los diferentes grupos funcionales

de estos (Suits et al. 2005, Rog et al. 2003).
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Fig. 6. Ejemplos de interacciones intermoleculares en moléculas de
fosfatidiletanolamina. A: Interaccién de moléculas de agua con el grupo fosfato. B:
Interaccion entre el grupo amino y el grupo fosfato de dos aminofosfolipidos usando una

molécula de agua como puente (Fuente: Murzyn et al. 2005).

Se sabe que la funcion de distribucion radial para las moléculas de agua alrededor del
grupo fosfato tiene un pico bien definido alrededor de 3.8 A, lo que indica una alta
solvatacion del grupo fosfato, con un promedio de 4 moléculas de agua alrededor de
cada atomo de oxigeno no esterificado del grupo fosfato. Los enlaces P-O no
esterificados de los grupos fosfato preferentemente se orientan fuera de la membrana,
interaccionando con las moléculas de agua que orientan sus dipolos de modo que se
genera una polarizacion que tiene una influencia importante en las propiedades
electrostaticas de las membranas.

La complejidad de los sistemas con enlaces de hidrégeno se incrementa si se considera
la influencia del entorno sobre los d&tomos del enlace. Estudios tedricos muestran que la
estabilizacion proporcionada por los enlaces de hidrogeno a un sistema quimico, por
ejemplo en vacio, no es extrapolable a un entorno diferente como, por ejemplo, el
sometido a condiciones de solvatacion (Warshel et al. 1996). Estudios experimentales
usando como modelos monocapas fosfolipidicas, han determinado que el potencial de
superficie en estas membranas depende no solamente de los grupos funcionales de la
cabeza polar, sino también existe una contribucion importante de los grupos carbonilo
proximos a las regiones de mas baja constante dieléctrica (Hauser et al. 1981, Fort &
Alexander 1959). Se ha sugerido, en base a estudios de estas monocapas, que los grupos
metilo de las cadenas alifaticas también tendrian una contribucién en el potencial de

superficie que debe tenerse en cuenta (Vogel & Mobius 1988a).
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Las redes de enlaces de hidrogeno sobre las superficies de los fosfolipidos a su vez
pueden ser el medio por el que se presente una transferencia concertada de protones
desde un grupo funcional donador a otro aceptor. Existen antecedentes que reportan la
transferencia de protones entre los grupos amino de moléculas de fosfatidiletanolamina
usando moléculas de agua como puente (Ralph et al. 1985), asi como la conduccion de
protones en la interfase entre el agua y la monocapa polar lipidica (Teissi¢ et al. 1985,
Prats et al. 1987). La transferencia de protones a través de moléculas de agua en el
entorno de la superficie de la membrana se potenciaria debido a que este microambiente
presenta constantes dieléctricas diferentes a las del agua como solvente puro, por lo que
la reactividad del agua aumenta. Se ha reportado valores en el rango de 10-30 para las
constantes dieléctricas en la superficie fosfolipidica de la membrana, comparado con el
valor de 78 para la fase acuosa (Fernandez & Fromherz 1977, Lelkes & Miller 1980,
Cevc et al. 1981), habiéndose demostrado asimismo que este ambiente de baja constante
dieléctrica provoca el incremento de una unidad en el pKa de los grupos acidicos
(Fernandez & Fromherz 1977). En el caso de las superficies de las membranas
biologicas, estas redes de enlaces de hidrégeno pueden servir adicionalmente como un
mecanismo de almacenamiento de protones en solucion (esponjas de protones), al
permitir que los protones liberados puedan permanecer por un tiempo a lo largo de la
superficie de la membrana antes de que se disipen en el medio acuoso del “bulk” de
agua (Mulkidjanian et al. 2006, Heberle et al. 1994).

Este mecanismo de transferencia concertada de protones dentro de una extendida
cadena de moléculas de agua conectadas por puentes de hidrogeno, fue inicialmente
conocido como “Grotthuss”, en honor al quimico aleman Theodor von Grotthuss, quien
en 1806 propuso una teoria unica de la conductividad del agua, en la que se describia
una reaccion electrolitica como un tinel en la que cada atomo de oxigeno al mismo
tiempo pasaba y recibia un solo 4tomo de hidrogeno (de Grotthuss 1806). Era una teoria
asombrosa para ser propuesta en aquel momento, ya que la molécula de agua se pensaba
que tenia como formula empirica OH y no H,O, no entendiéndose completamente
entonces la existencia de iones. La difusion de los protones de acuerdo con el
mecanismo de “Grotthuss” se produce mucho maés rapido que un alternativo mecanismo
de difusion molecular usando un transportador acido (por ejemplo H;O") para los

protones, ya que se desacopla de la difusion libre de su masa.
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Fig. 7. Mecanismos para la difusion de protones.

A. Mecanismo Grotthuss. B Mecanismo de agujero de protones.

Actualmente se considera que en el mecanismo clasico de Grotthuss, la transferencia de
protones se da de un donante 4cido a un aceptor neutro, quedando este tltimo bajo una
forma acida (Fig. 7A). En el mecanismo alternativo denominado "agujero de protones",
la transferencia de protones se da de un donante neutro a un aceptor de naturaleza
basica, quedando este ultimo bajo una forma neutra al final de la transferencia (Fig. 7B).
La energia relativa de los mecanismos de transferencia cldsica de Grotthuss y de
"agujero de protones" puede ser aproximadamente estimada en base a los valores de
pKa de los grupos donante y aceptor de protones. Conociendo estos valores es posible
predecir cual de las vias de transferencia de protones se puede presentar, asi tenemos
que cuando los grupos donador y aceptor de protones tienen a la vez valores de pKa
mayores que 7, el mecanismo de agujero de protones puede ser energéticamente mas
favorable que el mecanismo cléasico de Grotthuss (Riccardi et al. 2006).

Estudios experimentales han revelado que el intercambio de protones entre la superficie
de las membranas bioldgicas y el “bulk” de agua tarda cerca de un milisegundo,
existiendo una barrera de naturaleza electrostatica entre la superficie de la membrana y
la fase acuosa. La barrera podria surgir debido a la polarizacion del agua en la superficie
de la membrana con carga negativa. Mientras que el intercambio de protones entre la
superficie y la fase acuosa se retrasa por esta barrera interfacial, la difusion de protones
a lo largo de la membrana se da en s6lo microsegundos, como ha sido observado en el
caso de transporte de protones entre proteinas transmembrana vecinas, donde los
protones se difunde por la superficie de la membrana a través de una red de enlaces de

hidrégeno presentes en la superficie (Fig. 8).
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Fase acuosa

Bicapa lipidica

Fig. 8. Efecto colector de protones de una superficie fosfolipidica de un liposoma.
Se muestra en verde una molécula de fluoresceina anclada (marcador para detectar la

transferencia de protones) y en azul el 4cido fosfatidico. (Fuente: Mulkidjanian et al. 2006).

La escala de tiempo de microsegundos en que procede la transferencia de protones, esta
determinada por las propiedades de la superficie de la membrana (Gaczareck et al.
2004). Asi tenemos que la carga neta negativa de las membranas bioldgicas impone
limitaciones a la movilidad de las moléculas en su superficie como el agua,
polarizandola. El entorno de la interfase en consecuencia adopta una constante
dieléctrica (¢) significativamente mas baja que en la fase acuosa (Feniouk et al. 2002,
Cherepanov et al. 2003). Se sabe que el valor de € de la primera capa de moléculas de
agua en una superficie cargada es del orden de 4-6 (Riesle et al. 1996). La constante
dieléctrica en la superficie de la bicapa lipidica se ha reportado que se encuentra en el
intervalo de 10-30 (Adelroth & Brzezinski 2004, Nachliel et al. 1996). En la superficie
de las membranas biologicas la barrera de energia interfacial y la capacidad de los
protones de migrar rapidamente a lo largo de la superficie se debe a la alta densidad de
carga negativa originada por los grupos fosfato de los fosfolipidos (Mulkidjanian et al.
2006). Otros factores a considerar en la transferencia de protones a lo largo de la
membrana son la distancia entre la fuente de la transferencia y los receptores de la
transferencia y la composicion de la solucion en contacto con la membrana (Antonenko

& Pohl 2008, Cherepanov et al. 2004, Heberle et al. 1994, Antonenko et al. 1993).
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2.1.3 Estudios quimico computacionales

Las primeras investigaciones computacionales de los fosfolipidos se llevaron a cabo
utilizando métodos estadisticos para describir sus propiedades generales (Scott et al.
1975, Israelachvili 1973). En la década de 1980 la simulacion de las moléculas y su
comportamiento mediante una descripcion atdmica explicita se empezd a extender a
sistemas de gran tamafio, como proteinas y lipidos. Para ello se han venido
desarrollando diferentes campos de fuerza. Para los lipidos, los campos de fuerza
CHARMM?27 (Feller & MacKerell 2000) y los de Berger et al. (Berger et al. 1997) han
sido con los que se han obtenido resultados coherentes con la evidencia experimental
(Prakash & Sankararamakrishnan 2010). También es posible realizar la combinacion de
diferentes campos de fuerza cuando el sistema molecular incluye diferentes tipos de
moléculas, sin embargo esto requiere de un cuidadoso analisis lo que hace este tipo de
calculos complicados (Siu et al. 2008). Estas simulaciones por lo general llegaron a
permitir tratar sistemas que incluian mas de 100 000 atomos. Los modelos actuales
incluyen a la membrana celular inmersa en el solvente acuoso, pudiendo tener

incrustada alguna proteina de membrana de interés para el estudio (Fig. 9).

Fig. 9. Instantanea de
una simulacion
molecular que incluye
la bicapa fosfolipidica,
una proteina integral
de membranay

moléculas de solvente.
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El uso de los campos de fuerza ha permitido el estudio de las propiedades fisicas y
quimicas de los fosfolipidos de las membranas biologicas mediante simulaciones de
dindmica molecular. Se ha obtenido aproximaciones de las interacciones de moléculas
pequefias con los fosfolipidos, inicialmente mediante modelos estaticos de sus
conformaciones e interacciones (Sum et al. 2003, Kyrychenko 2010a, Kyrychenko et al.
2010b, Notman et al. 2007). Ademas, se han determinado otras propiedades de las
membranas bioldgicas incluyendo comportamiento de las fases (Pogodin & Baulin
2010, Esteban-Martin et al. 2009), la estabilidad y propiedades mecanicas (Berkowitz
2009, Boek et al. 2005, Sum et al. 2003), y parametros estructurales (Berkowitz 2009,
Hyvonen & Kovanen 2003).

Estas simulaciones permiten caracterizar las interacciones atomo-atomo de modo
detallado. Sin embargo, estos modelos son extremadamente limitados en relacion al
tamafio del modelo y el tiempo de la simulacidn, esto significa que a lo sumo se
consiguen tratar sistemas de varios nandmetros y, en el mejor de los casos, varios
cientos de nanosegundos. Para superar estas limitaciones se han desarrollado los
modelos de grano grueso “coarse grained”, que son modelos mas sencillos de la
estructura molecular (Fig. 10), que carecen del detalle atomico de los modelos
convencionales, pero permiten calcular las propiedades moleculares que determinan la
fisica del sistema en estudio, a una escala mayor de tiempo y espacio (Bennun et al.
2009). De este modo, estos modelos permiten explorar fendémenos en escalas de tiempo

y espacio que son inaccesibles mediante simulaciones atomisticas.

Fig. 10. Modelo “coarse grained” para el agua. Se observa el
modelo atomistico a la derecha y el modelo “coarse grained” a la

izquierda. (Fuente: Praprotnik et al. 2007)
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Desafortunadamente a pesar de estos avances el uso de los campos de fuerza presenta
varias limitaciones. Al considerar independientemente de la conformacion adoptada,
valores fijos para las cargas atomicas parciales y los momentos dipolares, se ignoran las
transferencias de carga, efecto que puede jugar un papel muy importante en la
descripcion de los enlaces de hidrogeno. Estos métodos ademds no permiten una
descripcion adecuada de los cambios en la estructura electronica y por ello no son
validos para los estudios de estados excitados y de la reactividad quimica, en donde se
forman y escinden enlaces. Para estos casos lo conveniente es usar métodos quimico-
cuanticos o combinados QM/MM.

Usando métodos quimico cuanticos hay muy pocos estudios que tengan relacion con las
membranas bioldgicas y sus componentes. Podemos mencionar al respecto estudios de
la foto-oxidacion de los lipidos por el oxigeno singulete con calculos de nivel DFT
(Tejero et al. 2004) el modelaje de la interaccion entre los grupos de la cabeza
fosfolipidica y las particulas de silice (Snyder & Madura 2008) y el estudio del espacio
conformacion al de algunas moléculas de fosfolipidos (Sugimori et al. 2009,
Krishnamurty et al. 2008). No obstante, estos estudios tedricos son de moléculas
aisladas y no consideran las interacciones entre los fosfolipidos y el solvente de modo

explicito.

2.2 GLICACION NO ENZIMATICA

La reaccion de Maillard o “glicacion no enzimatica” fue caracterizada en 1912 por el
cientifico francés Louis Camille Maillard en un tratado sobre “Matiéres humiques et
protéiques, action de la glycérine et les sucres sur les acides amines”, al observar
colores amarillo-marrén caramelo al calentar una solucién de azucares reductores y
aminoacidos (Maillard 1912). La importancia de su contribucion es el haber postulado
que estas reacciones, que luego tomaron su nombre, se producian también en los seres
vivos. Una década mas tarde, en 1922, el quimico italiano Mario Amadori determiné el
producto de la reaccion, que por ello lleva su nombre y que describe los primeros
estadios de la combinacion de los azlicares reductores con los grupos amino primarios
pertenecientes a distintas moléculas (Rossi 2005, Amadori 1929).

La reaccion de Maillard no es una sola reaccién, sino una serie de reacciones no
enzimaticas en las que primero se da la adicién de un grupo amina primario de las
proteinas, acidos nucleicos o fosfolipidos a los grupo carbonilo de los azucares

reductores, formando bases de Schiff, que posteriormente sufren reacciones de
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reordenamiento intramolecular, formando compuestos mas estables, productos ceto-

amina conocidos como compuestos de Amadori (Fig. 11).

CH,OH CH,OH Q

o
o] I H J'k/\/\/\/A/\/\/\/
HO 0 — HO o H,N P 0
HO - + 2 \/\o I~o S
OH HO o o
OH H _
OH
o
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Fosfatidiletanolamina (18:1-18:1) (PE)
HO CH,OH

OH o}
HO
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Base de Schiff-PE
o

on H 9 H WW
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Compuesto de Amadori-PE

Fig. 11. Esquema para la glicacion de la fosfatidiletanolamina.

