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Resumen

La enfermedad de Alzheimer es un trastorno cerebral caracterizado por la pérdida progresiva
de memoria y funciones cognitivas. Una de las caracteristicas distintivas de esta enfermedad es
la acumulacién de placas AfS. La técnica convencional para monitorear el estado de los pacientes
es la tomografia PET, la cual requiere de moléculas marcadas con isétopos radioactivos como
"1C o 'F. No obstante, estas moléculas presentan limitaciones, como una sintesis compleja y
una vida media corta de los isétopos (menor que 2 horas). Como alternativa, se han propuesto
complejos metélicos marcados con ®*Cu, cuya vida media excede las 12 horas y cuya sintesis
es mas accesible.

Estos complejos de cobre(II) deben cumplir con dos requisitos fundamentales: alta estabi-
lidad termodindmica en solucion y buena afinidad por las fibrillas Af. La estabilidad se cuan-
tifica mediante la constante de formacién 5 (usualmente expresada como log [3), mientras que
la afinidad se evalia mediante calculos de acoplamiento molecular. En esta tesis se realiza un
estudio computacional en medio acuoso de complejos de cobre(Il) con ligandos derivados del
estilbeno, con el objetivo de evaluar su potencial uso como agentes de radiodiagnéstico para
Alzheimer. Para ello, se analizaron propiedades termodindmicas y de interaccion con fibrillas
(2BEG, 2MVX, 50QV, 2MXU), considerando tanto complejos reportados experimentalmente
cOmo nuevas estructuras propuestas.

Se evaluaron distintas aproximaciones tedricas para determinar cudl ofrece el mejor balance
entre precision y costo computacional. Se probaron tres funcionales de la teoria del funcional de
la densidad (revTPSS, B3LYP y M06) y el método semiempirico xXTB. Ademads, se compararon
tres metodologias para estimar las constantes de formacién (mondmero, cluster y Hess). Estas
pruebas permitieron optimizar el método de cdlculo que luego se aplic a todos los complejos.

Una vez establecido el protocolo, se realizé el cdlculo del valor de log /3, y de la puntuacién
de acoplamiento a las fibrillas A/ para los complejos experimentales (DU1, DU2, DU3, DG,
DG2 y DGB). Considerando también factores como el tamatfio y la solubilidad de los complejos,
DG?2 y DGB se identificaron como los mejores candidatos para estudios posteriores.

Finalmente, se propusieron nuevas estructuras (C1-C8), modificando la orientacion espacial
de los grupos estilbeno en los complejos metédlicos. Aquellos con mejor desempeifio (C1, C2,
C3 y C7) fueron funcionalizados con grupos hidroxilo para mejorar su solubilidad. Entre ellos,
los complejos C3-OH y C7-OH mostraron un mejor balance entre estabilidad y afinidad, por lo
que demostraron ser los mejores candidatos para ser empleados en futuros estudios.
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Capitulo I

Introduccion

1.1. Contexto de la investigacion

1.1.1. Enfermedad de Alzheimer: Métodos convencionales de diagnéstico

El Alzheimer es uno de los trastornos neurolégicos mds comunes, con aproximadamente
47.5 millones de personas afectadas en todo el mundo. Una de sus caracteristicas distintivas
es la acumulacién de placas 5—Amiloide (Af), formadas a partir de estas proteinas entre las
células cerebrales, por lo que la deteccidn de estas placas representa un aspecto clave para el
diagnéstico de la enfermedad. !?

Un método no invasivo para evaluar el estado de los pacientes es la tomografia por emi-
sién de positrones (PET), la cual emplea agentes que emiten positrones mediante decaimiento
radioactivo. Los agentes utilizados convencionalmente consisten en moléculas marcadas con
isétopos radioactivos, como ''C o '®F, que sean afines a placas A3, y que puedan atravesar la
barrera hematoencefélica.?

El uso de estas moléculas presenta inconvenientes. En primer lugar, ambos isétopos tienen

una vida media relativamente corta (inferior a 2 horas), lo que obliga a sintetizarlos y utilizarlos



casi de inmediato. En segundo lugar, estos dtomos radioactivos estdn unidos covalentemente a

otros 4tomos de la molécula, lo que complica la sintesis.?

1.1.2. Método alternativo: Uso de complejos de Cu(Il)

Los complejos metdlicos, utilizados como agentes de radiodiagndstico, representan una al-
ternativa para superar los inconvenientes mencionados. El objetivo es que los ligandos le otor-
guen al complejo caracteristicas deseables como una buena afinidad por las placas AS y la
capacidad para atravesar la barrera hematoencefélica. Ademads, al no incorporar elementos ra-
dioactivos en el ligando, la sintesis se simplifica considerablemente.*

En este enfoque, la emisién de positrones proviene del centro metalico, y el uso del * Cu
ofrece ventajas significativas. Por ejemplo, su vida media de 12,7 horas elimina la necesidad de
sintetizar el complejo en el mismo centro de salud.? Asimismo, % Cu decae a **Ni 0 a ®Zn,
elementos de baja toxicidad que no representan un riesgo para el organismo, ya que ambos son
micronutrientes involucrados en procesos fisiolégicos.’

Dos requisitos fundamentales que deben cumplir estos complejos para considerarlos como
agentes radiactivos PET son: una alta afinidad por el péptido A3 y una muy elevada estabilidad
en medios bioldgicos. Esto se debe a que, en el entorno fisioldgico, existen aminodcidos tales
como histidina, cisteina o metionina, con afinidad al cobre, ya que pueden coordinarse mediante
algtin 4tomo de azufre, nitrégeno u oxigeno,® lo que podria favorecer la disociacién del metal y
su unidn a otras biomoléculas.

Considerando estos desafios, una familia de ligandos de particular interés son los derivados
del estilbeno. Su empleo presenta ventajas porque aprovecha su afinidad por las placas A5 y su
capacidad para atravesar la barrera hematoencefalica.* En este contexto, el grupo de investiga-
cion en Quimica Inorganica Medicinal de la PUCP ha desarrollado nuevos métodos de sintesis

para una serie de complejos de cobre con ligandos derivados del estilbeno y del benzotiazol,



disefiados con el objetivo de actuar como agentes de diagnéstico de Alzheimer.” '

Una manera de evaluar la estabilidad del complejo es mediante el estudio de sus constantes
de formacién. A mayor valor de la constante, mayor serd la estabilidad del complejo. Por lo
tanto, es indispensable contar con métodos confiables para calcular las constantes con exactitud,
y que los valores obtenidos sean suficientemente elevados. Las constantes de formacion de este
tipo de complejos suelen expresarse en escala logaritmica (log 3) y se considera deseable contar
con magnitudes en el intervalo de 12 a 25, ya que este rango indica una alta estabilidad, a

menudo asociado al efecto quelato. !!

1.1.3. Calculo de constantes de formacion y afinidad a fibrillas amiloides

Existen diversos métodos experimentales para determinar las constantes de formacion de
complejos. Uno de ellos es el andlisis de curvas de calibracion empleando espectroscopia UV-
Vis, realizando una curva de calibracién.'?> No obstante, este método no es aplicable cuando
el espectro de los complejos presenta multiples bandas o estas son demasiado anchas. Otro
método ampliamente utilizado es la titulacién potenciométrica, cuyos datos pueden procesarse
mediante programas de computadora.>!3~!5 Sin embargo, la obtencién de datos experimentales
puede ser compleja debido a factores como la estabilidad redox, las reacciones de hidrdlisis y
la solubilidad de los complejos.'® Esto se refleja en una gran incertidumbre en las mediciones
de sistemas con constantes de formacién muy elevadas; otros complejos metélicos con esta
caracteristica han mostrado resultados de constantes de formacién en el rango de 106 a 1052, 17

En particular, en esta tesis se empleard como base seis complejos de cobre con ligandos

8-10 cuyas cons-

derivados del estilbeno, previamente sintetizados por el grupo de investigacion,
tantes de formacion y afinidad a fibrillas AS atin no han sido evaluadas experimentalmente.
Ante las dificultades experimentales mencionadas y la falta de datos reportados en la li-

teratura, los métodos computacionales se presentan como una alternativa para el andlisis de



estos complejos. Entre ellos, la teoria del funcional de la densidad (DFT) se destaca como un
método ab initio ampliamente utilizado en quimica cudntica y que es eficaz en la estimacién
de constantes de formacién de complejos metdlicos.'”?° Ademds de DFT, otras metodologias
computacionales, como el acoplamiento molecular, permiten evaluar la afinidad de los comple-
jos con la fibrilla A3, complementando asi el andlisis sobre su posible eficacia como agentes de
diagndstico.

En este trabajo de tesis se plantea utilizar DFT para calcular las constantes de formacién de
un conjunto de complejos de cobre con ligandos derivados del estilbeno en medio acuoso, cuya
sintesis ha sido reportada recientemente en la literatura. Asimismo, se empleard acoplamiento
molecular para evaluar la interaccién de dichos complejos con las fibrillas A, con el objetivo
de explorar su potencial como agentes de diagnéstico. Adicionalmente, se discutirdn estructuras
propuestas de nuevos complejos de cobre con ligandos derivados del estilbeno, que podrian

motivar futuras investigaciones experimentales.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Realizar un estudio computacional de un grupo de complejos de cobre con ligandos deri-
vados del estilbeno en medio acuoso, para determinar su potencial uso como agentes de radio-

diagnéstico del Alzheimer.

1.2.2. Objetivos especificos

Para lograr el objetivo general, se plantean los siguientes objetivos especificos:

= Determinar los pardmetros de cdlculo que permitan obtener geometrias y constantes de



formacion confiables mediante DFT, tanto para complejos de cobre ya sintetizados como

para complejos propuestos.

= Evaluar la estabilidad termodindmica de los complejos mediante el calculo de las cons-

tantes de formacion.

= Evaluar la afinidad de los complejos con las fibrillas A5 mediante acoplamiento molecu-

lar.

= Proponer nuevas estructuras de complejos de cobre con ligandos derivados del estilbeno,

que podrian ser de interés para futuras sintesis.



Capitulo 11

Marco Teorico

2.1. Teoria del funcional de la densidad

La DFT es un método empleado para realizar cdlculos computacionales en sistemas quimi-
cos. Para comprender sus fundamentos, se debe entender qué es un funcional y cémo el fun-
cional de la densidad electrénica se utiliza para facilitar los cdlculos de la energia del sistema

analizado.

2.1.1. Funcionales

Para explicar qué es un funcional, se puede hacer una analogia respecto a qué es una fun-
cién. Una funcién real es una regla de correspondencia que toma un nimero real y genera otro
numero real. En el caso de un funcional, se tiene una regla de correspondencia que toma una
funcién y genera un nimero real. Para esto se consideran funciones de clase C'*° (infinitamen-
te diferenciables), es decir, funciones cuyas derivadas de orden n sean derivables para todo n.

(Figura 2.1).%!



Figura 2.1: Comparacién entre funciones y funcionales.

La operaciéon mds importante para esta teoria es la derivada funcional, ya que, de manera
andloga a las funciones, sirve para hallar la funcién que maximice o minimice un funcional, es

decir, un extremal (Ecuacién 2.1).%?

d oF
Funciones: d—f =0 — Funcionales: — = 0 2.1
x

of

Un ejemplo de funcional seria el drea bajo la curva, ya que uno puede tomar una funcién
y aplicarle una transformacién (integrarla en un dominio definido) para generar un nimero
real. Los funcionales son de vital importancia para esta teoria ya que el objetivo es describir la
energia del sistema como un funcional de la densidad electrénica, que a su vez es funcién de la

posicion.

2.1.2. Energia de intercambio y correlacion

La forma convencional de escribir la funcién de onda para sistemas multielectrénicos es
mediante una determinante de Slater, de esta manera se asegura que la funcién de onda serd
anti-simétrica y que cumplird con el principio de exclusién de Pauli (Ecuacién 2.2).!' Esto

dificulta bastante los calculos ya que el costo computacional para calcular determinantes es alto



y aumenta de manera exponencial con el niimero de electrones (/V) del sistema.

¢1(r1,01)  Pa(ri,00) ... on(ri,00)

¢1(r2,09)  @a(re,02) ... On(re,02) 22)

qj(rlaala ...7I'N,O'N> =

1
V' N!

¢1(rn,on) @a(rn,on) ... én(TN,oN)

La DFT brinda una solucién a este problema, pues no se construye de manera explicita
la funcién de onda (V) del sistema con N electrones, sino que se utilizan los teoremas de
Hohenberg—Kohn y de Kohn—Sham para hallar un conjunto de /N funciones de onda indepen-
dientes (1);) que minimicen la energia, para lo que se hace uso de las derivadas funcionales
mencionadas anteriormente. Ademads, se utilizan multiplicadores de Lagrange ()\;), ya que la
minimizacion se debe hacer sujeta a la restriccion de que la funcion de onda esté normalizada

(Ecuacién 2.3).%

S[E = Ni([ w3 (x)s(x)dr)]
ov;

Esta minimizacién resulta en las ecuaciones de Kohn—Sham, que son un conjunto de N

=0 (2.3)

ecuaciones de particulas independientes que reproducen la energia del sistema original y cuyos

operadores dependen de la densidad electrénica (n) (Ecuacion 2.4).

-V n() o OBl
( 2 +‘/eact+/|r_r/|d + (571(1‘) )%() )\ﬂ/h() (2.4)

Esta es una ecuacién de autovalores, que puede resolverse para los N \; y v; y a partir de

ellos se calcula la densidad electrénica y se calcula la energia (Ecuacién 2.5).

N

Bt =Y Ai— E / drdr’M / n(r)%dr + E,. (2.5)

2 r—r| n




La dificultad para resolver la ecuacion radica en que el término de la energia de intercam-
bio y correlacién (£,.), que toma en cuenta los efectos de correlacion entre el movimiento de
electrones y el principio de antisimetria, es desconocido y no existe una expresion analitica uni-
versal para esta energia.?* Por lo tanto, se realizan aproximaciones para estimarla dependiendo
del sistema que se esté analizando. Uno de los objetivos de la DFT es encontrar funcionales
apropiados para expresar . sin aumentar demasiado el costo computacional, pero procurando

no comprometer la exactitud del calculo.

2.1.3. Tipos de funcionales

Existen multiples funcionales para expresar la energia de intercambio y correlaciéon. Una
manera de clasificar los funcionales es mediante la escalera de Jacob propuesta por Perdew.?
Esta es una analogia biblica en la que Jacob suefia con una escalera que conecta la tierra con el
cielo. En este caso, cada peldafio representa un aumento en la exactitud y el costo computacional
del célculo, para asi llegar desde el mundo de Hartree (en el que se desprecia ), hasta el
“cielo” de los funcionales (con la maxima exactitud posible). A continuacién se enumeran los

niveles de la escalera de Jacob:

1. Aproximacién de densidad local (LDA): Se trata a la densidad de manera local, es decir
que la energia depende de la densidad en un tnico punto: F,.(n,). Ademas, se considera
que la densidad electronica del sistema se comporta como si se tuviera un gas uniforme
de electrones, lo que implica que la densidad varia lentamente, por lo que no se necesita
informacién de sus derivadas.?® Esta aproximacién suele sobreestimar la unién de mo-
1éculas, por lo que no es usual utilizarla para aplicaciones quimicas.?’” En caso se tenga
un sistema con electrones desapareados, se aplica la aproximacién de densidad local de

espin (LDSA).2¢



2. Aproximacion de gradiente generalizado (GGA): Se emplea un funcional semi local, pues
al considerar que el gas de electrones no es uniforme, se debe incluir informacién respecto
a las derivadas de la densidad electrénica en cada punto: E,.(n., Vn,).2® A diferencia
de la aproximacion LDA, no hay una Unica expresion para la energia de intercambio y

correlacion.?’

3. meta—GGA: Se utiliza el término de densidad de energia cinética local, que se obtie-
ne a partir de los orbitales de Kohn—Sham.?’ Esto permite describir mejor los enlaces

quimicos, que en los funcionales que corresponden a niveles inferiores.

4. Funcionales hibridos: Se utiliza un porcentaje del término de intercambio de Hartree
Fock, lo que disminuye el error debido a la interaccion ficticia del electrén con su propio

campo.?* Este procedimiento se puede aplicar tanto a funcionales GGA como meta—GGA.

5. Funcionales no locales: La expresion de energia de intercambio y correlacién depende
tanto de la densidad como de las coordenadas espaciales: E,.(n,,r), es decir, depende
de la densidad en todo el espacio y no solo en un punto. A diferencia de los niveles

anteriores, en este caso se utilizan los orbitales desocupados.?’

Cabe resaltar que, a pesar de que un funcional se encuentre en un nivel mds alto de la
escalera, no necesariamente generard resultados més exactos para predecir todas las propiedades
de un sistema qul’mico.27 Por lo tanto, esta categorizacion de los funcionales no es definitiva,
pero sugiere la magnitud de errores sistemdticos que presenta cada peldafio.?*

La eleccion del tipo de funcional determina algunas de las demds aproximaciones a tomar
en cuenta para los cdlculos. Entre ellas se encuentran la correccion de dispersion, la definicion

de la rejilla de integracion y la aproximacion de resolucion de identidad.?’
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2.2. Meétodos de estructura electronica

2.2.1. Funciones base

Un parametro fundamental en los calculos de DFT es la eleccién del conjunto de funciones
base, el cual permite aproximar las funciones de onda de los electrones del sistema. Desde un
punto de vista matematico, si se dispone de un conjunto completo de funciones base, cualquier
funcién puede representarse como una combinacion lineal (posiblemente infinita) de dichos ele-
mentos. No obstante, en la practica, debido a las limitaciones de memoria y tiempo de computo,
solo se puede utilizar un nimero finito de funciones base, lo que introduce errores por trunca-
cién.?®

El objetivo es elegir un conjunto de funciones (;) de tal manera que, al combinarlas, se
describan las funciones de onda de los orbitales moleculares (¢) (Ecuacién 2.6),%° de tal manera

que la relacion entre rapidez/exactitud del cdlculo sea lo mds alta posible.
o= Z CiXi (2.6)

Existen diversos tipos de funciones base, cada uno podria ser empleado dependiendo del
sistema que se va a analizar.’® Los orbitales tipo Slater (STO) describen adecuadamente el
comportamiento de decaimiento exponencial que presentan los orbitales atémicos (Ecuacién
2.7). Sin embargo, no reproducen los nodos radiales que presentan los orbitales, ya que no

incluyen las funciones de Laguerre que se encuentran en la parte radial de los orbitales.?’
Xntm (1,0, 6) = Nyr™1e™ 2 Y76, ) 2.7)

Donde n, [ y m son nimeros enteros, /V,,; es una constante de normalizacion, Y, (6, ¢) son los

arménicos esféricos y ¢ el exponente orbital, que solo puede tomar valores positivos.
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Una desventaja importante del uso de los STO como funciones base es su alto costo compu-
tacional. Como alternativa, se suelen utilizar orbitales tipo Gaussiana (GTO) (Ecuacién 2.8),
caracterizados por el exponente orbital «. Estos permiten una evaluacion mas eficiente de las
integrales electronicas. Esto se debe a que el producto de dos gaussianas genera otra gaussiana
centrada en un tercer punto, lo que simplifica significativamente el cdlculo de las integrales y

reduce el costo computacional.?®
Xt (1,0, ) = Nor™ e Y (0, ) (2.8)

Cerca del nucleo atémico, las funciones gaussianas presentan un comportamiento diferente
al de una funcién exponencial, lo que se evidencia al comparar las pendientes de ambas curvas
cerca del origen. Esta discrepancia representa una de las principales desventajas del uso de
GTO. Por otro lado, a distancias mayores del nicleo, es posible ajustar los exponentes ¢ y «
para que el comportamiento de los GTO se asemeje al de los STO, aunque los GTO tienden a
decaer mds rapidamente que los STO.?%!

Una estrategia para aprovechar la eficiencia computacional de los GTO, sin sacrificar dema-
siada exactitud, consiste en utilizar funciones Gaussianas contraidas (CGF). En este enfoque,
cada funcion base se construye como una combinacion lineal de varios GTO. Entre las familias
mads utilizadas de CGF se encuentran las desarrolladas por Pople, Dunning, Jensen y Ahlrichs.
Esta dltima ha demostrado ofrecer una exactitud similar para una amplia gama de elementos de
la tabla periédica. !>

En este trabajo de investigacion se utilizard la familia de funciones base de Ahlrichs, espe-
cificamente def2—SVP. Para comprender el significado de estas bases, es necesario introducir
algunos términos comunmente utilizados en el contexto de las bases CGF.

Una forma habitual de clasificar las bases CGF es segtin el nimero de funciones utilizadas

para describir cada orbital atomico. En una base minima, se emplea una CGF por cada orbital
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atémico, incluyendo tanto los de capas internas como los de valencia. Por otro lado, si la base
es doble—zeta (DZ) o triple—zeta (TZ), se utilizan dos o tres CGF por cada orbital atémico,
respectivamente. 2

Muchas de las propiedades de los elementos dependen de los electrones de valencia, por lo
que es importante describirlos con mayor exactitud que a los electrones internos.?® Una base de
valencia desdoblada aplica el concepto de DZ o TZ solo a los electrones de valencia, mientras
que a los electrones internos los describe utilizando una base minima, de esta manera se reduce
el nimero de funciones base sin perder demasiada exactitud en el calculo.?8

A pesar de que existen bases con mayor numero de funciones base, antes de pasar a un
conjunto cuddruple Z o de algin orden superior, es preferible utilizar las funciones adicionales
que tomen en cuenta efectos de polarizacion.®! Para esto se afiaden CGF a las funciones de base
cuyos nimeros cudnticos sean mayores que el [ maximo de la capa de valencia del estado fun-
damental del 4&tomo. Por ejemplo, para &tomos comunes en moléculas organicas (C, H, O, N), se
afiaden cinco funciones 3d para cada dtomo. El efecto que tienen las funciones de polarizacion
es cambiar la forma de los orbitales atémicos.?®

Una de las ventajas de DFT, en comparacion con los métodos basados en funciones de onda,
es que la eleccion del conjunto de funciones base no influye de manera tan significativa en los
resultados. Por esta razon, en muchos casos es posible utilizar una base DZ sin que esto afecte
drasticamente la exactitud del célculo.?* En cambio, el factor que tiene un mayor impacto es la

eleccion del funcional para expresar la energfa de intercambio y correlacién.?’

