Enantiodiferenciacio: carbinol i cizolirtina en p-ciclodextrina

“and now, for something completely different™
Monty Python’s

7 ESTUDI D’ENANTIODIFERENCIACIO: COMPLEXOS
DIASTEREOISOMERICS DE B-CICLODEXTRINA AMB

CIZOLIRTINA I EL SEU CARBINOL PRECURSOR

7.1 INTRODUCCIO AL PROBLEMA

Es conegut de fa temps que la complexacio de ciclodextrines amb mescles
racémiques dona lloc a la enantiodiferenciacio™. Tot i aixo, s han realitzat pocs estudis
tedrics per tal de comprendre e procés d enantiodiferenciacio. Lipkowitz™* ha realitzat
un estudi per dinamica molecular que indica que la cavitat macrociclica de la
ciclodextrina és el punt clau per al’ enantiodiferenciacié. Pero les forces responsables de
les subtils diferencies en les complexacions bimodals no son encara del tot compreses.
Les dades experimentals no acostumen a ser suficients per determinar |’ estructura

tridimensional dels complexosi s hade recorrer al’ gjuda dels calculs computacionals.

0 a) Saenger, W. Angew. Chem. Int. Ed. Eng., 1980, 19, 344. b) Schneider, H.-J.; Hacket, F.; Rudiger,
V.; Ikeda, H. Chem.Rev., 1998, 98, 1755. c) Harata, K. Chem.Rev. 1998, 98, 1803.

™ Lipkowitz, K.B.; Coner, R.; Peterson, M.A.; Morreale, A.; Shackelford, J. J.Org.Chem. 1998, 63, 732.

83



Enantiodiferenciacio: carbinol i cizolirtina en p-ciclodextrina

En un estudi realitzat als Laboratoris Esteve s han utilitzat quatre ciclodextrines
com a agents de solvatacié quiral en RMN per tal de resoldre els enantiomers de

I"analgésic (+)-cizolirting, 2, i el seu carbinol precursor, 1%, Figura 24.

N CHs CH, N CHs
g Oﬂ\CHg | OoH
H H

2 1

Figura 24 Analgesic (z)-cizolirting, 2, i €l seu carbinol precursor 1.

Lamillor enantiodiferenciacié observada per RMN es produeix quan s utilitzala
b-ciclodextrina com a agent complexant. S observa una major enantiodiferenciacié
(desdoblament de senyals) en els complexos de la molecula 2 que en elsdelal. Enels
estudis de nOe™ (nuclear Overhauser effect) no s han detectat diferéncies geomeétriques
notables entre els complexos diastereomerics formats per una ciclodextrinai una mescla
racemica. Per tant, la no-equivaléncia magnética induida en els protons del guest per la
complexacio enantioselectiva ha de provenir de subtils diferencies en la orientacio o

conformacié dels enantiomers compl exats.

2 Torrens, A.; Castrillo, JA.; Frigola, J.; Salgado, L.; Redondo, J. Chirality 1999, 11, 63.

" Redondo, J.; Blazquez, M.A.; Torrens, A. Chirality 1999, 11, 694.
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En aguest capitol es presenta |'estudi per metodes computacionals dels
complexos formats per la b-ciclodextrina i les barreges racemiques de 1 i 2, per tal
d’ explicar I’ enantiodiferenciacié observada.

Els complexos s han estudiat per dinamica molecular solvatats amb molécules
d aigua explicites. La metodologia emprada i les condicions de calcul es descriuen a

I” apéndix.

7.2 RESULTATS DE DINAMICA MOLECULAR

Els resultats experimentals mostren que els complexos presenten efectes nOe
entre els protons del grup fenil del guest i els protons interns de la ciclodextrina, pel que
confirmen que €l fenil es troba inclos en la b-CyD. Aix0 ens porta a tenir que estudiar
dues possibles orientacions d’'inclusio, Figura 25. Tot i que els resultats experimentals
descarten lainclusio de I’ anell de cinc membres, també s’ ha simulat aguestainclusio per

I”enantiomer R delamoléeculali 2 en les dues orientacions possibles A i B.
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Figura 25 Molecules estudiades, 1 i 2, i les dues orientacions d’inclusio del fenil.

Els resultats obtinguts per dinamica molecular en lacomplexacio de1i 2 amb la
b-CyD es presenten ala Taula 9 i ala Taula 10 respectivament. Tant per a carbinol 1
com per a la cizolirting, 2, observem que (fixant-nos en I’ energia potencial, EPy) les
dues orientacions d’'inclusio amb € fenil incl6s, phA i phB, tenen energia similar (de
I”ordre de —7850 kcal/mol per a1l i de —8000 kcal/mol per a 2) i més favorable que la
inclusio de I’anell de cinc membres (de -7769 i —7427 kcal/mol per al’orientacio A1 B
enl,ide—7745i —7569 kcal/mol per a A i B en 2), en concordanca amb els resultats

experimentals.
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Complex® B EK ot EPot  Epod Eag Edn  Eiang Eiag Evaw Edec
RphA  -6456.7 16925 -7849.1 39.0 107.0 955 550 855.2 11182 -10119.0
RphB  -6154.8 1692.7 -7847.5 389 1062 959 547 855.8 11201 -10119.0
SphA  -61245 1684.3 -7808.8 39.0 1058 100.3 54.5 8584 1116.0 -10082.9
SphB  -6166.3 1691.6 -78579 395 109.2 889 537 857.3 11240 -10130.4
RpyrA -6093.5 16756 -7769.2 38.6 1064 100.5 54.7 850.7 11045 -10024.6
RpyrB -58155 1611.3 -7426.7 394 107.8 945 543 8509 10545 -9628.1

a) Laprimeralletradel nom indicalaquiraitat (R, S), lasegonai terceralletraindiquen el grup que es

trobainclos (ph=fenil, pyr=anell de 5 membres), i I Gltimala orientacid considerada (A, B).

Taula 9 Resultats energétics de la dinamica molecular (energia total, Ei, energia

cinetica, EK o, i energia potencial, EP., en kcal/mol) de les orientacions estudiades pel

complex 1/b-CyD, aixi com els termes que componen |’ energia potencia (enllag, Epond,

angle, Eayg, torsio, Egn, 1-4 no-enllagants, Ei.4 ng, 1-4 electrostética, Ei.a o, Van der

Waals, Eyqw, | €lectrostatica, Eqec, €n kcal/moal).
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Compl exa Etot EK tot E Ptot Ebond Eang Edi h E1—4 NB E1—4 e Evdw Eel ec

RphA -6382.7 17541 -8136.8 41.0 1164 896 574 8235 11509 -10415.6
RphB -6015.1 1668.0 -7683.1 41.2 1174 905 56.3 8189 1089.0 -9896.2
SphA  -6540.3 17935 -8333.8 40.2 1123 102.7 57.8 825.7 11791 -10651.5
SphB  -65415 17938 -83354 40.7 1129 1026 57.8 8259 1186.2 -10661.4
RpyrA -6064.0 1681.0 -77449 40.8 1128 100.2 56.7 8150 10959 -9965.9

RpyrB -5921.0 1647.7 -7568.7 40.4 1144 96.1 57.6 8182 1068.5 -9763.8

a) Laprimeralletradel nom indicalaquiraitat (R, S), lasegonai terceralletraindiquen el grup que es
trobainclos (ph=fenil, pyr=anell de 5 membres), i I Gltimala orientacid considerada (A, B).
Taula 10. Resultats energétics de la dinamica de les orientacions estudiades pel

complex 2/b-CyD, aixi com els termes que componen |’ energia potencial.

A la Figura 26 i a la Figura 27 es mostren les geometries promig que s han
obtingut de les simulacions de dinamica molecular dels complexos amb 1 i 2. La
inclusié de I'anell de cinc membres (pyr) és menys favorable degut a que les molécules
es troben menys incloses en la cavitat degut al grup metil de pyr, com s observa en els
complexes RpyrA i RpyrB de la Figura 26 per 1 i de la Figura 27 per 2. A més, €
nitrogen sp® (amb densitat de carrega negativa important, consultar N11 al’ apéndix) del
grup pyr interacciona molt millor amb les molécules d’aigua que no pas amb la cavitat
poc polar de la ciclodextrina, desafavorint aixi també lainclusié de pyr. Tot i ser menys
favorables, els complexos que contenen & pyr inclos també es poden formar i son
estabilitzats per enllagos d hidrogen intermoleculars entre els hidroxils de la
ciclodextrinai els grups polars de lamoléculainclosa. Lainclusié del fenil presenta una
major preferéencia que la del pyr, i amés és lainclusié que s evidencia en els resultats
experimentals, aixi doncs laresta d’ aquest capitol i els andlisis posteriors fan referéncia

exclusivament alainclusi6 del fenil.
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SphA SphB RpyrB

RphA RphB RpyrA

SphA SphB RpyrB
Figura 27. Estructures mitjanes obtingudes pels complexos 2/b-CyD.

Pels complexos 1/b-CyD la molecula es troba més inclosa en I’ orientacié A

(Figura 26). L’ orientacié A presenta mes enllagos intermoleculars (el O i H del grup
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hidroxilic del carbinol i el nitrogen sp® amb els hidroxils secundaris de |a ciclodextrina)
que I’orientacié B (en la qual només el protd del grup hidroxilic del carbinol forma
enllacos d’hidrogen amb els hidroxils primaris). Contrariament, la molécula presenta
meés enllagos d’ hidrogen amb les molecules d’aiguaen I’ orientacié B que en la A.

Els termes energetics pels complexos 2/b-CyD, Taula 10, mostren una major
diferéncia entre els complexes R i S que no pas pels complexos 1/b-CyD. La
complexacié amb S-cizolirtina és més favorable que amb I'isomer R. Aquesta major
estabilitzacio prové de I'energia electrostatica més favorable que supera els termes
menys favorables de torsid, 1-4 electrostaticai van der Waals. L’ estructura mitjanade la
dinamica, Figura 27, també ens mostra com la S-cizolirtina es troba més inclosa que
I"isdomer R, el que explica els termes desfavorables d’ aquest primer. Igual que s observa
en 1, hi ha més enllacos d hidrogen intermoleculars en I’ orientacio A que en la B. En
ambdds complexos €ls enllagos d hidrogen es formen preferentment amb els hidroxils
secundaris de la ciclodextrina. | també com en 1, s observen més enllacos d' hidrogen
amb les molecules d’aigua en |’ orientacié B. La complexacié amb la S-cizolirtina es
troba afavorida pel terme electrostétic perd presenta menys enllagos d hidrogen
intermoleculars que els complexos amb |’enantiomer R, per tant |’ estabilitzacié del
complex S-cizolirtina/b-CyD és deguda a interaccions electrostatiques diferents de
I"enllag d’ hidrogen.

Els complexos de la cizolirtina presenten menys enllacos d hidrogen amb les
molecules d’'aigua que no els complexos del carbinol. Aquest fet és consistent amb els
resultats experimentals, els quals mostren que la cizolirtina és menys soluble que €
carbinol i per tant té més tendéncia a complexar-se i formar enllacos d hidrogen

intermol eculars amb la ciclodextrina.
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7.3 CONSIDERACIONS GEOMETRIQUES

L’ energia de les simulacions de dinamica molecular jaensindicala preferénciade
la inclusi6 del fenil front la inclusié de I'anell de cinc membres, igual que €ls
experiments de ROE intermolecular realitzats amb el métode ROESY " (rotating-frame
nuclear Overhauser Spectroscopy). Per tal de justificar si les orientacions simulades
s adapten als experiments ROE s ha realitzat una analisi de les distancies, entre els
protons del fenil i els protons interns de la ciclodextrina (Figura 28), a llarg de totes les

simulacions, Taula 11.

protons amb| 3'

desdoblament ROE
de senyal
Hpara H5
H3

R=H carbinol
R=CH,-CH,-N(CH3), cizolirtine

Figura 28. Protons que presenten desdoblament de senyal (H3' i H4') i protons que
presenten nOe (protons del fenil) amb els protons interns de la ciclodextrina (H5 i H3)
en 'H-RMN i experiments de ROE intermolecular (veure referéncia 72 per a més

detalls).