Posteriormente los compuestos de Amadori pueden sufrir reacciones de
descomposicion, fragmentacion, condensacion, etc, para producir los denominados
productos finales de la glicacion avanzada (AGEs o “advanced glycation end
products”). Dado que los productos de Amadori poseen un grupo carbonilo, éste puede
seguir reaccionando con otros grupos amino. El mecanismo de estas reacciones no se
conoce con detalle aunque se sabe que es un proceso que involucra complejos
reordenamientos intramoleculares, y en algunos casos la asociacion entre varios de estos
compuestos. Durante esta etapa se forman también compuestos altamente reactivos 1,2-
dicarbonilo tales como el glioxal, la glucosona y otros (Fig. 12), que poseen dos grupos
carbonilo y que actian como propagadores de la reaccion. La alta electrofilicidad de
estos compuestos 1,2-dicarbonilo da lugar a reacciones rapidas con los grupos aminos
presentes en biomoléculas como las proteinas, y con las subsiguientes modificaciones
glioxidativas que llevan a la formacion de productos como las proteinas entrecruzadas
(Reddy et al. 2002). A diferencia de la formacion de bases de Schiff y de compuestos de

Amadori, que son reversibles, la formacién de AGEs es un proceso irreversible.
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Fig. 12. Esquema de la formacion de productos de glicosilacion avanzados.

GODIC: dimero de glioxal-lisina, MODIC: dimero de metilglioxal-lisina, DOGDIC: dimero de 3-
deoxiglucosona-lisina, DOGDIC-Ox: forma oxidada del DOGDIC (Fuente: Sell et al. 2005)

2.2.1 Formacion de bases de Schiff

Las bases de Schiff son compuestos que poseen un grupo funcional aldimina que tiene
la formula general R{R,C=N-R3, donde R3 es un grupo arilo o alquilo, lo que hace que
la base de Schiff sea una imina relativamente estable. Su denominacion se debe a Hugo
Joseph Schiff, quimico aleméan descubridor en 1964 del grupo funcional al estudiar la
reaccion de la anilina con diversos aldehidos como el acetaldehido, valeraldehido,
cinnamaldehido y el benzaldehido (Tidwell 2008). En general las bases de Schiff se
forman por la condensacion de un grupo amino primario con el grupo carbonilo de un
aldehido o cetona. Esta reaccion consta de dos etapas, en la primera se da la formacion
del derivado carbinolamina, seguido de una etapa de deshidratacion con la formacion de
la base de Schiff (Fig. 13). Dado que el nitrogeno del producto resultante de la reaccion

de condensacion tiene cardcter basico (posee un par de electrones solitarios), puede
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captar un proton para formar el acido conjugado de la base de Schiff, o la base de Schiff

protonada.
R R R “H 4R
e - ' - _ B _
R—NH, + O:< —= R—NA*‘OH — R—N‘< + HZO —_— R—N‘<
H R : ® R
R R +H
Ami Aldehido 6 q Base de Schiff
mina ehido o Carbinolamina Base de protonada
primaria cetona Schiff

(acido conjugado)

Fig. 13. Esquema general de la reaccion de formacion de bases de Schiff.

En el contexto biologico, la formacion de las bases de Schiff y su funcionalidad son
importantes en el mecanismo de una serie de enzimas que utilizan el fosfato de piridoxal
como cofactor, tales como las aldolasas y las aminotransferasas. En estos casos, la
amina primaria suele ser el grupo g-amino de un residuo de lisina. Otro ejemplo, es el
caso de las bacteriorodopsinas, que son proteinas que atraviesan las membranas de las
halobacterias, y en las que una molécula de retinal se encuentra unida covalentemente a
un residuo de lisina mediante una base de Schiff protonada. La protonacion reversible
de esta base de Schiff en la bacteriorodopsina, es fundamental en su mecanismo de
captura de la energia luminosa y la generacion de un gradiente protonico que
posteriormente se convierte en energia quimica (Bondar et al. 2011).

Los mecanismos de formacion de las bases de Schiff a partir de diversos compuestos
han sido objeto de numerosos estudios debido a su relevancia quimica, biologica y
tecnologica. Se han estudiado sus procesos de formacion e hidrdlisis en funcion del pH
y temperatura (Adrover et al. 2009, Vazquez et al. 1991a, Vazquez et al. 1991b,
Vazquez et al. 1990a, Vazquez et al. 1990b, Vazquez et al. 1990c). Se han propuesto
esquemas cinéticos de la reaccion de formacion de bases de Schiff y de compuestos de
Amadori a altas temperaturas (100 °C) (Martins & Van Boekel 2005, Knol et al. 2005),
se han calculado los parametros termodindmicos de algunas reacciones entre azlicares y
aminoacidos (Shipar 2004). Antecedentes importantes son los estudios tedricos del
mecanismo de reaccion de la formacion de bases de Schiff a partir de analogos de la
vitamina B6 (Ortega-Castro et al. 2010a, Salva et al. 2003), asi como de la posterior
reaccion de transaminacion (Salva et al. 2002). Se ha demostrado experimentalmente
que varias moléculas con grupos aldehido y cetona pueden formar bases de Schiff con la
fosfatidiletanolamina (Bach et al. 2009, Wachtel et al. 2006, Fishkin et al. 2005, Oak et
al. 2002, Kenney 1984).
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La importancia del solvente en estas reacciones, se evidencio al estudiarse mediante
calculos tedricos la formacion de bases de Schiff a partir de la metilamina y el
formaldehido, encontrandose que la inclusion de 2 moléculas de agua en el modelo
permitia reducir las barreras de energia de la reaccion, al actuar como agentes donadores
y aceptores de protones al mismo tiempo, en una catalisis acida de tipo Bronsted (Hall
& Smith. 1998).

El pH del medio también es determinante en la deshidratacion de la carbinolamina, paso
limitante del proceso (Garcia del Vado et al. 1994). El aumento en la acidez del medio
deberia dar lugar a un aumento en la tasa de deshidratacion de dicho compuesto y por lo
tanto en la velocidad de reaccion. No obstante, ya que a valores de pH muy bajos casi
todos los grupos amino de las moléculas reactivas estan en su forma protonada, no
reactiva, la reaccion no se ve favorecida a estos valores de pH. En el otro extremo, a
valores de pH muy altos, las transferencias protonicas que dan lugar primero a la
protonacion del grupo carbonilo y luego a la deshidratacion seran menos probables
(Borisova et al. 2007).

La influencia del entorno en que se realiza esta reaccion, ha sido ejemplificada en un
estudio sobre de formacion de bases de Schiff teniendo como reactivos al péptido poli-
L-lisina y al piridoxal (Garcia del Vado et al. 1997, Garcia del Vado et al. 1991). En
este caso, las cargas de los grupos funcionales localizadas en las cadenas laterales de la
cadena peptidica, su conformacién y la formacién de enlaces de hidrogeno con el
disolvente favorecen la catédlisis 4cida intramolecularen la deshidratacion del
intermedio carbinolamina, que como se ha comentado anteriormente es el paso limitante

de esta reaccion.

2.2.2 Formacion de compuestos de Amadori

Las bases de Schiff generadas de azucares como la glucosa pueden sufrir posteriormente
una reaccion de reordenamiento intramolecular para formar un compuesto mas estable,
un producto amino-cetosa, el compuesto de Amadori. El hecho de que ambas reacciones
sean reversibles y consecutivas determina que de acuerdo al tiempo de evolucion del
sistema considerado, habra predominio de la base de Schiff (horas) o del producto de
Amadori (dias) (Ge & Lee 1997). La velocidad de la reaccion varia también segiin sean
los reactivos que dieron lugar a la base de Schiff. Estudios experimentales han
demostrado que cuando el reordenamiento molecular se da a partir de la base de Schiff

de fosfatidiletanolamina y glucosa, su compuesto de Amadori respectivo se produce
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después de 12 horas de incubacion. En el caso de las bases de Schiff generadas de la
reaccion de proteinas y glucosa, éstas se reordenan también a su producto de Amadori
correspondiente, pero luego de una incubacion de varias semanas (Levi et al. 2008). Por
ello se ha afirmado que la cinética de la glicacion lipidica es més rapida que la de la
glicacion de proteinas, atribuyéndosele al entorno fosfolipidico una influencia en ello.

Un primer mecanismo de reaccion para el reordenamiento de Amadori fue sugerido por
Kuhn y Weygand en 1937 (Fig. 14). Después de la formacion de la base de Schiff, se
debe dar su protonacién (estructura 4 en Fig. 14), la base de Schiff protonada mantiene
un equilibrio tautoémerico con su forma enolica (estructura 5 en Fig. 14) Este enol se
estabiliza por la formacion de una 1-amino-1-deoxi cetohexosa, méas conocida como

producto de Amadori (estructura 6 en Fig. 14).
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Fig. 14. Reordenamiento de Amadori sugerido por Kuhn & Weygand
(Fuente: Kuhn & Weygand 1937).

No obstante, no fue hasta 1952 (Hodge & Rist 1952, Gottschalk 1952) que se tuvo una
evidencia experimental del reordenamiento de Amadori, como parte del proceso de
glicacion no enzimatica, estableciéndose el mecanismo de un modo general (Fig. 15).

En un principio se considero que el reordenamiento de Amadori solo se producia con
los derivados de aminas aromaticas primarias (Mitts & Hixon 1944), pero mas tarde se
demostrd que la transposicion también se podia producir con derivados N-glicosilo de
aminas primarias y secundarias arilalquilicas y de alquilaminas (Hodge & Rist 1953,
Hodge & Rist 1952). Trabajos posteriores demostraron que habia una influencia de la

posicion de los sustituyentes en las aminas aromaticas (Micheel & Schleppinghoff
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1956), asi como de la basicidad de la amina sobre el reordenamiento (Rosen et al.
1957), considerandose que la transposicion de Amadori tenia que ser en general un
ejemplo de catalisis acido-base (Wrodnigg & Eder 2001, Weygand, 1940). Palm y
Simon (1963) basados en resultados experimentales, sugirieron que en este mecanismo

de reaccion el paso determinante de la velocidad era la sustraccion del proton del

segundo carbono y que la reaccion podia ser favorecida por una catélisis acida.
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N-sustituida. Forma Ceto

Producto de Amadori

Fig. 15. Mecanismo para el reordenamiento de Amadori de Hodge.

(Fuente: Hodge & Rist 1953).

A pesar de los trabajos iniciales al respecto, el estudio experimental de la reaccion de
reordenamiento intramolecular de Amadori ha sido limitado, debido a su complejidad.
Varios pasos de esta reaccion son reversibles y una gama de productos secundarios
pueden ser formados. Ademas, es dificil aislar el producto de transposicion de la mezcla
de compuesto obtenido y materiales de partida sin reaccionar (Wrodnigg et al. 2008).
Hay que agregar que el producto de transposicion se puede producir como una mezcla
de las formas furanoide y piranoide, anémeros 0 y 3. Ademas el mismo producto de
Amadori puede entrar en una serie de reacciones en cascada que pueden conducir a la
obtencion de productos de degradacion (Davidek & Blank 2005).

A pesar de su importancia, existen pocos estudios tedricos de la formacion del
compuesto de Amadori. Un estudio tedrico de la reaccion de Maillard entre el
gliceraldehido y la glicina (Shipar 2004) de acuerdo al esquema de Hodge (Fig. 15),
encontrd que la forma deprotonada de la glicina como reactivo, era la mas propicia para
la reaccion, ya que permitia la formacion de las formas ceto y enol del producto de
Amadori en su reordenamiento intramolecular. La reaccion con las formas protonada y
zwitterionica de la glicina no fueron favorables para la formacion del producto de

Amadori. Este estudio tuvo un nivel de calculo DFT, RB3LYP/6-31G(d) con
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solvatacion implicita PCM, y se limito solo a plantear la espontaneidad de la reaccion
en sus diferentes pasos.

Otro estudio teérico comparativo, con un nivel de calculo DFT B3LYP/6-31+G(d) para
la reaccion de glicina y c-ribosa, considerando el entorno con fase gas y con solvatacion
implicita CPCM (Bao et al. 2011), sefiala que el reordenamiento de Amadori partiendo
de la base de Schiff se puede dar en dos pasos de isomerizacion. En un primer paso se
da la transferencia intramolecular hacia el nitrégeno iminico, del protén de un carbono
secundario unido a un grupo hidroxilo (C3), con la formaciéon concertada de un doble
enlace entre este carbono y el carbono del grupo funcional aldimina (C2) (Fig. 16). El
segundo paso es una tautomerizacion ceto-enoélica, con la transferencia de un proton del
grupo hidroxilo unido al C3 hacia el C2, y el corrimiento de un enlace pi

simultdneamente, formandose el grupo ceto (Fig. 16).

Il?l Il?l Il?l
H NH (NH
2 H —_— 2 H —_— H 2 H
HO—5—H HO—3 0=,
R2 R2 R2
Base de Schiff Enaminol Compuesto de
Amadori

Fig. 16. Reaccion de reordenamiento de Amadori.

De acuerdo con los resultados de este grupo de investigacion, el primer y segundo pasos
presentaron unas barrera de 58.3 y 36.0 kcal mol™' en fase gas respectivamente, y de
81.7 y 65.2 kcal mol”" usando un modelo de solvatacion implicita CPCM. Los autores
sefalan que tales barreras son muy altas, pero que podrian reducirse en caso de incluir
en los modelos moléculas de agua con actividad catalitica. De hecho la tautomerizacion
ceto-enodlica puede ser catalizada tanto por acidos como por bases. En la catélisis por
bases, la base extrae un hidrégeno alfa de la forma cetdnica formando un anién enolato,
la deslocalizacion de la carga y posterior protonacion del anion lleva a la forma endlica.
En la catalisis por 4acidos, se protona el oxigeno del grupo carbonilo, y Ia

desprotonacion de un carbono alfa da la forma endlica.
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2.2.3 Formacion de productos finales de la glicacion avanzada (AGEs)
Los productos finales de la glicacién avanzada (AGEs) son el resultado de las multiples
reacciones oxidativas y no oxidativas, denominados colectivamente la reaccion de

Maillard (Fig. 12), que se presentan en proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Fig. 17).
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Fig. 17. Productos finales de la glicacion avanzada.
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D. Aductos de glicacion tempranos de fosfolipidos
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Fig. 17. Productos finales de la glicacion avanzada (continuacion).

Su formacion puede tener importantes consecuencias en la funcidon de las biomoléculas,

debido a que la glicosilacion afecta su estructura y funcion, habiéndose estimado los
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dafios entre 0.1-1% para los residuos de lisina y arginina en las proteinas, 1 en 107
nucleotidos en el ADN y 0,1% en los fosfolipidos basicos (Thornalley 2003).

La formacion de AGEs es un proceso relativamente lento bajo condiciones fisioldgicas,
por lo que la acumulacion de AGEs es prominente en biomoléculas de larga vida como
las proteinas del cristalino en el tejido Optico y el coldgeno. Pero en condiciones
patologicas como la diabetes, se produce una mayor formacion de AGEs in vivo.
Algunos estudios sefialan que la ingesta en la dieta de AGEs o los productos finales de
lipoxidacion avanzada, asi como el hdbito de fumar, pueden ser también una fuente de
AGEs importante. Los complejos formados por los AGEs con los iones metalicos (tales
como Cu’ y Fe*") pueden dar lugar a la formacién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y especies reactivas de nitrogeno (RNS). Por ello la reaccion de Maillard, se
encuentra involucrada en la patogénesis no solo de la diabetes mellitus, sino también de
enfermedades neurodegenerativas tales como el Alzheimer (Ahmed et al. 2005, Ahmed
2005, Thomas et al. 2005, Cameron et al. 2005. Reddy et al. 2002). Se ha sugerido
ademas, que la generacion de AGEs puede ser fundamental para el fendémeno del
envejecimiento, debido a que la exposicion cronica de las biomoléculas que constituyen
la matriz celular y extracelular de los organismos vivos a azucares reductores, puede
iniciar la reaccion de Maillard in vivo (Monnier 1989).