2.2.2. Método del campo autoconsistente

Como se menciond anteriormente, para determinar la energia total del sistema es necesario
resolver el problema de autovalores de la Ecuacion 2.5. Esto implica elegir un modelo adecuado

para la energia de intercambio y correlacién y, posteriormente, calcular tanto los autovalores
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(\;) como las autofunciones (v);), a partir de las cuales se construye la densidad electronica (n).
Sin embargo, el operador de la ecuacion depende de la densidad electrénica, la cual a su vez se
obtiene a partir de las autofunciones que se desean calcular. Por lo tanto, es necesario realizar
un proceso iterativo en el que se parte de una estimacion inicial del potencial y la densidad
electrénica y se repite el proceso hasta alcanzar la convergencia. Este procedimiento se conoce
como el método del campo autoconsistente (SCF), que se emplea también en otros cdlculos
de quimica cudntica como en el método de Hartree-Fock.?%*? El proceso del método SCF se

muestra a continuacion:

1. Se elige el conjunto de funciones base y el funcional para la energia de intercambio y

correlacion.
2. Se coloca una primera estimacién de la densidad electrénica (ny ).
3. Se calcula la energia E;,; mostrada en la Ecuacion 2.5.

4. Se resuelve la ecuacién de Kohn-Sham para determinar las autofunciones v); y se cons-

truye una nueva densidad electrénica (7y).

5. Se analiza la convergencia. Si la expresion de la densidad electronica converge, es decir,
si la diferencia ny, — ni, s menor que R (una tolerancia definida por el usuario), se
procede con el célculo de las propiedades del sistema. De lo contrario, se repiten los

pasos anteriores, utilizando n, como punto de partida.

2.3. Modelo de solvatacion

Dado que los complejos se encuentran en solucion acuosa, es necesario considerar el efecto
del solvente. Para ello, se emplean modelos de solvatacién, que permiten tener en cuenta las

interacciones entre el complejo y el entorno. El modelo mas intuitivo es el del solvente explicito,
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que consiste en rodear la especie disuelta con moléculas del solvente. Sin embargo, este enfoque
puede resultar muy costoso computacionalmente si se utiliza una gran cantidad de moléculas
del solvente. Una alternativa mds eficiente es el modelo implicito, en el cual no se agregan
moléculas de solvente de forma explicita, sino que el efecto del medio se representa mediante
su constante dieléctrica (Figura 2.2).%* También existen modelos hibridos, que combinan ambos
enfoques: se emplea el modelo implicito como base y se colocan algunas moléculas de solvente

explicitamente para representar interacciones especificas, como las fuerzas intermoleculares.

Figura 2.2: Modelo de solvatacién explicito (izquierda) e implicito (derecha).*’

Uno de los modelos implicitos més utilizados, y que se puede acoplar a la DFT, es el modelo
de solvatacion basado en la densidad electrénica (SMD), en el cual se utiliza la constante die-
léctrica del solvente, ademads del area de superficie accesible al solvente (SAS) para calcular la

energia de solvatacion.

2.4. Calculo de variables termodinamicas

Los célculos por DFT descritos hasta el momento permiten calcular la energia electrénica
del sistema. Sin embargo, para determinar la constante de equilibrio de una reaccion, es necesa-
rio incorporar los efectos de la temperatura. Para ello, se recurre a un tratamiento termoquimico

basado en la mecanica estadistica.
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De manera andloga a la aproximacion de Born—Oppenheimer, en la que se asume que el
movimiento de los electrones y los niicleos puede tratarse por separado, se considera que los
movimientos de vibracion, rotacion y traslacion pueden analizarse de forma independiente. Asf,
la energia total del sistema se expresa como la suma de las contribuciones electrénicas, vibra-
cionales, rotacionales y traslacionales. >

La mecdnica estadistica permite calcular propiedades termodindmicas como la entropia (.S)
o la entalpia (H). El primer paso consiste en determinar las funciones de particion (¢) asociadas

a cada tipo de movimiento, de acuerdo con la ecuacién 2.9.2%

niveles

q= Z gjecilkeT (2.9)
J

Donde ¢; y g; son la energia y degeneracion del nivel j —ésimo, respectivamente, kp es la cons-
tante de Boltzmann y 7" es la temperatura. Las expresiones de €; dependerédn del tipo de procesos
que se esté analizando: la energia electronica proviene de los célculos por DFT (Ecuacién 2.5),
mientras que las contribuciones vibracional, rotacional y traslacional se estiman mediante mo-
delos aproximados: oscilador armodnico para la vibracién (Ecuacién 2.10), el rotor rigido para la
rotacion (Ecuacion 2.11) y la particula confinada en un pozo tridimensional de potencial infinito

para la traslacién (Ecuacién 2.12).%

1
Evib = hv; <v + 5) (2.10)
J(J + 1)h?
o= 2.11
Rot = TR 2.11)
2
_ 2 2 2
ETras = W(nx + ny, + n3) (2.12)

Donde h es la constante de Planck, v; es la frecuencia del modo de vibracién ¢ — ésimo, [ es

el momento de inercia del sistema, m es la masa del sistema, L es el tamafio del recipiente en
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el que se encuentra el sistema y v, J y n; son los niimeros cuédnticos asociados a la vibracion,
rotacion y traslacion, respectivamente.
Una vez obtenida la funcién de particion, el segundo paso es el célculo de las entalpias y las

entropias correspondientes (Ecuaciones 2.13 y 2.14).

dlng; Jlng;
H; = kpT? kT 2.13
o(5t), - (), o1
Jln g;
Sz—kBT( oT )V‘f‘kBlIqu (214)

Finalmente, tras determinar las contribuciones electrdnica, vibracional, rotacional y trasla-
cional de H y S se calcula la energia libre (G) mediante la ecuacién 2.15. En esta expresion se

describe la entalpia como funcién de la energia, considerando el modelo de gas ideal.

H = Egiec + Ezpg + Evip + Erot + Erras + kT’
= G=H-TS (2.15)

S = SElec + SVib + SRot + STras

2.4.1. Calculo de Frecuencias

Un aspecto importante a considerar respecto a las expresiones de las funciones de particion
€s que, mientras que grys Y Grot pueden calcularse a partir de la geometria optimizada del sistema
(Ecuacién 2.9), determinar gv;, requiere de un célculo adicional. Esto se debe a que gry,s depende
unicamente de la masa total del sistema y ¢, se calcula a partir del momento de inercia, que
depende de las masas y posiciones de los d&tomos del sistema.

La funcién de particién vibracional gy, requiere conocer las frecuencias de oscilacion del
sistema, que se obtienen utilizando el modelo del oscilador arménico. Cualquier potencial ar-
bitrario se puede aproximar a uno parabdlico al analizar una region suficientemente cercana a
un minimo local. Por lo tanto, el modelo del oscilador arménico es de utilidad para aproximar

vibraciones en torno a una posicion de equilibrio.
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Este modelo es andlogo al de un sistema masa—resorte clasico, en el que la constante del
resorte viene dada por la segunda derivada de la energia potencial y la frecuencia de oscila-
cién depende de esta constante y del valor de la masa que se encuentra oscilando. En el caso
quimico—cudntico, la frecuencia del modo de vibracién depende de la masa reducida (u) y de
la constante de fuerza (k), que es la segunda derivada de la energia respecto a las coordenadas
espaciales (Ecuacion 2.16).

1 [k O

YT o w - OR?

(2.16)

En el caso de sistemas poliatdmicos, la energia potencial depende de 3/N — 6 coordenadas
independientes (R;), conocidas como coordenadas de reaccién. A partir de estas, es posible
construir un arreglo de segundas derivadas de la energia respecto a dichas coordenadas, cono-
cido como matriz Hessiana.

Para determinar la naturaleza del punto estacionario (mdximo o minimo local) obtenido en
la optimizacion de geometria, se diagonaliza la matriz Hessiana mediante un cambio de base
a las coordenadas normales (&;), obteniéndose 3N — 6 autovalores (Ecuacion 2.17). Si todos
los autovalores son positivos, se concluye que la configuracién corresponde a un minimo local,
mientras que si se obtiene un tnico autovalor negativo, la conformacion es un estado de tran-
sicién (punto silla).’* Cada autovalor de la matriz Hessiana esta relacionado con una constante
de fuerza (k;), que a su vez permite calcular la frecuencia de vibracion correspondiente. Asf, se
obtienen 3N — 6 frecuencias del sistema, con las que se calculan las energias correspondientes

(¢j) y se reemplaza en la ecuacién 2.9 para construir la funcién de particién vibracional gyip.

52E 92E __8*E 2E 0
oRZ ORiOR; """ ORi9Rsn_¢ oet o
_0’E ’E __0’E , 0 &E 0
OR;0R; OR; ' ORaORan—o | Didg g _ o (2.17)
PE E _OPE 0 0 OB
OR3n—_¢OR1  OR3n_¢OR2 =~ OR3N ¢ IR
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2.4.2. Meétodos para calcular la energia libre de Gibbs en soluciéon

En esta tesis se enfocard el estudio a sistemas en los que se parte de un complejo metélico
rodeado por n moléculas de agua y una molécula del ligando tetradentado sustituye al agua para
formar el nuevo complejo neutro ML, segtin la siguiente reaccion:

[M(H50), )25 + L?

(aq) T L(aq)

— ML(aq) +n HQO(D (2.18)

Una vez obtenidos los valores de la energia libre de Gibbs para todas las especies involucra-
das, en principio, bastaria con calcular la diferencia entre la contribucién de los productos y la
de los reactivos para determinar la constante de equilibrio del sistema (Ecuacion 2.19).

AGS,

] .
08/ = A0y RT

(2.19)

Donde {3 representa la constante de formacion del complejo, AGy, es la variacion de energia
libre estdndar de la reaccion en solucién acuosa, R es la constante de gases ideales y 1" es la
temperatura del sistema.

En la prictica, este enfoque puede estar sujeto a errores sistemadticos. Por ello, se suele
recurrir a métodos adicionales, como el uso de ciclos termodindmicos o cdlculos relativos, que

permiten reducir dichos errores.*’

Ciclos termodinamicos

Para aplicar los ciclos termodindmicos a la Ecuacién 2.18 se parte de la reacciéon en estado
gaseoso, luego se solvatan las especies y se obtiene la reaccion en solucién. Para esto, se deben
incluir dos términos de correccion, que se explicardn a continuacion.

El primer término es el cambio de energia libre para pasar de un gas ideal a 1 atm a uno con
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una concentracién 1 M y temperatura de 25 °C (AG°~*) (Ecuacién 2.20).

AG* ™" = —-TAS°7* = RTIn (“ﬁ) = RTIn (%) = RTIn (&146> (2.20)
Donde V,, F,, V* y P* son los volimenes y las presiones correspondientes a gases ideales a
latmyal My 25 °C (24,46 atm), respectivamente. Este término se le debe sumar a cada
especie gaseosa de la reaccién. 3536 Asi, al calcular la energfa libre de solvatacién (AG?,,,)
las especies en fase gaseosa y en solucidn se encuentran a la misma concentraciéon de 1 M.

La segunda correccién toma en cuenta que, al usar agua como solvente, se debe sumar el
cambio en energia libre al pasar del estado estdndar para soluciones (1 M) al del solvente puro

con concentracién de 55,34 M.

[HyO]"

G'=G°+RThQ, Q=-——"7
[HQO(aq)]

— G'=G° +nRT In([H,0]) (2.21)

Una opcidn para calcular la variacién de energia libre para la formacién del complejo (AG )
es aplicar el ciclo termodindmico para el método del monémero (Figura 2.3).%> En este ciclo,
se calcula la energia libre de una molécula de agua y se le multiplica por el nimero n de molé-
culas de agua que participan en la reaccién. Las expresiones del cambio de energia libre y del
logaritmo de la constante, luego de aplicar ambas correcciones, se muestran en las Ecuaciones
2.22y2.23.163536 Las expresiones primadas (AG), y log ) corresponden a las calculadas sin

aplicar dichas correcciones.

AGE + (n— 1)AG™™

[M(HZO)n](zg) + L(ng ML(g) +n HzO(g)

AG?,

solv

AC¥:<olv
AG o — nRT In([Hy0])

[M(H,0),1%,) + L)

ML(aq) +n HQO(])

Figura 2.3: Ciclo termodindmico con el método de monémero.
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AC"Ytot = AG;q + (n - 1)AG o* +nRT In [HQO]

log 8 =log ' — ﬁ {(n —1)In(24,46) + n1n [H,O]}

(2.22)

(2.23)

Una alternativa al método de mondmero es el método de clister, en el que se incorpo-

ran moléculas del solvente de manera explicita (Figura 2.4). Este enfoque podria reducir los

errores sistematicos, ya que reactivos y productos incluirian especies con interacciones no co-

valentes.®> Al aplicar este método para la reaccién propuesta, el término AG°~* ya no seria

necesario, puesto que el nimero de moles de reactivos y productos es el mismo, lo que hace que

sus contribuciones se anulen. En cuanto al segundo término de correccidn, este se modifica a

RT In ([H20]/n), dado que la masa molar del clister de agua es n veces la de una molécula, lo

que implica que la nueva concentracién seria [HoO]/n. La ecuacién 2.24 muestra la expresion

para el logaritmo de la constante, obtenida mediante el método de cldster.>

2 2 AG
[M(H0),]ig) + Lig ML(g) + (H20)ng)
AG:OIV AG’;‘Olv
AGtOt - RT 1n<[HLnO]>

[M(HQO)H](Z;EI) + L(zazl)

MLy + (H,0),qy

Figura 2.4: Ciclo termodindmico con el método de cluster.

[Hy0]

n

AGmt:AG;q—i-RTln( ) — logﬂzlogﬁ’—l no) ln(

n

Ley de Hess

(2.24)

Un posible inconveniente de los métodos de mondémero y de claster es la ambigiiedad en

la eleccién del nimero de moléculas n que rodean al metal.?” Este tercer método aprovecha el
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hecho de que la energia libre de Gibbs es una funcién de estado (al igual que la entalpia), por
lo que se puede aplicar la ley de Hess para la energia libre. Para implementarlo, es necesario
contar con un valor experimental de la constante de formacién de un complejo con coordina-
cion similar al de interés. Asi, plantear una reaccién auxiliar permite calcular AG\, de manera

indirecta, siguiendo el sistema de ecuaciones 2.25.

[M(H50), ]88 + Risgy — MR(aq) + nHaOqy  AGey

(aq)
MR(aq) + Liag) — MLag) + Rz AG s (2.25)

[M(H20), )55 + Lingy — ML(ag) + nHaOy  AGiq

(aq)

Una ventaja de este método es que solo es necesario calcular la variacion de energia libre para
la reaccion auxiliar de sustitucion (Ecuacidn 2.26), evitando asi la ambigiiedad respecto a las
moléculas de solvente presentes en la solucion. Sin embargo, este enfoque depende del valor
obtenido experimentalmente, por lo que su precision estard determinada por la exactitud de la

medicion.

AGaux

_am 2.2
2.303RT (2.26)

AG(tot = AG(exp + AGYaux - logﬁ = 1Og ﬁexp -

2.5. Quimica de los complejos de coordinacion

2.5.1. Complejos de Cu(II)

En esta tesis se estudiardn complejos neutros de cobre Cu(Il) con ligandos tetradentados de

base de Schiff derivados del estilbeno (Figura 2.5).
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DUL: (n=2,R=H)
DU2: (n=3,R=H)
DU3: (n=3,R=0Me)

DG1: (n=3)
DG2: (n=2)

(n=3)

OH

Figura 2.5: Estructura de complejos experimentales. 310

2.5.2. Factores de estabilizacion

Existen diversos factores que influyen en la estabilidad de un complejo y, por ende, afectaran
al valor de la constante de formacion. Entre estos factores se encuentran la dureza del metal y

del ligando, el efecto quelato y el efecto de Jahn—Teller.

Dureza de acidos y bases

La clasificacién de la dureza de los dcidos y bases de Lewis fue introducida por Pearson
a partir de observaciones empiricas.*® La dureza est4 relacionada con el tamafio, la carga y la
polarizabilidad de los 4&tomos involucrados en el enlace de coordinacién. En general, los dcidos
y bases duros tienden a formar enlaces predominantemente i6nicos, mientras que los blandos
generan interacciones con mayor caracter covalente.

En los complejos metélicos, el metal central actia como 4cido de Lewis, mientras que los

ligandos actian como bases. La tendencia observada es que los dcidos duros se asocian prefe-
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rentemente con bases duras, y los d4cidos blandos con bases blandas. En este contexto, el Cu(II)
es considerado un 4cido de dureza intermedia, ya que puede formar interacciones fuertes tanto
con ligandos duros como con blandos. Por ello, su coordinacién con dtomos donadores como
oxigeno, nitrogeno o azufre suele ser favorable.

En particular, en los complejos mostrados en la Figura 2.5, el doble enlace C=N posee orbi-
tales m* vacios, lo que permite la donacion de densidad electronica desde los orbitales ocupados
t, del cobre hacia dichos orbitales, lo que estabiliza al complejo formado.®

Adicionalmente, la dureza de los ligandos puede verse influenciada por el pH del medio
de reaccion. A valores elevados de pH, los grupos funcionales de los ligandos tienen mayor
probabilidad de desprotonarse, lo que incrementa su carga negativa y, por lo tanto, su dureza.

Esto favorece la interaccion electrostatica con el metal, fortaleciendo la formacion del complejo.

Efecto quelato

Este efecto permite explicar por qué los complejos formados con ligandos polidentados
presentan mayor estabilidad en comparaciéon con sus andlogos con ligandos monodentados.
Esta diferencia se justifica desde el punto de vista termodindmico, al analizar la reaccion de
formacion del complejo.

La reaccién representada en la Ecuacion 2.18 muestra que, por cada 2 moles de reactivos,
se generan n + 1 moles de productos, lo que implica un aumento en la entropia del sistema
durante la formacién del complejo (AS > 0). Ademads, dado que los complejos analizados son
altamente estables, se esperaria que la reaccion fuera exotérmica (AH < 0). De acuerdo con
la ecuacion 2.15, el valor de AG disminuye, lo que favorece la espontaneidad del proceso y,
en consecuencia, aumenta el valor de la constante de equilibrio. Por ello, los complejos con
ligandos polidentados suelen estar asociados con constantes de formacion elevadas, con valores

de log 3 en el rango de 12 a 25.%
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Ademas del efecto termodindmico, la presencia de ligandos polidentados también afecta la
estabilidad cinética del complejo. Al presentar multiples sitios de coordinacién, la sustitucion
del ligando implica la ruptura de un mayor nimero de enlaces, lo que dificulta este proceso. A
esto se suma que estos ligandos suelen tener un tamaio considerable, lo que introduce un mayor
impedimento estérico y reduce la accesibilidad del centro metélico, dificultando la coordinacién

de otras especies.

Efecto de Jahn—Teller

El efecto de Jahn—Teller establece que, si la configuracién electrénica del estado basal de
un complejo no lineal es degenerada y estd asimétricamente llena, entonces el complejo se
distorsionard de tal manera que se remueva la degeneracion y se obtenga una estructura de
menor energia.*® Este efecto predice la inestabilidad de la geometria inicial; sin embargo, no
determina el tipo especifico de deformacion que ocurrird.

En el caso del cation Cu(Il), con configuracién electronica d’, asumiendo una geometria
octaédrica, los orbitales d,2 y d,2_,2 se encontrarian degenerados. Esto suele generar una elon-
gacion de los enlaces axiales y una contraccién de los enlaces ecuatoriales. Esto ocurre porque
la contraccién de cuatro enlaces en el plano ecuatorial genera una mayor atraccién electrostatica
en comparacion con la contraccion de solo dos enlaces axiales, lo que resulta en un estado de
menor energia.

Este efecto también ayuda a explicar la anomalia observada en la serie de Irving—Williams,
donde los complejos de Cu(Il) son los mas estables entre los metales con configuracién 3d, a
pesar de que no poseen el menor radio i6nico. La distorsién inducida por el efecto Jahn-Teller
proporciona una estabilizacion adicional, favoreciendo la formacién de enlaces més fuertes en

el plano ecuatorial.
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2.6. Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular (molecular docking) es una herramienta fundamental en el dise-
o de farmacos, ya que permite modelar, a nivel atdmico, las interacciones no covalentes entre
una molécula pequefia (ligando) y un receptor objetivo, tipicamente una proteina.***° Para ello,
se utilizan algoritmos de muestreo que predicen el sitio de unién y la orientaciéon y conforma-
cion del ligando (pose). Posteriormente, se determina la DS, que clasifica las poses generadas
en funcidén de su estabilidad energética, con el objetivo de identificar la conformaciéon més fa-
vorable.