™ Bothner-By, A.A.; Stevens, R.L.; Lee, J.T.; Warren, C.D.; Jeanloz, RW.; J. Am. Chem. Soc, 1984, 106,

811
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Les distancies mitjanes obtingudes tenen valors inferiors a 4 A, és a dir que
poden presentar ROE, entre els protons del grup fenil del guest i els protons interns de
la ciclodextrina, i per tant confirmen la inclusio del fenil. Perd els valors de les
distancies obtingudes no ens permeten discriminar entre I’ orientacio d’'inclusié A o B ja

que en totes dues trobem distancies menors de 4 A, que poden presentar ROE.

1/b-CyD |orto meta para 2/b-CyD |orto meta para

RphA-H3 |3.212 3.827 3.695 RphA-H3 |3.720 3236 3.853
RphA-H5 |3.471 3.185 3.620 RphA-H5 |5.220 3316 2903
RphB-H3 |4.311 3.237 3.288 RphB-H3 |5.034 3211 3.100
RphB-H5 |3.117 3.380 4.106 RphB-H5 |3.136 3.088 4.070
SphA-H3 |3.613 3.247 3.501 SphA-H3 [3.162 4428 5761
SphA-H5 3440 3570 3.248 SphA-H5 [3.349 3139 3.774
SphB-H3 |4.121 3.467 3.463 SphB-H3 [4.514 3465 3.629
SphB-H5 |3.274 3410 3.211 SphB-H5 [3.329 3386 3.748

Taula 11 Distancies mitjanes entre els protons del fenil (orto, meta i para) de la
molécula guest (1 o0 2) i els protons interns de la b-CyD (H3 i H5), en cada una de les

simulacions dels complexos.

L’ enantiodiferenciacié s observa pel desdoblament de les senyals dels protons
H3 i H4', Figura 28. En els complexos 2/b-CyD, |’ enantiodiferenciacié és més clara
gue en els complexos 1/b-CyD. L’andlisi energetic de les dinamiques moleculars, veure
Taula 9 i Taula 10, indica que les dues orientacions proposades son possibles i
coexisteixen. Podem concloure que I’enantiodiferenciacié prové de les diferencies

geometriques entre els complexos R i S, que donen lloc a un entorn quimic diferent. En
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els complexos 2/b-CyD és més clar, les molécules S es troben més incloses en la cavitat
gue no I'enantiomer R, Figura 27. D’dtra banda, en els complexos 1/b-CyD aquesta

diferéncia geométrica és més dificil d’ observar, Figura 26.

7.4 RESULTATS DE MM/PBSA

La comparacio de les energies de dinamica molecular ens harevelat la preferencia
de la inclusié del grup fenil en cada una de les complexacions, 1/b-CyD i 2/b-CyD,
donat que les energies de les diferents orientacions d’un mateix complex es poden
comparar ja que contenen el mateix nimero de molécules d’ aigua envoltant-lo. Perd no
podem comparar les energies dels complexos d'1 amb els de 2 ja que contenen un
nimero diferent d’atoms. Per poder fer aguesta comparacid necessitem redlitzar una
analist MM/PBSA, tecnica que ens permet avaluar I’ energia de complexacio a partir de
les estructures obtingudes en la dinamica molecular estimant la influéncia del solvent
amb un model continu. Aquesta tecnica es detallaen I’ apartat de metodologia.

L’energialliure total de complexacio es calcula com I’ energia del complex menys
I"energia del guest i del host. Com a energia del guest s ha considerat |’ energia mitjana
de cadamolécula(1i 2), i com aenergiadel host s'ha considerat I’ energia mitjana de la
b-CyD en totes les simulacions, d’ aguesta manera s eviten les desviacions d’ aquestes
energies en cada simulacié. Els resultats per a cada un dels complexos es presenten ala
Taula 12.

L’energia total dels complexos 1/b-CyD mostra una clara preferéncia per
I’ orientacié B en ambdds enantiomers (RphB i SphB). Aquesta preferéncia prove de la
contribuci6 polar en la solvatacio, Epg, tot i que el terme electrostatic i van der Waals

mostren preferencia per I'orientacio A, ja que aquesta es troba estabilitzada per més
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enllacos d'hidrogen intermoleculars, com s explica en la part de dinamica molecular.
L’energia en fase gas, Egs, Mostra una major estabilitzacio dels complexos amb
I’enantiomer R (afavorit pel terme electrostatic i van der Waals), perd a afegir els

termes de solvatacio es troba afavorida la complexacio amb |’ enantiomer S.

1/b-CyD | RphA RphB  SphA SphB 2/b-CyD | RphA RphB  SphA  SphB
Eoex  |-1357 -506 -467 137 Eoect 437 450 -949 -7.83
Ewaw  |-2396 -21.38 -20.29 -18.96 Evaw  |-23.26 -21.99 -26.99 -19.72
Ein 083 041 469 -2.9 Eint 463 -210 485 634
Eges -36.70 -26.03 -20.28 -20.56 Eges -23.52 -19.59 -31.63 -21.21
Ers 3464 2080 2261 1571 Ers 2155 1419 3001 19.38
Enompolar | -346  -322 -328 -321 Enompolar | -325 -349 -368 -3.34
Eiota 552 -845 -095 -8.06 Ecotal 522 -888 -530 -5.17

Taula 12 Diferencies energetiques de MM/PBSA (Ewta €n kcal/mol) aixi com els
termes que la componen (electrostatica -Egec-, Van der Waals -Eygy-, interna
[stretching+bending+torsional] -Ein-, gas [interna+el ectrostaticat+van der Waals] -Egas-,
Poison-Boltzman -Eps-, i no-polar -Enon-paia- tot en kcal/mol) de totes les orientacions

estudiades pels complexos 1/b-CyD(esquerra) i 2/b-CyD (dreta).

En la complexacié amb R-cizolirtina (2), |’ energia total mostra preferencia per
I’orientacié B, perd no s observa cap preferencia d orientacio en I’enantiomer S.
L’ orientacid A es troba afavorida pels termes electrostatic i van der Waals pero els
termes de solvataci6 fan que sigui més favorable I’ orientacié B. Els complexos amb S-
cizolirtina es troben més inclosos en la cavitat de la ciclodextrina, Figura 27, aixi tenen
una energia electrostatica més favorable perd es troben més restringits i tenen una

energiainterna pitjor, aixi com una solvatacio més desfavorable, Epg.
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En general, |’ orientaci6 preferent éslaB, degut a terme polar de solvatacio. Per
a aguesta orientacio, els complexos amb I’ enantiomer R (especialment en els complexos

2/b-CyD) sbn energéeticament més favorables que amb |’ enantiomer S.

Termes de 1 2
solvatacié
Epg -1850 -17.57
Enonpol ar 3.12 3.79
Gsolv -15.38 -13.77

Taula 13 Energia total de solvatacio en aigua (Gsy, en kcal/mol), aixi com els termes
energetics corresponents (Poison-Boltzman, Epg, i no-polar, Epon-poar, també en
kcal/mol) per la moléecula 1 (carbinol) i 2 (cizolirting), obtinguda amb la metodologia

MMPB/SA.

L’energia de solvatacié per a la molécula 1 (carbinol) és major que per a la
molécula 2 (cizolirtina), Taula 13, en concordanca amb els valors de solubilitat en aigua

que indiquen que la cizolirtina és menys soluble que el carbinol.

7.5 DISCUSSIO

Les petites diferencies entre les complexacions amb €ls enantiomers R i S son
dificils de reproduir. S han trobat diverses limitacions en aguest estudi, en primer lloc €l
temps de simulacié ha de ser prou llarg com per a obtenir estructures convergides, i €ls
resultats energetics analitzats per MM/PBSA es veuen molt afectats pels termes de
solvatacio, els quals provenen d’un model de solvatacié continu que pot ser una font
d errors.

Lainclusio del carbinal, 1, i de lacizolirting, 2, en la b-CyD ha estat observada

experimentalment, revelant ROE entre els protons del fenil i els protons interns de la
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ciclodextrina. Els nostres calculs mostren gue els complexos que tenen e fenil inclos
sOn més estables energéticament que els que tenen inclos | anell de cinc membres, | que
les dues orientacions d’inclusié del grup fenil sdn possibles. Les forces electrostatiques i
de van der Waals son les responsables de I’ estabilitat i la formacié dels complexos.
L’ orientacio B (el fenil inclos i I'anell de cinc membres situat a I’ extrem estret de la
ciclodextrina) és la preferida. La complexacio, en aguesta orientacio, de I’ enantiomer R
és energeticament més favorable que amb I’ enantiomer S.

Les distancies promig, calculades a llarg de les smulacions, entre els protons
interns de la ciclodextrinai els protons del fenil son consistents amb els ROE observats,
justificant la inclusié del fenil perd no ens mostren la orientacié preferent. Els caculs
realitzats ens fan creure que I’enantiodiferenciacio que S observa experimental ment
proveé de les diferéncies en |’ estructura mitjana dels complexos diastereomérics amb els
enantiomers R i S, les quals condicionen I’ entorn quimic dels protons del guest. Aixo
s observa clarament en els complexos de cizolirtina on els enantiomers S es troben més
inclosos en la cavitat que els R. Les dues orientacions de complexacié de S son similars
en energia, i per tant coexisteixen; contrariament, |’enantiomer R presenta una
orientacié preferent. L’estructura mitjana, per tant, és molt diferent en R i en S-
cizolirtina. En e cas dels complexos amb € carbinol precursor, les simulacions de
dinamica molecular dels complexos amb I'enantiomer R i S, mostren la mateixa
orientaci6 preferent (B) i les estructures mitjanes son similars, per tant presenten menor

enantiodiferenciaci6, en concordanca amb els resultats experimentals.
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“and now, for something completely different”
Monty Python’s

8 RECONEIXEMENT MOLECULAR: COMPLEXOS D’ESTER |

AMIDA AMB DIMER DE p-CICLODEXTRINES

1.1 INTRODUCCIO AL PROBLEMA

El procés de reconeixement molecular és la for¢a conductora de molts processos
biomoleculars™. Els investigadors presenten gran interés en conéixer les bases del
reconeixement molecular, perd sovint les biomolécules sdn massa grans i complicades
com per a ser estudiades i simposa I’ is de models més simples. D’ entre aquests, les
ciclodextrines son de les més emprades i es consideren bons models dels enzims degut a
la seva capacitat de formar complexos d’inclusié amb molécules organiques, complexos
que recorden les interaccions enzim-substrat™ "’

En aguest capitol s han estudiat substrats molt similars que formen complexos
d’inclusio amb un dimer de b-ciclodextrina. Aquests complexos, tot i lasimilitud de les
mol ecules que els formen, presenten constants de formacié molt diferents, aixi, la nostra
recerca es centra en determinar les interaccions responsables d' aquestes diferencies, ésa

dir, del reconeixement molecular. Concretament, s ha estudiat la complexacié del p-

tert-butilbenzoat de p-tert-butilfenil i del N-(p-tert-butilfenil)-p-tert-butilbenzamida

® Lehn, J.-M. Supramolecular Chemistry: Concepts and Perspectives, VCH: Weinheim, 1995.
"® Cramer, F.; Einschussverbindungen, Springer: Berlin, 1954.