Dos de los mecanismos principales a través de los cuales se ha propuesto que los AGEs
de proteinas ejercen su efecto patogénico son el entrecruzamiento de ciertas proteinas
estructurales de baja tasa de recambio, y la accion mediada por receptores tales como el
R1-R3, los receptores de la galectina 3 y, especialmente los RAGEs (Receptor for the
Advanced Glycated End-Product) (Tebar & Escobar 2009). Los RAGEs pertenecen a la
superfamilia de las inmunoglobulinas, pero, a diferencia de estas, sdlo parece tener
ligandos enddgenos. Una importante consecuencia de la interaccion AGE/RAGE es la
activacion de multiples vias de sefializacion intracelulares conducentes a la activacion
del NF-kB. A su vez, estimulan la generaciéon de ROS y la migracion y activacion de los
macrofagos (Semba et al. 2010).

Los fosfolipidos que poseen un grupo amino libre, tales como la fosfatidiletanolamina o
la fosfatidilserina, son susceptibles a la glicosilacion (Fig. 17D). Los productos de la
glicacion de fosfolipidos en la membrana celular modifican las interacciones de la
membrana con otros componentes celulares ya que aumentan la fluidez de membrana
(Requena et al. 1997, Ravandi et al. 1996, Pamplona et al. 1995). Uno de los productos

de la glicosilacion de fosfolipidos es el producto de amadori de la fosfatidiletanolamina
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(Amadori-PE), este a su vez puede pasar por una serie de reacciones complejas para
producir los productos finales de glicacion avanzada (AGEs), tales como la
carboximetil-fosfatidiletanolamina 'y la  pirrol-carbaldehido-fosfatidiletanolamina
(Utzmann & Lederer 2000, Requena et al. 1997).

La glicosilacion de lipidos puede promover también la peroxidacion lipidica, lo que
resulta en el dano oxidativo de los mismos (Breitling-Utzmann et al. 2001, Oak et al.
2000, Bucala et al. 1993). El deterioro de la estructura de las membranas puede
conducir a un trastorno en el mantenimiento de la integridad celular y su supervivencia,
contribuyendo a la patogénesis. Se ha demostrado experimentalmente que el producto
de Amadori-PE promueve la peroxidacion de lipidos, pudiendo causar dafio oxidativo a
los componentes lipidicos de las membranas biologicas al menos parcialmente
(Breitling-Utzmann et al. 2001). La generacién del producto de Amadori-PE, favorece
la formacion de especies reactivas de oxigeno, y a través de estos induce la
peroxidacion de lipidos, algo que ya se ha demostrado en el caso de compuestos de
Amadori de proteinas (Bierhaus et al. 1998).

Se han obtenido resultados experimentales que indican que el producto de Amadori-PE
puede contribuir también a desencadenar la modificacion oxidativa de lipidos a través
de la generacion de superdxido, relacionando de modo directo a la glicosilacion de
lipidos de la membrana con la peroxidacion de los mismos, y en consecuencia con la
patogénesis de la diabetes y el envejecimiento (Oak et al. 2000). La incubacion en un
sistema micelar, del producto de Amadori-PE con acido linoleico en presencia de Fe
trajo como resultado la notable formaciéon de hidroperéxidos de lipidos y de sustancias
reactivas al 4cido tiobarbiturico (TBARs) junto con el aumento de hidroperdxidos de
lipidos. Las TBARs estan formadas mayoritariamente por malondialdehido, y son
marcadores experimentales de la peroxidacion lipidica y por ende del estrés oxidativo.
Esta peroxidacion lipidica causada por el producto de Amadori-PE fue eficazmente
inhibida por la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa, el manitol y agentes quelantes
de metales (Oak et al. 2000).

Basandose en todos estos hallazgos se ha inferido un posible mecanismo para la
peroxidacion lipidica inducida por el producto de Amadori-PE (Fig. 18). La auto-
oxidacion del producto de Amadori-PE genera superdxido en la presencia del ion Fe’”.
El superoxido a su vez sufre una reaccion de dismutacion formandose el peroxido de

hidrégeno. Posteriormente la reaccion de Fenton entre el peréxido de hidrégeno con el
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., + . . . P . ., , .
ion Fe*" da como producto, radicales hidroxilo, que inician la peroxidacion de lipidos

(Oak et al. 2000).

Compuesto de

Amadon B Enedial Radical Enediol
R Fﬁ Ff
|
F‘HH [\|JH [\[]H Compuestos
CH 0, dicarbonilicos

o |
CHOH
((|:HOH]2 CHOH (CHOH
CH,OH &ron l CH,OH

Inicio de la peroxidacion
lipidica

Fig. 18. Mecanismo propuesto para la peroxidacion lipidica mediada por
el producto de Amadori-PE. (Fuente: Oak et al. 2000).

En ausencia de Fe®", la incubacion del producto de Amadori-PE con 4cido linoleico no
genero una cantidad significativa de TBARS, lo que seria una evidencia que el Fe’* es
necesario para la peroxidacion lipidica inducida por el producto de Amadori-PE. En el
plasma de pacientes diabéticos se ha encontrado un incremento de iones metalicos tales
como hierro (Phelps et al. 1989) y cobre (Mateo et al. 1978), por lo que seria viable en
tales situaciones la peroxidacion lipidica inducida por el producto de Amadori-PE.

Producto de la autoxidacion del producto de Amadori-PE se podria generar un
compuesto dicarbonilo unido a la fosfatidiletanolamina, que posteriormente puede ser
fragmentado en dos dacidos carboxilicos, uno de ellos la carboximetil-
fosfatidiletanolamina (CM-PE) o la carboxietil-fosfatidiletanolamina (CE-PE). Estos
AGE:s de PE, también pueden formarse por la reaccion de la PE con el glioxal o metil-
glioxal respectivamente (Fig. 19). Pese a que se infiere los AGEs de PE estan
relacionados con varios procesos patologicos (Utzmann & Lederer 2000, Lederer &
Baumann 2000), solo se tiene un niimero limitado de trabajos experimentales acerca de
ellos (Shoji et al. 2010, Breitling-Utzmann et al. 2001, Pamplona et al. 1998, Requena
et al. 1997), no teniéndose trabajos de investigaciéon sobre los mecanismos de sus

reacciones de formacion. Por ello, solo se puede hipotetizar que las reacciones se
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producen del mismo modo que en las proteinas, donde pueden generarse a partir de los
compuestos de Amadori o por la reaccion del glioxal con los grupos aminos de las

proteinas o fosfolipidos.
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Carboximetil-fosfatidiletanolamina (CM-PE) Carboxietil-fosfatidiletanolamina (CE-PE)

Fig. 19. Posibles rutas para la formacion de CM-PE y CE-PE.
(Fuente: Shoji et al. 2010).

La N-carboximetil-lisina (CML) es uno de los productos de la glicosilacion no
enzimatica de proteinas, siendo uno de los AGEs mejor caracterizados por presentar
concentraciones mas altas en comparacion a las de otros AGEs (Fu et al. 1994, Ahmed
et al. 1997). Ademas, la CML es uno de los principales epitopes reconocidos por los
anticuerpos producidos contra proteinas modificadas por AGEs (Reddy et al. 1995). La

CML se puede formar por tres mecanismos concurrentes en vivo:

a) La via de glicosilacion clasica (Fig. 20). La base de Schiff, que resulta de la
reaccion entre la glucosa y el residuo aminoécido lisina, se reordena formando el
producto de Amadori, que luego oxidativamente se fragmenta para dar entre otros
productos la CML. La reaccion procede a través de un intermediario enediol, del que se
genera un compuesto dicarbonilo unido a la proteina. Este compuesto dicarbonilo es
posteriormente escindido por radicales hidroxilo (¢ OH), entre las posiciones C-2 y C-3
de su cadena de carbono. Los productos fragmentos de la escision son la carboximetil-

lisina (CML) y el acido eritronico (Nagai et al. 1997, Ahmed et al. 1986).

44




Generacion enddgena

: de H,O ’.Proteina
02 5 H202

: L
hH NH B o o
CH, CH, CH, Carboxirmetil lisina
O OH 0 T
HO—(le — ™ HO | - - O ?OOH
(|3HOH (|3HOH (IDHOH CHOH
(leOH (leOH (IZHOH (IZHOH
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
Corg\fﬂuaedsct)g de Enediol Cicarbonilo erﬁr(:cig?co

Fig. 20. Mecanismo propuesto para la formacion de CML mediada por el radical

*OH (Fuente: Nagai et al. 1997).

Durante estas reacciones, la catalasa y manitol puede inhibir la formacién de la CML, al
eliminar el H,O, y el radical *OH respectivamente, la adicion de H,O, ha demostrado
que acelera la formacion de CML inducida por Fe*", al aumentar la produccién del
radical *OH. La conversion quimica de un compuesto dicarbonilo en dos &cidos
carboxilicos por incubacion con 0.40 M de H,O,, se sabe que puede realizarse por un
mecanismo de tipo Baeyer-Villiger (Reid & Fortenbaugh 1951). Sin embargo, la
participacion de este mecanismo en la formacion de la CML a partir del compuesto de
amadori es poco probable ya que experimentalmente se ha probado que el H>O, en
concentracion 1 mM, por si solo no es suficiente para generar CML, siendo necesario la
presencia del i6n metalico Fe*". Este i0n participaria en la reaccion de Fenton, donde se
daria la formacion del radical *OH a partir de H,O,. El radical *OH seria el agente que
actia de modo directo en la escision oxidativa de los compuestos de Amadori a CML

(Nagai et al. 1997).
b) La via de Wolf o via de 'glicosilacion autoxidativa' (Fig. 21). La CML se forma

por la reaccion entre la lisina y el glioxal, siendo el glioxal producto de la autoxidacion

de la glucosa catalizada por metales (Wolff & Dean 1987, Wells-Knecht et al. 1995).
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Fig. 21. Via de glicosilacion autoxidativa de Wolf
(Adaptado de: Wolff & Dean 1987)

¢) La via de Namiki (Fig. 22). La fragmentacién y la oxidacion de la base Schiff dan
lugar a dos fragmentos de carbono, uno de los cuales es el glioxal, que posteriormente
pueden generar derivados carboximetilados como la CML (Glomb & Monnier 1995).

Los intentos para establecer la contribucion relativa de cada una de estas vias para la
generacion de CML hasta ahora no han sido concluyentes o incluso hasta cierto punto
han sido contradictorios (Ferreira et al. 2003, Degenhardt et al. 1998. Glomb &
Monnier, 1995, Wells-Knecht et al. 1995). No obstante, la evaluacion de la contribucion
relativa de cada una de estas vias es crucial para elucidar las defensas fisiologicas
potenciales contra la reaccion de Maillard, asi como para guiar el desarrollo de farmacos
que se dirigen a la reduccion de la acumulacion de AGEs in vivo. Como un primer paso
en esta direccion, Khalifah y colaboradores clasificaron a los inhibidores de la reaccion
de Maillard en funcion al efecto de estos en cada una de las vias simultaneas de

generacion de CML (Khalifah et al. 1999).

46



Proteina
0] H I
Froteina rﬁ
CHOH | H.0 i
| Proteina
HOCH MH, ex O H |
[ CHOH
CHOH \ > ol CHOH TH
EhIEH Ty :> CHOH CH
|
b Ok | CH,OH CHOH
(?HOH
CH,OH
7 Residuo lisina de
D-Glucosa ura proteina Base de Schiff
Prolteina Proteina —— ?HzOH F'mltefna
| CHOH
r“|‘H ? NH ! | i
CH w— — | 3 L0 CH
2 cH, CH CH,OH '
J\ J\ | z CH,OH
0”7 "oH 0¥ H CHaOH Etitrital l
. Proteina " " .
Proteina | i Proteina Proteina Proteina
M H 2 | | |
5 z P!JHz 2H0 X NH, N N
& AL
i CH
Froteina T j
| + HO, -t’/ N*" TH 5 /g CH,0H
MH,
? Froteina
Glioxal- Glioxalkmono
di alguilarmina alguitarmina
L
Proteina
Proteina |
(8] H | MH
I " C|)H
07 H M o )\:
6] oH
ROk Carboximetil-lisina

Fig. 22. Via de Namiki.
(Adaptado de: Eskin & Shahidi 2013, Namiki & Hayashi 1983, Glomb & Monnier 1995)

Otros carbohidratos diferentes a la glucosa, tales como el ascorbato, la fructuosa e
intermediarios de la glicdlisis, también pueden ser una fuente primaria in vivo de CML
y otros AGEs (Fig. 23). La complejidad de la reacciéon de Maillard en los sistemas
biologicos se demuestra por las multiples fuentes identificadas al menos in vitro que
pueden dar origen al CML. Aqui hay que mencionar no solo a los de la autoxidacion de
carbohidratos, sino también a los que involucran la degradacion oxidativa de
aminoacidos como la serina por la via de Heinecke (Anderson et al. 1997) o de acidos

grasos poliinsaturados por la via de Thorpe (Fu et al. 1996).
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Fig. 23. Vias para la formacion de CML in vitro
(Fuente: Degenhardt et al. 1998 )

2.2.4 Inhibicion de los efectos adversos de los AGEs

De modo general los mecanismos de accion de los agentes que tienen como efecto

reducir los efectos adversos de los AGEs (Fig. 24) se puede clasificar en:
- Secuestro de compuestos carbonilicos 6 1,2-dicarbonilos.
- Atenuacion de las glicoxidaciones.

- Escision de los entrecruzamientos de AGEs en las proteinas.

a) Inhibicion por captura de compuestos carbonilicos 6 1,2-dicarbonilos. Estos

compuestos pueden suprimir la formacion de AGEs, secuestrando intermedios 1,2-

dicarbonilos y carbonilicos, estos ultimos importantes precursores de los AGEs. En este

grupo se encuentran las Amadorinas, siendo la piridoxamina (piridonina) una de las

moléculas de este grupo mas estudiadas (Monnier 2003, Khalifah et al. 1999). Se ha

evidenciado que la piridoxamina posee multiples mecanismos para inhibir la formacion

de AGEs: 1) Bloqueando la oxidacion del producto de Amadori; 2) por captura de los

compuestos carbonilo y dicarbonilo derivado del compuesto de Amadori; 3) por

quelacion de iones de metales catalizadores de oxidacion quimica, y 4) por eliminacion

de ROS (Voziyan & Hudson 2005).