Existen diversos enfoques para los algoritmos de muestreo. Algunos se basan en las caracte-
risticas geométricas del sitio activo, mientras que otros modifican la conformacién del ligando
de manera progresiva o aleatoria. En particular, los métodos estocasticos, en los que los cambios
se generan aleatoriamente, presentan la ventaja de no verse limitados por barreras de energia
potencial, lo que les permite explorar eficientemente el espacio conformacional.*

Entre los métodos estocdsticos mds comunes se encuentran el método de Monte Carlo y
el algoritmo genético. En el método de Monte Carlo, primero se define un criterio energético
para evaluar si una pose es aceptable. A partir de una conformacién generada aleatoriamente,
se calcula su energia y, si cumple el criterio, la conformacion se conserva. Luego se genera una
nueva conformacién modificando aleatoriamente la anterior, y se repite el proceso hasta alcanzar
un ndmero determinado de configuraciones. Por otro lado, el algoritmo genético se inspira en
la teoria de la evolucion de Darwin. En este caso, se tiene una poblacidn de “cromosomas” que
representan a las poses de los ligandos, codificadas mediante “genes” que corresponden a los
grados de libertad de los ligandos. A través de operaciones de cruce (intercambio de genes) y
mutaciones (modificaciones aleatorias), se genera una nueva poblacidn, y las conformaciones
md4s estables se seleccionan y evolucionan iterativamente. *

Las funciones de puntuacion estiman la energia libre de unién entre el ligando y el receptor,
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aunque con ciertas limitaciones, ya que incluyen simplificaciones y suposiciones en el modelo.
Estas funciones consideran interacciones no covalentes, como las electrostaticas (modeladas
mediante un potencial de Coulomb con una funcién dieléctrica dependiente de la distancia)
y de van der Waals (representadas por el potencial de Lennard-Jones).** Sin embargo, en los
ultimos afios han surgido enfoques basados en aprendizaje automatico que podrian mejorar la

prediccién en la afinidad de unién respecto a los modelos previos.*
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Capitulo I11

Metodologia

3.1. Detalles computacionales

Los célculos de estructura electrénica, basados en la DFT, se realizaron utilizando el pro-
grama ORCA (version 6.0.0). La preparacién y edicion de las estructuras se llevo a cabo con
Avogadro (version 1.2.0), que también fue empleado para generar los archivos de entrada com-
patibles con ORCA.

La visualizacién tridimensional de las fibrillas y de los resultados del acoplamiento mole-
cular se realiz6 mediante el programa PyMOL, a partir del cual también se extrajo la geometria
del complejo DU2, que corresponde al unico complejo cuya estructura cristalina ha sido carac-
terizada mediante difraccién de rayos X.8

Adicionalmente, se empleo la plataforma de Google Colab para realizar célculos semiempi-
ricos de fuerte ligadura extendida (xTB o Extended Tight-Binding en inglés)*! (versién 6.7.1),
como una alternativa computacionalmente eficiente frente a los calculos por DFT y para el
calculo de cargas parciales en los complejos metélicos. Esta plataforma también fue utilizada
para llevar a cabo célculos de acoplamiento molecular, mediante el programa AutoDock Vina.*

Los cuadernos Google Colab utilizados en esta tesis se encuentran en el Anexo B.
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3.2. Parametros de DFT

Los célculos por DFT se realizaron utilizando los funcionales revTPSS, B3LYP y MO06, se-
leccionados por pertenecer a distintos peldafios de la escalera de Jacob. El funcional revTPSS
es del tipo meta—GGA, por lo que se encuentra en el tercer nivel de la escalera.*? Por otro lado,
B3LYP es un funcional GGA hibrido, cuya parametrizacién combina 20 % de intercambio HF,
8 % de intercambio LSDA y 72 % de intercambio GGA y 19 % de correlacion LSDA y 81 %
de correlacién GGA.* Finalmente, el funcional M06 es un hibrido meta—GGA con un 27 %
de intercambio HF. Este funcional ha sido recomendado para estudios de complejos metélicos
debido a su descripcién de interacciones no covalentes.** Al encontrarse en uno de los peldafios
superiores de la escalera de Jacob, M06 suele presentar mejores resultados que funcionales co-
mo B3LYP; sin embargo, su desempefio es sensible al tamafio de la rejilla de integracién,?* por
lo que en todos los cdlculos con M06 se utilizé una rejilla de integraciéon mas densa (DEFGRID3
en ORCA).

Para reducir el tiempo de cédlculo, en todos los casos se aplic6 la aproximacion de resolucion
de identidad (RI). Esta técnica permite descomponer integrales de cuatro centros en términos
de integrales mas sencillas de dos o tres centros, mediante el uso de una base auxiliar. 26:45 Ep
todos los célculos se empled la base auxiliar desarrollada por Weigend para las integrales de
Coulomb.*

En el caso del funcional revTPSS se utiliz6 la variante Split—RI—J, una forma segmentada
de la aproximacion RI que optimiza el tratamiento de las integrales de Coulomb y mejora la
eficiencia computacional.*® Para los funcionales hibridos B3LYP y M06, se aplicé la aproxi-
macion de RI para las integrales de Coulomb y el algoritmo de cadena de esferas (COSX o
Chain-of-Spheres en inglés) para la parte de intercambio HF.

Dado que los sistemas estudiados son complejos de coordinacidn, se deben tomar en cuenta

las interacciones no covalentes. En los calculos con los funcionales B3LYP y revTPSS se aplico
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la correccién de dispersién D4.4” Mientras que MO06 ya incorpora estas correcciones en su
parametrizacion, por lo que no fue necesario afiadir una correccién adicional.?*

En todos los casos se empled la familia de funciones base de Ahlrichs def2, debido a que
es aplicable a una gran cantidad de elementos quimicos (desde el hidrégeno hasta el radon,

excluyendo los lanténidos).*®

En particular, se utilizé la base def2—SVP, que corresponde a una
base de tipo doble zeta con funciones de valencia desdobladas y funciones de polarizacion.
Para considerar los efectos del medio, se empled el modelo de solvatacién implicito basado
en densidad (SMD). En el caso del complejo de cobre acuoso, ademds del modelo SMD, se
afiadieron seis moléculas de agua explicitas, con el fin de representar interacciones no covalentes
con el solvente, tal como se reporté en otro estudio computacional de constantes de formacién

de complejos de cobre. "’

Los comandos de ORCA empleados para estos célculos se muestran en el Anexo A.

3.3. Optimizacion de geometria

El unico complejo que contaba con datos experimentales de estructura cristalina fue DU2,
cuya estructura fue obtenida del Cambridge Crystallographic Data Center (CCDC). Esta geo-
metria se utilizé6 como punto de partida para su correspondiente optimizacién. Para los demads
complejos y ligandos, las estructuras iniciales se generaron a partir de la geometria optimiza-
da de DU2, modificdndola segin fuera necesario, o bien se dibujaron completamente desde el
principio.

Las optimizaciones de geometria se realizaron utilizando los criterios de convergencia pre-
determinados en ORCA. Se buscé que todas las frecuencias vibracionales obtenidas fueran
reales (positivas); de este modo, se asegura que la geometria obtenida sea un minimo local y
no un punto silla. En caso de que la magnitud de las frecuencias imaginarias sea baja (menor

que 50 cm™ 1) esto podria deberse a errores numéricos asociados a la rejilla de integracién, lo
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que no afecta significativamente a los calculos posteriores. Sin embargo, si las frecuencias son
de mayor magnitud, si se trataria de un error en la optimizacién de la geometria y requeriria

modificar la geometria y repetir el cdlculo.?*

3.4. Calculo de la constante de formacion

Se emplearon los tres métodos descritos en el marco tedrico (mondmero, clister y Hess)
para calcular las AG,q. Asimismo, se utilizaron distintos funcionales (revTPSS, B3LYP y M06),
ademas del método semiempirico xTB.

Para evaluar la exactitud de estos célculos, se consideraron tres complejos quimicamente
similares, es decir, complejos neutros de Cu(II) con ligandos tetradentados (con geometria cua-
drado plana distorsionada), cuyas constantes de formacion se encuentran reportadas en la litera-
tura. Los tres ligandos fueron: bis(tiosemicarbazona) de ribosa (rtsc),*’ bis(tiosemicarbazona)

)50
9

de 3-desoxi-D-eritro-hexos-2-ulosa (gtsc y bis(4-metiltiosemicarbazonato) de piruvaldehi-

do (ptsm).>!

3.5. Interaccion con la proteina

Se utiliz6 AutoDock Vina para caracterizar la unién de los complejos con las fibrillas Aj3. El
Protein Data Bank (PDB) contiene ocho estructuras reportadas que corresponden a fibrillas A3
(PBD IDs: 2BEG, 5KK3, 2M4]J, 2LMN, 50QV, 2NAO, 2MVX y 2MXU). Estudios compu-
tacionales han reportado que los sitios de las conformaciones 2M4J, 2NAO y 5KK3 no son
favorables para la unién de farmacos debido a que sus superficies hidrofébicas son pequeias.
Adicionalmente, se indica que las conformaciones 2BEG y 2LMN tienen el mismo tipo de es-
tructura, con sitios de unién similares.>2 Por lo tanto, solo se analizé la afinidad de los complejos

con las estructuras 2BEG, 2MVX, 2MXU y 50QYV, mediante acoplamiento molecular.

31



Los dos parametros mas relevantes para realizar célculos por AutoDock Vina son el tamafo
de la caja en la que se realiza la biisqueda y el nimero de corridas independientes (exhaustivi-
dad). Si la exhaustividad es muy pequeiia, los resultados estdn sujetos a errores mas grandes,
sobre todo si el tamafio de la caja aumenta. En todos los casos se utiliz6 una exhaustividad
de 100 y el tamaio de la caja se modific6 en funcidén de la estructura analizada de la fibrilla
Ap. Los tamafios y ubicaciones de cada caja se especifican en la Tabla D.1 (Anexo D).>* Las
estructuras 2MVX, 2MXU y 50QV fueron rotadas respecto a la orientacion original del PDB,
los dngulos de giro respecto a cada eje se encuentran en la Tabla D.2 (Anexo D).

Para realizar el calculo de acoplamiento molecular, es necesario que tanto los complejos
como las fibrillas se encuentren en formato PDBQT. Para ello, se debe calcular la carga parcial
en cada dtomo. En el caso de las fibrillas, se utiliz6 AutoDockTools 1.5.7, que permite generar
estos archivos a partir de estructuras en formato PDB extraidas de la base de datos. Por otro
lado, para los complejos, las cargas parciales se calcularon mediante xTB.

El andlisis de las interacciones especificas entre los complejos y las fibrillas se realizé me-

diante el programa Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP).>*
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Capitulo IV

Resultados y Discusion

4.1. Analisis de métodos y funcionales

Como se describi6 en la metodologia, se evaluaron tres funcionales, ubicados en distintos
niveles de la escalera de Jacob: revTPSS (meta-GGA), B3LYP (hibrido GGA) y M06 (hibrido
meta-GGA). Adicionalmente, se consider6 el método semiempirico xTB, que si bien es me-
nos exacto que los funcionales mencionados, presenta la ventaja de requerir menos recursos
computacionales, permitiendo realizar calculos en un menor tiempo.*!

Esta seccion presenta una comparacion entre los resultados obtenidos con cada método, con
el fin de evaluar su capacidad para describir con exactitud a los complejos metalicos estudiados

y determinar cudl proporciona un mejor balance entre precision y eficiencia computacional.

4.1.1. Optimizacion de geometria

Se optimiz6 la geometria de todos los complejos con estructuras determinadas experimen-
talmente y de los ligandos correspondientes (Anexo A). Estos son complejos neutros de cobre

Cu(I) con ligandos tetradentados de base de Schiff derivados del estilbeno, donde el centro
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metélico se coordina a través de dos dtomos de oxigeno y dos dtomos de nitrégeno (Figura 2.5).

Para validar los métodos utilizados, se evalu6 su capacidad para reproducir la geometria
cristalina del complejo DU2 (Figura 4.1), ya que es el unico del conjunto para el cual se dis-
pone de estructura experimental. Para ello, se compararon las distancias de enlace y dngulos
relevantes obtenidos tras la optimizacién con distintos funcionales y con xTB, frente a los valo-

res experimentales reportados en la literatura (Tabla 4.1).8

Figura 4.1: Estructura cristalina del complejo DU2.

Enlace xTB revIPSS B3LYP MO06 Experimental®
Distancia de enlace (10&)
Cu(1)-0(1) 1,915 1,939 1,939 1,935 1,906
Cu(l) - O(1A) 1,916 1,939 1,939 1,936 1,906
Cu(1) = N(1) 1,952 1,956 1,978 1,968 1,956
Cu(l) -=N(1A) 1,949 1,955 1,977 1,967 1,956
N(1) - C(@3) 1,283 1,301 1,291 1,288 1,289
N(1) - C(2) 1,442 1,464 1,460 1,454 1,471
Angulo de enlace (°)

O(1) - Cu(1) - O(1A) 97,7 89,6 90,3 89,7 89,2
O(1) — Cu(1) = N(1) 95,8 94,0 93,3 93,3 93,0
O(1A) — Cu(1) = N(1) 144,0 154,8 156,2 1573 161,6
O(1) — Cu(1) —=N(1A) 144,5 154,9 156,2 157,4 161,6
O(1A) —Cu(1) —=N(1A) 95,9 94,0 93,3 93,3 93,0
N(1) — Cu(1) — N(1A) 92,2 93,2 92,8 92,6 90,6
RMSD (A) 0,336 0,267 0,250 0,265 —

Tabla 4.1: Comparacion de distancias y dngulos de enlace al variar el funcional.
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Dado que los complejos estudiados presentan caracteristicas quimicas similares (tipo de
ligando, modo de coordinacién y metal), se consider6 que la capacidad de un método para
reproducir la geometria del complejo DU2 sirve como referencia para evaluar su desempefio.
Por lo tanto, si un funcional permite obtener una estructura cercana a la experimental para DU2,
es razonable suponer que también generard geometrias confiables para el resto de complejos.

Las distancias obtenidas en todos los métodos evaluados son consistentes entre si. En ge-
neral, las longitudes calculadas de los enlaces de coordinacion tienden a ser mayores que las
reportadas experimentalmente, mientras que las correspondientes a los enlaces covalentes C—N
dentro del ligando suelen ser ligeramente menores. Cabe destacar que las distancias estimadas
mediante el método xTB se ajustan mejor a las longitudes experimentales de los enlaces de
coordinacién, mientras que los métodos basados en DFT reproducen con mayor exactitud las
distancias de los enlaces covalentes.

Respecto a los dngulos, se observa que los valores calculados son mayores que los ex-
perimentales. Sin embargo, todos los métodos utilizados lograron capturar adecuadamente la
distorsion de la geometria cuadrado plana, inducida por la cadena alifdtica presente en los li-
gandos derivados de la base de Schiff. Los dngulos calculados con XTB presentan desviaciones
mayores, mientras que los obtenidos por DFT son similares entre si.

Para cuantificar la diferencia entre las estructuras optimizadas y la geometria experimen-
tal, se realizd una superposicion de las estructuras y se calculé la desviacion cuadrética me-
dia (RMSD). El valor mas bajo de RMSD se obtuvo con el funcional B3LYP, mientras que el
valor mds alto correspondi6 al método xTB, lo cual es consistente con su cardcter semiempiri-
co. Aun asi, todas las estructuras optimizadas presentaron RMSD menores que 0,34 A, lo que

sugiere que, en todos los casos, las geometrias calculadas son cercanas a la experimental. >’
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4.1.2. Calculo de constantes reportadas

Antes de calcular las constantes de formacion de los complejos experimentales (DU, DG
y DGB), se valid6 la metodologia empleada utilizando complejos de Cu(Il) con ligandos te-
tradentados cuyas constantes de formacién experimentales han sido reportadas en la literatura:
rtsc, gtsc y ptsm (Tabla 4.2).4-5! Para ello, se calcularon los valores de log 3 de estos complejos
mediante los tres métodos mencionados en el marco teérico (monémero, cldster y Hess) y se

evalu¢ el error respecto a los datos experimentales.

Ligando log
rtsc® 18,46 + 0,15
gtsc>® 20,65 £ 0,06
ptsm>! 21,79 £0,11

Tabla 4.2: log 3 reportados en la literatura para los complejos de Cu(Il) con ligandos
tetradentados usados como referencia.

La Tabla 4.3 resume los valores obtenidos mediante los métodos de mondmero y de cluster,
utilizando los tres funcionales (revTPSS, B3LYP y M06) y xTB. El error en los valores calcula-
dos de log 3 es considerable. Para los tres funcionales, el método del monémero genera valores
de constante de formacién menores que el método de cluster. No obstante, el cdlculo con xXTB
muestra la tendencia opuesta y los valores obtenidos por ambos métodos son mds cercanos en-
tre si. Cabe destacar que, en todos los casos, xXTB proporciona resultados mas cercanos a los
valores experimentales, lo que sugiere que los calculos por DFT tienden a sobrestimar mads las
constantes de formacion bajo las condiciones empleadas.

Como se menciond anteriormente, los errores obtenidos podrian estar relacionados con la
forma de representar a las especies solvatadas. Esto se debe a la falta de informacién precisa
respecto al nimero de moléculas de agua que coordinan al catién metélico y sobre el posible

tamano del clister de moléculas de agua que se podria formar en solucidn.
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Ligando = Método xTB revIPSS B3LYP MO06
Monémero 35,77 43,06 40,31 44,04

resc Clister 3228 6144 5885 5565
atsc Monoémero 36,70 46,39 43,44 47,51
Clister 3321 6477 6197 59,12
Monémero 39,67 4803 4476 4898

ptsm

Cluster 36,17 66,41 63,29 60,59

Tabla 4.3: log /3 calculada de los complejos de referencia por los métodos de monémero y de
cluster.

El método de Hess evita la necesidad de modelar explicitamente estas especies solvata-
das, lo que podria disminuir el error asociado. Sin embargo, su desventaja principal radica en
la dependencia de la calidad de los datos experimentales. Dado que se cuenta con tres valo-
res experimentales, cualquiera de ellos podria ser utilizado como referencia para calcular las
constantes de formacién de los restantes. Por lo tanto, para determinar el funcional que genera
resultados méds consistentes, es decir, que no varien significativamente segin el dato experimen-
tal tomado como referencia, se aplic6é una validacion cruzada tipo leave-one-out y se cuantificd
el error acumulado mediante el error absoluto medio (MAE) (Ecuacién 4.1) y el error cuadratico

medio (MSE) (Ecuacién 4.2).

1 calc exp
MAE = & > |log 3 — log 5™ 4.1)

1 calc expy\ 2
MSE = = (log 5" — log ) (4.2)

(2

La Tabla 4.4 presenta los valores de log /3 calculados para los complejos de cobre con los
ligandos rtsc, gtsc y ptsm utilizando el método de Hess. En general, se observa que este enfoque
produce resultados mds cercanos a los valores experimentales en comparacién con los métodos
del mondémero y del cluster. Sin embargo, como se menciond anteriormente, su principal limi-

tacion es la necesidad de contar con al menos un valor experimental como referencia, el cual
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puede estar afectado por errores asociados a la medicion.

Calculado log 3., Referencia xTB revIPSS B3LYP MO06
gtsc 19,72 17,33 17,52 17,18

rise 1846 Jsm 1790 1683 1735 1685
se 1939 21,78 21,59 21,93
glse 20,65 ptsm 18,83 20,15 20,47 20,32
sc 2235 2342 2290 23,40
ptsm 21,79 otsc 2361 2229 21,97 22,12
MAE 1,22 1,09 0,74 1,08
MSE 1,74 140 0,72 145

Tabla 4.4: log 3 calculada de los complejos de referencia por el método de Hess.

Se utilizaron el MAE y el MSE para cuantificar los errores. Ambos pardmetros siguen la
misma tendencia: el funcional B3LYP genera el menor error. Como se menciond en la metodo-
logia, se esperaba que M06 generara los resultados mds exactos por su posicion en la escalera
de Jacob. Sin embargo, al considerar correcciones de dispersion en los cdlculos de los demés
funcionales, los resultados con B3LYP generan una mayor exactitud que los de M06.

Estos resultados permiten establecer dos conclusiones principales. En primer lugar, los tres
funcionales evaluados son adecuados para estimar log 3, aunque B3LYP presenta un menor
error y requiere menor costo computacional en comparacién con M06. En segundo lugar, el mé-
todo de Hess se confirma como el mas exacto. Por lo tanto, la combinacidn de este método con
el funcional B3LYP se considera como la opcién més fiable para los cdlculos posteriores. Sin
embargo, con el fin de analizar tendencias generales, en la siguiente seccion también se incluirdn
resultados obtenidos mediante el método del mondmero, que no requiere datos experimentales,

y el método semiempirico xXTB, que presenta un costo computacional significativamente menor.
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4.2. Analisis de los complejos experimentales

Se realiz6 el célculo de las constantes de formacién y el andlisis de la afinidad con las placas

Ap de los seis complejos experimentales (DU1, DU2, DU3, DG1, DG2 y DGB).

4.2.1. Calculo de constantes de formacion

La Tabla 4.5 muestra los valores calculados de log /3 para los seis complejos experimentales
utilizando los métodos del monémero y de Hess. Dado que este dltimo requiere de un complejo
de referencia con constante conocida, se utiliz6é cada uno de los tres complejos de referencia de
forma independiente y se reporta el valor promedio de los resultados obtenidos. Las constantes
calculadas con cada complejo de referencia se encuentran en la Tabla C.1 (Anexo C).

Al emplear ambos métodos de cdlculo (monémero y Hess), se obtienen las mismas ten-
dencias respecto a la estabilidad de los complejos (tanto para XTB como para B3LYP). Esto
se debe a que hay una relacién lineal entre las expresiones de log 3 de las Ecuaciones 2.23 y
2.26, es decir, si se quiere hallar log 5 con el método de Hess, basta con sumarle una constante
al resultado del método del monémero. El valor de esta constante dependera de la constante
de formacion experimental y del cdlculo computacional de la variacién de energia libre de la
reaccion de formacién del complejo de referencia.