" Bender, M.L.; Komiyama, M. Cyclodextrin Chemistry, Springer: Berlin, 1978.
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(d'ara en endavant anomenats I’ ester i |I’amida, respectivament) amb un dimer format
per dues unitats de b-ciclodextrina unides per un pont disulfur sobre dos atoms C6
(anomenat b-CyD dimer), Figura 29. Els métodes utilitzats han estat la dinamica
molecular, les pertorbacions d’ energia lliure i la metodologia MM/PBSA, utilitzant el
camp de forces parm94 (per a meés detalls consultar |'apéndix). Aquests complexos
(amida/b-CyD dimer i ester/b-CyD dimer) han estat estudiats experimentalment per
Breslow et al.”®, trobant que la constant de complexacié de | ester eramés favorable que
lade I’amida per quatre ordres de magnitud (1-10%i 2.4-10* M ™, respectivament) tot i la

seva elevada similitud estructural.

"
O N
O O
ester amida
S—S
dimer g-CyD

Figura 29 Molécules estudiades i dimer b-CyD.

La complexacio més favorable per a I’ester s explica, en part, degut a la seva
menor solubilitat en aigua de manera que té meés tendéncia a formar el complex que no
pas |'amida. La diferéncia de solubilitat pot explicar parcialment (2-3 kcal/mol) la

diferéncia de complexacio de 4.9 kcal/mol entre I’ester i I’amida. Per tant, unes altres

8 Breslow, R.; Greenspoon, N.; Guo, T.; Zarzycki, R. J. Am. Chem. Soc., 1989, 111, 8296.
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interaccions deuen intervenir en el procés de reconeixement; determinar quines son és el

proposit d’ aguest estudi.

S ha de destacar que aguest estudi consta de dues etapes ben diferenciades.

En una primera etapa I’ estudi es va redlitzar considerant una orientacidé de

partida per a cada complex en la dinamica molecular, els resultats de I’ andlisi
MM/PBSA ens van donar una bona explicacié de la diferencia d’ energia de
complexaci6 entre ester i amida. Pero les pertorbacions d’ energia lliure, FEP,
no van donar el resultat esperat, degut a que no es reproduia tot I'equilibri
conformacional que s observava en les dinamiques. Aquest primer estudi fou
publicat”, i mentrestant es van realitzar FEPs més llargues per millorar els
resultatsi veure si lanostra hipotesi era correcta.

En aquestes FEPs vam observar com en la transformacio d'ester a amida el
complex canviava la seva orientacio, la molécula guest es situava desplacada
del centre del host, que era I'orientaci0O considerada. Degut a aquest

desplacament vam decidir estudiar altres orientacions inicials del complex i

totes ens van donar Iloc a complexos estables i que es mantenien. Es va
reditzar I’analis MM/PBSA de totes les orientacions i €ls resultats ens
proporcionaren una explicacié més completa de la diferencia entre I’ energia

dels complexos de I'ester i de I’'amida. Les FEPs més |largues també van

recolzar |es mateixes conclusions. Aquest estudi també es vol publicar® jaque
representa una ampliacio i un maor aprofundiment de |'anterior, amb

conclusions més extenses i fiables.

Tots dos estudis es comenten en aquest capitol, fent especial reforg en el segon.

Bej, I.; Cervell6, E.; Kollman, P.A.; Jaime, C. Comb.Chem.High Throughput Screening, acceptat.

8Bey, I.; .Jaime, C.; Kollman, P.A. J. Am. Chem. Soc, enviat per publicar.
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8.2 RESULTATS DINAMICA MOLECULAR

Les simulacions de dinamica molecular s han realitzat per a cada molécula guest
(ester 0 amida) i per a cada complex, en e buit i en solucié aguosa. Els complexos es
mantenen formats en totes les smulacions, |’ energia arriba rapidament a I’ equilibri i les
estructures dels complexos no varien substancialment respecte |’ estructura de partida.
En la primera aproximaciO només es va considerar |’ orientacio central per a cada
complex, perd posteriorment es van considerar també les orientacions anomenades
“amunt” i “avall” en vista as resultats d'una FEP llarga (20 ns), vide infra. Totes les
orientacions van mostrar ser complexos estables. L es orientacions estudiades es mostren

alaFigura 30.

@

O?
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@ "X
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:
>

O

central amunt avall

Figura 30 Orientacions inicials dels complexos estudiades. D’ esquerra a dreta:

central, amunt, avall. Lamoléculainclosa pot ser I’ ester (s X=0) o I’amida (si X= NH).
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Un cop realitzades les simulacions per al's complexos en soluci6 aquosa s obtenen
les estructures mitjanes que es presenten a la Figura 31. Tots els complexos es
mantenen formatsi estables al llarg de la simulacio.

Per tal destudiar les interaccions solut-solvent, s'ha redlitzat un andlis dels
enllacos d hidrogen presents mitjancant el modul CARNAL del programa AMBER.
L’amida solvatada presenta enllacos d hidrogen entre el protd de I’'amida i els O de
I’aigua, i entre I’oxigen carbonilic i els protons de I’aigua. Tal com S esperava, |'atom
de N de I’amida no és capa¢ de formar enllacos d’ hidrogen. L’ ester solvatat mostra
enllacos d’ hidrogen entre els protons de I’ aigua i €ls dos oxigens de I’ ester.

Els resultats de I'andlis d'enllacos d'hidrogen pels complexos amida/b-CyD
dimer i ester/b-CyD dimer es presenten ala Taula 14. Els nimeros de la taula s obtenen
de la suma del niUmero de contactes a curta distancia entre atoms especificats dividit pel

nombre d’ estructures considerades (500).

101



Reconeixement molecular: complexos d’ester i amida

central

Figura 31 Estructures mitjanes dels complexos solvatats de |I’amida (esquerra) i del
ester (dreta). De dalt a baix, les orientacions son central, amunt i avall. Per facilitar la

visio s’han omés les molecules d’aiguai els atoms d’ hidrogen.
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amida | CDint CDh-w CD-hw amih-CD ami-hCD amih-w ami-hw total

central 2372 4775 9335 135 99 0 42 16758
amunt 2539 4774 9302 38 28 0 95 16776
avall 2279 4796 9429 71 70 0 52 16697
ester |CDint CDh-w CD-hw est-hCD est-hw total

central | 2696 4797 9459 86 21 17060
amunt | 2679 4587 9279 20 97 16662
avall 2337 4783 9379 76 59 16634

Taula 14 Andlis d enllagos d hidrogen per als complexos de I’ester i I'amida. S han
considerat tres orientacions; central, amunt i avall. Els enllagos d” hidrogen s han dividit
en tres grups: intermolecular host (CDint), protons del host amb els oxigens de I’ aigua
(CDh-w), oxigens del host amb els protons de I'aigua (CD-hw), hidrogens del guest
amb els protons del host (amih-CD, només per I’amida és clar), oxigens del guest amb
els protons del host (ami-hCD, est-hCD), protons del guest amb I'aigua (amih-w),
oxigens del guest amb aigua (ami-hw, est-hw) i la suma de tots els termes en cada cas

(total).

Desglossant I’ explicaci6 segons |’ orientacié considerada tenim:

El complex amida/b-CyD dimer en I’orientacié central presenta enllagos
d hidrogen entre I’ oxigen carbonilic de I’amida i els protons dels hidroxils primaris del
host i els protons de I’aigua (ami-hCD i ami-hw). El proté de I’amida forma enllagos
d hidrogen amb els oxigens dels hidroxils primaris del host i els atoms de sofre (amih-
CD) perdo no amb I'aigua (amih-w). EI complex ester/b-CyD dimer en I’ orientacio
central presenta enllacos d’ hidrogen entre els dos oxigens de I’ ester i els protons dels
hidroxils primaris del host i els protons de I'aigua (est-hCD i est-hw). De fet, €
complex amb I'ester té menys enllacos d' hidrogen guest-host que els complex amb

I’amida, de manera que agquest Ultim estara meés estabilitzat. D’ altra banda, el complex
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amb |’ ester presenta meés enllacos d’ hidrogen intermoleculars en el host (entre les dues
ciclodextrines que formen el dimer, CDjr) i també més interaccions host-aigua (CDh-w
i CD-hw). Per tant, e complex de I'ester és més soluble que € complex de I’amida.
Aquests efectes també s observen en els resultats de MM/PBSA (vide infra).

El complex amida/lb-CyD dimer en I’orientacié amunt presenta enllagos
d hidrogen entre I’ oxigen carbonilic de I’amida i els protons dels hidroxils secundaris
del host i els protons de I'aigua (ami-hCD i ami-hw). El protd de I’amida només
presenta enllagos d'hidrogen amb els oxigens glucosidics (amih-CD). ElI complex
ester/b-CyD dimer en I’orientacié amunt presenta enllagos d’hidrogen entre I’ oxigen
carbonilic de I'ester i els protons dels hidroxils secundaris del host i els protons de
I’aigua (est-hCD i est-hw). ElI complex amb I’amida presenta més enllacos d’ hidrogen
host-guest (amih-CD i ami-hCD) i host-aigua (CD-hw i CDh-w) que & complex amb
I ester, perd menys interaccions host-host.

El complex amida/b-CyD dimer en I’orientaci6 avall presenta enllacos
d hidrogen entre I’oxigen carbonilic de I’amida i els protons dels hidroxils del host
(secundarisi primaris) i els protons de I’ aigua (ami-hCD i ami-hw). El prot6 de |I’amida
nomeés presenta enllacos d hidrogen amb els oxigens glucosidics (amih-CD). El
complex ester/b-CyD dimer en I’ orientaci6 avall presenta enllacos d hidrogen entre els
dos oxigens de I’ ester i €ls protons dels hidroxils, secundarisi primaris, del host i entre

I” oxigen carbonilic de I’ ester i els protons de I’ aigua (est-hCD i est-hw).

Si observem els resultats pels complexos amb |’ ester i I’amida en global, tenim:

- El complex amida/b-CyD dimer presenta més enllacos d’hidrogen host-guest (ami-

hCD i amih-CD) que € complex amb I'ester, perd menys host-host (CDint). Els
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contactes guest-aigua (ami/est-hw) i host-aigua (CDh-w i CD-hw) son similars en
ambdds complexos.

- El complex ester/b-CyD dimer presenta un major numero total d’enllagos d hidrogen
(total) que el complex amida/b-CyD dimer només en I’ orientacio central. Les altres
orientacions tenen un numero total d’interaccions similar, tot i que son una mica majors
en els complexos amb I'amida. En el primer estudi que vam redlitzar” només
consideravem la orientacio central, i per tant € complex amb |'ester estava
sobrestabilitzat en vista d’ aguests resultats; €ls enllagos d hidrogen estabilitzen més el
complex amb I’ ester que amb |’ amida només en |’ orientacié central (Unic cas del primer
estudi) i no en les altres.