48



HN_ NH, N-N HoN

NH OH
X ‘el
| HO
NH; NH,
NH;
Aminoguanidina ALT-462 ALT-486
NH.
OH =
~OH M \“/\\)‘\NH
> s \ N
N CH3
Piridoxamina Tenilsetam OPB-9195%

NH,
N ﬁél\(\/opi NH2
/"\ )\ N)j/\ ~
Z S o
N 0™y |
)\\N

)ﬁ/_\é
OPPi

Benfotiamina Tiamina pirofosfato

e e o

Diaminofenazina Acido lipoico Penicilamina

Y\
Carnosina N

(B-alanil-L-histidina

TM-2002

Fig. 24. Estructuras de algunos inhibidores de la formacion de AGEs.
(Fuente: Nagai et al. 2013)

En este grupo también se encuentran la 2,3-diaminofenazina, OPB-9195, tenilsetam,
penicilamina y varios derivados de la aminoguanidina (Schalkwijk & Miyata 2012,
Peyroux & Sternberg 2006, Reddy & Beyaz 2006). Estos compuestos, con grupos
funcionales nucleofilos reactivos, han evidenciado tanto in vitro como in vivo poseer
capacidad de captura de compuestos carbonilicos y 1,2-dicarbonilicos, y como
consecuencia inhibir la formacion de AGEs. No obstante, todavia no se ha identificado
in vivo los productos de su reaccion con los compuestos intermediarios en las reacciones
de glicacion o glicoxidacion (Nagai et al. 2013).

Uno de los compuestos mas destacados de este grupo es la aminoguanidina, que ha sido
el inhibidor de la formacion de AGEs mas estudiado, habiéndose demostrado
experimentalmente su eficacia de modo extenso (Carvalho et al. 2011, Schmaderer et al.

2011, Di Naso et al. 2010, El Shazly et al. 2009, Sugimoto et al. 2007, Chen et al. 2003,
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Thornalley 2003, Méndez 2003). La aminoguanidina es una hidrazina que fue
presentada en 1986 como el primer inhibidor de la formacion de AGEs (Brownlee et al.
1986) y que actia secuestrando los grupos carbonilos reactivos formados durante la
reaccion de Maillard. La aminoguanidina posee un grupo amino y otro aminoacetal, que
en conjunto presentan una mayor reactividad que los grupos €-amino de los residuos del
aminoacido lisina de las proteinas, por lo que inhibe competitivamente la reaccion de
estos ultimos con los grupos carbonilo y dicarbonilo. Como consecuencia de ello se
podrian obtener solo productos de la glicacion no reactivos, bloqueandose la cascada de
reacciones que generan otros AGEs mas reactivos (Picard et al. 1992, Brownlee et al.
1985). Se ha demostrado in vitro que la aminoguanidina inhibe la formacion de AGEs
en proteinas, como consecuencia de bloquear los grupos carbonilo reactivos de los
productos de Amadori y sus derivados (glioxal, metilglioxal, 3-deoxiglucosona y
glucoaldehido) (Webster et al. 2005, Monnier 2003, Thornalley 2003). Cuando la
aminoguanidina reacciona con compuestos con un grupo aldehido o cetona en su
estructura forma hidrazonas, y cuando reacciona con compuestos dicarbonilo forma

triazinas (Nagai et al. 2012). (Fig. 25).

o]
NH NH . .
R% ZY 2 Fig. 25. Mecanismo de
H .z
accion propuesto de la
(Hidroxiyaldehido HN\N—CHR prop
- aminoguanidina como
NH, NH,
agente secuestrador de
o W compuestos carbonilo y
2
Aminoguanidina R o NH, N R dicarbonilo. (Fuente:
=
I \’/ I Nagai et al. 2012)
N
=
R o} N R
Dicarbonilo Triazina

Experimentalmente se ha demostrado también que la aminoguanidina inhibe Ia
formacion de AGEs con fosfolipidos (Gogasyavuz et al. 2002, Bucala et al. 1993,
Picard et al. 1992).

A pesar que la aminoguanidina se ha considerado el inhibidor de la formacion de AGEs
prototipo, su mecanismo de accién propuesto se basa completamente en estudios

quimicos del modelo in vitro (Fig. 26).
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Fig. 26. Modelos cinéticos para la reaccion de la aminoguanidina con Q-

oxoaldehidos (Fuente: Thornalley 2003)

De este modo se ha estudiado la cinética de reaccion de la aminoguanidina con el
glioxal y el metilglioxal bajo condiciones fisiologicas, pH 7.4 y 37 °C (Thornalley et al.
2000). En ambos casos la reaccion se presento tanto con el compuesto dicarbonilo en su
forma de a-oxoaldehido con sus dos grupos carbonilos expuestos, o en la forma
monohidratada menos reactiva con un solo grupo carbonilo disponible para la reaccion.
La cinética de la reaccion con glioxal fue de primer orden con respecto a los dos
reactantes. En el caso del metilglioxal la cinética de la reacciéon modelada fue mas
compleja, debido al equilibrio quimico entre las formas hidratada y no hidratada del
metilglioxal (Thornalley 2003). Los resultados posteriores estudiando las reacciones de
aminoguanidina con varios compuestos o-dicarbonilo por espectrometria de masas,
demuestran la formacion de triazinas como productos de la reaccion, asi como la de
otras formas policiclicas como productos de la posterior condensacion de las triazinas

(Saraiva et al. 2012).
b) Inhibicion por atenuacion de las glicoxidaciones. En este caso se suprime la

formacién de AGEs a través de la prevencion de las glicoxidaciones. Los inhibidores

que previenen las glicoxidaciones, actuan principalmente como quelantes, inhibiendo
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las reacciones de oxidacion catalizadas por metales que forman los AGEs (Nagai et al.

2013, Monnier 2003, Miyata & van Ypersele de Strihou 2003). Dentro de este grupo se

puede incluir:

La carnosina ([3-alanil-L-histidina) y sus analogos, que son antioxidantes eficaces
debido a su capacidad de quelar iones de metales de transicion (Babizhayev et al.
2004, Hipkiss et al. 1994).

Farmacos potenciales para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, tales
como desferrrioxamina y el clioquinol, que son eficaces agentes quelantes de
metales y que se ha sugerido que podrian ser usados también como inhibidores de
AGEs (Doraiswamy & Finefrock 2004). Estos farmacos también reducen el estrés
oxidativo y adicionalmente ofrecen proteccion en enfermedades neurodegenerativas
tales como la enfermedad de Parkinson (Youdim et al. 1999).

Los compuestos Lalezari-Rahbar (LR), comprenden un grupo diverso de &cidos
organicos aromaticos con grupos funcionales ureido y carboxamida (Fig. 27). Estos
quelantes no so6lo inhiben la glicosilacion autoxidativa y glicoxidacion sino que
también inhiben la produccion enzimatica de ROS catalizada por metales, que
acontece después de la union de AGEs con moléculas receptoras, tales como RAGE,
poseyendo aparentemente una amplia gama de efectos sobre el estrés oxidativo y la
inflamacién (Nagai et al. 2012). El comportamiento de estos compuestos sugiere
que la quelacion sola, independiente de la captura de carbonilo, podria ser un
mecanismo suficiente para inhibir la formaciéon de AGEs y proteger contra
complicaciones de la diabetes (Rahbar & Figarola 2002, Rahbar & Figarola 2003,
Rahbar et al. 2000, Rahbar et al. 1999).
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Fig. 27. Estructuras de los compuestos Lalezari-Rahbar (LR),
inhibidores de la formacion de AGEs.

(Fuente: Rahbar et al. 2000, Rahbar et al. 1999, Nagai et al. 2012)

¢) Inhibicion por escision de los entrecruzamientos de AGEs en las proteinas. Una
via paralela para atenuar las complicaciones relacionadas con la formacién de AGEs, es
la de revertir los entrecruzamientos de AGEs en las proteinas. El grupo de compuestos a
los que se les atribuye este mecanismo de accion comprende el bromuro de N-
fenaciltiazolio (PTB) (Vasan et al. 1996), su andlogo dimetiltiazolio ALT-711
(Wolffenbuttel et al. 1998), y los analogos de piridinio TRC4186 y TRC4149 (Joshi et
al. 2009, Chandra et al. 2009) (Fig. 28). Su mecanismo de accion esta relacionado con
su capacidad de liberar AGEs de albumina de complejos albimina-AGE-colageno
preformados, de liberar inmunoglobulinas de su union a eritrocitos de ratas diabéticas, y
de revertir o disminuir el entrecruzamiento del colageno en las ratas diabéticas (Nagai et

al. 2012).
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Fig. 28. Estructuras de los compuestos inhibidores de la formacion de
AGEs por escision de los entrecruzamientos de proteinas

(Fuente: Nagai et al. 2012)
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3. FUNDAMENTOS
METODOLOGICOS
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3.1. METODOS AB INITIO
La mecénica cuantica permite la descripcion matematica correcta del comportamiento
de los electrones en 4tomos y moléculas. La ecuacion de Schrodinger independiente del

tiempo para un sistema unidimensional de una particula se puede expresar como:

(o o9 &
__(GXZ +ay2 +azzj-l-V(x’yaz)w(x’yaz):Ew(xayaz) (31)

2m
El primer término de la ecuacion corresponde a la energia cinética 7 y el segundo

término a la energia potencial V. El operador hamiltoniano (A ) es la suma de los

operadores correspondientes a esas energias:

NI (o> 0> 0’
H=T+V=-— + + +Vix,y, 2
2m(ax2 ayz azzj (xyz) (3 )

Con lo que la ecuaciéon de Schrodinger puede escribirse como:
Hl//i =EY, (3.3)
Dado que la ecuacion Schrodinger para un sistema polielectronico no tiene solucion

exacta, es necesario el uso de métodos aproximados.

3.1.1 Sistemas de varias particulas
Para un sistema mas complejo como una molécula, que presenta varias particulas
(ntcleos y electrones), el operador hamiltoniano se puede descomponer en muchos

términos de Energia que incluyan la repulsion y atraccion de las diferentes particulas del

sistema:
2 2 2 2 2
D Y RO IED WIS It 1) WP
k i .
25T m 2m 5 k >k T ki T i >y 1y
Energia Energia Energia Energia Energia
cinética cinética de de de
de de repulsion atraccién repulsion
nacleos electrones de electrones de
nucleos -nucleos electrones

donde k y [ se refieren a los nucleos, i y j a los electrones, » a las distancias entre
particulas y Z a los nimeros atomicos. Dado que se puede considerar que los electrones
se mueven mucho mas rapidamente que los nucleos, se puede realizar el
desacoplamiento del movimiento electronico y nuclear, conocido como la aproximacion

de Born-Oppenheimer.
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Para el célculo de la estructura molecular esta muy extendido el uso de la teoria de los
orbitales moleculares. Seglin esta teoria, los electrones no son parte de un enlace en

particular sino que se distribuyen en toda la molécula. Las funciones de onda de un
electron que se obtienen resolviendo la ecuacion de Schrodinger ﬁ(/li =Ey. se

denominan orbitales moleculares. Un orbital molecular ¢, indica, a través del valor de

2, la distribucion del electron en la molécula. Dado que la ecuacion de Schrodinger

,
no se puede resolver a sistemas poliatdbmicos usando esta aproximacion en su forma
original, se requiere otros procedimientos mas simples. Uno de ellos es el método de
orbitales moleculares como una combinacion lineal de orbitales atdomicos, 6 método

CLOA, que considera que el orbital molecular @, es el resultado de una combinacién

lineal, es decir, una suma de los orbitales atomicos implicados ), . Una descripcion

matematica es:
@=cx, tox, t..tc X, (3.5)
@= zcri)(r (3.6)

donde @ es un orbital molecular representado como la suma de n orbitales atdmicos
X.» cada uno multiplicado por su correspondiente coeficiente c,,. Los coeficientes son

los pesos de las contribuciones de los n orbitales atomicos para el orbital molecular.
Minimizando la energia total del sistema, se determina un apropiado conjunto de
coeficientes de la combinacion lineal.

No obstante, este método es insuficiente para describir correctamente muchos sistemas,
ya que considera a los movimientos de los electrones como independientes unos de
otros, desconociendo la correlacion entre los movimientos de los electrones dentro de
un sistema molecular, especialmente entre los electrones de spin opuesto. Esto conduce
a una energia de repulsion electron-electron alta y como consecuencia también a una
energia total alta. La energia de correlacion se define como la diferencia entre la energia

exacta y la energia de Hartree-Fock:

-FE ~E,, (3.7)

correlacion exacta

Para incluir la correlacion electronica, se han desarrollado otros métodos “post Hartree-
Fock” que pertenecen a tres categorias: los de interaccion de configuraciones, los

perturbativos y los de Coupled Cluster. Con estos esquemas aproximados es posible
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realizar un célculo mecanico cuantico de una exactitud y precision aceptable. Sin
embargo hay que tener en cuenta que esta mayor fiabilidad de los calculos requiere
exponencialmente de cantidades crecientes de poder computacional, conforme se
incrementa el nimero de atomos del sistema a estudiar. Un método alternativo que
introduce los efectos de correlacion electronica a un costo computacional menor es la

Teoria del Funcional de Densidad (DFT).

3.2 TEORIA DEL FUNCIONAL DE DENSIDAD (DFT)

La DFT representa una forma alternativa a la de los métodos ab initio convencionales
para resolver la ecuacion de Schrodinger electronica. De acuerdo con la DFT, la energia
fundamental de un sistema polielectrénico puede expresarse a partir de la densidad
electronica p(r). Esta funcion de densidad electronica depende de las tres variables
espaciales, X, y, z, mientras que las funciones de onda polielectronicas requieren tres
variables para cada uno de los N electrones del sistema molecular. Esta reduccion en el
numero de variables de la funcion, tiene como consecuencia una disminucion del
tiempo de computacion para un procedimiento basado en la teoria del Funcional de la
Densidad en comparacion a otros métodos, como los basados en la teoria post-Hartree-

Fock (Parr & Yang 1989).

3.2.1 Teoremas de Hohenberg-Kohn
La teoria del funcional de densidad se basa formalmente en los teoremas formulados por

Hohenberg y Kohn (1964):

a) Primer teorema. "Cualquier observable de un estado estacionario fundamental no-
degenerado puede ser calculado, en principio de forma exacta, a partir de la densidad
electronica de este estado fundamental”.

Como consecuencia de ello

- Cualquier observable puede escribirse como funcional de la densidad electronica del
estado fundamental.

- Existe una relacion uno a uno entre la densidad electronica y el potencial externo. Esto
quiere decir que la densidad electronica en el estado fundamental contiene la
informacion de un sistema electrénico.

- La energia del estado fundamental es un funcional de la densidad electronica, y en

consecuencia sus componentes (ecuacion 3.8).
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E,lor) = E o)+ T, [0l )]+ 7, [0l )]+ V.. [o(r)] (3.8)

Donde la energia total E,,/[(r)] se presenta como funcional de la densidad electrdnica,
T,.:{o(r)] es una aproximacion a la energia cinética real T{A(r)], V,.[A(r)] es la energia de
interaccion nucleo- electron, V.. [0(r)] es la energia de interaccion electron-electron 6
repulsion coulombiana y E,. es la energia de correlacion e intercambio.