En todos los casos, la desviacion estdndar muestral fue de 0,93 para los calculos realizados
con xTB y de 0,56 para los obtenidos con B3LYP, lo que indica que el método de Hess es relati-
vamente robusto frente a la eleccién del complejo de referencia. Esto sugiere que la estabilidad
relativa entre complejos no depende de la referencia seleccionada, aunque esta si contribuye en
la exactitud del valor calculado. Este comportamiento coincide con lo reportado en la literatura,
donde se indica que los cdlculos de constantes de estabilidad de complejos metélicos mediante

DFT son més confiables al comparar estabilidades relativas. '3
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Monomero Hess
Complejo xTB B3LYP xTB' B3LYP'
DU1 51.64 36.52 3456 13.98
DU2 5243 3481 3535 1227
DU3 51.76  34.18 34.68 11.65
DGl 4226 39.58 25.17 17.05
DG2 48.45 4176 3137 19.22
DGB 5095 3491 33.87 1237

I Valores de (log 3) con rtsc, gtsc y ptsm como
referencias.

Tabla 4.5: log  calculada de los complejos experimentales por los métodos de mondémero y de
Hess.

Al comparar los resultados obtenidos con xXTB y B3LYP mediante el método de Hess, se
observa que B3LYP predice constantes de formacion menores. Se espera que las constantes de
los complejos experimentales sean similares o menores que las de los complejos de referencia
(Tabla 4.2), pues la coordinacién entre el cobre y el azufre es mds fuerte que con el oxigeno.
Este comportamiento se reproduce con B3LYP, pero no con xTB.

Aunque el objetivo de emplear xXTB es identificar tendencias generales a bajo costo compu-
tacional, en este caso las tendencias predichas por ambos métodos son opuestas: xXTB sugiere
que los complejos DU son los mds estables, mientras que B3LYP predice una mayor estabilidad

para los DG. En ambos casos, el complejo DGB se ubica en una posicién intermedia.

4.2.2. Afinidad a las fibrillas amiloides

Se llevé a cabo un andlisis de acoplamiento molecular ciego, es decir, sin conocer los si-
tios de unién especificos entre los complejos y las fibrillas. Para ello, se definieron multiples
regiones de busqueda que, en conjunto, abarquen toda la superficie de la fibrilla (Tabla D.1).

Para cada complejo se generaron diversas configuraciones (poses) de unién con las fibrillas.

La tendencia observada fue que los sitios de menor energia de acoplamiento coincidieron con
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aquellos reportados previamente en la literatura, identificados computacionalmente mediante la
herramienta SiteMap.>? En la Tabla 4.6 se reporta la mejor puntuacién de acoplamiento obtenida

para cada complejo en cada una de las fibrillas analizadas.

Complejo 2BEG 2MVX 50QV 2MXU (DS)

DU1 =87 —114 —92 —106 -100
DU2 -89 -83 -87 -—105 -9,
DU3  —87 -80 -84 -92 —86
DGI1 77  —87 —87 —95 —87
DG2 69 -89 -89 -96 -86
DGB -84 -90 -88 -96 —90
(DS)  —82 -91 —-88 -98

Tabla 4.6: DS (kcal/mol) de los complejos experimentales con las fibrillas Af.

La estructura de la fibrilla que presenta la mejor interaccion con los complejos es 2MXU,
mientras que la de menor afinidad es 2BEG. En cuanto a los complejos, DU mostré la mayor
afinidad hacia las fibrillas A3, seguido por DU2 y DGB; y, finalmente, DG1, DG2 y DU3.

Como se mostro en la Figura 2.5, los complejos pueden agruparse en tres tipos: DU, DG y
DGB. Los complejos DU y DG son simétricos, aunque difieren en la orientacion espacial del
grupo estilbeno y en los grupos funcionales: mientras que los complejos DU contienen grupos
metoxilo que confieren un entorno hidrofébico, los DG poseen grupos hidroxilo, que aumentan
su afinidad por medios acuosos. Por su parte, el complejo DGB es estructuralmente similar a
DGl1, pero més pequefio, debido a que solo tiene un grupo estilbeno, lo que lo hace asimétrico.

Al analizar las puntuaciones de acoplamiento segtin el tipo de complejo, se observa que DU
presenta la mayor afinidad. Este complejo tiene la cadena alifatica con dos dtomos de carbono
entre los dtomos de nitrégeno (n = 2), lo que genera una menor distorsién a la geometria
cuadrado plana, en comparaciéon con DU2 y DU3, cuyas cadenas son mds largas (n = 3).
Aunque DU2 y DU3 comparten la misma longitud en la cadena, la diferencia en los grupos
sustituyentes (R) podria explicar la menor puntuacion de DU3: si el sustituyente es un metoxilo,

podria generar un mayor impedimento estérico, en comparacién con un dtomo de hidrégeno.
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En cuanto a los complejos DG, ambos presentan puntuaciones similares, lo que sugiere que
el aumento en la longitud de la cadena alifitica (de dos a tres carbonos) no tiene un efecto
significativo sobre la afinidad por las fibrillas. Por otro lado, aunque DGB tiene un solo grupo
derivado del estilbeno (lo que reduce el nimero de grupos de anclaje), se observo que su afinidad
promedio es igual o ligeramente mayor que la de los complejos DG; la tnica fibrilla en la que
se observan diferencias significativas en los valores de DS ocurre en la fibrilla 2BEG. Esta
diferencia podria atribuirse al tamafo mds reducido del complejo DGB, que permitiria que el
complejo ingrese a las estructuras de las fibrillas y, en consecuencia, mejore su interaccion.

Para comprender mejor la naturaleza de estas interacciones, se analizaron los enlaces e
interacciones intermoleculares entre cada complejo y las cuatro fibrillas, utilizando el programa
PLIP. Este andlisis permiti6 identificar el tipo de interaccion y los residuos involucrados. La
Figura 4.2 muestra el caso de 2MXU, que fue la fibrilla con mejor puntuacién de afinidad; las
interacciones correspondientes a las demads fibrillas se presentan en el Anexo E (Figuras E.1 —
E.3).

Una posible explicacion para la alta afinidad observada con 2MXU es que los sitios de
unién se localizan en el interior de la fibrilla, lo que favorece un mayor nimero de contactos
con residuos del entorno. Una ventaja adicional es que, en esta conformacion, la fibrilla protege
al complejo de posibles interacciones no deseadas con otras moléculas presentes en el medio.

Finalmente, se realiz6 un andlisis detallado de las mejores conformaciones de los complejos
con mayor afinidad a las fibrillas A3 dentro de cada grupo (DU o DG), es decir: DU1 (Figura
4.3), DG2 (Figura 4.4) y DGB (Figura 4.5). En estas figuras, los complejos que se ubican en el
interior de la fibrilla se representan en color magenta, mientras que aquellos que se localizan en

la superficie externa se muestran en color anaranjado.
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2MXU
DU1: —10. 6 kcal/mol DG1: —9.5 kcal/mol
Leu24 Leus  Gly87
Leu? 54 11686 lle150 Leu8s I1e86
Leu39
Val2 His36
His68
Val2 Val66
Val98
DU2: —10.5 kcal/mol Leigs DG2: —9. 6 kcal/mol
Val34 11e86 Leu24
Leul20
His36 His68
1le54
LU Leuso Leul35
Leu39
Val2
1122 lle54 11e150 ‘
11e86 Val66 His68
Val98
Leu56
DU3: —9. 2 kcal/mol DGB: —9. 6 kcal/mol
Leu23l  Leu263 Leu295 Val34
His132  Hisl64 Val2
lle214 le279 Leu135
Leu88
Leu24 11e86
Valgs  Val130  Val162 Leus6

Figura 4.2: Interaccién de los complejos experimentales con la fibrilla 2MXU y el valores de
DS. El panel superior muestra las regiones de unién a la fibrilla.
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2BEG: —8. 7 kcal/mol

Val24
Leul8

Val50

Phe3 Asp?

2MVX: —11.4 kcal/mol

Alal07
alo Ala68

Phe277 Phe238
Phe316 Phe199

Phe355

Val39
Val78
Vall77

Val195 Val156

50QV: —9. 2 kcal/mol

2MXU: —10. 6 kcal/mol

lle31 lle115

Asn195 1325 1241 Leu7 11e150

1le54 11e86

Phe187
Phe103
el9
Phe313 Val2

Phe229

Figura 4.3: Interaccién del complejo DU con las fibrillas A y valor de DS correspondiente.

En todos los casos se observa que el complejo DU1 favorece predominantemente las inter-
acciones hidrofébicas con las fibrillas A/3. Se observa que la fibrilla que tiene una interaccion
mads débil es 2BEG, lo que podria deberse a que el complejo no logré penetrar en la estructura.
Ademads, existe una tendencia a que las estructuras con mayor nimero de residuos, como en
el caso de 2M VX, presenten puntuaciones mds favorables. No obstante, esta correlacion no es
estricta, ya que la afinidad también depende de otros factores, como la orientacién del comple-
Jo, que puede permitir una interaccién mds eficiente incluso con un menor nimero de residuos
implicados.

En el caso del complejo DG2, ademds de la atraccion hidrofébica, se observan otros tipos de
interacciones. La presencia de grupos hidroxilo en el ligando permite la formacion de puentes
de hidrégeno, mientras que la orientacién adoptada por el complejo favorece interacciones m—
y cation —m. Al igual que en el caso de DU, las configuraciones en las que el complejo se situa
fuera de la fibrilla tienden a mostrar puntuaciones menores. La estructura con mayor afinidad

también corresponde a 2MXU.
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valas 2BEG: —6.9 kcal/mol 2MVX: —8.9 kcal/mol
vali17 Val156
Gly4s Val195
Val78
Leul8
lle16 Hiea7o
IS, i
Phe3 Ala107 His357
Phe277
Phe316 Phe355
50QV: —8.9 kcal/mol Loss ZMXU: —9.6 kcal/mol
Glu33e  Val2ss Leu120 lle8s Leu24
1e284 Val292
Ala294 lles4
Phe340
Leu286
Leu39
Phe256 Vaio
Val66 His68
Leu269 Val9s

Figura 4.4: Interaccion del complejo DG2 con las fibrillas A3 y valores de DS

correspondientes.

2BEG: —8. 4 kcal/mol

Val128

2MVX: —9.0 kcal/mol

Phe316

Val76 Phe238
Val102 Val50 Phe355
Ala130 Alal46
@ Phe29
Phe3
1le108 Alal107
Glu245
Leu79 Val195
Leul Val156 Val78
Leu53 Leu27 Val117
50QV: —8. 8 kcal/mol 2MXU: —9. 6 kcal/mol
Leu269 Val3a
Phe271
11e283 Ala273 Val2
Leul35
Val276
Asn279
Leu88
Leu24 11e86
Lys280
Leu56

Figura 4.5: Interaccion del complejo DU con las fibrillas A5 y valores de DS

correspondientes.
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El complejo DGB presenta el mismo tipo de interacciones que DG2 y sus puntuaciones
difieren significativamente unicamente con la estructura 2BEG, donde se observé una mejor
afinidad. Como se menciond anteriormente, esto puede deberse a que, al ser mds pequefio, el

complejo DGB haya logrado una mayor penetracion en la fibrilla.

4.2.3. Potencial aplicacion de los complejos

Los resultados de log 5 y del acoplamiento molecular indican que el complejo mas estable
es DG2, mientras que el de mayor afinidad por las fibrillas A3 es DU1. Sin embargo, existen
otros factores que deben considerarse al evaluar la viabilidad de estos complejos como agen-
tes de radiodiagnéstico, tales como la capacidad para atravesar la barrera hematoencefilica, la
solubilidad en medios fisioldgicos y la estabilidad quimica en condiciones fisioldgicas (pH 7,4).

Uno de los requisitos para que un complejo pueda atravesar la barrera hematoencefélica es
que sea neutro a pH fisiolégico.* Asimismo, se ha reportado que el tamafio del farmaco influye
significativamente: los complejos de menor tamafio presentan mayor probabilidad de atravesar
esta barrera. En el presente trabajo no se han estimado los valores de pKa de los complejos,
por lo que no se cuenta con informacién sobre su estado de protonacion a pH fisioldgico. Este
problema podria ser abordado en trabajos futuros para calcular log K, con un enfoque andlogo
al empleado para determinar log 3. En cuanto al tamafio, todos los complejos presentan dimen-
siones comparables, con excepcion del complejo asimétrico (DGB), que es el més pequefio.
Esta caracteristica representa una posible ventaja para su transporte a través de la barrera.

Otro factor relevante es la solubilidad en medios biolégicos. Ninguno de los complejos es-
tudiados es completamente soluble en agua. No obstante, existen datos experimentales previos
sobre la solubilidad de los complejos DU y DG en mezclas de DMSO vy buffer de fosfato sa-
lino (PBS) 10 mM, a pH 7,4.5¢ En dicho estudio, se observé que DG1 y DG2 son solubles en

una mezcla de 5% DMSO y 95 % PBS, mientras que DU1 y DU2 resultaron insolubles in-
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cluso en mezclas con hasta 30 % DMSO y 70 % PBS, motivo por el cual no se continué con
las demads pruebas experimentales. Esta diferencia en solubilidad es consistente con el com-
portamiento observado en las interacciones hidrofébicas descritas previamente (Anexo E). Es
importante mencionar que, hasta la fecha, no se han evaluado experimentalmente la solubilidad
ni la estabilidad termodindmica y cinética del complejo DGB, por lo que su comportamiento
en condiciones fisiologicas permanece incierto, aunque se esperan resultados similares a DG
debido a sus similitudes en la estructura.

Las constantes de formacién calculadas muestran valores de log 3 superiores a 11 en todos
los casos, lo que es consistente con la naturaleza polidentada de los ligandos, debido al efecto
quelato. Sin embargo, los complejos DG (en particular DG2) presentaron constantes de forma-
cién significativamente mayores que el resto. En cuanto al acoplamiento molecular, todos los
complejos poseen una afinidad considerable por las fibrillas A5. El complejo DU1 es el mas
afin, seguido por los demés complejos, cuyas puntuaciones fueron similares entre si.

A partir de estos resultados, se sugiere priorizar los estudios experimentales de los comple-
jos DG2 y DGB. El primero destaca por su alta estabilidad termodindmica y es bastante soluble,
mientras que el segundo presenta un tamafo reducido y se espera una solubilidad similar. Es-
tos aspectos son relevantes para su eventual aplicacion como agentes de radiodiagndstico, por
lo que serd necesario evaluar experimentalmente cudl de estos factores resulta determinante en

condiciones fisioldgicas reales.

4.3. Analisis de complejos propuestos

Todos los complejos estudiados comparten ciertas caracteristicas: ligandos tipo Salen de-
rivados del estilbeno y el mismo metal y estado de oxidacion (Cu(Il)). No obstante, difieren
tanto en la orientacidn espacial de los grupos estilbeno como en los sustituyentes presentes en

estos anillos (metoxilo o hidroxilo). Con el fin de analizar el efecto especifico de la orientacién
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espacial de los grupos estilbeno sobre la estabilidad de los complejos, se disefiaron nuevos com-
plejos en los que se modificé su disposicion espacial, ademds de reemplazar los grupos metoxilo
e hidroxilo por hidrégenos, manteniendo una cadena alifatica de dos carbonos (n = 2). Estos
compuestos se han denominado C1—C8 y sus estructuras propuestas se muestran en la Figura
4.6. La eleccion de estos complejos se basa en los resultados previos, que identificaron a DU1

y DG2 como las combinaciones mas favorables dentro de sus grupos.

X

Figura 4.6: Estructuras propuestas para complejos de Cu(Il) con diferente orientacién espacial
del grupo o grupos estilbeno.
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Se optimizaron las geometrias de los complejos simétricos (Figura 4.7) y asimétricos (Fi-
gura 4.8), y de los ligandos correspondientes, utilizando el nivel de teoria B3LYP/def2SVP con
el modelo de solvatacion SMD en agua (Anexo B). En todos los casos se observaron desviacio-
nes respecto a la geometria cuadrado-plana ideal del centro Cu(Il), de forma consistente con lo
reportado experimentalmente para el complejo DU2.

El complejo C1 presenta una rotacion de los enlaces tal que el anillo aromético coordinante
del estilbeno no es coplanar con el segundo anillo, dado que se observa una rotacién del doble
enlace trans. Los complejos C2 y C3 muestran las menores desviaciones respecto a la geometria
plana, posiblemente debido a una menor tension estérica entre los anillos estilbeno. Este tipo de
geometria favorece una mayor extension del sistema 7 conjugado. Finalmente, el complejo C4
adopta una estructura plegada, ya que los grupos aromadticos se encuentran mas cercanos entre
si, lo que maximiza la tension estérica y favorece las interacciones m — 7 intramoleculares. Esto
podria contribuir a estabilizar la estructura, lo que se reflejaria en un mayor valor de la constante
de formacién, aunque podria dificultar la interaccion con las fibrillas AfS.

En el caso de los complejos asimétricos, los complejos C5, C6 y C7 presentan tendencias
similares a sus andlogos simétricos; sin embargo, al reemplazar el nitrégeno sp® por un sp?, se
observan ligeras diferencias en la disposicion de los 4&tomos mds cercanos al nitrogeno corres-
pondiente. La diferencia mds significativa se encuentra entre los complejos C4 y C8, ya que, al
eliminar el segundo anillo terminal, se reduce la tension estérica que, en el caso de C4, favorecia
la interaccién m — 7.

Si bien estas estructuras corresponden a las geometrias més estables calculadas por DFT en
solucion acuosa, es importante considerar que podrian sufrir modificaciones al interactuar con

las fibrillas Af, lo que se reflejaria en los resultados de acoplamiento molecular.
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C1

C2

C3

C4

Figura 4.7: Geometria optimizada (B3LYP/def2SVP) de los complejos C1 — C4.
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C5

C6

C7

C8

Figura 4.8: Geometria optimizada (B3LYP/def2SVP) de los complejos C5 — CS8.
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4.3.1. Analisis de estabilidad y de acoplamiento molecular

Se aplic6 el método de Hess para calcular los valores de log 5 de los complejos, y se deter-

minaron las DS con las 4 fibrillas mediante acoplamiento molecular (Tabla 4.7). Los complejos

C1, C2 y C5 tienen estructuras andlogas a los complejos DG2, DU1 y DGB, respectivamente,

mientras que los demés no han sido sintetizados. En esta seccién se analiza si se reproduce

la tendencia observada en los complejos experimentales y se evalda el efecto de cambiar la

orientacidn espacial de los grupos estilbeno. Se espera que la estabilidad de los complejos no

dependa fuertemente de la presencia de los grupos hidroxilo y metoxilo, mientras que estos si

podrian influir en la afinidad con las fibrillas A3, ya que determinan el tipo de interaccién que

puede establecerse. Cabe destacar que la cadena alifética del complejo DGB contiene tres car-

bonos, mientras que esta cadena contiene dos carbonos en los complejos C5-C8, lo que podria

cambiar la tendencia esperada para C5.

Estructura (log3) 2BEG 2MVX 50QV 2MXU (DS}
Cl 1734 —-94 —94 —97 —109 -99
C2 1343  —90 —120 -98 —11,9 —107
C3 16,54 —90 —109 —10,1 -99 —10,0
C4 1800 -77 -84 —101 -91 —88
C5 1217 -90 -104 -87 —101 -96
C6 1062 -80 —107 -97 —10,1 -96
C7 1490 -93 —102 —103 -99 —99
C8 1080 -97 -80 -94 -91 -9]1

(DS) -89 —100 -97 —101

Tabla 4.7: log B promedio y DS (kcal/mol) de los complejos propuestos (C1—C8) con las

fibrillas Af.

Como se menciond anteriormente, se espera que los complejos C1, C2 y CS5 sigan la ten-

dencia obtenida para los complejos DG2, DU1 y DGB. Esto se cumple ya que se observa que la

estabilidad para estos tres complejos, en orden creciente, fue: C5, C2 y C1. Los valores obteni-

dos para las constantes de formacién son similares a los calculados para los complejos andlogos
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estudiados en la seccién anterior, lo que sugiere que la magnitud de log 3 no se ve fuertemente
influenciada por la presencia o ausencia de grupos funcionales como hidroxilos o metoxilos.

Se observa que los complejos simétricos presentan, en general, constantes de formacién
mayores que sus andlogos asimétricos. Esta diferencia es particularmente marcada entre los
complejos C4 y C8, lo que puede deberse a la interaccién intramolecular 7 — 7 de los anillos
del complejo C4. De este modo, el complejo simétrico mas estable seria C4, mientras que en el
caso de los complejos asimétricos seria el complejo C7.

Cabe resaltar que la orientacion de los grupos estilbeno no tiene el mismo efecto en los com-
plejos simétricos y asimétricos. En ambos casos, cuando la orientacion de los anillos estilbeno
es lineal (C2 y C6), se obtiene el menor valor de log 5. Ademds, como C1 tiene mayor constante
que C3, se esperaria que C5 presente una mayor constante que C7, pero se obtiene lo contrario.

Respecto a la afinidad, se observa una tendencia opuesta a la de la estabilidad: los valores de
DS obtenidos para las estructuras estudiadas indican que los complejos descritos en la seccion
anterior presentan una menor afinidad por las fibrillas Af3. Esto podria estar relacionado con
el hecho de que, como se discutié anteriormente, para las fibrillas analizadas las interacciones
hidrofébicas son predominantes. Ademds, al reemplazar los grupos funcionales por dtomos de
hidrégeno, se puede favorecer la proximidad entre el complejo y las fibrillas, lo que podria
aumentar la afinidad.