Els enllagos d’'hidrogen guest-host i host-host estabilitzen el complex, i les
interaccions guest-aigua i host-aigua el fan més soluble (estabilitzant-lo també d’ aguesta
manera). Aquests termes tenen importancia en el procés de complexacié, perd no
representen |’ Unica contribucié. En I’ apartat on es presenten els resultats de I’analisi
MM/PBSA es discuteix laimportancia d’ altres termes (energiainternai van der Waals),
i s'observa una correlacio entre el termes electrostatic i de solvatacié amb el nombre
d enllagos d' hidrogen presents en el complex (guest-host i host-host) i d’aquest amb
I’ aigua (guest-aigua i host-aigua), respectivament. Cal destacar que €l proté de I'’amida
no presenta enllacos d” hidrogen amb les molécules d'aigua, aixo és pot explicar degut a
que e dimer b-CyD orienta |’ aigua amb els hidrogens apuntant al complex i els oxigens
apuntant enfora, per tant és més probable pel guest interactuar amb els protons de

I” algua que no amb els oxigens.
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8.3 RESULTATS DELS CALCULS DE PERTORBACIO D’ENERGIA

LLIURE (FEP)

Les pertorbacions d energia lliure, explicades en I’ apartat de metodologia, s han
realitzat per tal d’avaluar la diferéncia d’ energia lliure de solvatacio i de complexacio
entre|’ester i I’amida. A laFigura 32 es mostren les tres FEP considerades per tancar el
cicle termodinamic. Tots els atoms de I'ester (i les corresponents carregues i
parametres) son mutats gradualment cap als de |I’amida; la FEP1 muta |’ ester a amida en
el buit, la FEP2 en solucié aquosa, i la FEP3 en € complex solvatat. Les diferéncies
energetiques obtingudes per aquests processos de calcul han de ser comparables amb les
diferencies d’energia lliure experimentals, com la diferéncia d’'energia lliure de
solvatacio de I’amida i I’ ester (FEP2-FEP1= DGamiga — DGeser) | la diferencia d’ energia
[liure de complexacio (FEP3 — FEP2 = DGamida — DGester)-

ester ﬂ} amida

+ aigua l + aigua

ester/aigua ﬂ> amida/aigua

+ host + host

ester/complex LP?;» amida/complex

FEP2 — FEPL = DGanmida — DGester (SOlVatacio)

FEP3 — FEP2 = DGamida — DGester (CcOMplexacio)

Figura 32 Cicles termodinamics utilitzats per avaluar computacionalment les

diferencies d energialliure en la solvatacié i complexacié del’ ester i I’amida.
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Inicialment les tres FEP es van realitzar mitjancant simulacions de 500 ps de
llargaria cada una’™® perd es resultats, Taula 15, no foren totalment satisfactoris;
aconseguiem reproduir la millor solubilitat de I'amida (-2.77 kcal/mol) pero la
complexacio resultava favorable a I’amida (-0.09 kcal/mol) i no a I’ester. Per tal de
millorar aquests resultats es van realitzar FEP més llargues. A la Taula 16 es mostren
els resultats de totes les FEP readlitzades. La FEP1 i FEP2 es van smular a 10 nsi no
S observaren diferéncies massa significatives amb les simulacionsinicials de 500 ps, per
tant les considerem convergides. D’altra banda, la FEP3 si que mostra moltes
diferéncies segons lallargaria de la simulacio, i hem arribat a realitzar una simulacio de
20 ns, gque potser tampoc és suficient perd que ja ens acosta a limit de les nostres

possibilitats de calcul.
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FEP2-FEP1 FEP3-

Primera D%?iiaazaﬁ?a D'(:;EPZ
aproxima FEP1 FEP2 FEP3 amida ™~
cio DGester
(complex
acio)
Londgltu 500ps 500ps 500 ps
Elec -2.60 -5.60 -4.71 -3.00 0.89
Nonb 0.39 0.15 -0.13 -0.24 -0.28
14NB 0.97 0.97 0.86 0.00 -0.11
14EL -21.65 -21.61 -21.57 0.04 0.04
BADH -5.25 -4.67 -5.42 0.58 -0.75
Totd -28.11 -30.88 -30.97 -2.77 -0.09
Histeress 0.005 0.016 0.00

Taula 15 Resultats de les pertorbacions d’ energia lliure (kcal/mol) per a la mutacio de

I’ester aI’amida (FEP1, FEP2 i FEP3), totes de 500 ps, en la primera aproximacio. La

diferéncia FEP2-FEPL representa la diferencia de solubilitat, i FEP3-FEP2 és la

diferenciaen I’ energia de complexacio.
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FEP2-FEP1 FEP3-
DGamida_ D_c%ester FEP2
FEP1 FEP? FEP3 (solvatacid)  DGyiga—
DGester
(complex
acio)
Longitu 20ns FEP3 =
10ns 10ns 500 ps 5ns
d 20 ns
Elec -2.47 -5.61 -4.71 -3.73 -3.88 -3.14 1.73
Nonb 0.32 0.14 -0.13 -0.13 -0.19 -0.18 -0.33
14NB 0.88 0.97 0.86 1.00 1.02 0.09 0.05
14EL -21.60 -21.68 -21.57 -21.69 -21.85 -0.08 -0.17
BADH -5.85 -4.54 -5.42 -5.11 -2.50 132 2.04
Total -28.72 -30.71 -3097 -29.66 -27.40 -2.00 3.31
Histeres 0.13 0.00 0.00 0.01 0.01

Taula 16 Resultats de les pertorbacions d energia lliure (kcal/mol) per a la mutacié de

I’ester a I’'amida (FEPL1, FEP2 i FEP3), en la segona aproximacio. La FEP3 s ha

realitzat en tres longituds de simulacio diferents. La diferencia FEP2-FEPL representa la

diferéncia de solubilitat, i FEP3-FEP2 ésla diferéncia en I’ energia de complexacio.

Aixi, s’ha trobat una millor solubilitat (FEP2-FEP1) per a |I’amida que per a
' ester, en concordanca amb el qué és coneix experimentalment™, amb una DDGeyvatadis
de —2 kcal/mol afavorint la solvatacio de I’ amida. La major contribuci6 prové del terme
electrostatic (Elec), on son comptades les interaccions amb el solvent. La diferéncia
d energia lliure de complexacié, FEP3-FEP2, és gairebé zero s utilitzem la FEP3 de
500 ps (Taula 15), pero utilitzant les més llargues (FEP3 de 20 nsi FEP2 de 10ns, Taula
16) s obté una diferéncia de 3.31 kcal/mol afavorint la complexacio de I'ester. La

contribucié més important prove de les forces internes (BADH: enllag, angle, torsio) i

8 Unes 5 kcal/mol més favorable la solvatacié de CH;CONHCH; (amida) que de CH;COOCH; (ester)

Wolfenden, R. Science, 1983, 222, 1087.
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del terme electrostatic (Elec). La diferencia de complexacio experimental, de 4.9
kcal/mol afavorint la complexacié de I'ester, no s ha aconseguit totalment, pero els
nostres cal culs també mostren una complexacié més favorable per al’ ester.

En I"aproximacié inicial, amb FEPs de 500 ps, vam suposar que la FEP3 no
reproduia bé les interaccions del complex amb les molécules d’ aigua, especialment amb
aquelles que entraven a la cavitat del complex per interaccionar amb el guest, aquest
fenomen s havia observat en les simulacions de dinamica molecular pero en les FEP no
tenia prou temps per produir-se. Aixi, després es varealitzar la FEP3 a 5 ns (10 vegades
meés llarga) i s observa que el canvi més notable era en |’ energia electrostética, Elec en
laTaula 16, és adir la que té en compte les interaccions del complex amb I’ aigua; amb
aquesta FEP ja aconseguiem reproduir les interaccions del complex amb |'aigua. La
diferencia energeética resultant (FEP3 (5ns) — FEP2 (500ps) = 1.22 kcal/mol) ja era
favorable a complex amb I’ ester, pero tot i aixd no estava d’acord amb la diferencia
experimental, indicant que existia algun altre efecte que no es tenia en compte. Al
realitzar la FEP3 de 20 ns, a limit de les nostres possibilitats de calcul (uns 50 dies
ininterromputs), la millora en e terme electrostatic es manté i el terme que sofreix més
canvi és el de les forces internes (BADH). Aixi doncs, les interaccions amb les
molécules d’'aigua estan correctament reproduides en les FEP3 de 5 nsi 20 ns, pero
I”equilibri conformacional del complex (considerant la conformacié del guest i del host i
laseva orientaci6 relativa) esta molt millor reproduit amb la FEP3 de 20 ns.

La importancia del terme de les forces internes (BADH) ens feu pensar en un
possible canvi de conformacié del complex en la pertorbacié denergia lliure.
L’ evolucio de la geometria del complex durant la FEP3 de 20 ns, al passar d’ ester a
amida es mostra a la Figura 33. El complex parteix de la orientacié que hem anomenat

central i acabaamb |’ orientacié amunt. Aixo no indica que I’ ester (estructura de partida)
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prefereixi |’orientacid central i que I’'amida (estructura final) prefereixi I’ orientacio
amunt, sin0 que ens mostra la importancia del mostreig (sampling) en aquests
complexos on sdn possibles diverses orientacions. Per a tenir uns resultats convergits
ens caldria realitzar una FEP3 encara més llarga, que ens reprodueixi, a cada finestra,
totes les orientacions del complex (avall, amunt i central) i els equilibris que hi tenen
[loc, pero aixo s escapa de les limitacions de CPU existents en aquests moments, en €l

nostre grup i, probablement, en qualsevol altre.

Figura 33 Estructura de partida per ala FEP3 de 20 ns (esquerra, complex ester/b-CyD-
dimer en I’ orientacio central) i estructurafinal obtinguda (dreta, complex amida/b-CyD-

dimer en orientacié amunt).

Per cobrir totes les orientacions possibles es van redlitzar les simulacions de
dinamica molecular (mostrades anteriorment) i per tal de poder comparar les diferents
energies de complexacié de I’ester i I’amida es vareditzar I'andiss MM/PBSA que tot

Seguit es mostra.
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8.4 RESULTATS DE L’ANALISI MM/PBSA

L’analis MM/PBSA s ha aplicat a les 500 estructures (provinents de la DM en
soluci6 aquosa) de cada complex i de les especies lliures en soluci6 aguosa. Els resultats
obtinguts per al’ester i I’amida, mostrats a la Taula 17, indiquen gue I’amida presenta

unasolubilitat en aiguamajor que |’ ester, per 3.8 kcal/mol, com s esperava.

amida ester D(amida-ester)
Enonpolar 4.28 4.24 0.04
Eps -18.90 -15.08 -3.82
Esolvatacié -14.62 -10.84 -3.78

Taula 17 Termes energetics (kcal/mol) deguts a la solvatacio (Enonpolar, Ers 1 1@ SUMa
d aquestes: Egivaacis) per ales molécules d'ester i d’amida en solucié aquosa, aixi com

la seva diferencia, D(amida-ester).