Como resultado de la aproximacion de Born-Oppenheimer, el potencial de Coulomb de
los nucleos se puede considerar como un potencial externo estatico:

Vn(r)=—n§0 | Z g (3.9)

e
k ‘I’—Fk‘

El hamiltoniano electronico se puede escribir como:

F=—;2Df+;zzl (3.10)

i i l’i_f’j

Por lo que el hamiltoniano total es:

H=F+7V

. (3.11)
El potencial externo V. (V..[Ar)] en la ecuacién 3.8) determina de manera Unica la
densidad electronica del estado fundamental. Ello se demostrd por primera vez mediante
el reductio ad absurdum por Hohenberg y Kohn. La energia del sistema puede

escribirse como:
E o) = Flp()]+ [V (-)olr)dr (3.12)

Donde F es el hamiltoniano electronico de la ecuacion 3.10.

b) Segundo teorema. “La densidad electronica de un estado fundamental no-
degenerado puede ser calculada en principio de forma exacta, determinando la densidad
que minimice la energia del estado fundamental”

A partir de este teorema se deduce que dada una densidad electrénica de prueba p(r) ,

que sea N representable, se ha de cumplir que:
EO < Ei [p(r)] = Exc' [p(l")] + Tni [p(l")] + Vne [p(r)] + Vee [p(l")] (313)

Donde Ej es la energia del estado fundamental. La expresion 3.13 determina que dada
una densidad de prueba se obtiene una energia mayor o igual que la energia exacta del

estado fundamental. Por lo tanto, la densidad electronica del estado fundamental no
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degenerado se puede calcular encontrando aquella densidad que minimice la energia del

estado fundamental.

3.2.2 Ecuacion fundamental de la teoria del funcional de la densidad
La minimizacion del funcional de la energia con respecto a la densidad electronica
OE,[p] = 0, debe ser realizada asegurando la conservacion de la N representabilidad

durante el proceso de optimizacion. Esto se hace introduciendo la restriccion:
jp(r)dr—N=0 (3.14)

mediante el método de los multiplicadores indeterminados de Lagrange. Para ello se

construye una funcion, que al minimizarla se plantea como:
SFLo( )|+ [ V.. ()l Yar = 4] o) - (3.15)

donde Y es un multiplicador de Lagrange y posee el significado de un potencial
quimico, y donde los términos referidos al potencial externo V,.(») y el hamiltoniano
electronico F[p(r)] pueden agruparse como E,[p], que se refiere a la energia para una

densidad de prueba:
Flob)]+ [V..(r)olr)ar = E,[o(r)] (3.16)

remplazando (3.15) en (3.16), y a partir de la definicion del diferencial de un funcional,

se obtiene la expresion:

Idw5p(r)dr - ,u_[ o(rdr =0 (3.17)
y reagrupando:
J {aEgKE’(Z,()r I ﬂ}@?(f’)d" =0 (3.18)

lo que proporciona la condicion de minimizacion restringida y que permite obtener el

valor de 4 en el minimo, se obtiene la ecuacion fundamental de la teoria del funcional

de densidad:

&, [p(r)] _ oFlolr)], ,

ao(r) o) (r)=u (3.19)

3.2.3 Ecuaciones de Kohn-Sham
La ecuacion anterior proporciona una formula para minimizar la energia y determinar de

ese modo la densidad del estado fundamental. Un problema se presenta cuando no se
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conoce con exactitud la expresion que relaciona el hamiltoniano electrénico F con la
densidad. En particular la forma exacta del funcional de la energia cinética 7]p]. Por el
contrario, la energia cinética se calcula facilmente si se conoce la funcion de onda (.
Basandose en la expresion de 71¢)] para una funcion monodeterminal, Kohn y Sham
(Kohn & Sham, 1965) propusieron un método para calcular la energia.

Para ello consideraron como sistema de referencia un sistema de N electrones que no
interaccionan entre si moviéndose bajo un potencial externo V,.(7). En este sistema la
ecuacion fundamental de la teoria del funcional de densidad, considerando la densidad y

la energia cinética (7,;) exactas de los electrones no interactuantes, tiene la siguiente

forma:
o, [o(r)] _ or,[o(r) _
) ool e o
E[o(r)| =1, [o()]+ [ o(rV ... (r)ar (3.21)

En un sistema real en el que los N electrones interaccionan entre si, la ecuacién de la

energia E,[p(r)] tiene la forma:

E[plr)] =1 [plr)l+ [ Al Y. Lo lar +7..[ o] (3.22)

donde V,.[p(r)] se refiere al funcional de la energia potencial clasica entre el nucleo
y los electrones, y V. [p(r)] al de la energia potencial clasica entre los electrones
mismos. La energia cinética exacta para el sistema real 7[p(r)] y la correspondiente al
sistema de referencia 7,,;[p(7)] son diferentes.

El mayor aporte de Kohn-Sham fue demostrar por primera vez que el hamiltoniano
electronico Fp(r)] puede ser separado en términos de la energia cinética Ty, la energia
de repulsion coulombiana y la energia de correlacion-intercambio E,.[p(r)]. Para
demostrar ello primero se efectiia una particion de la energia dada por (3.22) de la

siguiente manera.
E o) =7, [l )+ [ Al W, [0l Nlar + Tl )|+ (o)l - 7., L) + W[ )] = sTolr)]) 3-23)

donde J[p(r)] es la energia de repulsion coulombiana y viene dada por:

o) =; J"O(:)_’O(r')drdr' (3.24)

r"
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El termino T[p(r)]- T.[p(r)] de la ecuacion (3.24) es la diferencia entre la energia
cinética del sistema real y la del sistema de referencia y recibe el nombre de energia
cinética de correlacion, y el termino V. [p(r)]- Jp(r)], es la energia de correlacion-
intercambio de la parte electronica. Estas dos ultimas contribuciones se suelen agrupar
en un solo término, E,.[p(7)], que es la denominada energia de correlacion-intercambio

total:
E [olr)]=(rlo(-)] -7, [o(-)) + .. [o(r)] - s1o(-)]) (3.25)

En E,[p(r)] estan contenidas todas las contribuciones a la energia para las que no se
tiene una expresion sencilla en funcion de la densidad electronica. Con estas

consideraciones la ecuacion de la energia (3.23) queda.

E[o(r)) =1, lo()]+ | o(r) 7,.[o(r)]dr + ;I[)(:)Mdrdr'*E do) 506

iy

La aplicacion de la ecuacion fundamental de la DFT (3.19) en (3.26) conduce a la

expresion:
&, [p(r)] _ ar,lo(r)] , L plr) ., . [ol)
v - ni V ril+— d,,ﬂ+ xe = (327)
o) - ale) A ey
Definiendo el potencial de correlacion-intercambio por:
&, [o(r)
V. \r)=—2=" 3.28
xc (7") 5,0(7") ( )
y el potencial de Coulomb como:
1 1
)=V, Lo+ | f@. dr' (3.29)
se llega a la expresion.
or,[o(r)] _ (3.30)
5p(7") + ch (7") + dl") - /’1
o bien:
or,[o(r)] _ 3.31)
5,0(}’) +Vis (”) =H

donde Vks(r) se denomina el potencial de Kohn-Sham. Al comparar la ecuaciéon (3.31)
con la ecuacion (3.20) se concluye que la ecuacion a resolver para un sistema de

electrones con interaccion, es la misma que para la de un sistema de electrones sin
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interaccion. En consecuencia la solucion a la ecuacion (3.31) es la misma que para
(3.20), cambiando V,.«(r) por Vis(r).

Considerando que:

V()27 o L 2 e, ()

(3.32)
Las ecuaciones a resolver para encontrar la densidad del estado fundamental, py(r), que
corresponda a la energia minima del sistema electronico seran la ecuacion de

Schrédinger simple para el sistema de un electron, reescrita como:
1
o pl)=aul) (3.33)

Estas funciones son muy similares a las ecuaciones de Hartree-Fock. Los orbitales ¢
son los llamados orbitales de Kohn-Sham y permiten obtener la densidad electronica

por la relacion:

N/2

plr)=23

i=1

v ) (.39

donde el factor 2, es debido a la degeneracion de espin, generado por el supuesto de que
los orbitales estan ocupados solo una vez. Al igual que en el método de Hartree-Fock,

en el procedimiento de resolucion se parte de un conjunto de orbitales moleculares de

prueba {w,-(r)}, con los que se determina la densidad electronica usando la expresion

(3.34). Esta densidad a su vez sirve para poder obtener el valor para el potencial de
Kohn-Sham Vkg partir de (3.32), y solucionar a continuacién la ecuacion de valores y
funciones propias (3.33). El proceso se repite hasta llegar a la convergencia, que indica

que se ha alcanzado la energia del estado fundamental.

3.3 IMPLEMENTACION DFT DE LA CORRELACION E INTERCAMBIO

Considerando las consecuencias de la metodologia de Kohn-Sham, es importante
senalar que en la expresion (3.32) para obtener el potencial de Kohn-Sham Vks(7), todo
es conocido excepto Vyc(r). Por ello es de esperar que la densidad electronica p(r) se
aproxime a la densidad exacta a medida que Vyc(r) se acerque al potencial de
correlacion-intercambio exacto. Obteniendo de la ecuacion (3.28), la expresion para el

funcional Exc[p(r)] :
Ey[o(r)]= [ £xclotplr)dr (3.35)
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se puede relacionar Vyc(r) con la energia de correlacion-intercambio &, energia que

requiere buenas aproximaciones a fin de poner en practica la teoria DFT.

3.3.1 Aproximacion de la densidad local (LDA)

Es la aproximacion mds simple, en ella E XC[p(r)] es un funcional que depende

exclusivamente de la densidad p(r), y las contribuciones a la correlacion y al
intercambio se suelen tratar separadamente. El tratamiento del termino de intercambio,
se basa en la suposicion de que la densidad p,(r) casi no varia con la posicion —dicho de
otro modo, que su derivada con respecto de la posicion es aproximadamente cero- por lo
que se puede igualar ésta a la densidad electronica de un modelo el gas de electrones de
densidad homogénea y p(r) constante, desarrollado a partir de la teoria de Thomas-
Fermi.

En cambio, la energia de correlacion no es conocida exactamente y es necesaria su
determinacion numérica (Vosko et al. 1980). Uno de los métodos mas usados para estos
calculos es el método de Monte Carlo cuantico para un gas homogéneo de electrones no
interactuantes (Ceperley & Alder 1980). Al final el calculo de &, se basa inicamente en
la posicion local r; que depende de p(r), expresandose la energia de correlacion-

intercambio de LDA como:

et o) = e ol + eclol)] = - 40 - 4 (36)

N

donde:

_ 3 1/3

3.3.2 Aproximacion del Gradiente Generalizado (GGA)

Debido a que el modelo de gas de electrones regularmente no es efectivo para predecir
con exactitud las propiedades de los enlaces quimicos, se desarrollo un método que
consiste en introducir gradientes de la densidad en la descripcion de los efectos de
correlacion-intercambio. De esta forma se tienen en cuenta el valor de la densidad en
cada punto (como el LDA) y como varia la densidad alrededor de cada punto. Este
método se llama la aproximacion del gradiente Generalizado (GGA). Bajo esta
aproximacion la energia de correlacion-intercambio se redefine incluyendo valores

locales de las derivadas de la densidad:
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GGA[p ] SLDA[p ]+A£XC{DP(F)} (3.38)

4/3(1’)

por ello se debe conocer la densidad y su derivada en cada punto.
Posteriormente se introdujeron mejoras cuantitativas del funcional de correlacion-
intercambio (Lieb & Oxford 1981, Lieb 1979), estableciendose que la energia de

correlacion intercambio exacta satisface la relacion:

EXC[,O(r)] > —1.68.[,0(7/) r*dr

El funcional usado en el presente trabajo fue el de Perdew, Burke y Ernzerhof (PBE) del

(3.39)

afio 1996 (Perdew et al. 1996), funcional con el que se obtienen resultados semejantes a
los obtenidos con otros funcionales, utilizando menos pardmetros, haciendo los calculos
menos costosos computacionalmente. Una caracteristica notable de este funcional es la
incorporacion de un parametro £=0.804 que afecta la parte del intercambio del PBE

(Solana 2008).

Eyc[o)] = [ ok, ()ar = [ plr )t (r)F (s ar (3.40)
_ k (3.41)
EC(S(F))—Hk—W
()= Op(r) (3.42)
S\ = 2(377'2)”3,0(1”)4/3

donde F\(s(r)) es el factor de mejora del funcional de intercambio, dependiente del

gradiente de densidad s(») y el parametro k.

3.4 FUNCIONES DE BASE

Dado que la ecuacion de Schrodinger para un sistema polielectronico no tiene
soluciones exactas, se construyen funciones polielectronicas aproximadas. Uno de los
métodos mdas antiguos con este proposito es el de Hartree-Fock (HF). Uno de los
problemas de este método es la seleccion de las funciones matematicas que representen
los orbitales de HF. Este problema fue solventado por Roothaan y Hall, mediante un
método conocido como combinacion lineal de orbitales atdbmicos o mas generalmente
como combinacién lineal de funciones de base. Existen histoéricamente varios tipos de
funciones base: las funciones hidrogenoides, las de tipo Slater, las funciones gaussianas

GTO, estas ultimas, las mas usadas.
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Una base depende significativamente de dos aspectos: (i) el numero de funciones de
base por atomo, y (ii) el tamano de la regién usada por esas funciones de base. Para
mejorar estos aspectos y hacer mas eficientes los célculos en sistemas periddicos y/o de
gran tamano, programas como SIESTA y DMOL3, utilizan otro tipo de orbitales

atomicos, los llamados orbitales atdémicos numéricos (Numerical Atomic Orbital) o

NAO (tabla 1).

Tabla 1. Bases utilizadas por el programa DMOL3.

Nombre de Descripcion Ejemplos
la Base
MIN Base minima. Un orbital atomico (AO) por cada H: Is
orbital atdbmico ocupado. Tiene rendimientos de C: 1s2s2p
baja precision pero rapido procesamiento. Si: 1s 2s 2p 3s 3p
DN Base doble numérica. MIN + un segundo conjunto | H: 1s Is'
de AOs de valencia. C: 1s2s 2p 2s' 2p'
Mejora la precision respecto a MIN. Si:1s 2s 2p 3s 3p 3s'
3p'
DND Base doble numérica mas funciones d. Como DN | H: 1s 1s'
pero con una funcion d de polarizacion sobre todos | C: 1s 2s 2p 2s' 2p'
3d
los atomos que no son hidrogenos.
) Si:1s 2s 2p 3s 3p 3s'
Este conjunto de bases por defecto provee una 3p' 3d
precision razonable con un costo computacional
modesto.
DNP Base doble numérica mas polarizacién. Como H: 1s 1s' Ip
DND pero incluyen funciones de polarizacion p C: 1s 2s 2p 2s' 2p'
. o 3d
para todos los &tomos de hidrégeno.
. . , Si:1s 2s 2p 3s 3p 3s'
Mejor precision en los céalculos pero con un alto 3p' 3d
costo computacional. Importante en sistemas con
puentes de hidrogeno.
TNP Base triple numérica mas polarizacion. Como H: 1s 1s' 2p 1s" 2p'
DNP incluye funciones de polarizacion 3d
dicional todos los 4t O: 1s 2s 2p 2s' 2p'
adicionales para todos los atomos 3d 25" 2p" 3p 4d
Mejor precision, pero con un alto costo S:1s 25 2p 25' 2p' 3s
computacional. 3p 3s'3p' 3d 3s" 3p"
3d'4d

67




En este caso el conjunto de bases es una combinacion lineal de orbitales atomicos
numéricos muy general y flexible. Permite orbitales con momentos angulares
arbitrarios, multiple-zeta, polarizados y no centrados. Los orbitales numéricos son las
soluciones numéricas del hamiltoniano de Kohn-Sham para los atomos aislados. Las
funciones de base y, se dan como valores numéricos sobre una malla esférica-polar
centrada en el atomo, en lugar de funciones analiticas (como las de los orbitales
gaussianos). La parte angular de cada funcion es un armoénico esférico apropiado Y (6,
¢). La porcion radial R(r) se obtiene al resolver numéricamente las ecuaciones DFT
atomicas. Un nivel razonable de precision se obtiene normalmente mediante el uso de
alrededor de 300 puntos radiales desde el ntcleo hasta una distancia exterior de 10 Bohr
(~ 5,3 A) (Ortega-Castro 2007).