Al analizar la afinidad con cada fibrilla por separado, se mantiene la misma tendencia obser-
vada previamente: la menor afinidad corresponde a la estructura 2BEG, mientras que la mayor
se observa con 2MXU. Si bien en todos los casos la magnitud del DS aumenta tras la elimina-
cion de los grupos funcionales, este incremento no es uniforme. Esta variacion podria deberse
tanto al tipo de interacciones que se generan como al nimero de grupos funcionales eliminados.
Por ejemplo, mientras que en los complejos DUl y DGB se retiraron dos grupos funciona-

les (metoxilo e hidroxilo, respectivamente), en el complejo DG2 se eliminaron cuatro grupos
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hidroxilo, por lo que se esperaba un cambio mads significativo.

En resumen, al retirar los grupos funcionales, la constante de formacién tiende a disminuir,
mientras que la afinidad con las fibrillas tiende a aumentar. Para continuar con el andlisis, se
calcul6 el promedio de log 5y de las DS de todas las estructuras propuestas, y se seleccionaron
aquellas cuyos valores se encontraban por encima del promedio en ambos parametros (log 3
mayor que 14,23 y DS menor que —9,7). A partir de este criterio, se seleccionaron los complejos
C1, C2 y C3 entre los simétricos, y el complejo C7 entre los asimétricos.

Como se discutié en la seccion anterior, la presencia de los grupos hidroxilo es favorable
para mejorar la solubilidad de los complejos en medios acuosos. Por esta razon, se afiadieron
grupos hidroxilo a las estructuras seleccionadas (Figura 4.9) y se analizaron computacional-
mente. Cabe resaltar que, si bien la constante de formacion del complejo C2 se encuentra por
debajo del promedio, se opt6 por incluirlo debido a su cercania al punto de corte y a la posibili-
dad de que dicho valor varie tras la adicion de los grupos funcionales. Es importante mencionar
que la estructura C1 con grupos hidroxilo corresponde al complejo DG2, cuyos resultados ya
fueron presentados en la seccidn anterior (Tablas 4.5 y 4.6). La Tabla 4.8 muestra las constantes
de formacién promedio y los valores de acoplamiento molecular para los complejos propues-
tos. Al igual que para los complejos de la seccion anterior, los cdlculos con cada complejo de

referencia se encuentran en la Tabla C.2 (Anexo C).

Complejo (log3) 2BEG 2MVX 50QV 2MXU (DS)

CI-OH 1922 —-69 -89 -89 -96 -86

C2-0OH 1546 -76 —110 -88 —104 -95

C3-OH 1687 -85 -—11,1 -100 -94 -98

C7-OH 1452 -86 -98 —102 -98 -96
(DS) -79 -102 -95 -98

Tabla 4.8: log 3 promedio y DS (kcal/mol) de los complejos propuestos finales.
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Figura 4.9: Estructuras modificadas de los complejos propuestos con mayor valor de log 'y
afinidad por las fibrillas Af.

A diferencia de lo observado en los casos anteriores, la estructura de fibrilla con mayor
afinidad con los complejos propuestos fue 2MVX; sin embargo, la estructura 2MXU continda
mostrando una buena afinidad, en promedio. Como se esperaba, la magnitud de la DS disminuy6
en todos los casos tras afiadir los grupos hidroxilo, mientras que los valores de log $ aumentaron
para todos los complejos, con la excepcion del complejo C7-OH.

Entre los complejos simétricos, el complejo C3-OH presenta el mejor balance entre afinidad
y estabilidad, seguido por C2-OH. Por otro lado, el complejo C1-OH muestra el mayor valor de
constante de formacidn, aunque su puntuacién de acoplamiento es considerablemente menor,
en comparacion con los demds complejos. En cuanto al complejo asimétrico, C7-OH presenta
el menor valor de log  entre todos los complejos propuestos; sin embargo, su menor tamafio
podria traducirse en una mayor permeabilidad a través de la barrera hematoencefalica, lo que
representaria una ventaja desde el punto de vista farmacoldgico. Cabe destacar que las estruc-
turas de los complejos C3 y C7 son andlogas, ya que comparten la misma orientacién del grupo

estilbeno, y ambos resultaron ser los mejores candidatos dentro de sus respectivos grupos.



Con el fin de caracterizar mas detalladamente las interacciones entre los dos complejos
propuestos y las fibrillas A3, se analizaron los sitios de unién con mejor DS para los complejos
C3-OH y C7-OH, y se compararon con los calculados para los complejos experimentales.

En la estructura 2BEG se identificaron dos sitios de unién principales (Figura 4.10). En
ambos casos, los complejos propuestos presentan un solapamiento en los anillos aromaticos que
interaccionan con el residuo Val76. Como se indicé anteriormente, el sitio representado en color
anaranjado corresponde a una unién en la superficie externa, mientras que los sitios de color
magenta indican que la interaccién ocurre en el interior de la fibrilla. La fibrilla 2BEG posee
un conjunto de residuos de fenilalanina que restringen el ingreso completo de los complejos,
lo que podria explicar por qué es la estructura con menor puntuacién promedio, tanto para los

complejos experimentales como para los propuestos.

2BEG
C3-OH: —8.5 kcal/mol C7-OH: —8. 6 kcal/mol
Ala78 Alas2 Leu79
Alal04 a Val102 Leul05
Val24 Leu27
Phe107 Leus3
Val76 Val50
Phe81
Phe55
Phe3 Val128
Leul Val76

Figura 4.10: Interaccion de los complejos C3-OH y C7-OH con la fibrilla 2BEG y valores de
DS correspondientes. El panel superior muestra las regiones de unién a la fibrilla.
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El complejo asimétrico C7-OH, al ser de menor tamafio, logra una mayor penetracion en la
estructura de la fibrilla, comportamiento que también se observo en el complejo DGB (Figu-
ra E.1). Ambos comparten un sitio de unién similar, por lo que interaccionan con los mismos
residuos (Val128, Val76, Leu79, Leu53, Leu27). Sin embargo, adoptan poses distintas, posible-
mente a causa de la diferencia en la orientacion del grupo estilbeno.

El complejo C3-OH no comparte exactamente el mismo sitio de unién que los complejos
experimentales, aunque los dos anillos arométicos que interaccionan con los residuos Val24 y
Phe3 se encuentran solapados con los observados en los complejos DU1, DU2 y DU3. En los
complejos DG se observa que las estructuras coinciden en un anillo aromatico: DG1 comparte la
posicion del anillo que interacciona con el residuo Val24, mientras que DG2 coincide con el que
interacciona con Phe3. Es importante destacar que los valores de DS obtenidos para los com-
plejos propuestos también son comparables a los calculados para los complejos experimentales
con los que comparten similitudes en los sitios de unién (Tabla 4.6).

La fibrilla 2MVX presenta un unico sitio de unidén en el que se ubican los complejos pro-
puestos (Figura 4.11). Las dos estructuras adoptan la misma orientacién, con un solapamiento
casi total, salvo por el segundo grupo estilbeno presente en C3-OH. El estilbeno comun en am-
bos complejos se posiciona en el interior de la fibrilla, mientras que el grupo adicional se ubica
en la superficie externa. Esto se refleja en las interacciones especificas, donde C3-OH comparte
todos los residuos con C7-OH (Ala 185, Phe316, His318, Val195 y Vall17), e interacciona ade-
mads con otros residuos adicionales ubicados en la superficie, lo que podria explicar la diferencia
en los valores de DS.

Al comparar estos sitios de unién con los observados para los complejos experimentales,
se observa que, aunque ambos complejos propuestos se ubican en la misma regién general de
la fibrilla que DU1, DU2, DG2 y DGB, (Figura E.2) no presentan solapamiento en los anillos

aromaticos. Desde el punto de vista de la afinidad, C3-OH muestra una puntuacién similar a la
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de DU, que fue el complejo mas afin a esta fibrilla, mientras que C7-OH supera en afinidad al

complejo asimétrico DGB.

2MV X
C3-OH: —11.1 kcal/mol C7-OH: —9. 8 kcal/mol
Phe316 Phezi1 Phe316
Phel176 Phe355 Hisa1s
Ala185 Hisa18 Alal85
lle187
Gly188
Val195 |
Leutgg VA% Val117 Val117

Figura 4.11: Interaccion de los complejos C3-OH y C7-OH con la fibrilla 2MVX 'y valores de
DS correspondientes. El panel superior muestra las regiones de unién a la fibrilla.

En la fibrilla 50QV se observa un comportamiento similar al descrito para 2MXV: ambos
complejos propuestos se ubican en la misma regién de la fibrilla y presentan un solapamiento
casi completo, salvo por el segundo grupo estilbeno de C3-OH. Ademas, el grupo comun a
ambos complejos se encuentra al interior de la fibrilla. Sin embargo, en este caso, el segundo
grupo no establece interacciones significativas, por lo que los residuos involucrados en la unién
son los mismos para ambos complejos, lo que se refleja también en los valores similares de DS
obtenidos (Figura 4.12).

Los dos anillos aromdticos que se ubican dentro de la fibrilla se solapan con los anillos
correspondientes del complejo DU2, y comparten las interacciones con los residuos: Ile241,

Phe229, Phe313 y Phel9. Si bien no hay un solapamiento de los anillos arométicos con DU,
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se ubican en el mismo sitio de union, lo que da lugar a interacciones con los mismos residuos

(Figura E.3). En este caso, tanto C3-OH como C7-OH presentan una mayor afinidad por la

fibrilla que los complejos experimentales.

50QV

C3-OH: —10. 0 kcal/mol

Phe229 Phe313

Phel9
Asn237 Asn321

Asn27

C7-OH: —10. 2 kcal/mol

Phe313
Phel9

Phe229
Asn321

Asn27

lle241

lle241

Lys112
Lys238

Lys112
Lys238

Figura 4.12: Interaccion de los complejos C3-OH y C7-OH con la fibrilla 5O0QV y valores de
DS correspondientes. El panel superior muestra las regiones de unién a la fibrilla.

Para la fibrilla 2MXU se muestran los dos modos de unidn, o poses, mds estables de cada
complejo (Figura 4.13). Al comparar las primeras poses de ambos complejos, se observa que
se ubican en el mismo sitio de unién, aunque no presentan un solapamiento significativo entre
si. Al igual que en los casos anteriores, el complejo mds pequefio (C7-OH) logra penetrar més
profundamente en la estructura de la fibrilla, mientras que uno de los grupos estilbeno de C3-OH

permanece en la superficie externa.
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2MXU
C3-OH: —9.4 kcal/mol C7-OH: —9. 8 kcal/mol
Phe9 l1e22 Leu86 Hets Leu56
lle54
lle22
Leu7 Val2 Val2
Leul03
Leu7l Leul03 Leu135 Val34
His4 His68
C3-OH: —9.4 kcal/mol C7-OH: —9. 6 kcal/mol
Leu7
His36 Leu39 His36 Leu39 Leu?
Val66 Val66
1le22
11e86 11e22
Leuss 1le54 Leu8s8 11e86
lle54

Figura 4.13: Interaccion de los complejos C3-OH y C7-OH con la fibrilla 2MXU y valores de
DS correspondientes. El panel superior muestra las regiones de unién a la fibrilla.

Por otro lado, las segundas poses de ambos complejos si presentan un solapamiento con-
siderable, tanto en la orientacion general como en los residuos con los que interaccionan. En
este caso, el sitio de unién es similar para todos los complejos analizados, tanto experimentales
como propuestos, como se puede observar por la presencia de residuos como 11e86 o Ile54 que

participan en la interaccion con varios de ellos (Figura E.2). Cabe resaltar que, en el caso de
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C3-OH, ambas poses tienen la misma puntuacién, por lo que tienen una afinidad equivalente.
Para C7-OH, la diferencia en el valor de DS es de 0.2 kcal/mol, lo que se encuentra dentro del
margen de error estimado para este tipo de cédlculos; por lo tanto, se puede considerar que las
afinidades asociadas a ambas poses son comparables.

Al comparar estos valores con los obtenidos para los complejos experimentales, se observa
que, si bien las diferencias no son marcadas, complejos como DU1 y DU2 muestran una mayor
afinidad por la fibrilla 2MXU. No obstante, los complejos propuestos presentan una afinidad

mayor que DU3, y comparable con la de los complejos DG1, DG2 y DGB.

4.4. Clasificacion de complejos experimentales y propuestos

A partir de los resultados obtenidos, se observa que los complejos propuestos (C3-OH y
C7-OH) presentan sitios de unién localizados en el interior de las fibrillas, lo que es consistente
con los complejos experimentales que mostraron mayor afinidad. Al analizar en conjunto todos
los complejos evaluados (experimentales y propuestos), se observa que DG2 presenta la mayor
constante de formacion, mientras que DU1 alcanza el mejor puntaje de acoplamiento. Sin em-
bargo, ninglin complejo resulta sobresalir en ambos aspectos simultdneamente. Por ello, con el
fin de identificar los complejos que logran un mejor balance entre estabilidad y afinidad hacia
las fibrillas A, se normalizaron los pardmetros log 5 y DS (entre O y 1) y se calcularon punta-
jes totales considerando el mismo peso para cada pardmetro (Tabla 4.9). Este analisis permite

establecer un criterio para la comparacién de los complejos.
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Original Normalizado

Complejo logs (DS) logs (DS) Total
DU1 13,98 —-10,0 0,31 1,00 0,65
DU2 1227 -9,1 0,08 036 0,22
DU3 11,65 —-8,6 0,00 0,00 0,00
DG1 17,05 =87 0,71 0,07 0,39
DG2 19,22 —-8,6 1,00 0,00 0,50
DGB 12,37 -90 0,10 0,29 0,19
C3-OH 16,87 -98 0,69 086 0,77
C7-OH 14,52 -96 038 0,71 0,55

Tabla 4.9: Clasificacién de complejos experimentales y propuestos.

El complejo con el mayor puntaje total fue C3-OH, seguido por DU1 en segunda posicion,
C7-OH en tercera y DG2 en cuarto lugar. Cabe destacar que DU, a pesar de su puntuacion to-
tal, presenta la desventaja de ser insoluble en mezclas de hasta 30 % DMSO 'y 70 % PBS, lo que
imposibilita su aplicacién como agente de diagnoéstico. En contraste, los complejos propuestos
fueron disefiados con grupos hidroxilo para mejorar su solubilidad, basdndose en la observa-
ciéon de que DG1 y DG2 son solubles en mezclas de 5 % DMSO y 95 % PBS. Asimismo, el
complejo asimétrico C7-OH, al ser més pequeio, presenta una mayor probabilidad de atravesar
la barrera hematoencefdlica, y su tendencia a penetrar mds en la estructura de la fibrilla podria
reducir la probabilidad de interacciones con otras moléculas presentes en el medio. Estos resul-
tados sugieren que los complejos C3-OH y C7-OH podrian ser buenos candidatos para estudios

experimentales posteriores orientados al desarrollo de agentes de diagndstico de Alzheimer.
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Capitulo V

Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

= Se determiné que los tres funcionales empleados (revTPSS, B3LYP y M06), asi como el
método semiempirico XTB, reproducen adecuadamente la geometria del complejo DU2,
ya que en todos los casos se obtuvieron valores de RMSD menores que 0,34 A. Esto
sugiere que las geometrias optimizadas del resto de complejos estudiados en esta tesis

generan resultados similares a los reales.

= Se evaluaron los distintos métodos de cdlculo de log 5 (monémero, clister y Hess) usando
tres complejos de Cu(Il) de referencia con los ligandos rtsc, gtsc y ptsm. Los métodos de
monémero y de cluster brindan informacién sobre la estabilidad relativa, mientras que el
de Hess produce resultados que se espera sean mds cercanos a los valores experimentales.
Dentro del método de Hess, el funcional B3LYP mostr6 el mejor balance entre exactitud
y costo computacional, con errores MAE y MSE de 0,74 y 0,72, respectivamente. El
método de xTB fue utilizado como una herramienta rapida para el andlisis de tendencias;

sin embargo, sus resultados no fueron consistentes con los obtenidos mediante DFT.
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= Se calcularon las constantes de formacion de los complejos experimentales. L.os com-
plejos DG presentaron los mayores valores de log 5, mientras que los complejos DU

mostraron los menores valores. El complejo DGB se ubic6 en una posicién intermedia.

= Se analiz6 la afinidad de los complejos por las fibrillas A5 mediante acoplamiento mole-
cular. La tendencia observada en los valores de DS fue opuesta a la de las constantes de
formacion: los complejos DG y DU3 fueron los menos afines, mientras que DU1 y DU2
mostraron la mayor afinidad. Nuevamente, el complejo DGB se ubicé en una posicion
intermedia. Adicionalmente, se observo que la fibrilla 2BEG present6 la menor afinidad,

mientras que 2MXU gener6 la mayor afinidad, en promedio.

= Se analizaron las interacciones especificas de los complejos experimentales con las fibri-
llas. Se observé que la afinidad suele ser mayor cuando el complejo penetra mas profun-
damente en la estructura. Ademads, en todos los casos se identificé que predominan las

interacciones hidrofébicas entre los residuos y los complejos.

= A partir de los resultados de afinidad y estabilidad termodindmica, se determind que el
complejo DU presenta la mayor afinidad, mientras que el complejo DG2 es el que posee
el mayor valor de log 5. Sin embargo, la baja solubilidad de los complejos DU dificulta su
uso en pruebas experimentales. En contraste, los complejos DG contienen grupos hidro-
xilo que mejoran su solubilidad, por lo que se concluye que los complejos experimentales
con mayor potencial para ser evaluados experimentalmente son DG2 y DGB. Cabe re-
saltar que hasta el momento no se ha estudiado la solubilidad ni estabilidad cinética del
complejo DGB, aunque se espera un comportamiento similar al reportado para DG2,°

debido a las similitudes en las estructuras de ambos complejos.

= Se propusieron y estudiaron 8 complejos a partir de los experimentales, variando la orien-

tacion espacial de los grupos estilbeno de los complejos simétricos y asimétricos, consi-
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5.2.

derando una cadena alifética de dos carbonos. En todos los casos, se observé una mejora
en la afinidad con las fibrillas, respecto a sus andlogos experimentales. Los complejos Cl1,

C2, C3 y C7 fueron los que presentaron valores de log 3y DS por encima del promedio.

Se afiadieron grupos hidroxilo a los complejos C1, C2, C3 y C7 y se calcularon los valores
de log 8 y DS. A partir de estos resultados se concluye que los que presentan un mejor
balance entre ambos pardmetros son C3-OH y C7-OH. Ambos corresponden a estructuras
andlogas, con la diferencia de que C3-OH es un complejo simétrico, mientras que C7-OH

es asimétrico.

Se estudiaron las interacciones especificas de los complejos propuestos y se compararon
con las de los complejos experimentales. Los sitios de unién de los complejos propuestos
coinciden con los observados para los complejos experimentales de mayor afinidad por
las fibrillas. Ademads, en los casos de las fibrillas 2MVX, SO0QV y 2MXU, se observo que

los complejos C3-OH y C7-OH adoptan una orientacion similar.

Recomendaciones

Actualmente, el dnico complejo cuya estructura cristalina se conoce es DU2. Por ello,
se recomienda continuar con la caracterizacion de los complejos DU1, DU2, DG1, DG2
y DGB para validar si las geometrias obtenidas computacionalmente reflejan adecuada-

mente las estructuras reales.

Dado que los experimentos para medir las constantes de formacion suelen realizarse en
mezclas de solventes, con el objetivo de mejorar la solubilidad de los complejos, se su-
giere realizar cédlculos empleando una combinacién de distintos solventes, por ejemplo:
5% DMSO y 95 % PBS. Para ello, seria necesario determinar la constante dieléctrica de

dicha mezcla y emplearla en el modelo de solvatacion SMD.
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= Una alternativa para estimar las constantes de formacion consiste en aplicar técnicas de
aprendizaje automatico (machine learning). Se recomienda explorar esta via para evaluar
si es posible reproducir resultados comparables a los obtenidos mediatne cdlculos DFT al

nivel B3LYP/def2SVP, con una reduccién significativa en el costo computacional.®’

= En este trabajo se emple6 una base DZ (def—2SVP) para los calculos DFT, con el fin
de comparar el desempeiio de distintos funcionales (revTPSS, B3LYP y M06) y luego
se evalud el desempeiio de estos pardmetros calculando las constantes de formacién de
complejos reportados en la literatura. No obstante, seria conveniente investigar si el uso
de una base TZ (def2—TZVP) permite conservar las tendencias observadas, asi como

evaluar la mejora en la exactitud de los resultados.

= [os cdlculos de acoplamiento molecular realizados en este trabajo consideran a las fibri-
llas como estructuras rigidas, permitiendo inicamente la flexibilidad del complejo. Como
paso siguiente, se recomienda complementar este andlisis mediante simulaciones de di-
ndmica molecular,® las cuales permiten evaluar la evolucién temporal de las posiciones
atémicas tanto del complejo como de las fibrillas. Este enfoque permitiria una represen-
tacion mas realista del medio bioldgico y de las interacciones involucradas. Idealmente,
los resultados obtenidos deberian ser consistentes con lo obtenido por acoplamiento mo-

lecular.