L’ energia de complexaciO, DEa ps, per atots els complexos estudiats, Taula 18,
ens mostra que la complexacié amb |’ ester esta afavorida, en tots el's casos, per unes 5-6
kcal/mol. Tant en €l cas de la complexacio de|’amida com de |’ ester, |’ orientacié que es
troba més afavorida és la amunt (mostra una diferéncia d’'energia DEiptaps MES
negativa), resultat que concorda amb el gque s ha observat en la FEP3 de 20 ns, que ha

acabat convergint a aguesta orientacio.
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Ester/b-CyD-dimer

central amunt avall central amunt avall
DEgec -24.01 -24.89 -26.02 -16.06 -29.83 -26.32
DEyaw -31.96 -33.22 -26.56 -34.62 -33.46 -27.55
DEinterna 14.63 11.31 8.07 15.23 5.40 5.75
DEgas -41.34 -46.80 -44.51 -35.45 -57.89 -48.12
DEnonpolar -4.65 -4.50 -4.16 -4.56 -4.50 -4.21
DEpg 38.75 41.64 39.76 27.92 4531 37.53
DEsolvatacio 34.10 37.14 35.60 23.37 40.82 33.33
DEps+eiec 14.74 16.75 13.74 11.86 15.48 11.21
AEiotal pB -71.25 -9.66 -8.91 -12.09 -17.08 -14.79
Std. Dev. 2.72 2.55 2.65 2.88 2.69 2.65

Taula 18 Energia de complexacid (Ewtaps, €n kcal/mol) obtinguda de I'andlisi

MM/PBSA per ales tres orientacions (central, amunt i avall) dels complexos amida/b-

CyD-dimer i ester/b-CyD-dimer. L’ energia de complexacio, Eia ps, €S desglossa en els

seus components (també en kcal/mol): electrostatic (Egec), Van der Waals (Eyqw), interna

(Einterna), 98s (Egas €S la suma dels tres termes anteriors), solvatacio no-polar (Enonpolar),

solvatacio polar (Epg), solvatacio (Esovaacic €S 1a suma dels dos termes anteriors), i la

suma dels termes de solvatacio polar i electrostatic (Epg+aec)-

A laTaula19 es mostrala diferéncia energética, DDEa ps, €Ntre la complexacio

de I'ester i de I’amida en cada orientacig, i la contribuci6 dels diferents termes que la

conformen.
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central amunt avall mitjana
DDEgec -7.95 4.94 0.30 -0.90
DDE,aw 2.66 0.24 0.99 1.30
DDE;nternal -0.60 5.91 2.32 2.55
DDEgas -5.89 11.09 3.61 2.94
DDEnonpolar -0.10 -0.00 0.05 -0.02
DDEps 10.82 -3.67 2.23 3.13
DDEgivatacio 10.73 -3.67 2.27 311
DDEpg+aec 2.88 127 2.52 2.22
DDE ot p8 4.84 7.42 5.88 6.05

Taula 19 Diferéncies en I’energia de complexacié (kcal/mol) entre els complexos
amida/b-CyD-dimer i ester/b-CyD-dimer en les tres orientacions considerades (central,

amunt i avall), aixi com la seva mitjana.

Els termes obtinguts per MM/PBSA es poden relacionar amb I’ andlisi d’ enllagos
d hidrogen presentat en |’ apartat de dinamica molecular. Analitzant les diferéncies per
orientacions tenim:

- L’orientacié central afavoreix la complexacio de I’ ester per 4.8 kcal/mol. El

terme electrostatic afavoreix al’amida (ja que aquesta presenta meés enllagos
d hidrogen amb el host, com hem vist anteriorment) pero e terme de
solvatacié polar, Epg, afavoreix la complexacié de I'ester (ja que aguest
presenta més enllagos d hidrogen host-aigua) compensant el terme anterior.
La complexacio de I’ ester també es troba afavorida per les interaccions de
van der Waals.

- L’ orientacio amunt afavoreix la complexacio de I’ ester per 7.4 kcal/mol. Els

termes d'energia electrostatica i interna afavoreixen la complexacié de

I’ester. EI complex amb I’amida té més enllagos d' hidrogen guest-host pero
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menys host-host, resultant en una energia electrostatica més desfavorable
que ladel complex amb I’ ester. ElI dimer de ciclodextrina es troba tensionat
intentant interactuar amb I’ amida (presenta més interaccions que amb I’ ester)
produint aixi una pitjor energiainterna. En el complex de |’ ester, el dimer no
es troba tan tensionat (menys interaccions guest-host) i té més interaccions
host-host (millor energia electrostatica). El terme de solvatacié polar, en
canvi, afavoreix la complexacié de I'amida ja que aguesta presenta més
interaccions host-aigua, perd no arriba a contrarestar els termes que
afavoreixen al’ ester.

L’ orientacio avall afavoreix la complexacié de I’ ester per 5.9 kcal/mol. Els

termes d’energia interna i solvatacié polar afavoreixen la complexacio de
I’ester, perd en menor grau que en les atres orientacions. Com en la
complexacié amunt, el dimer de ciclodextrines es troba deformat en €l cas de
I”amida resultant en una pitjor energia interna. EI complex amb |’ ester i amb
I”amida presenten enllagos d’ hidrogen host-aigua similars, la diferéncia en €l
terme de solvatacié polar prové de la diferéncia de solvatacio entre les

molécules d' ester i d’amida

Els resultats de les dinamiques moleculars mostren complexos estables per a totes

les orientacions considerades, i les energies de complexacié d'aguests, Eaps ala

Taula 18, son prou similars per fer-nos presumir que totes les complexacions estudiades

son possibles. Aixi doncs, totes han de ser tingudes en compte i poden coexistir donant

[loc aun patré de comportament promitjat, que és el que es presenta ala Gltima columna

de la Taula 19. Amb aguesta mitjana, obtenim una preferéencia per la complexacio de

I’ ester de 6 kcal/mol a DDEq ps. L’ energia electrostatica afavoreix ala complexacio de
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I"amida ja que aquesta presenta, en suma, més interaccions guest-host. La complexacio
de I’ester es veu afavorida per I’ energia de van der Waals, per I’ energia interna (en el
cas de |'ester, € host no es troba deformat per interactuar amb el guest) i per la
solvatacio polar (degut a que la molécula d amida és més soluble que la d’ ester, com es
mostraalaTaula 17).

La idea de partida d’' aquest treball era “L’amida és més soluble que I’ ester, pero
només agquest fet no pot explicar la millor complexacié de I'ester”. En aguest punt
podem concloure que la complexacié de I'ester es troba afavorida per la millor
solubilitat de I’amida (3.1 kcal/mol en el terme de solvatacio polar del complex mitjana
Taula 19) i també per una millor energia interna en el complex de I’ ester (2.5 kcal/mol
en e terme d’ energia interna). El terme electrostatic desafavoreix la complexacié de
I’ ester perd es veu compensat pel terme de van der Waals que I’ afavoreix. El paper de
I’ energia interna també |I” hem pogut observar en la metodologia FEP (el terme BADH
de I’ dltima columna de la Taula 16 és e que més afavoreix |la complexacio de I’ ester),

fet que fa més plausible aquesta hipotesi.

Tots els resultats presentats en la metodologia MM/PBSA no contenen el
component entropic. Per tal d'estimar e seu efecte, aguest sha calculat per a la
complexacio en I’ orientacio central de I’ester i I’amida, els resultats es mostren a la

Taula 20.
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Complex Diferéncia
amida Complex ester (amida —ester)
DEota,pa -7.25 -12.09 4.84
-TDS 21.27 20.09 1.18
DGiota 14.02 8.00 6.02

Taula 20 Energia de complexacio (DEwia ps €n kcal/moal), contribucio entropica (-TDS
en kcal/mol), i energia lliure (DG, |a Suma dels termes anteriors) per als complexos
amida/b-CyD-dimer i ester/b-CyD-dimer en I’ orientacio central. Latercera columnaens

mostrala diferencia dels termes en cada complex.

L’ efecte entropic afavoreix la complexacié de I'ester 1.18 kcal/mol. Aixd ho
podem relacionar amb €l fet que I’ ester dins el complex es pot moure més |liurement
que I'amida, ja que aguesta forma interaccions més fortes guest-host que la fixen. Es
important tenir en compte que |’ entropia s ha calculat per a les estructures del complex,
del guest i del host, tot eliminant les molecules d' aigua. Per tant, el desordre de les
molécules d’aigua no esta considerat, i aquest sera diferent en els complexos de I’ ester o
de I’'amida. Degut a que |’entropia es calcula de manera molt aproximada i té una
contribuci6 petita en la diferencia de complexaci6 (tan sols 1 kcal/mol), aquest terme

nomeés s ha calculat per alacomplexacié en I’ orientacié central.
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8.5 DISCUSSIO DELS RESULTATS

La diferéncia energética de 4.9 kcal/mol, observada experimentalment, en la
complexacio de I'ester i I’amida amb e dimer de b-CyD (afavorint la complexacio de
I ester) ve donada per dos efectes:

- per lamillor solvatacio de I’amida en aigua. Al ser |’ ester menys soluble té

meés tendéncia a formar el complex, aguest fet explica unes 3 kcal/mol
afavorint lacomplexacio del’ ester.

- Unaenergiainterna desfavorable en el complex de I’amida, degut a les seves

millors interaccions electrostatiques guest-host que fan que el complex es
trobi tensionat. D’ aguesta manera, la millora que s aconsegueix en |’ energia
electrostatica es troba superada per I’empitjorament de I’ energia interna.
Aquest efecte explica unes 2.5 kcal/mol que afavoreixen la complexacio de
I” ester.

Tres metodes han estat utilitzats per tal de demostrar aquestes interaccions. Les
simulacions de dinamica molecular ens mostren les estructures dels complexosi la seva
evolucio, aixi com els enllagos d hidrogen presents. Les pertorbacions d’ energia lliure,
FEP, ens mostren la diferéncia energetica de solvatacio i de complexacio entre I ester i
I’amida. L’analiss MM/PBSA ens permet comparar totes els complexos obtenint les
energies de complexacio, i observar la contribuci6 dels diferents termes energetics.

La metodologia FEP requereix molt temps CPU i s han de realitzar simulacions
prou llargues com per a reproduir tots el moviments moleculars (molecules d’ aigua en
el complex, orientacions i conformacions diferents). D’atra banda, la metodologia

MM/PBSA ens déna bons resultats qualitatius, tot i ser un métode molt aproximatiu, en
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un temps de calcul molt inferior. Tots tres metodes utilitzats ens porten a les mateixes
conclusions i es suporten mutuament, reafirmant aixi la bondat de les explicacions

donades per alamillor complexacio de I’ ester.

També és important ressaltar que I’ estudi inicial ja s havia donat per conclos i
havia estat publicat, perd com que totes les metodol ogies ens haurien de donar el mateix
resultat es va decidir realitzar pertorbacions d’ energia lliure més llargues, ja que aquest
era e métode que ens donava uns valors més incoherents amb els experimentals. A
partir d aquests nous calculs vam descobrir com altres orientacions del complex també
havien de ser tingudes en compte, per tant vam refer tots els calculs per aquestes
orientacions i vam arribar a unes conclusions més acurades i fiables; ara tots els
métodes ens donaven el mateix resultat. Aquest estudi és un exemple de com un
problema relativament senzill es pot convertir en un malson quan hi volem aprofundir, i
també una adverténcia als investigadors per a qué tinguem sempre present que els
resultats dels calculs inclouen una serie d aproximacions i limitacions que poden

esdevenir crucials en un problema determinat.
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“and now, for something completely different”
Monty Python’s

9 EFECTE QUELAT EN DIMERS DE B-CICLODEXTRINA:

COMPLEXACIO AMB BISADAMANTIL-FOSFAT.

9.1 INTRODUCCIO AL PROBLEMA

En aguest capitol estudiarem la complexacié de la molecula de bisadamantil-
fosfat (en forma neutra i anionica) amb una b-ciclodextrina, amb dues i amb un dimer
de ciclodextrines unides per un pont disulfur (el mateix dimer que en el capitol de
reconeixement molecular), Figura 34. A més de determinar quina és la geometria dels
complexos formatsi les causes de la complexacio, també s estudiara |’ efecte quelat, és a
dir, ladiferéncia de complexacio de la molécula amb dues ciclodextrines 0 amb el dimer

2BCDS (aguest seria el quelat).