Al igual que las funciones de base gaussianas, una mayor libertad variacional se
consigue proporcionando grandes conjuntos de base. La generacion de un segundo
conjunto de funciones da como resultado la duplicacion del tamafio del conjunto de
bases, lo que se conoce como una base doble numérica (DN). Esta notacion se utiliza
por analogia con las bases gaussianas doble zeta (DZ), utilizando el N para enfatizar la

naturaleza numérica de estos orbitales.

3.5. MODELOS BAJO CONDICIONES PERIODICAS DE CONTORNO

Los modelos bajo condiciones de contorno periddicas (Allen & Tildesley 1987, Haile
1997) son modelos que se construyen en general considerando que una celda primaria
que contiene al sistema de estudio, esta rodeado por réplicas exactas de si mismo en
todas las direcciones, las celdas imagenes, formando una red infinita. Estas celdas
imagenes contienen los mismos atomos que la celda primaria y, durante un célculo
como el de una simulacion, cada uno de los 4&tomos de las celdas imagenes se mueve de
la misma forma que los atomos de la celda primaria. Asi, si un atomo de la celda
primaria la abandona por una de sus caras, su imagen de la cara opuesta entra en la
celda primaria. De este modo ya no existen superficies limitantes del sistema (Fig. 29).
En principio por este procedimiento se puede generar un sistema periodico infinito,
almacenando solo la informacién de los atomos de la celda primaria, pues los de
las imégenes son reproducciones de ellos. La celda primaria ha de elegirse
suficientemente grande como para que la periodicidad impuesta al sistema no afecte a
sus propiedades fisicoquimicas, que se pretenden estudiar. No existen reglas

establecidas para determinar su tamafio. El unico procedimiento seguro consiste en
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comprobar que los resultados obtenidos no se modifican si se aumenta el tamafio de la
celda primaria.

La implementacion de las condiciones de contorno periddicas requiere la evaluacion de
las fuerzas que se ejercen sobre cada molécula por todas las demas moléculas del
sistema. Si se considera un sistema cuya celda primaria contiene N moléculas y se
supone que el potencial se expresa como la suma de interacciones entre parejas de
moléculas, entonces existen N—1 términos en esa suma. Pero en principio se han de
incluir también las interacciones con las moléculas de las celdas imagenes. Esta suma
contiene, por tanto, infinitos términos, y enla practica su evaluacion requiere la
realizaciéon de aproximaciones. Si las fuerzas que operan no son de corto alcance
(interacciones de van der Waals) se puede limitar el nimero de términos de esta
suma considerando que la molécula en cuestion se encuentra en el centro de una celda
cubica de las mismas dimensiones que la celda original y solo interactia con las
moléculas que estan dentro de esta celda, es decir con las imagenes mas proximas de las
otras N—1 moléculas (Fig. 29). Este procedimiento se denomina criterio de la minima
imagen (Allen & Tildesley 1987), y es una consecuencia natural del uso de las

condiciones de contorno periodicas.

Fig. 29. Condiciones de

O 5 O 5 O 1o 5 O contorno periédicas en un
o O O o O sistema periédico
O O O bidimensional. La caja
o ©O Q O 1o O 1 sombreada corresponde a
O O | © O |1 O O L la celda primaria. En la
1
O O : O (] ! O O l figura se ejemplifica el criterio de
O . O . O o la minima imagen en un sistema
O O o Q'O' - 'C')' = 'D O o periddico bidimensional. La
® O O molécula resaltada interactia
O O O solo con las moléculas que estan

l
|

dentro de una celda centrada en
ella de las mismas
dimensiones que la celda

primaria.
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Las condiciones de contorno periodicas han sido usadas entre otras cosas para estudiar
la fase condensada de la materia y compuestos solidos cristalinos, dado que esta dentro
de la naturaleza de estos el presentar una estructura ordenada. Un ejemplo son los
estudios con nivel de célculo DFT que se han hecho de superficies de 6xidos metalicos
(Makov & Payne 1995, Payne et al. 1992), zeolitas (Svelle et al. 2009, Grybos et al.
2009, Vener et al. 2009) y otras superficies inorganicas (Foster et al. 2009, Vaiss et al.
2009, Ortega-Castro et al. 2010b, Ortega-Castro et al. 2010c, Ortega-Castro et al. 2008),
estructuras organico-metalicas y las interacciones de estos sistemas con pequenas
moléculas orgénicas e inorganicas (Piacenza et al. 2009, Natan et al. 2006). Para usar
los modelos periddicos con estos niveles de célculo la ecuacion de Schrodinger se tiene
que resolver s6lo para los atomos de la celda unitaria, bajo la condicién de que la
funcion de onda (o la densidad electrénica) en un determinado punto no se altere al
aplicar el operador de traslacion. También se ha aplicado las condiciones de contorno
periddicas en sistemas de miles de atomos pero usando un nivel de calculo de mecénica

molecular.

3.6 ANALISIS DE LA REACTIVIDAD QUIMICA

Durante una reaccion quimica se produce una reorganizacion de los enlaces de las
moléculas. Una de las teorias que permite entender de modo aproximado como se
produce esta reorganizacion y con que velocidad, es la teoria del estado de transicion.
Esta teoria presupone que la aproximacion de Born-Oppenheimer es valida, pudiendo
separarse los movimientos nuclear y electronico, por tener escalas de tiempo muy
diferentes entre si. En su forma convencional esta teoria, estd ligada al concepto de
estructura del estado de transicion de una hipersuperficie de energia potencial resultante
de la aproximacion de Born-Oppenheimer.

Mclver & Komornicki (1972) definen la estructura del estado de transicion como el
punto en una superficie de energia potencial (Fig. 30), que cumple las siguientes
condiciones: 1) es un punto estacionario, es decir, de gradiente cero; ii) la matriz de
constantes de fuerza en el punto debe tener un unico valor propio negativo; iii) debe ser
el punto de més alta energia potencial en una linea continua que conecte reactivos y
productos; iv) debe ser el punto de menor energia potencial que cumpla las anteriores
tres condiciones. La ubicacion de un estado de transicion estd completamente definida
en la superficie de energia potencial (PES), por la primera y segunda derivadas de la

energia con respecto a cualquier coordenada.
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Reactivos

Estado de
transicion

Estado de >
transicion

Fig. 30. Superficie de energia potencial en tres dimensiones. (a) La trayectoria de una
reaccion quimica en el espacio configuracional se representa por las lineas continuas. (b)
La superficie se puede representar también mediante mapas de contorno donde las lineas
curvas que salen de los minimos son lineas de gradiente, y las curvas cerradas son lineas

equipotenciales (Adaptado de: Minyaev 1994).

La distincion entre un minimo y un estado de transicion se encuentra en las segundas
derivadas. En el caso de un “punto de silla”, en la matriz del hessiano uno de los valores
propios sera negativo y todos los demads positivos. La frecuencia armoénica de vibracion
molecular estd relacionada con la matriz constante de fuerza de acuerdo con las
ecuaciones. (3.43) - (3.45). La fuerza que actia sobre un resorte arménico depende de la

masa m y la constante de fuerza k, y se puede escribir como:

. 2
F=m %tzx (3.43)
Fe—kx (3.44)

Esta ecuacion diferencial tiene una solucidén periddica x(w), donde w representa la

frecuencia:
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W= |—
m

(3.45)

Las frecuencias estan relacionadas con la matriz hessiana H, y son posibles de calcular a

partir de los valores propios f: usando la ecuacion (3.46), donde c es la velocidad de

mwc

la luz, v son las frecuencias, V; los niimeros de onda y f; los valores propios

ponderados en masa de la matriz hessiana.

fi
Vl. - mwc
27T
i
V. —_— fmwc
.=
27t

mwc

(3.46)

(3.47)

En un minimo, todas las constantes de fuerza son estrictamente positivas. En un estado

de transicion sin embargo, una de las constantes de fuerza es negativa, produciendo una

frecuencia imaginaria.

3.6.1 Calculos de estados de transicion

Dentro de los métodos usados para el célculo de los estados de transicion en el presente

trabajo se emplearon los métodos de transito sincronico (LST/QST) (Fig. 31), y el

método de los modos propios.

Fig. 31. Representacion
de los métodos
LST/QST.R, Py TS se
refieren a los reactivos,
productos y estado de
transicion
respectivamente. (Fuente:

Shaik et al. 1992).
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Los métodos de transito sincronico (LST/QST) se utilizan para encontrar un estado de
transicion (TS) cuando las estructuras razonables para los reactivos y productos existen,
pero la ubicacion del TS es desconocida (Halgren & Lipscomb 1977). A partir de los
reactivos y productos, los métodos de transito sincronico interpolan una ruta de reaccion
para encontrar un estado de transicion. Primero el procedimiento de transito sincronico
lineal (LST) asume que el camino de reaccién es una linea recta que conecta reactivos
con productos y bajo esa suposicion el TS es la estructura de maxima energia a lo largo
de esta linea recta (punto 1 de la linea continua en la Fig. 31). A continuacion por el
procedimiento de transito sincrénico cuadratico (QST), se realiza la minimizacion de
energia respecto a todas las coordenadas perpendiculares a la linea recta que se ha
supuesto como camino de la reaccion (la estructura del punto 1 se minimiza,
obteniéndose el punto 2 de la linea no continua de la Fig. 31), con lo cual se obtiene
como un nuevo camino de la reaccidon, una linea curva, en el que la estructura de
maxima energia correspondera al TS candidato (punto 3 de la linea no continua de la
Fig. 31).

Una vez obtenida una estructura cuya geometria se encuentra proxima a la del estado de
transicion, se pueden usar otros métodos como el método de seguir el vector propio
(“eigenvector”) también llamado método de los modos propios (Tsai & Jordan 1993), en
el que se realiza una optimizacidn geométrica por minimizaciéon de energia,
conservando el valor propio negativo del vector propio en el curso de la optimizacion,
aunque su magnitud y direccion puede variar. En el caso del programa DMol3 este
utiliza el método de optimizacion geométrica de Newton-Raphson, siendo la busqueda
la de un maximo de energia a lo largo de un modo normal y un minimo a lo largo de

todos los demas nodos.

3.7 ANALISIS DE LOS ESTADOS ESTACIONARIOS Y DE TRANSICION

Una vez localizado un estado estacionario o estado de transicion, se puede realizar un
analisis en detalle de su configuracion electrénica y el célculo de ciertas propiedades.
Algunas propiedades, como la estructura electronica o las fuerzas que se aplican en los
atomos son directamente accesibles de la funcién de densidad electronica o la funcion
de onda. Otros, como el espectro vibracional, requieren el célculo de diferentes

configuraciones atomicas cercanas a la geometria a evaluar.
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3.7.1 Analisis poblacional

El método del andlisis poblacional puede usarse para el calculo de las cargas parciales
de los 4tomos, que permite particionar la densidad electronica o en su defecto la funcion
de onda, en cargas localizadas sobre los nucleos, 6rdenes de enlace, entre otros. En
cuanto a las cargas, éstas no se observan experimentalmente, pero es posible realizar el
andlisis de las fracciones de carga que se depositan en los dominios de los dtomos, en
funcién de la probabilidad de que el electron se encuentre cercano a un atomo
determinado en un porcentaje de tiempo. Particularmente, el analisis poblacional de
Mulliken no refleja la electronegatividad de los 4tomos involucrados, pues sugiere que
el solapamiento entre dos orbitales es compartido de forma equivalente. El analisis de
poblacion natural (NPA), por otra parte, nos permite obtener ocupaciones y cargas, en la
cual no se utilizan los orbitales moleculares directamente; se recurre a los orbitales
naturales, que son las funciones propias de la matriz densidad reducida de primer orden.
Estos orbitales naturales estan localizados y son ortogonalizados.

Los aspectos en la geometria, como hibridaciones, coordenadas y oOrdenes de
enlace, tienen implicaciones en la disponibilidad de electrones frente a las interacciones
con especies electrofilicas. Por ejemplo, el orden de enlace (O.E), a la luz de la teoria
del orbital molecular (Cordova et al. 2004) nos permite estimar el nimero de enlaces
entre pares de &tomos en una molécula y esta relacionado directamente con la longitud
de enlace y su energia. En general, un mayor orden de enlace corresponde a una mayor
energia y a una menor longitud del mismo. También es posible apreciar una relacion
directa con la hibridacion, pues a medida que aumenta el caracter s en el orbital hibrido,
la densidad electronica estara mas cercana al nucleo y por tanto los electrones serdn mas

fuertemente atraidos.

3.7.2 Efectos del solvente

La estrategia mas directa para incluir el solvente a nivel de las aproximaciones

mecanico-cuanticas es la de incluir un conjunto reducido de moléculas de disolvente de

modo explicito en el sistema. Este método presenta tres problemas:

* Al ignorar efectos dindmicos, los conjuntos “clusters” resultantes de moléculas de
solvente dan una imagen mas cercana al hielo que al agua liquida.

* El tamafio de los sistemas es siempre excesivamente pequefio para representar un
medio solvatado real.

* El coste computacional puede ser enorme en cuanto el tamafio del sistema aumenta.
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Por ello los efectos del solvente se pueden tratar bien:

» Usando particulas cldsicas que puedan muestrearse mediante célculos de dinamica
molecular o Montecarlo.

» Utilizando las representaciones macroscopicas del solvente (métodos continuos).
Estos métodos continuos permiten reducir los grados de libertad asociados a las
moléculas de solvente (Tomasi & Persico 1994).