= Como se menciona en la introduccion, el pH puede influir en la constante de formacién
de los complejos. Ademds, para que puedan atravesar la barrera hematoencefélica, es
deseable que se encuentren en forma neutra.* Por ello, serfa ttil realizar cdlculos andlogos
para estimar las constantes de acidez de los complejos, lo cual permitiria predecir el
estado de protonacién predominante a pH fisioldgico y, en consecuencia, calcular qué

especie prodomina al pH del experimento.?’
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Anexo A

Comandos de ORCA y geometrias

optimizadas

A continuacién, se presentan los comandos utilizados en los archivos de entrada de ORCA
para los calculos de optimizacion de geometria y de energia libre de los complejos (CuL). Los
fragmentos incluyen el funcional (revTPSS/B3LYP/M06), la base DZ (def2-SVP), la base
auxiliar (de £2/J), la estrategia de integracion (RI /RIJCOSX), las correcciones de dispersion
(D4), el tipo de célculo realizado (optimizacion de geometria: OPT y célculo de frecuencias:
FREQ) y el modelo de solvatacién y solvente empleado (SMD (Water) ). Adicionalmente, se
incluye la linea que define la carga total y la multiplicidad del sistema (x xyz 0 2). Eneste
caso, la carga total es cero y la multiplicidad del sistema es 2, pues se trata de un complejo
neutro que contiene un dtomo de cobre con un electron desapareado. Para realizar el cdlculo
de energia libre de los ligandos (L"), basta con cambiar la dltima linea por (» xyz -2 1).
Debajo de la dltima linea se colocan las coordenadas de cada 4tomo que se encuentran en los

archivos xyz.
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revIPSS

! revIPSS def2-SVP def2/J RI D4 OPT FREQ SMD (Water)

* xyz 0 2
B3LYP

! B3LYP def2-SVP def2/J RIJCOSX D4 OPT FREQ SMD (Water)

* xyz 0 2
Mo06

! MO6 def2-SVP def2/J RIJCOSX DEFGRID3 OPT FREQ SMD (Water)

* xyz 0 2

Adicionalmente, se incluyen las geometrias optimizadas de los complejos y ligandos expe-
rimentales (DU, DG y DGB), propuestos (C3-OH y C7-OH) y utilizando los ligandos de refe-
rencia (rtsc, gtsc, ptsm) en formato xyz, donde la primera linea es el nimero de dtomos que
conforman el sistema y la segunda linea es un comentario, por lo que no es necesario afiadirlo

para leer la estructura.

Primero se muestran las coordenadas de los complejos experimentales:

DU1
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Coordinates from ORCA DUl Cul E -3362.2502

N 7.49073807 3.47448614 5.61730649
0 7.68303291 6.30295325 5.63160230
C 7.13471781 2.18185008 5.04041502
O 11.77829303 6.31960777 17.12036259
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10.

10.

11.

11.

11.

10.

11

10.

11.

11.

.93002812

.25865884

.10760600

.45428641

.91369374

.06942069

.13294247

.55075910

.90197719

38346223

69564951

15546842

32273261

02010625

55903713

.97013220

.06347383

.34199966

.16290100

.83491914

.62039510

.83016257

57128811

39370010

14098021

.58933880

.83055608

.11392519

.25397870

.14316982

.87883510

.75456848

.71510607

.69911431

.53225493

.67915381

.58380497

.32468020

.16752585

.28024544

.07373620

.67390398

.23468133

.05627500

. 76287606

.67302170

. 74148144

.66742565

.47807446

.17675087

75

10.

11.

13.

13.

15

15.

15.

13.

17

11

11.

13.

15.

15.

.82430615

.47853494

.84553200

.63291121

.92833905

.56207694

.80783009

93253274

79222825

16522586

92856028

.23685502

83629611

09900512

78740982

. 77330694

.42303180

.16384660

47446110

.25899355

.26353011

46338101

47691873

81743402

53715947



10.

11

12.

12.

33234122

.02592538

33783734

71805481

.08372451

. 77258995

.49837207

.51218685

.62648354

.23586806

.33982822

.93287289

.45936771

.34928404

. 74591320

.85404411

.45100363

.95536030

.58782017

.11284756

.98563304

.34290144

.81857551

.36122611

.52622446

.36266908

.50847714

.30474354

.45300462

.48791251

.30534658

.20300719

.30898260

.60224780

.83791678

11677544

.25248685

.14141269

.88123068

. 76152275

.71682763

.69714599

.52842954

.67136447

.57383181

.31642403

.16312475

.27802147

.06452886

.69135534
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13

17

18.

17

.23980902

.85490784

78211071

.25093033

.00353929

.03543432

.55751510

.39351757

.80326513

.17303293

.82430814

.05977431

.23061216

.88192603

.15045247

.24729571

.08832561

.45607741

.20047109

.50320647

.11594085

.39728907

.09111612

.05979629

.19132002



H 6.00878225 8
H 5.16175102 8.
H 5.68076725 3.
H 4.82106191 4.
H 4.48675562 7.
H 3.68037237 8.
H 2.83158295 8.
H 3.25362209 4.
H 4.08835980 4
H 3.32576771 4
H 1.97231760 5.
H 1.64463714 4.
Cu 7.25765060 4.
H 8.59334719 2.
H 7.03278892 1
H 6.04497725 2.
H 7.63817976 1
DU2
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Coordinates from ORCA

C 7.33996362 1.
N 7.17253658 3.
O 7.89716111 6.
C 6.53214875 2.
O 11.82964884 6.

.22985490

05083939

77329574

67733069

73723575

65822813

46501787

17359543

.36343163

.53787156

29309245

40863751

94338412

11343312

.35990995

04081863

.35134133

.54289396

. 75837501

.61580676

.59176963

. 74661933

.73823621

.06910193

.84568320

.55823492

.15962244

.06117983

.53647288

.32244157

.44918796

.02233083

.14680686

.56073740

DU2 Cul E -3401.5089

40288258

44376051

19161260

19747029

36148717

7

4.

5.

5.

5.

17.

28837008

73344051

53821454

32488486

08033610



10.

10.

11.

11.

11.

10.

10.

11.

10

11

11.

10.

.56694217

.14868311

.26786306

.82584935

.24224590

.12868270

.57434170

.55187041

11083351

53401406

11341176

53495264

39081522

81691814

39914157

70472261

.43995162

.91713143

.66592026

.46110528

.38464621

.28085726

.23263626

98171347

69244723

.60674176

.80178216

.03029556

.14178582

.04951198

.83868264

. 74645053

.69819323

.65387648

.51212895

.61967760

.54606136

.34938309

.23259177

.32274174

.17893726

. 76540153

.08224166

.93634419

. 79835576

.70137876

.64985616

.55914592

.40943469

.29059537
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10.

11.

13.

13.

15.

15.

15.

13.

17.

11.

11

13.

15.

15.

.95190132

.50895590

17274270

.47407501

.78554925

.52377898

.85529193

91593522

69386857

08872296

74687549

06935615

79032176

15978601

83204203

85608166

.65229197

.92488040

.26308913

.38984114

33877601

.27086191

19984491

56784205

69398662



10.

12.

12

.95639895

.07559500

.55425114

.33535193

64946291

11471785

.27752884

.41200945

.58114520

.10791753

.43858786

.99567864

.35582198

.19788630

.58382036

.14950472

.30010195

.91066875

.85830541

.24820903

.80505969

.16869664

.72476777

.90305982

.53423797

.43776272

. 76230323

.46582170

.56397989

.87525729

.41309151

.34393332

.47463307

.18758959

.25013713

.34520949

.63857468

.81566804

.02800667

.12492814

.03287255

.83762073

.76069003

.69799071

.64051013

.49937026

.59047860

.51611920

.33526643

.23522867
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13.

17.

18.

17.

36951004

.80013215

.89331839

.20550645

96507463

84773184

41764299

.88005766

.12467495

.26288536

.34394679

.66906465

.13816563

.89368251

.21670502

.08898284

.84574597

.20185087

.23219773

.98741489

.37610090

.00860275

.32370619

.06289126

.45817256



Cu

DU3

82

Coordinates from ORCA

C

N

0

.97384820

.59597594

.14945846

46286659

.68116828

.05422591

.05669629

.04709351

.02195485

.23351858

.68688871

.46148774

.63529995

.07573573

.32724356

.66028422

.15825996

.06533038

.26650162

7.30716267

7.29549609

8.18012296

.32587268

.17827948

.81411661

.05336116

.90752067

.82526830

. 71380752

.62372352

.51735966

.36659970

.30606248

.45418343

. 73528037

.55246232

.64185318

.91869355

.40800053

.31559092

.82272105

3.

2.

-9.

-10.

-8.

4.

.13753669

13724242

.95414839

. 78043661

.54687704

.75127689

.67089187

.54844790

.44698321

.80208830

.00732201

.69535347

76766813

69463723

36996884

26968183

11802956

69931304

31910034

DU3 Cul E -3630.2750

.15520600

.22446725

.90621163

80

4.

5.

5.

25848498

68585752

38094368



11

10.

10.

11.

11.

11.

10.

10.

11.

10

11.

.59302217

127726742

.68164247

.27321184

44222263

.94369355

.30555426

.18286954

.64986816

.57099857

11453282

51014147

05900579

45449183

31458528

77134537

37901990

61161085

.52312367

.13441957

.69415092

.51387853

.39207851

.29371944

17492815

.99643296

.58869291

.42255943

.62696821

.81138122

.97077435

.92632699

.73952863

.61966577

.65908324

.64808668

.56752062

.70855720

.69198003

.52114339

.37185281

.40488513

.43202566

.61130583

.14193283

.84550920

.69521173

.68178759

.62413485

.62823559

81

17

10.

11

12.

13.

14.

15.

15.

13.

17.

11.

11.

13.

.32566865

.01218409

.90243803

43325225

.64487703

.32995600

.66020015

.43304541

. 79615776

83981107

.58624831

99372491

62002104

95242013

71550186

11692812

77889547

82743056

.63111530

.62902638

.10361643

.36458296

30125307

12248035

03963516



11

10.

10.

12.

12

.87790200

65203295

.96135803

.04967158

.60376474

.41848933

56047856

00185015

.20599527

.39071746

.715417792

.03926710

.42783480

.94879441

.37771936

.33502543

.79093488

.32288467

.36735974

.89951603

.88748017

.33908925

.86303175

.29739029

.82867469

.58070177

.44867364

.49542508

.49803428

.29766892

.38081469

11271184

.70828831

.59298409

.20345437

.96389417

.94511921

.51970140

.40046891

.62001937

.82797252

.99117875

.93515463

.72528089

.59847137

.63478355

.62865080

.53410006

.67472006

.64595197

82

15.

15.

13.

17

18.

17.

42613881

68413757

34111034

. 73808273

.94352225

.22354842

.93138128

81618928

42718232

.80615480

.07117434

.16245975

.30037380

.60850971

.09225365

.85307685

.19293989

.10441826

.85818592

.24208559

.23533240

.97218912

.35376557

.96586154

.27413858



.90966901

.46873808

.93438429

.48492168

.02564506

. 78906726

.91422047

.95682800

.99927812

.22237444

.22729755

.39287634

.54521969

.36496891

.54677657

.05223036

.15845406

.52469891

.04781561

.90049387

.40729379

.96264766

.27109518

.19671225

.53287246

.46308226

.31416318

.35933921

.35165067

.56966172

.11145666

.83372693

.65830001

.64203656

.62084099

.60411975

.53461175

.38216546

.45028738

.50258982

.19832580

.31175315

.01571633

.62136523

.52612204

.56171248

. 76636422

.75803745

.89522364

.19363038

83

-0.

-0.

-2.

-2.

-4.

-6.

=7.

-4.

3.

3.

2

-9.

-10.

-8.

4

.02700713

.44270877

.12864703

.10525648

.88867249

.97178933

56514253

79742997

68487083

52309069

39363270

73664983

00289962

70267588

80117238

51575326

.26782465

25934695

07608087

66421670

.23449158

.09865650

.73761141

.88345336

.26295106



DG1

70

.29569749

.39329991

.23338145

.88032653

10.

Coordinates from ORCA

N

0

7

7.

.32504884

81757718

.75381204

.78589245

.31484136

.31125584

.86917271

.40628546

.40161797

.86268811

.76110548

.86219493

.93855751

.32294835

.52572810

.14496948

. 78166331

.01935764

.31753907

08491286

.22840667

.62512598

DGl CuL

.04158699

.80423020

. 77412950

.15423166

.33354826

.61046219

.72912727

.60760289

.37105876

.24009934

.24304406

.69496291

.66660106

.24558752

.90230666

.06482303

.44100242

.58607181

84

5.

.41477383

.19455559

.12769103

.53017164

E -3473.3048

74124501

.70506861

.29776101

.94755596

.57059030

.89317000

.56236083

.83664170

.50902454

.90004308

.55905787

.05092454

.50198119

.88916268

.29178037

.12832164

. 72918385

.31605269



.98421673

.35066125

. 74669472

.74677441

.37713883

.95064231

.33013692

.13704203

.23345546

.00396397

.08609823

.04466686

.09736803

.14230431

.16407807

.21335586

.22058053

.03120065

.34566303

.28081068

.12799251

.17082980

.27296112

.29810648

.36836706

.79206085

.93602666

.89520482

. 71452249

.56645499

.66255923

.85415814

.02490216

.49124034

.00996601

.69211501

.17594383

.87093652

.79443664

.16715468

.10875580

.26221127

.32052630

.33651495

.30198805

.62599063

.29882718

.26933643

.24845207

.39005949

85

11267174

.56780939

.31737793

.44860518

.03024435

.97227138

.15776002

.13168879

41229925

.07570638

.30785752

.57066769

.70169616

.46163521

.23181832

.97190183

.37417471

.89815644

. 77734039

.12757951

.38256927

.31616001

.79688460

.67877947

.23234332



10.

11

10.

10.

11

91214111

.72139210

99686341

. 78665484

63549819

.85590295

.81036032

.85728956

.96589983

.78350441

.08171814

.85646176

.30480948

.90655517

.05195062

.78892058

.21200230

.03671173

.54301910

.37062476

.86000812

.12514474

.32521799

. 72956291

.66633990

.14570214

.88015220

.99730969

.61443346

.28515081

.82099564

.38852386

.96895013

.04814187

.42057520

.06277038

.26904866

.63137670

.56788612

.47186405

.33163897

.70013682

.27671677

.10271916

.50988688

.39658045

.41740994

.52573969

.98371342

.07727522

86

12

12

12.

10.

10.

13.

11

12.

11.

13.

12.

13.

10.

12.

10.

.20524047

.24605338

98784167

55918652

73027504

63914450

.35861252

.64377120

94456224

33444074

72380418

11112391

59947999

70039391

08333339

52720294

.40032926

.44242205

.16463606

.58583006

.66581952

.48899048

.18302545

.94805161

.14828018



H 9.88054383

H 3.75792555

DG2

67

Coordinates from ORCA

N 7.38460848
O 7.52396309
C 7.07190198
C 7.83318655
C 8.13524068
C 7.98131225
C 8.35732137
C 8.85639182
C 8.99033820
C 8.64072854
H 8.00243763
H 8.24449249
O 9.22208252
N 6.96312667
0 6.66197233
C 7.42517477
C 6.52202402
C 6.09902462
C 6.23576049
C 5.90018858

4.

6.

.46273736

.86445792

DG2 CulL

13529627

92406679

.86338164

.19228404

.38431379

.69919048

.82616374

.68107714

.40761729

.26451418

.23317162

.81861337

. 74694316

.27343755

.05067440

.97572273

.43927091

.68039967

.93737787

.13030194

87

8.

5.

5.

94917250

-1.01087038

E -3434.0458

68203317

85011496

.03797500

.89491275

.63485992

.04843302

.82262628

.10977203

.69406733

.97942699

.40092301

.37900924

.86945649

.07455724

.21769543

.55584658

.86955406

.28500865

.99183700

.30515426



.43256181

.27090907

.59682127

.48864500

.00612782

.11747319

.11678291

.52222851

.98414227

.98856356

.60809788

.52240799

. 72563498

.78115239

.93590571

.90007437

.31889330

.28917433

.49045216

.42492916

.40101766

.49757388

. 72995601

.47910194

. 79105266

.10253241

.88246259

.67851107

.54781884

.08165348

.28756992

.64685354

.92437163

.14639243

.67366058

.02411331

.09170216

.70138951

.32170118

.76256441

.83702162

.97638768

.06892224

.10591065

.24672826

.41836536

.28947626

.76036282

.01743224

.04760696

88

.00216025

.68573785

.06368238

.22926670

.82965811

.58944813

.46254438

.43917732

.97894769

.13936370

.51050407

.80275361

.13721612

.33407240

.52533125

.35343586

.11327702

.92199874

.31765621

.68205699

.79948939

.14179916

.27721592

.19302618

.78524217



10.

11.

11.

10.

11.

10.

10.

.78199364

.15190231

90284012

54381499

12287788

.70136674

41855907

92326884

.87387805

.78482719

30907745

.06614031

55581187

.27666635

.93306401

.25742371

.64374751

.33902024

.84923947

.09288271

.79788825

.08087235

.16542853

.53339402

.25979962

.12241534

.07230513

.65834934

43317354

.99023744

.38200372

.94891583

.04111914

.24858503

.18704948

.05605115

.87796836

.29469159

.81512846

.34365829

.89217991

.16256163

.13239981

.56766901

89

12

12.

12.

10.

10.

13.

11

12

11.

13.

11.

13.

10.

11.

10.

. 73487975

.20947228

.22849015

43051380

92113459

57612291

86726529

66001251

.27126412

.62574196

.66909216

03659730

36214251

72083075

08456868

30403359

52817664

72489569

.69266965

.31613982

.49289386

.37018737



DGB

56

Coordinates from ORCA

N 7.10002251 4.
0 7.98535742 6.
C 6.59500318 2.
C 8.37374368 4.
C 8.54661704 5.
C 8.33847592 6.
C 8.53889058 7.
C 8.93004706 7
C 9.12574072 6.
C 8.92423112 5.
H 8.37945559 8.
H 9.07710818 8.
N 7.29410726 4
0 6.61324432 7.
C 8.09661316 3.
C 6.78294118 4.
C 6.06234457 5.
C 6.06957983 6.
C 5.48013425 8.
C 4.87906717 7.
C 4.83946247 6.
C 5.42586754 5.

DGB Cul

14322613

85024443

86180935

08736076

31410540

62102698

72511295

.55611019

27171327

16998824

72543985

43568551

.29850343

00283859
11235439
48962557
64994673
87866607
02889054
97586502
77539636

61911451

90

5

5.

E -3016.1386

.81244920

63064794

.28257375

.56356363

42276861

.88295490

.75171549

.07807269

.60043942

. 76388083

.33908435

. 71206778

.89826555

.21855067

.17057218

.712413328

.27852637

.04133865

46175419

.21020934

.52340888

.00980755



.94592818

.49117115

.31232223

.22862395

.85273243

.98139612

.92890244

.01115219

.06905349

.12819200

.19082814

.21560014

.88728379

.35379316

.29392400

.03943697

.14901859

.30724542

.34602860

.34150813

.06664537

.42370880

.30835045

.49386183

.32415205

.69467090

.96342512

.11472899

.58038615

.09858952

.65842510

.28371080

.78955542

. 78579905

.06418814

.07898624

.18491221

.33724678

.36848291

.29563144

.65412361

.15928017

.17472445

.22341731

.43819341

.15865808

.12916676

.75392045

.18910493

.66214265

91

.98311009

.02564727

.27072935

.38164749

.90494598

.19435617

.42701345

.59316915

.38485469

.16529092

.93751333

.34397521

.75148279

.78196535

.13093669

.30095042

.25328346

.79969433

.71095449

.20946118

.15774336

.64190345

.47705361

.24491533

. 74075759



H 6.87658866
H 9.08700278
H 8.26006670
H 5.61191342
H 6.42609453
H 3.92814914
H 9.19654490
H 8.39372680
H 6.38394873
C3-OH
65

Coordinates from ORCA

N 7.28738396
0 7.56272014
C 6.92728321
0 10.17201482
C 7.65026763
C 7.97361365
C 7.90521674
C 8.23191103
C 8.61386595
C 8.67812896
C 8.36275105
C 8.95121738
C 8.93079620

2.

5.

13.

.41414576

.46163110

.54150108

.08114174

.15699292

.94499361

.98721592

.18637166

.51265554

C30H CuL

48294724

30379687

.17357952

52479631

.64892597

.90845616

.17006793

.33582368

.30481253

.04797517

.89228219

.50639130

.77938167

92

.76306558

.50749813

.24104108

.84046484

.11618722

.14583778

.83408420

.20011527

.44476507

E -3283.7651

5.

5.

12.

66232317

55408281

.12933230

00465044

.89035984

.50245170

.80611438

.54387642

.88907248

.55016489

.86436041

.65504956

.19610310



.26008336

.17650614

.47441185

.86891798

.96033380

.66071796

. 71629657

17244543

.40806478

.63857473

.86922551

.40411550

.26867719

. 73891152

.04432688

.83256469

.37869382

.39915808

.67662872

.37810553

.48154155

.18185499

.79198501

.69116780

.98085502

11

12.

12

11.

11

13.

11.

.98930647

.23886784

42844958

.39759049

16344529

.98412306

. 76201097

.28124208

.92614653

.95990844

.27376712

38862508

15088046

.03949683

.37786445

.20333502

.10942009

.97853509

.44945657

.66121845

.97434127

.08272930

.94967315

.64402116

.54174811

93

9.

9.

11.

11.

11

7

9.

13.

11.

3.

2

3.

-4.

1.

1.

1

0.

-0.

-1.

-0

.94647089

29879159

96003324

30459655

97199177

.30190209

.54122547

.00098548

.37534925

.15616997

.25001203

44103770

01992385

84437014

03345842

.90907367

67168670

11913398

79775502

08482546

.67327246

84147521

49520694

04826098

.26953849



.48153493

.53352778

.22787605

.35076468

.07488547

.66224407

.53283061

.81125472

.58705586

.27036120

.90787271

.83447312

.67167978

.17389939

.21074208

.70004268

.18216296

.47438129

.91626204

.82918782

.37248333

.97475199

.24080342

.38754916

.18433945

10.

11.

11

10

10.

12.

10.