Dot A @
ey

Figura 34 Moléecula de bisadamantil-P en forma neutra (ADA) i anionica (ADN), b-

ciclodextrina (BCD) i dimer de b-ciclodextrinaamb pont S-S (2BCDS).
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S anomena efecte quelat a la diferencia de complexacié d’ una molecula guest
amb un host que esta compost de diverses unitats. A la Figura 35 es representa
esguematicament aquest efecte. La molécula guest (rectangle) es complexa amb dues
unitats de la molecula cercle (host), les quals primer s han d orientar de la forma adient
(i trobar-se totes tres molécules) per tal de formar el complex. En canvi, si s utilitza com
a host una molécula pre-ordenada (en aquest cas els dos cercles units), anomenada
quelat, en resulta un complex molt similar perd la complexacio és més favorable que en
el primer cas ja que les molécules no necessiten reordenar-se. Per tant, |’ efecte quelat
ddéna una complexacié més favorable degut a una millor entropia (no requereix tanta

ordenacio de les molécules com en € primer cas) de complexacio.

OOD—»%

S0

Figura 35 Representacio esquematica de |’ efecte quelat.

L’ efecte quelat és classicament explicat pel terme entropic™, perd en un estudi
experimental ®, examinant |a termodinamica de complexacio, s ha observat que I efecte
guelat es deu a una millora en I’ entalpia de complexacié que supera el canvi entropic
desfavorable. Aquest és el cas de la complexacié estudiada en aguest capitol. Els
resultats experimentals de complexacio, Taula 21, mostren que la constant de
complexacié amb la primera molecula de ciclodextrina (ADA/BCD) és 50 vegades

major que la complexacié amb la segona unitat de ciclodextrina (ADA/2BCD(sec)), i es

8 Orgel, L.E. An Introduction to Transition-Metal Chemistry: Ligand-Field Theory; John Wiley & Sons:

New York , 1960; p 15.

8 Zhang, B.; Breslow, R. J. Am. Chem. Soc., 1993, 115, 9353.
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suposa que la complexacié amb la primera CyD interfereix geométricament a
I” aproximacié de la segona unitat. Fixant-nos en I’ efecte quelat observem que, I’ entalpia
de complexacié del guest amb 2BCDS (-16.15 kcal/mol) és 4 kcal/mol més favorable
gue |’ entalpia de complexacié amb dues ciclodextrines (-10.84 kcal/moal), és a dir que
I’efecte quelat és degut a una millora entdpica. En canvi, I’entropia mostra un
comportament contrari; és meés desfavorable pel quelat 2BCDS que pel dimer 2BCD, i
finalment resulta en una energia lliure de complexacié del dimer (-12.27 kcal/mol) més
favorable que amb e quelat (-9.89 kcal/mol). Per tant, és un comportament de |’ efecte
quelat completament alainversa del classic, explicat anteriorment. Aixo es pot explicar
per |’ efecte de la solvatacio; I’ energia lliure de complexacié es pot millorar amb una
millor solvatacié del complex (que comporta una millor entalpia a costa d’una pitjor
entropia), i sembla ser que en aquest cas els canvis de solvatacié son els que dominen la

termodinamica.

. DG’ DHC TDS?
Complex Kt (M™)
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
ADA/2BCDS 1.8*10° -9.89 -16.15 -6.26
ADA/BCD 2.3*10° -7.30 -7.00 0.30
ADA/2BCD (sec)| 4.4*10° -4.97 -3.84 1.13
ADA/2BCD (tot) -12.27 -10.84 1.43

Taula 21 Resultats experimentals obtinguts per la complexacié de la molecula de
bisadamantil-fosfat amb e dimer unit pel pont S-S (ADA/2BCDS), amb una b-
ciclodextrina (ADA/BCD), complexacié amb la segona b- ciclodextrina (ADA/2BCD

(sec)) i & valor de complexacio total amb les dues ciclodextrines (ADA/2BCD (tot)).
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Per tal d'explicar aquests efectes shan reditzat els calculs presentats
seguidament. Els detalls computacionals es detalen a I'apéndix, perd hi ha detalls i
aproximacions previes que és important tenir presents ja mateix:

- Tots e calculs shan reditzaa amb dues formes de la molecula guest, €
bisadamantil-fosfat, la forma neutra i la forma anionica (anomenades ADA i ADN
respectivament). Laforma correcta és |’ anionica, degut al’ acidesa del grup fosfat en
soluci6 aguosa. No hem utilitzat cap contraio en €ls calculs de la forma anionica, ja
gue considerem que €l proté estara preferiblement interaccionant amb les molécules
d aiguade la solucio enlloc de situar-se proxim al complex.

- Elsresultats MM/PBSA de les energies de complexacié son utilitzats només com a
valors gualitatius, proporcionant-nos una indicacié de les contribucions més
importants i les diferéncies en les complexacions. L’energia de complexacio dels
complexos estudiats, Taula 22, és en molts casos positiva (és a dir que la
complexacié no es produiria) o amb valors molt petits, si utilitzem I’ energia del host
(ciclodextrines) calculada de trgjectories independents. Recordem que en
MM/PBSA I'energia de complexacio ve donada per la diferencia COMPLEX —
GUEST — HOST. Les energies de complexacié positives indicarien que els
complexos no son estables pero s observa com en les dinamiques moleculars els
complexos es mantenen formats al llarg de les simulacions, amb diverses
interaccions gque els estabilitzen. El problema prové de calcular |’energia amb el
métode MM/PBSA, aquest presenta una divisié molt extrema entre energia en fase
gas i energia de solvatacio: ambdues acostumen a ser del mateix ordre , i a sumar-
les s obtenen valors petits que tant poden resultar en una energia de complexacio

positiva com negativa. Per tant, enlloc de fixar-nos en el valor absolut de |’ energia
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de complexacié (que com hem dit pot ser positiu 0 negatiu), €l que ensimportaésla
contribucié6 de cada terme i les diferencies energetiques entre diferents
complexacions, les quals ens indiquen quines complexacions sdn més favorables.
Per tal que les energies de complexacio positives no ens despistin, s ha optat per
adaptar els valors del host, adaptats en tots els complexos per igual, de manera que
el valor absolut per a cada complexacio esdevé negatiu (complexacio favorable), i
els valors son visiblement més facils de comparar amb els experimentals. D’ aguesta
manera |’Unic que varia és €l valor absolut per a cada complexacié, perd les
diferéncies energetiques entre els complexos (que és & gue ens interessa) son les

mateixes que sense |’ adaptaci o.
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Complexacio del guest amb una ciclodextrina

ADNB1 ADNB2 ADNB3

ADAB1 ADAB2Z2 ADAB3

DEe€l ectrostat -35.28
DEvdW -22.18
DEinternal 15.27
DEgas -42.20
DE(nonpolar) -3.56
DE(PB) 42.72
DE(solvatacio) 39.17
DE(PB+elect) 7.44
DE(total,PB) -3.03

-9.99
-24.35
17.43
-16.91
-3.31
19.63
16.33
9.64
-0.58

-0.81
-22.84
14.43
-18.22
-3.33
21.50
18.17
11.69
-0.04

-11.74
-19.94
11.60
-20.08
-3.12
21.62
18.50
9.87
-1.58

-22.82
-23.93
15.78
-30.98
-3.59
32.06
28.47
9.24
-2.51

-15.69
-19.66
17.56
-17.79
-3.23
27.90
24.67
12.20
6.87

Complexacio del guest amb dues ciclodextrines, i amb el dimer unit per S-S
ADA2BH ADA2BT ADA2BX

ADN2BH ADN2BT ADN2BX

ADN2BS ADAZ2BS

DEelectrostat
DEvdwW
DEinternal
DEgas
DE(nonpolar)
DE(PB)
DE(solvatacio)
DE(PB+€lect)
DE(total,PB)

-125.85
-58.82
38.91
-145.76
-8.37
151.07
142.70
25.22
-3.06

-19.84
-55.28
38.98
-36.14
-7.13
46.63
39.50
26.79
3.36

-41.85
-50.85
30.91
-61.80
-1.27
68.56
61.29
26.70
-0.51

-80.24
-61.23
36.97
-104.50
-8.27
117.97
109.70
37.73
5.20

-38.66
-57.18
37.27
-58.57
-7.53
66.53
59.00
27.87
0.43

-34.53
-43.73
16.24
-62.02
-6.66
59.77
53.11
25.24
-8.91

-24.08
-47.44
1524
-56.29
-4.77
49.42
44.65
25.34
-11.64

-21.39
-46.27
18.57
-49.09
-4.73
41.69
36.96
20.30
-12.13

Taula 22 Resultats de MM/PBSA, en kcal/mol, obtinguts per la complexacié de la

molécula de bisadamantil-fosfat (anionica ADN, i neutral ADA) amb una b-

ciclodextrina en tres orientacions inicials (taula de sobre). A la taula de sota, €ls

resultats obtinguts en la complexacié amb dues ciclodextrines (considerant tres

orientacions; cap-cap (2BH), cua-cua (2BT) i cap-cua (2BX)) i amb € dimer unit per

pont disulfur (2BS). Tots els resultats provenen de la diferencia utilitzant trajectories

independents per a cada molécula.
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BCD BCD BCD 2BCDS 2BCD 2BCDS

indep complex usada indep complex usada
Eelectrostat 205.10 200.89 204.05 385.37 386.27 385.59
Evdw 11.83 19.78  13.82 861 1920 11.26
Einternal 207.65 223.89 21171 437.19 452.32 440.97
Egas 42459 44456 429.58 83117 857.80 837.83
E(nonpolar) 6.88 7.43 7.02 1085 11.35  10.97
E(PB) -149.97 -153.17 -150.77 -269.48 -276.83 -271.32
E(solvatacio) -143.09 -145.74 -143.75 -258.63 -265.48 -260.34
E(PB+elect) 55.13 47.72 53.28 115.89 10944 114.28
E(total,PB) 281.50 298.83 285.83 57254 59232 577.48

Taula 23 Energia MM/PBSA, en kcal/mol, de la b-ciclodextrina utilitzant una
trajectoria independent (BCD indep) i utilitzant el promig de I’ energia que té en tots els
complexos 1:1 (BCD complex). Els valors utilitzats en tots els calculs segients, BCD
usada, provenen d escalar 0.75 de BCD indep i 0.25 de BCD complex. Per a dimer unit
pel pont disulfur (2BCDS) s ha redlitzat la mateixa aproximacié 0.75 — 0.25 per a

obtenir €l valor usat en tots el's calculs segients.

A la Taula 23 es pot observar € canvi realitzat en |’energia del host. Per a cada
host tenim dues energies diferents, la que prové de dinamiques independents i la que
proveé de I’ energia que té en els complexos. Com observem, I’ energia s estabilitza molt
a reditzar dinamiques independents i d’ aguesta manera |’energia de complexacio
resulta menys favorable, i en alguns casos positiva. Com a energia del host hauriem
d utilitzar 1a que prové de trajectories independents, perd aguesta és molt estable i
resulta en energies de complexacio desfavorables, positives. Per tant, s'ha aplicat un
factor d'escalatge; com a energia del host emprarem el resultat d utilitzar 0.75 de
I’energia de la dinamica independent i 0.25 de I’energia que té en els complexos.
D’ aquesta manera I’ energia del host no esdevé tan estable i les complexacions adopten

uns valors similars als experimentals. Aquest escalatge s ha aplicat en tots els hosts (b-
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ciclodextrina i e dimer unit pel pont disulfur) i I’energia de resultant és la que s ha

utilitzat en tots el's calculs d’ energia de complexacié seglients.

9.2 ESPECIES ISOLADES EN SOLUCIO

Les simulacions de dinamica molecular en solucié aguosa del guest, en forma neutra i
anionica, mostren que la molécula es plega, Figura 36, per tal d’ esdevenir més soluble.
Els grups adamantil, poc polars, es situen propers per tal de no interaccionar tant amb
I’aigua, en canvi € grup fosfat (molt més polar) queda exposat al solvent per formar

enllacos d’ hidrogen amb |” aigua.