Un modelo de solvatacion de medio continuo es el modelo COSMO (Conductor-like

Screening Model), modelo en el que se crea una cavidad alrededor de la molécula de

soluto y el soluto interactia con el disolvente, el cual es representado por un modelo

dieléctrico continuo (Klamt & Schiilirmann 1993). La distribucion de carga del soluto
polariza el medio dieléctrico. La respuesta del medio dieléctrico se da por la generacion
de cargas puntuales (polarizacion) sobre la superficie de la cavidad. En contraste a otras
implementaciones de medio continuo, en este modelo la generacion de estas cargas
puntuales no requiere de la solucién de las condiciones de contorno complejas del
dieléctrico. Para su generacion se emplea una condicion de contorno mas simple para el
conductor, que depende de la constante dieléctrica € del solvente. En consecuencia, la
polarizabilidad del material continuo se gobierna por su constante dieléctrica €. El valor

utilizado para el agua es 78.4.

El método COSMO considera que si el solvente es un conductor ideal del potencial

electrostatico, se puede imponer la restriccion de que el potencial electrostatico ha de

ser nulo en la superficie, por lo que este resulta menos sensible a la forma y tamafo
escogidos para la cavidad. Si se conoce la distribucion de la carga en la molécula de
soluto, es posible calcular la carga ¢" en la superficie. Al utilizar solventes reales se

puede asumir que la carga g es menor que q* por un factor f:
q=1(q") (3.48)
A suvez el factor f es funcion de la constante dieléctrica € del solvente:

rey="1 (3.49)
E—X

donde el valor de x es 0.5 (Andzelm et al. 1995) y en otras implementaciones cero
(Barone & Cossi 1998). El método COSMO es mds exacto para solventes que poseen
una constante dieléctrica elevada, ya que un solvente con valores elevados de & se

comporta como un conductor ideal.
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4. MATERIALES Y METODOS
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4.1 Programas usados

En el presente trabajo se han hecho uso basicamente de los programas DMOL3 (Delley

2000) y Materials Studio 4.4 desarrollado por Accelrys Inc (Grillo et al. 2004), este

ultimo sirvié como interfase grafica del programa DMOL3.

El programa DMOLS3 permite hacer calculos de estructura electronica y simulaciones de

dindmica molecular ab initio para moléculas, agregados moleculares y sistemas

periddicos. Entre sus principales caracteristicas podemos mencionar:

» Permite calculos mediante la teoria del funcional de densidad (DFT), usando la
aproximacion de la densidad local (LDA) o la aproximacion del gradiente
generalizado (GGA).

= Permite hacer calculos con pseudopotenciales o con todos los electrones.

* Emplea una combinacion lineal de orbitales atdémicos (LCAO) como conjunto de
funciones base.

* En este programa el costo computacional y el tiempo de calculo escalan linealmente
con el numero de dtomos del sistema (orden N), a diferencia de otros programas que
su escalamiento es N, N*, o incluso mayores potencias.

» Puede ser paralelizado, lo que significa que un mismo calculo puede ser realizado

por varios ordenadores, lo que reduce el tiempo de los calculos.

4.2. Modelado de la superficie fosfolipidica

El modelado del sistema se inicio considerando como estructura base la estructura
cristalizada del 1,2-Dilauroil-DL-fosfatidiletanolamina, solvatada con acido acético
(Elder et al. 1977) y que se encuentra en una fase cristalina lamelar Lc. Las estructuras
cristalinas han sido un buen punto de partida para estudiar la reactividad quimica en
muchos casos, como el de las enzimas. Otro ejemplo son los estudios de dindmica
molecular de las membranas bioldgicas, donde no se han dispuesto de estructuras
cristalinas de bicapas lipidicas totalmente hidratadas como punto de partida para las
simulaciones, por lo que muchos de los célculos iniciales se han basado en la estructura
cristalina de fosfolipidos como el dimiristoil fosfatidilcolina dihidrato (Tobias 2001).

La estructura base fue modificada de modo que se redujeron las dimensiones del cristal,
con el fin de que esta incluyera 2 fosfolipidos, nueve moléculas de agua y una molécula
de acetaldehido por celda, obteniéndose por condiciones de contorno periddicas una
monocapa fosfolipidica. La imposicion de las condiciones de contorno periodicas al

modelo tiene sentido en el presente caso considerando la aproximada naturaleza
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periodica de una capa exclusivamente formada por aminofosfolipidos en fase cristalina
lamelar.

La membrana plasmatica propiamente dicha no posee una naturaleza periodica dado que
en ella los fosfolipidos se encuentran formando una bicapa en una constante transicion
entre una fase gel lamelar y una fase fluida, que presenta en su composicion diversos
fosfolipidos cuya distribucién no es necesariamente simétrica. No obstante, el modelo
presentado, a pesar de partir de una estructura en fase cristalina lamelar con un
empaquetamiento molecular compacto y ordenado, no es muy diferente al
correspondiente al de la fosfatidiletanolamina en fase gel lamelar, ya que este tipo de
fosfolipidos en fase gel lamelar también presenta un empaquetamiento compacto debido
a la presencia en su estructura de un grupo amino capaz de establecer enlaces de
hidrégeno intermoleculares. En cambio la fosfatidilcolina, otro fosfolipido presente
también en las membranas biologicas, tiene un empaquetamiento mas abierto en fase
gel lamelar, ubicandose una mayor cantidad de moléculas de agua en los espacios
dejados por sus cabezas polares (Murzyn et al. 2005, Rog et al. 2004, McIntosh 1996).
Ademas, La cabeza polar de la fosfatidiletanolamina presenta un menor tamafio y una
mayor carga efectiva, en comparacion a la cabeza polar de la fosfatidilcolina que es mas
voluminosa debido a su grupo colina "N(CH3);.

Las estructuras de las moléculas de fosfatidiletanolamina incluidas en el modelo, en
comparacion a las presentes en las membranas biologicas, presentaron reducida la
region correspondiente a las cadenas de acidos grasos. La Fig. 32 muestra el modelo, en
donde cada celda contiene dos moléculas de fosfatidiletanolamina, un acetaldehido, y
nueve moléculas de agua en una red de enlace de hidrogeno a lo largo de las cabezas
polares de los fosfolipidos.

Este procedimiento de truncamiento de los fosfolipidos, se justifica por el hecho de que
en las reacciones estudiadas solo participa de modo directo el grupo amino de la cabeza
polar del fosfolipido y la influencia de las cadenas hidrocarbonadas sobre las reacciones
se podria considerar menor a la de los otros grupos funcionales considerados en el
modelo. Por todo ello, se puede considerar que el modelo reproduce el microentorno de
la superficie aminofosfolipidica de las membranas biologicas de un modo aproximado,

pero que permite estudiar la reactividad quimica que se presenta en esta.
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Fig. 32. Seccion de cuatro
unidades de celda del
A modelo inicial de
superficie
aminofosfolipidica en el
caso del estudio de
reaccion de formacion de
bases de Schiff.
Por cada celda se tienen dos
moléculas de
fosfatidiletanolamina, un
acetaldehido y la red de
moléculas de agua unidas por
enlaces de hidrogeno (lineas
punteadas). En una celda
representativa se muestran los
atomos en esferas y varillas, con
el fosforo y los atomos reactivos
etiquetados.

La monocapa fosfolipidica es un sistema plano muy bien definido, su modelaje en un
estudio teorico de nivel DFT no cuenta con antecedentes previos al presente trabajo. No
obstante, otros autores han usado monocapas de fosfolipidos como modelos
experimentales de estudio para obtener informacion relacionada a las propiedades
biofisicas de la bicapa fosfolipidica (Baoukina et al. 2009). De este modo se ha podido
estudiar las interacciones intermoleculares entre los lipidos y también entre los lipidos y
las proteinas que se aproximan a la superficie. Las técnicas experimentales para su
estudio comprenden técnicas microcalorimétricas, de fluorescencia, microscopia de
fuerza atomica y cristalizacion 2D (Mohwald 1995).

De acuerdo con la reaccion estudiada las dos moléculas de fosfatidiletanolamina se
modelaron con su grupo amino protonado, o bajo su forma neutra. Asi por ejemplo, para
estudiar la formacion de bases de Schiff entre el grupo amino de una
fosfatidiletanolamina y el grupo aldehido del acetaldehido, una de las moléculas de
fosfatidiletanolamina en la celda se modelo con un grupo amino neutro. La otra
molécula de fosfatidiletanolamina fue modelada con un grupo amino cargado, ya que
este grupo participa en varios pasos de las reacciones estudiadas como donante o
aceptor de protones. En el estudio de la reaccion de reordenamiento de Amadori una de
las moléculas de fosfatidiletanolamina de la celda se modelo al inicio de la reaccion
formando una base de Schiff, producto de la reaccion de la D-eritrosa y la

fosfatidiletanolamina. En el caso de la reacciéon de formacion de carboximetil
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fosfatidiletanolamina al igual que la reaccion de formacion de bases de Schiff, se partio
de un modelo en el que una de las moléculas de fosfatidiletanolamina presentaba un
grupo amino no protonado, indispensable para su reaccion con la forma monohidratada
del glioxal.

Todos los modelos incluyeron como solvente explicito moléculas de agua que
establecieron una red de enlaces de hidrogeno sobre la superficie aminofosfolipidica.
Con exepcion de la reaccion de formacion de bases de Schiff, en la mayoria de las
reacciones estudiadas se incluyo ademas como solvente implicito el modelo COSMO
(Klamt & Schiitirmann 1993). El proposito de la inclusion de moléculas de agua en los
modelos de superficie aminofosfolipidica no fue exclusivamente como solvente
explicito, sino también por su participacion como especies reactivas en los modelos de
los mecanismos de reaccion propuestos. Detalles del nimero de moléculas de agua
incluidas por reaccion asi como otras caracteristicas de los modelos periddicos de

superficie aminofosfolipidica se presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de los modelos periodicos de

superficie aminofosfolipidica obtenidos.

No de moléculas
Sistema molecular de inicio, por No de | de agua (solvente | Solvente | Vacio | Articulos de
celda atomos explicito) Implicito | (A) |Investigacion
2 moléculas de
fosfatidiletanolamina, y 1 de
acetaldehido. 95 9 No 13.00 1,2
1 molécula de
fosfatidiletanolamina, 1 de la base
de Schiff de D-eritrosa/
fosfatidiletanolamina. 92 6 CcosMmo | 15.80 3
2 moléculas de
fosfatidiletanolamina, 1 molécula
de glioxal. 85 ) CosMoO | 13.80 4
2 moléculas de
fosdfatidiletanolamina, 2 moléculas
de peroxido de hidrogeno. 93 9 COSMO | 15.00 5
1 molecula de
fosfatidiletanolamina, 1 del
producto de Amadori de
fosfatidiletanolamina/glucosa, 1
molécula de aminoguanidina. 103 4 CcosMo | 13.00 6

Las condiciones de contorno periddicas fueron usadas para el modelaje de la superficie
de la capa de fosfolipidos y la red de solvatacion sobre ella. Este modelo no soélo
permitio que los atomos de una celda interactien con sus imagenes en las celdas

proximas, si no permitio el estudio de reactividad en la superficie de la capa de los
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aminofosfolipidos modelada usando célculos de nivel DFT, sin un costo computacional
muy alto. En algunas etapas del mecanismo de reaccion determinado el modelo
periodico permitio el paso de los protones de una celda a otra, a través de una red de

enlaces de hidrogeno de las moléculas de agua.

4.3 Determinacion de los mecanismos de reaccion

Basados en el planteamiento preliminar de mecanismos para las reacciones estudiadas,
primero se optimizo las geometrias de los reactivos, las moléculas intermedias y los
productos generados, mediante calculos basados en la teoria del funcional de densidad
(DFT) y el algoritmo del gradiente conjugado, implementados en el programa DMOL3
(Delley 2000, Delley 1990), realizdndose inmediatamente después el calculo de las
frecuencias de vibracion molecular correspondientes a la estructura generada y
obteniéndose la matriz hessiana correspondiente. Se considero a las geometrias
obtenidas como minimos solo en el caso de la ausencia completa de frecuencias
imaginarias. Todos los calculos se realizaron con una base doble numérica mas
polarizacion (DNP), (Delley 1990) y como funcional de correlacion-intercambio, el
funcional de Perdew, Burke y Ernzerhof “PBE” (Perdew et al. 1996, Perdew et al.
1992), todo ello bajo condiciones de contorno periddicas.

En otro estudio se ha demostrado que el uso del funcional PBE permite célculos
satisfactorios de los valores de entalpias de reaccion de las moléculas en fase gaseosa
(Delley 2006). El tratamiento preciso de los enlaces de hidrogeno es importante para
este trabajo. Se ha comprobado que el funcional PBE, las bases DNP y un radio de corte
de 4 A para el programa DMOL3, parametros parecidos a los usados en el presente
trabajo, permiten obtener una buena descripcion de sistemas con enlaces de hidrogeno
(Andzelm et al. 2003).

En todos los casos se utilizo como parametro de entrada dependiente del tipo de atomo
un radio de corte “cut off radii” de tamafio medio de 4.5 A. El radio de corte se refiere
al radio respecto a cada atomo mas alla del cual su potencial es nulo y se establece con
el proposito de disminuir el tiempo de célculo.

Para los célculos se escogid el nimero maximo de puntos de integracion numérica de
malla (“mesh points”) disponibles por el programa DMol3, el umbral de convergencia
matriz densidad se establecio en 10°® y un parametro “smearing” de 0.005. Dado que en
el procedimiento de integraciéon numérica en 3 dimensiones los elementos matriciales se

aproximan mediante sumatorias finitas y que estas sumatorias se ejecutan en varios
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puntos de integracion numeérica (“mesh points”), la seleccion del niumero de estos
puntos esta relacionada con la precision numérica de los resultados de los integrales, asi
como con el costo computacional de los célculos. El pardmetro “smearing” se refiere a
la fraccion de ocupacién que pueden tener los electrones entre todos los orbitales y
permite que la ocupacion de los electrones no se restrinja solamente a los orbitales de
menor energia que por defecto tienen asignados. Este procedimiento mejora la
convergencia de los métodos de campo autoconsistentes (SCF) al permitir a los
orbitales relajarse mas rapidamente (Delley 1995).

Las estructuras de los puntos estacionarios optimizadas fueron seleccionadas como
reactivos o productos segun sea el paso de las reacciones estudiadas. Una primera
busqueda de estados de transicion (TS) se realizo usando el método LST/QST (Halgren
& Lipscomb 1977). La estructura resultante obtenida fue usada para una nueva
busqueda de TS mediante el método de los modos propios (Tsai & Jordan, 1993).
Después de este procedimiento se obtuvieron TSs correspondientes para cada etapa de
la reaccion, determinandose su validez como estados de transicion solo si se obtenia una
frecuencia imaginaria. Estos calculos también permitieron obtener los parametros
termodindmicos de energia libre y entalpia a 298.15 K y 1 atm, con el proposito de

obtener un perfil de su variacion (AG y AH) durante la reaccion estudiada.