.09057965

.39709863

.54694817

84589914

98198745

.84729266

.56448882

.43725445

.51335330

.06779347

.53785093

.65824330

96066606

98191080

46393044

.45354527

.89339262

.97726484

.25602944

.06683725

.35614259

.00714117

.31770260

.52299649

.82104065

94

10.

10.

.35900509

.00980368

.85854844

.32052891

.07598523

.40920592

.96815185

.20324516

.22289615

.30403184

.69800235

.01028141

.28147836

.64752694

.00859003

.66425260

.28766385

.63534861

.14982536

.17529740

.71936858

60059907

69377579

.09054199

.37751502



H 10.06632363

H 4.12157463

C7-OH

52

14

12

Coordinates from ORCA

N 6.87271965
O 7.67219960
C 6.54936809
C 8.16187127
C 8.24399899
C 7.98766157
C 8.09869022
C 8.44730807
C 8.68934261
C 8.57771722
H 7.90385231
H 8.75771229
N 6.91682591
0 6.73136519
C 7.18431360
0 4.41798892
C 6.62446668
C 6.36654250
C 6.43472280
C 6.16180543

2

.30208958

. 74171079

C70H CulL

.57595097

.34809264

.28007517

.64380770

.89853483

.17649256

.31410564

.20276362

.94596341

.81164001

.29268133

.82091420

.45231027

.27589202

.19768851

.89771258

.50181968

.70059004

.02405191

.11638495

95

11.

-5.

43259541

01884003

E -2901.7399

5.

5.

5

89207494

59128321

.25504013

.61863780

.44880910

.86317820

.70344250

.04782593

.61580660

.80637124

.25545164

.23539521

.18071302

.99103653

.87126356

.24940693

.92403177

.17469233

. 74518641

.88332168



.83140391

. 77198362

.03563252

.53855286

.54340368

.24526006

.31015496

.03525336

.68248326

.61156157

.88840421

.56503706

.21936794

.99055466

.79119164

.58348641

.08853196

.33624650

.82243369

.00693546

.27700394

. 79350425

.45486799

.87795645

.95453435

10.

11.

11.

10.

10.

12.

10

.95811704

.64310608

.55608615

.08056077

.39247954

.52229148

83138303

94896002

78453155

49110920

.38271753

.55513817

.10928378

.54488363

.67450118

96903348

95717487

.36721887

.39028488

.98154552

.06941731

.33017625

.23005267

.43752987

.84969094

96

10.

.46652372

.00351019

.19501877

.35988919

.02750179

.90549030

.38215759

.16516378

.51226035

.05691943

.26451994

.36285694

.33390450

.60988282

.00132007

.33232171

.74818071

.10821305

. 71531232

.40429416

.96411302

.31447139

.15967991

.88634195

67131747



H 5.51755267 4
H 5.29421035 6.
H 8.52423642 7.
H 6.12505753 2.
H 8.97414863 2.
H 8.27187901 1.
H 4.18748614 12

A continuacion se muestran las geometrias optimizadas de los ligandos:

DU1

70

Coordinates from ORCA

N 6.91729228 5.
0 7.85870853 8.
C 6.37022939 4.
O 12.79539777 3.
C 7.50422361 5.
C 8.16583760 6.
C 8.29542380 7.
C 8.98590129 8.
C 9.49890521 8.
C 9.37928467 6.
C 8.70752467 5.
C 9.91361860 5.
C 10.59229840 6.
C 11.13233926 5.

.50284918

79026206

10630118

82508600

60036883

75894934

.64034756

.05648123

.38670279

.66016861

.54337828

.87145747

.26778191

.15675087

DUl L1 E -1722.1569

95568125
64285280
84542293
72130382
66074787
55601979
99860179
68563266
04957517
64036885
94832079
91245132
41935897

66507846

97

10.

11.

13.

.57810295

.43906777

.82654351

.46375010

.68095602

.62432011

.44077793

.51450483

.62211082

. 78985375

.77189641

93127777

99131299

12353703



11.

12.

12

11.

11.

12.

10.

11.

12.

11.

10.

11.

13

13

81754043

35770335

.23298890

55477559

01830226

70847697

.53402019

.08932395

.00997449

.59653253

. 73354744

77765574

92653370

88628279

43964679

49867792

66004218

.22436371

.20404364

.93034406

.85282372

.07567550

.05057596

.37591495

.09942109

.35378089

.68965565

.29579662

.58566441

.26653827

.31345036

.59723476

.76960038

.64373992

.86243316

.83133110

.49824442

.43977387

.23592420

.50322946

.68377964

.97533799

.06856242

.78338475

. 71403636

.40934150

.61324123

.71451233

.44501000

.35293555

98

14

15

15.

14.

13

l6.

10.

10.

12.

14.

l6.

14.

12

l6.

17.

15.

.15051235

.24631601

36014357

35631611

.26264924

61588758

.00655788

.40022085

38548101

.87254882

89736913

03551856

07889284

03122370

41579514

.49860627

68362707

55417721

78424398

.55681226

.34823738

.48467726

.85237139

.43125730

.32400312



.36566772

.02080645

.47853925

.21364482

.53871991

.64028076

.27346285

.69893005

.39026803

.84574195

.58496008

.87981347

42622822

.717202812

.05839040

.21488624

.24648181

.34781923

.50375988

.40789155

.58673082

.61297429

.68733954

.64315703

.68662815

.78768166

.49328475

.88200495

.48276920

. 77154173

.78255874

.30757168

.58005423

.28114433

.64289333

.26372442

.54174957

.19658896

.32350650

.39931886

.57084640

.48918740

.69220102

.70624176

.38131444

.35611694

.19869498

.47036630

.60554543

. 72445660

99

0

-0.

-1.

-1.

-0.

-3.

-4

-5.

-6.

=7.

-7

-6.

-5.

-8.

1

.35583066

86275710

97073158

99161510

82732045

13134063

.32765440

46058429

64878141

75771618

.12229664

55451594

44994602

86431494

.22224355

.86387353

.85076368

.81069324

.97260096

.49889002

.69605025

.66919767

.49478470

.55722350

. 71302312



H 1
H 1
H 8
H 6
H 5
H 6
DU2
73

Coordinates from ORCA

C 7
N 7.
0 10
C 6
0 11.
C 8
C 9
C 10.
C 11.
C 11.
C 10.
C 9
C 10.
C 11.
C 11
C 12

.35572377

.03173268

.14990663

.69203424

.30209797

42202113

.24665264

86848492

.35063534

. 78609103

57987769

.25156767

.35401211

33558902

34782461

40578445

45418465

46049725

47227582

35546306

.35767093

.36700180

.09702876

.05065006

.45982055

.65941619

.03857020

.89307432

DU2 L E -1761.

.93533138

57774017

.20969635

. 77294321

.44606725

.33105661

.94144265

.84814199

.32401869

.95817798

.06224257

.58397093

.63546643

.00005027

.56052483

.03008039

100

4.

6.

6.

5.

18.

7

10.

11

12.

13.

14.

.85524808

.09252197

.69842162

.06371247

.61798871

.39555320

4197

31421388

03887483

16996893

51223625

00019138

.23776640
.97546019
.38677124
.30795145

.63376736

19852139

.33184656

.59002308

55345346
94953992

82090749



12

11

10.

10.

10.

12

12

12

13.

13

10.

10.

.42039902

.45627297

44155269

40161284

62367696

.70203148

.09283076

.20492634

. 71425316

.66733464

.16417422

12713107

.20706706

.67813570

.59837687

.06392171

.97580033

.35490883

.60445493

90720479

63043919

.66888507

.22896700

.1712923282

.67072032

.64738816

.77106196

.28874118

.68190734

.57089588

.56755302

.00849498

.36434821

.88923946

.94044920

.69253442

. 71363327

.01921057

.60775334

.28910208

.26614745

.43983652

.09984955

.99118942

.44996388

.58177351

.59745642

.28989767

.76092748

.40072753

101

l6.

l6.

15.

14.

18.

10

11.

12

14.

l6.

16

13.

18.

19.

18.

15663268

67993882

83750101

49910030

57664374

.83220538

.88938471

.26094599

. 73442621

85732918

.29507493

43184315

81752077

.21415088

87136416

.63626709

.16989615

.28279441

52438523

63090517

08694308

.59388263

.48640877

.11619852

.27328477



.25941852

.165364091

.21912397

.21099208

.12162815

.03438636

.02671881

.97516412

.08812819

.03612092

.03834030

.93740505

.83941546

.84154801

.92996263

.55658164

.77521942

.49475539

.32668909

. 74409376

. 74688255

.31522781

.32584516

.16042047

.55683942

.34761034

.98375444

.92303393

.42519271

.04881369

.11594883

.61606868

.67041612

.05477489

.58919586

.09692039

.68919046

.74751566

.22640130

.64577794

.45110630

.55974710

.13725203

.47428497

.89371156

.93993327

. 78577313

.83089609

.09095662

.49390912

102

.40429739

.67608939

.27127156

.35953253

.96150233

.53073665

.67470547

.91527416

.86754485

.25415890

.11739459

.44293522

.96352466

.12909219

.80100841

.84437064

.81143037

. 78225715

.58109148

.08111721

.18604783

.60582557

.73006558

.09772895

.50363210



H 4.72053257
H 6.41127658
H 8.55980393
H 8.13767771
H 4.60153883
H 3.24387812
H 3.49656629
DU3
81

Coordinates from ORCA

C 7.15639829
N 7.68353123
0 9.93852994
C 6.65690291
0 11.76584987
C 8.08943806
C 9.15192001
C 10.01831882
C 11.04559340
C 11.17343289
C 10.29854683
C 9.31942371
C 10.38832971
C 11.27987679
C 11.35244332

3.

.22052978

.28913647

.40307340

.07572603

.80567469

.32184210

47746793

DU3 L3 E

70182111

.38476786

.28259298

.50051296

.68504283

.18951256

.89450801

.88511224

.41738120

.05672927

.10730141

.55065225

.70138630

.13315150

.71852769

103

.17847345

.99157326

.45693009

.34394394

.82294653

.88933986

.32799105

-1990.1871

4.

6.

10.

11.

12.

13.

33454638

05266714

.14234762

.54365355

.93067244

.25246563

.96418547

.34488946

.23148140

.55264759

15082730

.31976078

54567047

47252930

87431602



12

12

11.

10.

10.

10.

11.

11.

12.

13.

13

11

10.

.37176482

.48906100

58169824

55810193

45385170

86865600

.60681203

90773840

97164036

.64029815

.63653427

03776071

08764300

.28242882

.83714416

.64454250

.00279526

. 79363460

.29000586

.83148380

.19468618

89932640

.52538862

.07541685

.60667529

.24473630

.88727930

.98108020

.44295212

.81122931

.78123010

.39649517

.37961233

.52694823

.80322511

.96276127

.86629244

.95272173

.30245076

. 73843309

.37737863

.06540540

.10684809

.79601540

.15795897

.69072062

.78481090

.38269758

.05288318

.56369116

104

14

l6.

l6.

15.

14.

18.

10.

11

12.

14

l6.

l6.

13.

18.

19.

18.

.70031635

03893199

61083101

81405442

47215239

55593451

.86541169

. 72136329

13277193

.74451031

.84746584

17522509

.27300742

66506560

22916907

88041343

.64801445

.21843289

.31954945

53419017

60089593

08223779

.64356954

.52537576

.14992706



.86585264

.15612222

.07069249

.10878674

.10333294

.05473412

.00382361

.97856997

.98372883

.11196536

.10425331

.11315095

.05444083

.99419947

.99091642

.03661606

. 79129840

.71009455

.22179979

.28122992

.71714024

.77471082

.31831218

.37174908

.28199387

.64297779

.18106652

.82337334

. 72163087

.25568515

.92846393

.02512028

.50247631

.64151592

.05286603

.65117609

.17191732

.82409614

.93236431

.40005980

. 75876297

. 74533334

.43626161

.11152211

.35807498

.80761469

.93726440

.75631427

.86781398

.23523173

105

.37026906

.43149837

.69666299

.30366287

.37985326

.95604410

.52659275

.67570469

.92917181

.88512991

.29218385

.15561375

.50057887

.04200061

.20831503

.86041235

.96199392

.81799895

.99380637

.59284933

.09002020

.21270645

.61063465

.75251566

.15494832



H 4.73554022 3.
H 4.82466341 4
H 6.35098623 3.
H 8.41973799 5.
H 8.03371088 3.
H 4.82497802 4.
H 3.50617897 3.
H 3.74784251 2.
C 12.87532552 7.
H 13.49385007 8.
H 12.40078394 7.
H 13.52732559 7.
C 1.22022184 8.
H 0.63829682 9.
H 0.54291887 7.
H 1.65402956 9.
DG1
69

Coordinates from ORCA

N 7.74043929 4.
0 9.88538805 6.
C 6.90030101 3.
C 8.61437294 4
C 9.66780289 5.
C 10.26695136 6.

106

4.

3.

2.

6.

0.

6.

5.

70618075 =7.
.32667259 -5
02300055
22312639
90567832
12726433 -9.
65490925 -11
74782390 -9.
88228704
73523334 6
43438564 5
12935717 7
71904575 0
36901399
97158285 -0
33356666 -0.
DGl L E -1833
88699061
83390633
85128807 5
.52027030 6
34743215 7
45453305 6

59888902

.23931163

00288256

50024920

36394227

90003433

.01888333

49150943

80329193

.48609614

.91580614

.28289599

.20227293

87074659

.24889883

60713257

.2057

12337005

66944735

.56073033

.98961070

.57350133

.82670779



11

11

11

10.

11

12

.38513705

.86499226

.27782155

19529049

.60122934

.85617222

91911159

.30428397

.25851142

.55021902

.83273036

.61193760

.91749640

.80663675

.38337359

.03650930

.14238765

.41748504

.28110616

.29819023

.43041853

.55437726

.07064358

.54680837

.00581451

.10425226

. 72565434

.66542685

.97587581

.46597312

.93086388

.36897184

.28977102

.37964953

.59272818

.21757480

.81232203

.91141462

.49117387

.02454392

.94949566

.35194611

.64659536

.32253315

.62711430

.95458013

. 72030620

.26748675

. 74354473

. 77684255

107

.45710403

.70105191

.41136186

.84795746

.33678974

.91514633

.30017318

.92133598

.00396096

.16768006

. 72633565

.19375280

.87034277

.16255809

.07020258

.69798505

.07744428

.97804225

.64043186

.65599355

.44394269

.87293448

.02756800

.27734034

.15255478



10.

11.

10

11

10.

.98323696

.43413074

.43920322

.99438319

.78054928

.84871527

.02517303

.97962172

.00317216

.44757288

.21281287

47770293

54617421

.98494439

.22123065

.29623004

64795439

.63774858

.57762018

.61833840

.26461264

.17151544

.75995802

.21577372

57271909

.83918863

.89174900

.89138152

.13619793

.20395775

.03144794

. 73036651

.85223844

. 74166262

.81605911

.43461887

.22969444

.46018663

.17585297

.09062399

.23780625

.41903356

.00687994

.87703951

.13291394

.68123748

.17352112

.63117535

.28459807

.25814755

108

12.

12.

12.

10.

10.

13.

11

12.

11

13.

12.

13.

10.

.94529154

.80208084

.21248250

.35380415

.75218642

.09127718

.06153955

.03762044

. 74436730

.74229797

.10758922

12577479

16102680

89184669

50661299

65794911

52427419

.30114562

.61468544

85410843

.28597071

61350276

04648751

48492277

66835524



H 6.69277043 0
H 11.64522970 5.
H 2.64180014 5.
H 8.51386075 3.
C 7.38831128 3.
H 8.36802725 2.
H 6.69011419 2.
H 8.28257437 5.
H 7.98934144 4.
H 5.86800038 4
H 6.86888049 2.
H 1.12138026 7.
H 13.23030556 8.
DG2
66

Coordinates from ORCA

N 7.32265539 5.
0 7.56704564 8.
C 7.35108647 4.
C 7.93025475 5.
C 8.10254123 6.
C 7.94778743 7.
C 8.28927842 8.
C 8.70662803 7
C 8.82276181 6.

.39206561

42655610

55785081

69839112

44063763

94128992

69256487

30347247

18891445

.23096907

94484750

19900691

07592590

DG2 L E -1793.

50423792

14436295

49259382

21060597

03313176

48867606

18609802

.52940460

12793380

109

12

10.

-1.

9.

-1.

8.

5.

10.

10.

.02270271

41000785

63799933

43867528

.16522184

.27182131

. 74909501

.58928367

.23053371

.47903657

.20184466

50811551

71302956

9421

86062419

.09640690

.82693792

.95688268

.14771055

.11833183

.33163783

47683702

50415141



.52773428

.39905666

.19420447

.00435502

.32522294

.42004610

.03321877

.83732007

.08374053

.97190298

.33196816

.80286616

.87443070

.50827436

.02031942

.25530088

.18936254

.05156990

.15218378

.31412695

.86593564

.38066079

.39141783

.47681961

.49844154

.38730245

.20898478

.27687695

.19785850

.01237662

.62809610

.94972345

.71248229

.55526180

.00480613

.73300283

.10821781

.71068310

.94115186

.68855398

.81870588

.88569200

.29331164

.05113930

.20575129

.56737229

.23984120

.07577031

.71410434

.38735243

110

.35302112

.03169583

.32587348

.63818252

.84937543

97497113

.53081294

.69540902

. 77768148

.96039284

.10352918

.21962535

.36517474

.38092602

.31424407

.00176033

.16991793

. 79154537

.88753321

.56935203

.16515312

.03142922

.20563952

.84148680

.52753675



10.

11

10.

10

11.

.41806062

.63240643

.55296173

.65889078

.28616815

.52339077

.58848807

.33207413

. 71465513

. 76399430

.69311575

.45402158

56133603

.24909953

69338445

.48083243

.21986532

47003619

.56467669

.61456037

.81957334

.69601128

.97766383

.81820418

.31529841

.44117697

.53678942

.39096748

.90070166

.64706844

.47481812

.83826141

.77141092

.17135025

.61271044

.43942871

.87132662

.21366161

.88394002

.16251065

.22532983

. 78247533

.57836040

.76877309

.91513500

.03332543

.87139016

.37430401

.50533894

.85586757

111

11.

11.

11.

10

10.

11.

10.

10.

10.

10.

.93816699

.57263150

.97327720

.29139662

.39127171

.55600818

. 74646073

.09949842

.59883875

.11483405

.65646360

.35244025

17310691

69626321

34362720

.20525275

79164370

98962264

34385843

.43026831

67866912

.68653894

86839582

.84735635

34751798



H 7.90631106
H 8.13634141
H 9.09054294
H 4.38774086
H 7.90283984
H 8.88066676
H 3.86988836
DGB
55

Coordinates from ORCA

N 6.98589885
0 10.21704557
C 5.95505383
C 8.04229036
C 9.10983166
C 10.14636900
C 11.10974580
C 11.05087284
C 10.03207455
C 9.07506649
H 11.91047750
H 11.81359963
N 6.17369771
0 4.72925317
C 7.08169988

4

.25245489

.18710905

.63636307

.23547233

.35207217

.15000833

.31721838

DGB L E -1376.

.55590274

.90466785

.78096029

.73542738

.57762823

.13775458

.95970478

.21802282

.66918880

.85463510

.38975533

.85671127

.14444256

.66786755

.09596482

112

9.

9.

11.

|
N

6.

03521891

33078513

.44013841

.21951875

.82129875

49748780

.88802969

0499

39758286

.53329834

. 71413271

.99871247

.64149073

.80040904

.47471812

.84366782

.63517674

.00985661

.86281990

.30288651

.99163775

.87493437

.40760755



.86064825

.97772910

.50148794

. 75564554

.45844144

.88496698

.63732174

.32506235

.40438631

.71903814

.65293703

.04227639

.63994282

.31130055

. 71081820

.24311563

.63725410

.91200499

.09606787

.02682726

.29706552

.50636229

.45288067

.86300410

.28293054

.17423988

.10206862

.34310669

.23235682

.92699250

.71565498

.81267314

.41575906

17219262

.82749052

.14994164

.69849770

.38118032

. 73599147

.86583096

.95818596

.10877201

.12008768

.25696808

.53485105

.36634249

.80511102

.98203545

.06861018

.24358652

113

. 74372131

.04786202

.66560214

.81476786

.50242857

.07566047

.31250156

.08320046

.24953034

.22809597

.43745186

.94266220

.02992670

.32057242

.26198919

.00289664

.92624145

.30950952

.41249387

.94163461

.25521639

.19076209

.07473481

.85169973

.91157430



H 5.07603290
H 8.27138244
H 9.98369207
H 3.57869921
C 6.44082420
H 7.17232673
H 5.57963874
H 7.96612894
H 7.45454285
H 5.12190197
H 5.53533615
H 2.59102989
H 8.50368482
H 7.62961829
H 6.54697823
C3-OH
64

Coordinates from ORCA

N 7.00481922
0 7.15706297
C 6.74640546
0 11.46724430
C 7.60681760
C 8.02246595
C 7.77800611

4.

6.

2.

11

3.

.66108591

.41112719

.86753774

46711292

.13409129

.33848323

.63150905

.55040417

.50621816

.46296053

.97772190

.48205581

.13624322

.01482859

.08931889

C30H L E

09907364

83170830

95033517

.68629213

86153338

.80510210

.24531905

114

.28714015

.60998106

.70903136

.09403312

.41368127

.63708668

.93862841

.88680361

.54236239

.48384886

.36178653

.12543661

.19880893

. 73931667

.14790076

-1643.6659

5.

6.

4.

15.

84053150

98405436

99822589

65229922

.95090805

.97824748

.92978215



10

10.

11

10.

10.

11.

10.