Figura 36 Conformaci6 plegada de la molécula de bisadamantil-fosfat en solucio

aquosa. En formaneutrai anionica

Les simulacions de dinamica molecular realitzades sobre la b-ciclodextrina i e
dimer unit per pont disulfur mostren una diferencia clara: e dimer 2BCDS es troba
bastant tensionat degut a que I'enllag S-S forca a les dues ciclodextrines a situar-se
properes, en canvi, la BCD es troba prou lliure en solucio, com s observa en les

estructures promig que es mostren ala Figura 37. Aquest fet ja ens permet estipular que
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la 2BCDS tindra més tendéencia a formar el complex (ja té la forma adient) que no dues

unitats de ciclodextrina (que s haurien de trobar i desolvatar-se).

Figura 37 Estructura promig de lasimulacié de DM per alab-ciclodextrina (BCD, a

sobre) i el dimer unit per pont disulfur (2BCDS, a sota) en dues orientacions diferents.

El 2BCDS es manté amb les ciclodextrines molt properes durant tota la simulacio,
perd agquestes podrien adoptar altres conformacions. Per tal de cobrir tot |'espai
conformacional, hem avaluat també la possibilitat que € host 2BCDS es trobi en una
conformaci6 meés extesa, amb les ciclodextrines separades. L’estructura promig
obtinguda és la Ultima de la Figura 37, i la seva energia calculada per MM/PBSA és

similar al’ obtinguda per al’ atra orientacio: presenta millor energia de solvatacioé polar
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(els hidroxils més lliures per interaccionar amb I’aigua) i millor energia interna (menys
tensionada) perd aquestes millores es veuen compensades per la pitjor energia
electrostatica (menys interaccions entre els hidroxils de les dues unitats de
ciclodextrina) i la pitjor energia de van der Waals (les ciclodextrines menys properes).
Aixi doncs, I'energia resultant del host en qualsevol de les dues orientacions és
equivalent i no canvia els resultats energetics presentats en aquest treball. Els calculs
que segueixen s han realitzat considerant com a estat lliure del host I’ orientacié que

manté | es ciclodextrines juntes.

9.3 COMPLEXOS 1:1

La complexacié del guest amb una ciclodextrina s ha estudiat en tres orientacions
inicials per tal de cobrir totes les possibilitats, aguestes orientacions es mostren a la
Figura 38. Els complexos resultants es mostren a la Figura 39 en les seves estructures
promig al llarg de les dinamiques.

Sha redlitzat també un anaisi dels enllagos d hidrogen presents en cada
complexacio, presentat al final del capitol (pagina 139) a la Taula 27, ja que engloba
totes les complexacions estudiades. Es recomanable consultar-la cada volta que es

mencionin els enllagos d' hidrogen dels complexos a llarg del capitol.
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O

Bl B2 B3

Figura 38 Lestres orientacions considerades per ala complexacié de bisadamantil-P
amb una ciclodextrina. Els complexos s'anomenen amb el prefix ADA o ADN per la
formaneutra o anionicadel guest i amb €l prefix B1, B2 0 B3 queindical’ orientaci

inicial del complex.

L’ energia de complexacio s ha calculat pel metode MM/PBSA, Taula 26. Si ens
fixem amb |’ energia total, DE(total,PB), observem que en la complexacié amb €l guest
anionic ADN es prefereix I’ orientacio B1 (-7.37 kcal/moal), i amb € guest neutre la B2
(-6.84 kca/mol). Ara bé s ens fixem amb [I'estructura promig d aquestes
complexacions preferents, enquadrades a la Figura 39, observem com totes dues
(anionicai neutra) presenten una geometriasimilar: el guest es troba plegat amb un grup
adamantil inclos ala cavitat de la ciclodextring, €ls oxigens del fosfat interaccionen amb
el hidroxils secundaris de la CyD, i I’atre grup adamantil es troba situat fora de la
cavitat. Totes les complexacions 1:1 estudiades es troben estabilitzades per interaccions
electrostatiques, DEelectrostat, i de van der Waals, DEvdW. Les complexacions
preferents, ADNB1 i ADABZ2, presenten una interaccio electrostatica molt millor (més
enllacos d’ hidrogen guest-host) que supera € terme de solvatacié més desfavorable (a

haver més enllagos d” hidrogen guest-host hi ha menys complex-aigua).
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guest anionic (ADN) neutre (ADA)
orientacio Bl B2 B3 Bl B2 B3
DEelectrostat -34.23 -8.94 -8.76) -10.69 -21.77 -14.64
DEvdW -24.17  -26.34  -2483] -21.92 -25.92 -21.65
DEinternal 11.21 13.37 10.37 7.54 11.72 13.50
DEgas -4719 -21.90 -23.21] -2508 -3598 -22.79
DE(nonpolar) -3.69 -3.44 -3.46 -3.26 -3.73 -3.37
DE(PB) 43.52 20.43 2230 2242  32.86 28.70
DE(solvatacio) 39.83 16.99 18.84) 1916  29.13 25.33
DE(PB+€lect) 9.29 11.49 1354 11.73 11.09 14.06
DE(total ,PB) 737  -491  -438 592 -6.84 2.54

Taula 26 Resultats energetics (kcal/mol) obtinguts pels complexos 1:1 emprant la

metodologia MM/PBSA.

Figura 39 Estructures promig obtingudes en la dinamica molecular dels complexos 1:1:

ADNB1, ADNB2 i ADNB3 per alaforma anionica (les tres figures de sobre), ADABL,

ADAB2i ADAB3 per alaforma neutra (les tres figures de sota).
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9.4 COMPLEXOS 2:1

La complexacio del guest amb dues ciclodextrines s'ha estudiat en les tres

possibilitats diferents esquematitzades a la Figura 41.

[ON \Q/ LON
O

\
O/ /O

2BH 2BT 2BX

Figura 41 Les tres orientacions inicials considerades per als complexos 2:1. Orientacio
de les ciclodextrines cap-cap (2BH), orientacié cua-cua (2BT) i orientacié cap-cua
(BX). Els complexos s'anomenen amb e prefix ADA o ADN (pel guest neutre o
anionic) i e sufix 2BH, 2BT o 2BX que indica |’ orientacio inicial de les ciclodextrines

en el complex.

Al redlitzar les simulacions de dinamica molecular s obtenen les estructures
promig de la Figura 42. Observem que en totes les complexacions la molécula de
bisadamantil-fosfat (tant en forma neutra com anionica) es troba desplegada per tal de
formar e complex i poder interaccionar amb totes dues ciclodextrines. Totes les
complexacions es mantenen estables llevat de les que tenen les ciclodextrines en
orientacié cap-cua (ADNB2X i ADAB2X), en aquesta orientacio les ciclodextrines no
interaccionen prou bé i s'alunyen una de I’ altra, d’ aguesta manera e que obtenim és la

complexacié del guest amb una sola ciclodextrina mentre |’altra s alunya, per tant,
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aquesta complexacio es descarta com a complex 2:1, tot i que els valors energétics

també es presenten ales taules.

ADA

2BX

Figura 42 Estructures promig obtingudes en la dinamica molecular dels complexos 2:1;
ADNZ2BH, ADN2BT i ADN2BX per a la forma anionica (les tres figures de sobre);

ADA2BH, ADA2BT i ADA2BX per alaforma neutra (les tres de sota).

L’ energia de complexacio de la segona ciclodextrina es presenta ala Taula 27, i
és calculada com I’ energia del complex 2:1 menys|’ energiad’ unaciclodextrinai menys
I’energia del complex 1:1 (ADNB1 en el cas del guest anionici ADAB2 en el neutre, ja
gue aguests son els complexos 1:1 més estables). Si ens fixem amb |’energia de

complexacié gas (sense tenir en compte el solvent), DEgas, observem que |’ orientacié
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preferida és la cap-cap degut ales millors interaccions de van der Waals (el complex és
més compacte) i electrostatiques (els 14 hidroxils secundaris de cada ciclodextrina es
troben enfrontats, i els oxigens del fosfat també hi poden interaccionar). Pero a afegir la
solvatacio aquesta orientacio es veu desafavorida per la mateixa rao: els hidroxils no
interaccionen tant amb I’ aigua ja que es troben enfrontats i interaccionant fortament per
estabilitzar el complex. En el cas de tenir el guest neutre, aguests dos termes oposats,
Egas i E(PB), resulten en que € complex més estable és e que té les ciclodextrines
orientades cua-cua (ADA2BT), ja que en €l cap-cap (ADAB2H) la pitjor solvatacio
sobrepassa |’ estabilitzacio electrostatica. En canvi, amb el guest anionic la complexacio
preferent és la cap-cap (ADNB2H) ja que la pitjor solvatacié es veu sobrepassada per
les interaccions electrostatiques estabilitzants: el oxigens del grup fosfat tenen més
densitat de carrega negativa i per tant les seves interaccions electrostati ques guest-host

son més fortes que en e cas de la molecula neutra.

guest anionic (ADN) neutre (ADA)
orientacio 2BH 2BT 2BX 2BH 2BT 2BX
DEelectrostat -89.51 16.50 -552 -56.36 -14.78 -10.65
DEvdW -38.63 -35.08 -30.66] -39.29 -3523 -21.79
DEinternal 19.58 19.66 11.58 17.14 17.43 -3.59
DEgas -108.56 1.07 -2459 -7851 -3258 -36.03
DE(nonpolar) -4.95 -3.71 -3.85 -4.81 -4.07 -3.21
DE(PB) 109.14 4.70 26.63 86.71 35.27 28.51
DE(solvataci6) 104.20 0.99 22.78 81.89 31.19 25.30
DE(PB+e€lect) 19.63 21.20 21.12 30.35 20.49 17.86
DE(total,PB) -4.36 2.06 -1.81 3.38 -1.39 -10.73

Taula 27 Resultats energétics (kcal/mol) obtinguts per la complexacié amb la segona

mol ecula de b-ciclodextrina, emprant |la metodologia MM/PBSA.
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Considerant que la molecula guest es troba en forma anionica en solucio, la
complexacié 2:1 es reditzara en |'orientacié cap-cap ADNB2H (que també és més
estable que la complexacié amb el guest neutre). Comparant-la amb la complexacié de
la primera molécula de ciclodextrina observem que: |’ energia de complexacio amb la
segona molecula (-4.36 kcal/mol) és menys favorable que la complexacio amb la
primera (-7.37 kcal/mol). Tot i gque la segona complexacié presenta interaccions
electrostatiques i de van der Waals més estabilitzants que la complexacié amb la
primera molecula, |‘energia de solvatacié és molt desestabilitzant i fa que la segona
complexacio sigui menys favorable.

Aixi doncs, no és que la complexacié amb la primera molécula de CyD
interfereixi geométricament a |I’acostament de la segona (com suposen a |’article

experimental), sind que és la pérdua de solvatacié del complex resultant que fa la

segona complexacio menys favorable. En la complexacié amb la primera CyD hi havia
una solvatacio desfavorable (43.52 kcal/mol) perd en la complexacio amb la segona és
molt més desfavorable (109.14 kcal/mol) degut a que la segona ciclodextrina passa
d’interaccionar amb |’ aigua a interaccionar fortament amb I’ atra ciclodextrina ocupant
aixi els seus grups hidroxil i €ls de |’ altra ciclodextrina, €ls quals no poden interaccionar

tant amb I’ aigua.
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9.5 ESTUDI DEL QUELAT

Per estudiar I'efecte quelat s'ha tingut en compte només una orientacio de
complexacié del guest (neutre i anionic) amb e dimer de ciclodextrines unit pel pont
disulfur, Figura 43. Les estructures promig obtingudes a llarg de la dinamica es
presenten a la Figura 44; el complex es manté format a Ilarg de la simulacié amb la
molécula guest desplegada i les dues unitats de ciclodextrina enfrontades interaccionant

entre si.