4.4 Calculos de propiedades relacionadas con la reactividad quimica
Usando el programa DMOL3 y los pardmetros de entrada similares a los de los
anteriores procedimientos se realizo el célculo de algunas propiedades moleculares que

permiten establecer relaciones de estructura-reactividad.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
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5.1 RESULTADOS

En la presente memoria de tesis doctoral los resultados obtenidos se presentan en forma

de articulos cientificos publicados ya, o bien enviados para su publicacion en revistas

especializadas. Las reacciones estudiadas en el presente trabajo asi como sus

caracteristicas se detallan en la tabla 3. Estas reacciones comprenden desde la formacion

de bases de Schiff, y compuestos de Amadori hasta la formacién de productos de

glicacion avanzada como la carboximetil-PE. También se incluye el estudio de

reacciones en la superficie aminofosfolipidica que pueden atenuar el estrés oxidativo al

que estan expuestos los componentes fosfolipidicos, tal como la descomposicion del

peroxido de hidrégeno, o inhibir directamente la formacion AGEs, como es el caso de la

reaccion de la aminoguanidina con un intermedio dicarbonilo.

Tabla 3. Reacciones relacionadas con la formacion de AGEs, estudiadas en el

presente trabajo.
Escenario
Reaccion Reactivos Productos molecular Articulos
Formacion de Base de Schiff de Superficie

bases de Schiff | PE, acetaldehido |acetaldehido/PE aminofosfolipidica 1,2
Base de Schiff de
PE, glicina glicina/PE Medio acuoso 2
Base de Schiff de
PE, butilamina butilamina/PE Medio acuoso 2
Reordenamiento | Base de Schiff de |Producto de Amadori | Superficie
de Amadori D-eritrosa/PE de D-eritrosa/PE aminofosfolipidica 3
Base de Schiff de | Producto de Amadori
glicina/PE de glicina/PE Medio acuoso 3
Base de Schiff de | Producto de Amadori
etilamina/PE de etilamina/PE Medio acuoso 3
Formacion de Superficie
carboximetil-PE | PE, glioxal Carboximetil-PE aminofosfolipidica 4
Descomposicién
de peréxido de Peroxido de Superficie
hidrégeno hidrégeno Oxigeno y agua aminofosfolipidica 5
Reaccién de
aminoguanidina
con compuestos | Aminoguanidina, | 5-metil 3-amino-1,2,4-
a-dicarbonilo metilglioxal triazina Medio acuoso 6
Aminoguanidina, | Derivado de 1,2 ,4- Superficie
2,3-dicarbonil-PE | triazina aminofosfolipidica 6
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RESULTADOS

Articulo 1.

Reactivity of a phospholipid monolayer model under periodic
boundary conditions: a density functional theory study of the Schiff
base  formation between  phosphatidylethanolamine  and

acetaldehyde.

J. Phys Chem. B (2010) 114, 15879-1588S5.
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RESULTADOS

Articulo 2. A comparative DFT Study of the Schiff base formation from
Acetaldehyde and Butylamine, Glycine and
Phosphatidylethanolamine.

Theor. Chem. Acc. (2012) 131, 1263-1275.
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RESULTADOS

Articulo 3. A DFT Study of the Amadori product rearrangement above a
Phosphatidylethanolamine surface. Comparison to the reaction in

an agueous environment.

J. Phys. Chem. C. (2013) 117, 8299-8309.
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RESULTADOS

Articulo 4. DFT Study of the formation of an Advanced glycation end-
product Carboxymethyl-Phosphatidyl ethanolamine from
reaction between Glyoxal and Phosphatidylethanolamine.

Articulo en preparacion.
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RESULTADOS

Articulo 5. DFT  Study on  Amino-Phospholipids  Surface-Mediated
Decomposition of Hydrogen Peroxide.

J. Phys. Chem. C. (2011) 115, 22945-22953,
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RESULTADOS

Articulo 6. DFT Study of the Mechanism of the Reaction of Aminoguanidine
with Methylglyoxal. Comparison with aminoguanidine reaction

above an aminophospholipid surface.

J. Molec. Mod. (enviado)
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5.2. DISCUSION DE RESULTADOS

El presente estudio se inicio con la obtencion del modelo periddico de una superficie de
fosfatidiletanolamina (Fig. 32) que permitio reproducir el microentorno de la superficie
aminofosfolipidica de las membranas biologicas. El modelo obtenido permitio estudiar
algunas reacciones sobre las membranas bioldgicas, relacionadas con la generacion de
AGEs, usando célculos DFT. El ntimero de particulas incluidas en estos calculos
incluyo solo un numero limitado de atomos (tabla 2) con el fin de hacer viable la
ejecucion de estos calculos tedricos. No obstante su tamafo, los modelos incluyeron
moléculas de fosfatidiletanolamina, que conservaron la mayoria de sus grupos
funcionales caracteristicos. En el modelo de las dos cadenas de 4cido graso
hidrocarbonadas, una se ha eliminado y la otra se ha reducido a un solo grupo metilo.
Este procedimiento de truncamiento de los fosfolipidos se justifica en el hecho de que
en las reacciones estudiadas solo participa de modo directo el grupo amino de la cabeza
polar del fosfolipido. La influencia de las cadenas hidrocarbonadas sobre las reacciones
se podria considerar menor a la de los otros grupos funcionales considerados en el
modelo.

Los sistemas modelados incluyeron también varias moléculas de agua en la superficie
(tabla 2), moléculas que en el transcurso de las diferentes etapas de las reacciones
estudiadas actiian no solo como solvente explicito, sino también como puente en la
transferencia de protones mediante un mecanismo Grotthuss, en el que el movimiento
de un proton involucra la formacion y escision de enlaces. Experimentalmente se ha
determinado que la difusion de protones en las redes de moléculas de agua sobre las
superficies de las capas fosfolipidicas es 20 veces mas rapida que en la fase de agua
libre como solvente, lo que se atribuye a la presencia de redes mas compactas de enlaces
de hidrogeno a lo largo de las cabezas polares fosfolipidicas, capaces de soportar un
mecanismo Grotthuss rdpido de formacion y escision de enlaces, permitiendo la
difusién de los protones a lo largo de la interfase entre el solvente y la superficie
fosfolipidica (Teissi¢ et al. 1985, Nagle & Tristram-Nagle. 1983). Las condiciones de
contorno periddicas permitieron modelar la superficie aminofosfolipidica, y dado que el
movimiento de las particulas de cada celda es idéntico al de las adyacentes por la
propiedad de invarianza traslacional del modelo periddico, en varias etapas de las
reacciones estudiadas se pudo modelar la transferencia de protones entre dos celdas

adyacentes (Fig. 33).
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Fig. 33. Esquema de un estado de transicion en la que se produce una transferencia
de protones. Las flechas indican la direccion y los protones que participan en la

transferencia

La glicacion no enzimatica por azucares reductores esta formada por una cascada de
reacciones complejas que finalmente generan los productos de glicacion avanzada
(AGESs). Al comienzo de nuestro estudio se pretendia realizar ésta teniendo a la glucosa
como agente reductor inicial, dado que sus altas concentraciones dentro y fuera de las
células en condiciones patoldgicas favorecen la aparicion de reacciones espontaneas y
no enzimaticas con las moléculas que poseen grupos aminos libres, tales como
proteinas, acidos nucleicos, aminas bioactivas y aminofosfolipidos. Estas reacciones se
inician con la formacién reversible de bases de Schiff, que posteriormente pueden sufrir
un reordenamiento intramolecular, dando lugar a un producto de Amadori. En algunas
condiciones, estos productos de Amadori forman AGEs a través de un intermedio de
dicarbonilo, que posteriormente pueden dar lugar a productos carboximetilados por la
reaccion de Fenton catalizada por Fe**. Los productos carboximetilados también pueden
formarse de modo directo por reaccion de los grupos aminos con el glioxal.

El conjunto de reacciones para la glicacion no enzimatica de la glucosa se presenta de
modo resumido en la Fig. 34. Estas reacciones comprenden también las que son
bloqueadas por agentes inhibidores de la generacion de AGEs tales como la
aminoguanidina y la metformina. Estas diferentes reacciones también se pueden
producir con moléculas mas pequefias que la glucosa que conservan los grupos
reactivos que participan en las reacciones, tal es el caso del acetaldehido en la

formacion de bases de Schiff o la D-eritrosa en la reaccidon de reordenamiento de
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Amadori. Por ello las reacciones descritas para la glucosa en la Fig. 34, fueron
estudiadas en el presente estudio remplazando ésta y sus derivados por otras moléculas
mas pequefias pero que mantuvieron en su estructura de modo basico los grupos
reactivos (Fig. 35). Esto se realizo con el proposito de reducir en lo posible el tamafo de
los sistemas moleculares a fin de minimizar los tiempos de célculo. Los detalles sobre
las reacciones estudiadas se presentan en los articulos de investigacion, donde se
presentan esquemas que muestran los atomos que participan directamente en los
mecanismos de reaccidon propuestos, asi como los procesos generales de estos. Los
resultados obtenidos en los mecanismos de la reaccion de formacion de bases de Schiff
y de reordenamiento de Amadori, teniendo como reactivos el acetaldehido y la base de
Schiff de la D-eritrosa respectivamente, guardaron coherencia con los resultados
experimentales obtenidos para el estudio de estas reacciones teniendo a la glucosa y sus
derivados como reactivos de partida.

El estudio de la formacion de carboximetil-PE se abordo considerando como reactivos
de partida la forma monohidratada del glioxal y la PE (articulo 4). A lo largo de la
reaccion se observaron pasos analogos a las reacciones de formacion de bases de Schiff
y el reordenamiento de Amadori, siendo el paso de la formaciéon del intermedio 1,2
enamina-diol el paso limitante de la reaccidon, con una barrera global de energia libre de
15.41 kcal mol™', y un cambio de energia libre entre los reactivos glioxal y PE vy el
producto final carboximetil-PE, de -31.05 kcal mol™'. Este cambio de energia libre
claramente exergonico sefiala la espontaneidad de la reaccion en la direccion de
formacién del producto carboximetil-PE. Este cambio de energia libre no fue tan
pronunciado en el caso del reordenamiento de Amadori donde se obtuvo un valor de
-8.02 kcal mol™' y en el de la formacién de bases de Schiff en el que tuvo un valor de

-5.74 kcal mol .
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Superficie de Fosfatidiletanolamina (PE)
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Fig. 34. Reacciones relacionadas con la formacion de productos de glicacion avanzada sobre la superficie de

fosfatidiletanolamina.
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Fig. 35. Reacciones sobre la superficie de fosfatidiletanolamina estudiadas en la presente tesis doctoral. Los numeros corresponden

a los identificadores de los articulos de investigacion, de la seccidn resultados de la presente memoria de tesis.
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El presente trabajo también incluyo la obtenciéon de un mecanismo teérico para la
descomposicion de H,O, sobre la superficie aminofosfolipidica (articulo 5). Evidencias
experimentales han demostrado una diferente susceptibilidad a los efectos del radical
oxidrilo en proteinas, lipidos de membrana y moléculas de DNA, siendo menor en el
caso de los lipidos de membrana (Stgpniak et al. 2013). Esta diferente susceptibilidad
puede atribuirse a la catdlisis por las superficies fosfolipidicas de la reaccion de
descomposicion del H,O,, proceso que tendria como efecto indirecto reducir la
formacion de productos de glicaciéon avanzada como la carboximetil-PE (Fig. 34).
Trabajos experimentales han dado evidencias de la descomposicion del H,0O,, catalizada
por vesiculas de fosfolipidos (Yoshimoto et al. 2007). De acuerdo con el mecanismo
obtenido, esta reaccion sobre la superficie aminofosfolipidica se presenta en dos pasos.
En un primer paso de la reaccion se forma un intermedio triéxido de dihidrégeno a
partir de dos moléculas de H,O;, y en el segundo paso, este producto intermedio se
escinde en O, y H,0, siendo el primero el paso limitante de la reaccion.

Los célculos DFT realizados proporcionan una fuerte evidencia de que la disociacion
del peroxido de hidrogeno esté catalizada por las superficies aminofosfolipidicas, en sus
dos etapas. Este efecto catalitico se ha encontrado en todas las reacciones sobre la
superficie aminofosfolipidica estudiadas, en donde la superficie, incluyendo las
moléculas de agua de solvatacion, pueden catalizar estas reacciones, ejerciendo
basicamente tres funciones: (i) la acumulacion de los reactivos como el H,O, en la
superficie, lo que resulta en un aumento de sus concentraciones locales, (ii) la
polarizacion de los atomos implicados en la reaccidon como un resultado de una
interaccion con los grupos funcionales de los aminofosfolipidos cabeza polar, y (iii)
actuando como donadores y aceptores de protones durante la reaccion. Estos tres efectos
pueden conducir a una formacion acelerada de O, y H,O. Este efecto catalitico puede
explicar por lo tanto la atenuacion observada en cuanto a los efectos del radical oxidrilo
sobre los lipidos de membrana en comparacioén con otras biomoléculas, y con ello su
efecto indirecto de reducir la formacion de productos de glicacion avanzada como la
carboximetil-PE.

La aminoguanidina es una molécula que ha probado experimentalmente ser un inhibidor
de la generacion de AGEs, por la captura de compuestos carbonilicos 6 1,2-dicarbonilos
(Saraiva et al. 2012, Reddy & Beyaz 2006, Thornalley 2003, Thornalley et al. 2000, Lo
et al. 1994). En el presente trabajo se ha realizado un estudio tedrico mediante calculos

de nivel DFT, del mecanismo de reaccion del metilglioxal con la aminoguanidina
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(articulo 6). Una vez determinado los pasos limitantes de la reaccion nuestro propdsito
inicial fue evaluar estos pasos en el modelo de superficie de PE, teniendo como
molécula reactiva el producto dicarbonilo de la autoxidacion del compuesto de
Amadori-PE, a fin de verificar si las barreras de energia eran semejantes a las de la
reaccion con metilglioxal.

El paso limitante de la reaccion del metilglioxal con la aminoguanidina es la primera
deshidratacién, presentando la reaccion una energia de activaciéon de 13.77 kecal mol™.
La variacion de energia libre del proceso global es de -24.81 kcal mol™. El hecho de que
una deshidratacion sea el paso limitante es coherente con lo que se ha mostrado en
reacciones similares. Cuando este paso de deshidratacion se estudio en el sistema de
superficie de PE, para la reaccion de 2,3-dicarbonilo-PE con la aminoguanidina, el valor
de su barrera de energia libre fue 9.32 kcal mol” menor que en el de la reaccién de
metilglioxal con la aminoguanidina. Esta reduccion al igual que en las reacciones

estudiadas previamente, se atribuyo6 al efecto catalitico de las superficies de PE.
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6. CONCLUSIONES
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1.

Aminophospholipidic surface model obtained using periodic boundary
conditions is useful as an approximation for the study of chemical reactivity that
occurs in the surface of biological membranes, its boundary translation
invariance is relevant to this study, allowing the equivalent transfer of protons

between unit cell images.

In the reactions of  Schiff base formation, carboxymethyl-
phosphatidylethanolamine formation on phosphatidylethanolamine surface, and
the reaction of aminoguanidine with methylglyoxal, dehydration steps are the
limiting steps, which is consistent with the experimental evidence available for

such reactions.

Aminophospholipidic surfaces, including their polar groups and water molecules
in their immediate environment may have a catalytic effect on the reactions of
Schiff  base  formation, = Amadori  rearrangement,  carboxymethyl-
phosphatidylethanolamine formation and H,O, decomposition, which are
performed above it, and by extension in other reactions carried out in the

vicinity.
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