.29450972

.98005358

.18504864

.70922708

.50872402

.43014177

.96477943

.78245270

.27092126

96457006

.15928583

66723585

.86677516

.11640098

.87235059

.92126709

.24317399

11829013

70182387

83484557

.24108530

.80945084

.55999756

.23015285

. 73296867

10.

11

10.

11

12.

10.

.99244518

.42622045

.02069809

.25510588

.20921723

.55013160

.33685921

73461617

.53819441

95571894

.56418700

. 77392129

.80969891

.07111502

.17162691

.14099774

.20076143

62112182

.11895741

.69550575

.03932209

. 73395900

.94559291

89583443

.71645406

115

10.

10.

11

11

12

12.

13.

14.

14

13.

10.

11.

13.

15.

13.

.04617850

12285120

13639810

.08302659

.24599883

.40410753

.51653484

51873573

54804373

61682789

.63785835

60584329

.20483181

.00641081

.09426848

63481588

68937192

53045308

47517883

64830925

.80497030

.56836840

.69706425

. 73246694

.66922555



.30557775

.37461354

.90490926

.40705115

.34980745

. 79375306

.94087922

.94912691

.49057938

.58080890

.16120918

.63177001

.53172582

.95454582

.58737693

.95926976

. 75107719

.33594181

.99146526

.23676420

.11817581

.86404052

.62888284

.40454812

.67563078

10.

10.

10.

10.

11.

.58235083

.04287479

.68952301

.01660006

.59757739

.92546610

.70030727

.03378564

. 72480096

13152962

84639722

16408338

.76357129

.06090607

.63772786

.78203756

.83074169

.69625548

67437218

93569048

.23263478

.97251225

.00257253

.95739260

.93207556

116

.57808096

.58954501

.60700793

. 72400279

.69199207

.56357644

.93621980

.16275380

.36871548

.43119026

.55047338

.65440811

.61705995

.49327785

43773659

.59464877

.54510456

.38095282

.57518433

.58406790

.47950087

.49398129

.97443176

.21394917

.12424739



H 6.96265293
H 9.71637863
H 10.01676707
H 4.96204402
H 4.55826980
H 11.26470432
H 2.88308840
C7-OH
51

12

10

Coordinates from ORCA

N 7.18368509
0 7.60958195
C 6.86988551
0 11.22452526
C 7.67043892
C 8.07948087
C 8.02273375
C 8.48057142
C 8.95612275
C 8.99426390
C 8.56357693
C 9.42236460
C 9.48034559
C 9.94082504
C 9.93532490

10.

.99496032

.55654259

.61464582

.04877045

.03254503

.62597576

.30364674

C70H L E

. 79676139

.62024761

.60806092

.89459745

.61654288

.61614421

.06235409

.85899192

.33826048

.92781257

.11421578

.17535600

.52642691

.37276008

77290452

117

10.

12.

.52198762

97107769

01318361

.55391519

. 71587560

.51702416

.41900965

-1261.6467

5.

6.

4.

10.

11.

11.

12.

11.

66734004

54235441

90456945

.25664399

.84191758

.82008811

.61165691

71915031

.92391943

08563267

.04860365

03583605

05616982

15749861

99415934



10.

10.

10.

10.

10.

11

10.

35832265

80314023

82054926

39655925

.81240314

43725622

.59590611

.15487731

.58875187

34590534

.16992747

41961571

46170217

.39846582

.65392001

.11935084

.00647670

.66115762

.61918276

.90742849

.24819911

.29178276

.35214839

.55316734

.72822040

11

11

11.

12.

.63264166

.10667721

.71400743

.86721961

.57521265

.94049336

.02645334

.07866930

19531983

71656025

.31254503

. 78911385

.60308182

.37364589

.49322721

.63944843

.68817917

.04292660

.99141169

.64592850

.32862619

.37196159

.02259911

.33479717

.42798451

118

13.

14

14.

13.

10.

11.

12.

15.

13.

00664840

.22667937

41319773

39575297

.20865968

.56005906

.17681210

16799385

04686180

85992618

36738749

56949560

.66829810

.59860964

.59522608

.07371064

.00117805

.38302837

.30475926

.01442290

.35488967

.32909309

.56214045

.57231706

.83605291



Finalmente, se colocan las estructuras optimizadas de los complejos y ligandos que se utilizaron

8.

11

.37140914

. 79033283

.05654520

.36257237

. 74978656

.47178007

.86329174

.83511543

.39469036

12416243

.15746042

3.

12

.51521633

.61224828

.67803341

.49671768

.61690476

.05295822

41570717

.64612914

.87137947

48424989

.82867746

como referencia para el método de Hess.

Referencia 1: Cu(rtsc)

30

Coordinates from ORCA

C

.20888034

.04696865

.98995632

.15955766

.61801925

.27649200

. 75977334

.89754070

.20310946

4

Cu(rtsc)

.12667240

.64007397

.91243946

.71751453

.01768996

.36940933

.51511180

.32810458

.27705855

119

11.

11.

15.

.14181020

.66839373

.48286536

01997566

91971478

.38877668

. 79306850

.65932454

.86950470

.90129123

00076956

E -3188.3511

0.

0.

58539122

17304108

.57449176

.61318641

.37501487

. 76639557

.69846148

.12926021

.39608984



H -1
H -2
H -1
C -2
N -3
C =2
N -3
H -1
N -2
C -4
S -4
N -4
H -4
H -5
Cu -3
N -2
C -3
S -4
N -3
H -3
H -2

. 71583227

.66897344

.68182567

.45421679

.16918830

.23916679

.42152251

.65797897

. 76812345

.17799698

.80073885

.48523035

.15611877

.04251553

. 79732098

.65641435

.29390074

.20562542

.23441569

.69552817

. 71876847

Referencia 2: Cu(gtsc)

34

Coordinates from ORCA

0 -2.

56728569

3.

.64101523

.09586433

.83570572

.31699371

.63212183

.11590638

.90606382

.49282232

.91574684

.01429370

.66744218

.25212328

.05672702

.39674616

.06311848

.24242248

.85191583

.05729059

.18987476

. 71564768

.68560316

Cu(gtsc)

14268307

120

-1

0.

1.

-0.

-1.

-0.

-2

-2.

-3.

-2.

-3

-1

-1.

.88093033

30810683

08817456

82690824

87162321

63615027

.21886077

21277214

.51181787

.31025895

.25980408

.712294147

.19779898

.55617903

.94228541

.46171187

46350765

74637350

49378744

.22661529

.17252924

E -3302.7486

94940476



.67043054

.61961352

.58382676

.57241154

.44932755

.19800051

.45396197

.47778598

.54605848

.60264822

.22903587

.18953774

.44689465

.56021363

.56334502

.51093003

. 79123512

.00862302

.71170848

.08548094

.13753338

.92694732

.53522155

.53528993

.06718045

.10559402

.77167386

.66880783

.08316526

.32959211

.96585716

.89478545

.43316694

.79007444

.50144872

.29345732

.00029216

.14867055

.14609628

.59825014

.11178447

. 93892006

.00507015

.49782561

.15049791

.50137799

.94967695

.08113083

.63666496

.97444873

121

10

.99630870

.58270587

.55139158

.11740412

.22037821

.36215206

.69417279

.18395481

. 72443170

.50607720

.29429475

47162641

.60866629

.10311479

.41793557

.94885502

.91473661

.42942988

.13264293

.11505349

.27790576

.56394670

.32663153

.23671213

.20650040



.64123928

.67595247

.09176777

.81583980

.78122958

.96509858

.12163655

.33769738

Referencia 3: Cu(ptsm)

28

Coordinates from ORCA

N

C

.25444287

.82765896

.72297019

.19859342

.91439415

.11220910

.37353757

.17588916

.90946219

.11889603

.85682188

.67553709

.97897195

.32568981

. 73182770

.11933292

.06144397

.22660142

.87582042

.75106263

.70542928

.89017619

Cu (ptsm)

.95401901

.56961365

.80019487

.41720618

.73314481

.00165697

.43817921

.40362221

.61577584

.21670406

.32052141

. 71329778

.91246408

.43797979

122

.38230237

.67729292

.36662355

.0867344¢6

.69659522

.70581780

.16672120

.61655539

E -3038.0658

-0.

0.

1.

94828412

16771906

12396628

.19152503

.23742619

.22939413

.34595816

.30526299

11146290

.00393181

.58565667

.23021986

.41098252

.71812935



H -2.01850011
Cu -5.26748435
C -8.62669036
H -6.57221181
S —-3.22797674
H -8.69560782
H -9.31821936
H -8.95264734
H -3.71332815
H -4.09338315
H -2.42236743
H -9.55428356
H -9.92562539
H -9.77996005

Referencia 1: rtsc

29

Coordinates from ORCA

C -0.17763540
O 1.02986006
H -0.86910332
H 0.02058951
C -0.85732740
H 1.42482815
0 -1.12868640
C -2.12939458

3.

4

123

09494266

32674305

15970656

67811716

03578819

14163474

13840805

38708083

38048769

64452078

17034622

.25913971

52046818

30245006

58526764

15992587

03272923

34764956

61758993

92871524

58190319

.98771447 5.
.93834883 2.
.53599530 -1.
.78129528 -1.
.74762516 3.
.05085931 -2.
.39387947 -1.
.17865406 -0.
.64752761 7.
.22462377 6.
.86651153 7.
.35375219 3
.91737073 2.
.79298054 4.
rtsc E -1548.2538
68489178 0.
.30081190 0.
.42659718 1.
.90674313 1.
.04748003 -0.
.73634450 0.
.05045887 -1.
.29727867 -0.

18868371



.14290620

.03615509

.88215317

.89224221

. 72520831

.39730720

.53381927

.44564468

.05817017

.87110554

.25479617

.34067685

.13984504

. 74148674

.91588760

.61555683

. 93587982

.65622229

.58675811

.06627002

.42629931

.30301920

.82982391

.05007283

.70119612

.37127271

.78304507

.05960384

.12771024

.34582656

.99087769

.59144180

. 73224959

.95745414

.48163818

.39779987

.25075637

.23154117

.15426293

.48235788

.26389326

.54629002

.03409825

.96964704

.10530617

.70583848

.23657420

.27542047

.010340093

.45716858

.05525529

.84908145

.41930408

.42704133

.59885723

.82275255

.07959228

.43294788

.28547867

.84418999

.80900906

.24068594

.80635015

Referencia 2: gtsc

33
Coordinates from ORCA gtsc E -1662.6433

O -2.55818756 3.37014927 -1.72904069

124



.55456973

.66479026

. 74046749

.58747567

.45730545

.23704294

.51024421

.39132133

.66865779

.63156446

.25951712

.30204092

.40455029

.59150705

.53083782

.62238567

. 92506583

.17890330

.78130590

.09521278

.94570278

.47301270

.28554666

.14075434

.26585776

.33917638

.90456405

.80451015

.27464255

.28098162

.87181220

.71398321

.38190038

.61928876

.30482921

.97412174

.91953645

.83876277

.04010658

.40302784

.78348944

.60041367

.65584340

.29104826

.20091562

.92280563

.56385308

.92974787

.64114465

.56212111

125

.70178476

.39389387

.44777581

.08847202

.45783280

.16464171

.88388839

.52538726

.80693902

. 73886289

.51524677

.34655324

.81692090

.27547625

.73592372

.16068573

.15086460

51117923

.40187512

.13702187

.43381208

.35011296

.12297410

.99631469

.54680282



N -3.79531359
C -4.29560794
S -4.18403765
N -5.02094685
H -4.84762686
H -5.12700009
H -1.49235398

Referencia 3: ptsm

27

-0.

-1

4

Coordinates from ORCA

N -7.53451270
C -6.66315240
N =7.27555713
N -6.46539014
C -7.07469607
S -4.97942075
C -8.57712661
C -6.30352282
N -5.01205458
N —-4.51348847
C -3.19031037
H -6.88668610
N —-2.74375658
C -3.54978241
H -1.74109903

0

.95465407

.23364881

.08183855

.83525108

47772291

.84005906

.54725046

.53113166

.88563946

.37922883

.86986838

.93310897

.95100983

.78142974

ptsm E -1397.9581

.58895997

.19804886

.84088966

.41466208

.082404091

.01648604

.22160240

. 73980549

.69830962

.40311373

.36079674

.31332824

.07686956

.06866326

.22468435

126

-1.

-0.

0.

30532135

42310988

57655720

.49851196

.44154895

. 75984589

.50184925

.49401134

.60861953

.65616225

.82183479

.23757006

.91998943

.59912851

.91322631



.95598499

.09342131

.97934101

.39755476

.19646001

.45489086

.43611588

.91644194

.94380658

.06540912

.97101008

.89383730

.85114623

.27672305

.54262281

.29889236

.92465288

.51768131

.61659749

.86886508

.535721091

.23425648

.68495931

.82890620

127

-1

-2

3.

-2.

-1.

-0.

7

.33741087

.16209981

90133010

18006210

46204088

41314953

.07043738

.92683593

.38957982

.57159760

.58088331

.36280659



Anexo B

Repositorio de GitHub

Se cre6 un repositorio de GitHub™ que contiene cuatro cuadernos de Google Colab em-
pleados en este trabajo de investigacion. El primer cuaderno se utilizé para realizar calculos
utilizando el método semiempirico xXTB. El segundo permite procesar los datos obtenidos con
ORCA y xTB, y aplicar los métodos del mondmero, clister y Hess para calcular las constantes
de formacion. El tercer cuaderno genera los archivos necesarios para el acoplamiento molecu-
lar: archivos PDBQT para los complejos, y en el caso de las fibrillas, calcula los dngulos de
Euler asociados a rotaciones sucesivas para optimizar su orientacion con respecto al tamafio
de la caja, ademds de reenumerar y renombrar sus cadenas. Por tltimo, el cuarto cuaderno fue
empleado para realizar los cdlculos de acoplamiento molecular.

Adicionalmente, el repositorio contiene todas las estructuras optimizadas, incluyendo a los

complejos C2—C8 y C2-OH, que no se colocaron en el anexo anterior.

“Enlace al repositorio: https:/github.com/RicardoSifuentes/Maestria-PUCP.git
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Anexo C

Método de Hess para cada referencia

La Tabla C.1 contiene los valores calculados de log /3 para todos los complejos experimen-
tales (DU, DG y DGB), empleando xTB y B3LYP, mediante el método de Hess y utilizando

como referencia a los complejos de cobre con los ligandos rtsc, gtsc y ptsm.

xTB B3LYP
Complejo rtsc gtsc ptsm Media rtsc gtsc ptsm Media
DUl 34,33 35,58 33,776 34,56 14,67 13,73 13,55 13,98
DU2 35,11 36,37 34,55 3535 1296 12,02 11,84 12,27
DU3 34,44 3570 33,88 34,68 12,33 11,39 11,22 11,65
DGl1 2494 26,20 24,38 25,17 17,73 16,79 16,62 17,05
DG2 31,14 32,40 30,58 31,37 19,90 18,97 18,79 19,22
DGB 33,64 3490 33,07 33,87 13,05 12,12 11,94 12,37

Tabla C.1: log 3 calculada para cada complejo de referencia.

La desviacion estdndar muestral fue de 0,93 para los cdlculos empleando xTB y de 0,60
utilizando B3LYP, lo que indica que la dispersion de los datos es pequeia al variar el complejo
de referencia. Por lo tanto, para los demds célculos se utilizé el valor medio usando las tres
referencias.

La Tabla 4.8 muestra los valores calculados mediante B3LYP para los complejos propuestos,

usando los tres complejos de referencia. No se realizaron los célculos por XTB ya que no siguen
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las mismas tendencias que los resultados por B3LYP. Se obtuvo la desviacion estdndar de 0,60,

al igual que para los complejos experimentales.

Complejo rtsc gtsc ptsm (log ()
C1 18,02 17,09 1691 17,34
C2 14,12 13,18 13,00 13,43
C3 17,22 16,28 16,11 16,54
C4 18,04 17,10 16,93 18,00
G5 12,85 11,91 11,74 12,17
Cé6 11,31 10,37 10,19 10,62
C7 15,58 14,64 14,47 14,90
C8 11,49 10,55 10,37 10,80

C2-OH 16,15 15,21 15,03 15,46
C3-OH 17,55 16,61 1644 16,87
C7-OH 15,20 14,27 14,09 14,52

Tabla C.2: log 3 calculada para las estructuras propuestos usando cada referencia.
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Anexo D

Parametros computacionales del

acoplamiento molecular

La Tabla D.1 muestra las dimensiones y ubicaciones de las cajas utilizadas para el calculo
de acoplamiento molecular. En el caso de la estructura 2M VX se utilizaron tres cajas del mismo
volumen (54 400 A%), mientras que para cubrir las fibrillas 2MXU y 50QV bastaron dos cajas

con volimenes de 62 400 A% y 77 000 A3, respectivamente.

Tamaifio (A) Ubicacién (A)
Estructura X Y Z X Y Z
2BEG 40 16 25 -2 0 -9
40 40 34 10 28 ~-17
MVX 40 40 34 18 30 -17
55 35 40 55 48 55
55 35 40 50 65 55
52 40 30 -3 3 20
2MXU 52 40 30 -3 2 -2
52 40 30 -5 1 -20

50QV

Tabla D.1: Pardmetros para el tamafio y ubicacion de las cajas.
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La Tabla D.2 muestra las rotaciones sucesivas que se aplicaron sobre las estructuras de las
fibrillas 2MXU, 2MXV y 5QOV. Primero se efectud la rotacién alrededor del eje X, luego del
Y y finalmente del Z. Esto se realiz6 para que la orientacion de la caja coincida con la de las
estructuras y asi no se requiera de una caja de gran tamafio que cubra todo el espacio ocupado

por las estructuras.

Angulo de rotacién (°)
Estructura X Y Z
2MXU 4091 57,93 59,82
2MVX  -168,69 23,69 -109,44
50QV -179,7  -2,99 84,99

Tabla D.2: Angulos de la rotacién aplicada a las fibrillas.
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Anexo E

Interacciones especificas de complejos con

las fibrillas amiloides

Se utiliz6 el programa PLIP para evaluar las interacciones especificas entre los complejos
DUI1, DU2, DU3, DG1, DG2 y DGB con las cuatro estructuras de fibrillas A3 (2BEG, 2MVX,
50QV y 2MXU). Estos resultados se encuentran en las Figuras E.1 — E.3 y 4.2. Ademads,
también se incluyen las puntuaciones de unién obtenidas en cada caso. En todas las figuras se
sefalan los sitios de unidn en la fibrilla. El color magenta se utilizé para los sitios que ingresan
a la fibrilla, mientras que el color anaranjado se utiliz6 para los sitios que se encuentran en la
superficie.

En las figuras, las lineas punteadas grises indican interacciones hidrofébicas; las lineas azu-
les, puentes de hidrégeno; las lineas punteadas verdes, interacciones 7 — 7; las lineas punteadas

amarillas, puentes salinos; y las lineas punteadas anaranjadas, interacciones cationes —.
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2BEG
DU1: —8. 7 kcal/mol DG1: —7.7 kcal/mol
Val20 Vald6 Leud4
Va2 Leul8 Val24 Leu70
Val50 vals0 Val72
Phe3 Asp7 Ala5 Asp7
Phe3 Ala3l Asp33
DU2: —8.9 kcal/mol Val23 DG2: —6.9 kcal/mol
Gly4s
Val24
Valso Leuls Leul8
1lel6
Phe3
Phe3 Asp7
DU3: —8.7 kcal/mol DGB: —8. 4 kcal/mol
Val128
| Val76
Vel Val102 vals0
Leul8
Val50 . Ala130 Phe29
Phe3
Phe3
Leu79
Leul
Leu53 Leu27

Figura E.1: Interaccion de los complejos experimentales con la fibrilla 2BEG y el valores de

DS. El panel superior muestra las regiones de unién a la fibrilla.
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2MVX

DU1: —11.4 kcal/mol

DG1: —8. 7 kcal/mol

Alal07
Ala68 Phel76
Phe277 Phe238
Phe316 Phe199 i
Ala185
Phe355
Phe355
vl Vi3
vai7z o Val195
Val195 Val156
DU2: —8.3 kcal/mol  Auss Vatise DG2: —8.9 kcal/mol
a
Phe199 Val117 Vallgs
Phe238
Phe277 Val78
Phe316
Phe355 y Il\7/8a|39
a .
Val177 His279  His357
His240 Ala107
' Phe277
His279 Glu245
Phe316 Phe355
DU3: —8. 0 kcal/mol DGB: —9. 0 kcal/mol
Phe316
Glu3sa ¢ Phe238
u Phe355
Val179
Alal46
Phe355
o108 Ala107
Phe176 1245
His357 Val195
Val156 Val78
Val117

Figura E.2: Interaccion de los complejos experimentales con la fibrilla 2MVX y el valores de

DS. El panel superior muestra las regiones de unién a la fibrilla.
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50QV

DU1: —9. 2 kcal/mol

DG1: —8. 7 kcal/mol

1le31 1le115
Asn195 11e325  yje241 Glu33g
Val288
11e284
Phe340 Val292
Ala294
Phe187
Phe103
Phe19 Phe256
Phe313
Phe229
DU2: —8.7 kcal/mol DG2: —8.9 kcal/mol
Glu339 Val28s
lle241
1le284 Val292
Ala294
lle31 Phe340
Leu286
Asn237
Phe256
Phe19 Phe229
Phe313
Leu269

DU3: —8.4 kcal/mol DGB: —8. 8 kcal/mol

Leu269

Phe271
Pheo71  Ala273  Glu274 16283 Ala273
lle284 Ala282 Val276
Asn279
Lys280

Figura E.3: Interaccion de los complejos experimentales con la fibrilla SOQV vy el valores de

DS. El panel superior muestra las regiones de unién a la fibrilla.
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