Figura 43 Orientacio inicial per ala complexacio amb el dimer unit per pont disulfur.

ADAB2Si ADNB2S amb €l guest neutre i anionic respectivament.
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Figura 44 Conformacio promig obtinguda de la dinamica molecular del complex amb
el dimer de ciclodextrines unit pel pont disulfur: ADN2BS (forma anionica, esquerra) i

ADAZ2BS (forma neutra, dreta).

Anionic (ADN) Neutre (ADA) QUELAT
orientacio 2BH 2BT 2BX 2BH 2BT 2BX | ADN2BS ADA2BS

DEelectrostat | -123.75 -17.74 -39.75| -78.13 -36.55 -32.42 -2431 -21.61

DEvdwW -62.80 -59.25 -54.83] -6521 -61.15 -47.70| -50.09 -48.91
DEinternal 30.79 3086 22.79] 2885 2915 812 11.45 14.78
DEgas -155.75 -46.13 -71.79|-114.49 -68.55 -72.01] -62.95 -55.75
DE(nonpolar) -864 -741 -754 -854 -780 -6.94 -4.90 -4.85
DE(PB) 152.67 48.23 70.16| 1195/ 68.13 61.37 51.26 43.52

DE(solvatacid) | 144.02 40.82 62.61| 111.03 60.33 54.43  46.36 38.67
DE(PB-+elect) 28.92 3049 3041 4144 3158 2895 26.95 21.91
DE(total,PB) -11.73 -530 -9.17] -346 -823 -1757| -16.59 -17.08

Taula 28 Resultats energetics (kcal/mol) obtinguts per la complexacié amb dues

ciclodextrinesi amb el dimer unit pel pont disulfur, amb la metodologia MM/PBSA.

Per tal de comparar la complexacié del guest amb dues ciclodextrines i amb el
dimer unit per pont disulfur s'ha calculat I’ energia de complexacié com a [Complex —
guest — 2BCDS] pel dimer unit i com a [Complex — guest — 2*BCD] pels complexos

amb dues unitats de ciclodextring, resultant els valors presentats a la Taula 28. Fixant-
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nos en les complexacions amb €l guest anionic (ADN) observem que la complexacio
amb € quelat 2BCDS és meés favorable (DE(total,PB)= -16.59 kcal/mol) que la
complexacié amb dues ciclodextrines (-11.73 kcal/mol en e complex més estable
ADNZ2BH), en concordanca amb els resultats experimentals (amb I'entalpia de
complexacié, Taula 21). L'orientacié de les dues ciclodextrines en 2BCDS és
comparable a |’ orientacié cua-cua (tenen els hidroxils primaris enfrontats) i aixi, també
son comparables els complexos corresponents (ADN2BS i ADN2BT): ambdds
presenten similar energia electrostética, de van der Waals i de solvataci6, la diferéncia
es troba en que en ADN2BS I’ energia interna és menys desfavorable que en qualsevol
de les complexacions amb dues ciclodextrines, i aquest terme és e que finalment ens
porta a una complexacié del quelat més favorable. La molecula quelat 2BCDS té les
dues ciclodextrines enllagades i a estar tan proximes es troben tensionades (com ja hem
comentat). La complexaci6 no modifica gaire aguesta tensié; en canvi, en les
complexacions amb dues ciclodextrines, aquestes s han d’ acostar per tal de formar €l
complex i aixi a complexar-se es troben més tensionades que quan estan en solucio
separades. Aguesta és la causa de la seva pitjor energia interna que fa la complexacié

del quelat més favorable.
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Molécula | CDint CDh-w CD-hw Adah-CD Ada-hCD Adah-w  Ada-hw Totd
neutra

ADAB1 11750 25946 51126 222 1084 126.6 5844 | 9795.8
ADAB2 1308.0 2401.6 4792.6 4.0 246.2 152.2  400.0 | 9304.6
ADAB3 1279.3 2500.0 51373 343 131.4 935 140.8 | 9316.6
ADAB2H | 4132.0 3616.4 7880.4 1804  454.6 0.2 62.8 |16326.8
ADAB2T | 2040.6 50714 9597.2 120.6 33.6 32.2 204.8 | 18000.4
ADAB2X | 26104 5055.4 10033.8 10.8 1228 106.8  159.6 | 18099.6
ADAB2S | 2776.6 4741.8 9590.0 244 195.4 84.9 38.6 | 17456.2

ADA 143.9 737.9 881.8
anionica

ADNB1 1272.6 23452 5277.0 298.6 872.4 | 10065.8
ADNB2 1225.2 2716.2 5456.4 87.8 901.4 | 10387.0
ADNB3 1189.6 2594.2 5625.8 161.4 765.2 | 10336.2
ADNB2H | 4203.0 3233.0 8478.8 875.0 167.4 | 16957.2
ADNB2T | 2847.8 5109.2 10691.8 234.6 745.4 | 19628.8
ADNB2X | 2000.4 4668.6 10202.0 408.2 645.8 | 18825.0
ADNB2S | 2064.0 4432.6 9974.0 270.2 283.4 | 17924.2
ADN 1286.2 | 1286.2

Taula 27 Enllacos d hidrogen presents en cada complex. Dividits en els interns de la
ciclodextrina (CDint), els protons de la CD amb I'aigua (CDh-w), els oxigens de la CD
amb aigua (CD-hw), €l proto6 del guest amb la CD (Adah-CD, només pel cas del neutre,
ésclar), elsoxigens del guest amb laCD (ada/Adn-hCD), el proto del guest amb I’ aigua
(Adah-w), els oxigens del guest amb I'aigua (ada/Adn-hw) i e total d enllagos

d hidrogen presents.
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9.6 CANVIS ENTROPICS

En I'apartat anterior hem pogut explicar els valors dentapia trobats
experimentalment en aquests complexos. Pero, qué passa amb |’ entropia? Segons €ls
valors experimentals, Taula 21, | entropia en la complexacié del quelat és desfavorable
(unes 6 kcal/moal), en contrast amb |’ entropia de complexacié amb dues ciclodextrines
(1.4 kcal/mol afavorint la complexacio), i aixo fa que I’ energia lliure de complexacio
del quelat sigui menys favorable que la complexacié amb dues ciclodextrines.

L’ entropia s’ ha avaluat amb € modul NMODE del programa AMBER, tal com es
descriu a I’apendix, per a totes les complexacions estudiades, resultant en els valors
presentats a la Taula 30. Totes les complexacions estudiades presenten una entropia
molt desfavorable que provoca que |’energia lliure de complexacié sigui també
desfavorable. S'ha de remarcar que és només una estimacié de I’ entropia, és a dir, son

valors qualitatius.

Complexacions amb la molecula anionica (ADN)

| B1 B2 B3 | 2BH 2BT 2BX | 2BS
E(total ,PB) -7.37 -491 -438 -11.73 -530 -9.17] -16.59
TDS -19.97 -16.73 -17.83] -4266 -36.98 -37.25 -21.19
DG 12.61 1181 1346/ 3093 31.68 2807 4.61

Complexacions amb la molecula neutra (ADA)

| B1 B2 B3 | 2BH 2BT 2BX | 2BS
E(total ,PB) -592 -6.84 254 -346  -823 -1757] -17.08
TDS -1586 -18.94 -17.01] -40.55 -36.05 -34.74 -18.15
DG 9.95 1209 1955 37.09 2782 1717 1.08

Taula 30 Energia lliure (DG, kcal/mol) obtinguda per totes les complexacions

estudiades, incloent la contribucié entropica (TDS, kcal/mol).
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L’entropia de complexaci6 amb dues ciclodextrines és més desfavorable (de
I"ordre de 35-40 kcal/mol) que amb una ciclodextrina (de I’ ordre de 15-20 kcal/mol.
L’entropia de complexaci6 amb dues ciclodextrines és més desfavorable que la
complexaciéo amb e dimer unit pel pont disulfur; totalment al contrari dels resultats
experimental s perd en concordanca amb I’ explicacié classica de I’ efecte quel at.

Es important ressaltar que |’ entropia s ha calculat pels complexos i les molécules
que & formen ELIMINANT les molécules d'aigua, és a dir que I'ordenacié o
desordenacio de les molécules d'aigua durant la complexacié no es té en compte. Per
tant, els resultats reprodueixen I'efecte quelat classic: més favorable gjuntar dues
molecules (quelat) que tres (guest + dues ciclodextrines), pero en e cas estudiat els
canvis de solvatacio son els que dominen la termodinamica i son justament aquests els
que no es tenen en compte en € cacul entropic (i si en e cacul entalpic per
MM/PBSA). Ara per ara és molt dificil i costés calcular els canvis entropics de tot el
sistema (les molecules que formen e complex i les aiglies que I’ envolten poden arribar
a 5000 atoms i s haurien d’avaluar diferents configuracions a llarg de la dinamica
molecular), per tant, nomeés es possible aventurar hipotesis. En aquest cas, I’ entropia
que desafavoreix e quelat en front del dimer pot ser explicada per raons de solvataci6:
en la complexacié amb dues ciclodextrines (ADN2BH) hi ha una gran pérdua de
solvatacio que ens portaria a una entropia més favorable, perd no en € cas de la
complexaci6 del quelat (ADN2BS) on la pérdua de solvatacio és gairebé nul -la.

Podem obtenir una idea més clarai globa dels processos de complexacio estudiats en

I"esquema simplificat, presentat seguidament:
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Complexacié amb la primera ciclodextrina.

Eelec i EvdW favorables, pero solvatacié pitjor. El
grup fosfat de ADN interacciona preferentment amb
els hidroxils secundaris.

BCD
BC ADNB /

L’orientaci6 cap-cap és la preferida.
D AH]—-7 37 keal/mol AHZ—-4 36 kcal/mol

Complexacié amb la segona.

Millor Eelec and EvdW que la primera
ADNB2 complexacio, pero el terme de solvatacio ¢és
molt desfavorable i també 1’energia interna.

Pérdua important de

BHyor=-11.73 kcal/mol

solvatacio ® entropia més
favorable

ooo

2BCDS ADN ADN2BS

Complexacié amb el dimer unit pel pont disulfur.

EvdW i Eelec favorables, pero en grau menor que en la complexacio
2:1. La solvatacio, pero, és molt millor. L’energia és similar a la del 2:1
en orientacid cua-cua, pero té energia interna més favorable (la 2BCDS
al formar el complex no es troba tensionada respecte el seu estat isolat).

AHg=-16.59 kcal/mol %

Pérdua de solvatacid poc important
entropia desfavorable

Figura 44 Esquema dels resultats obtinguts en les complexacions estudiades. Comentaris sobre entalpia en rectangles, i hipotesi sobre entropia

en navols.
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9.7 DISCUSSIO DELS RESULTATS

S'ha estudiat la complexacio del bisadamantil-fosfat amb una o dues unitats de b-
CyD i amb un dimer d’ aquestes unit per un pont disulfur, com a quelat. Les constants de
complexacié es coneixen experimentalment, perd no es coneix la geometria dels
complexos.

S ha determinat una geometria de complexacié preferent per a tots els complexos
estudiats. La complexacio amb la segona ciclodextrina és més favorable que la
complexacié amb la primera, degut a I'important perdua de solvatacié del complex
resultant i també per una energia interna desfavorable. En el complex amb el quelat,
I’ ental pia és més favorable que no en el complex amb dues ciclodextrines degut a que la
perdua de solvatacid no és tan important i |’ energia interna també és més favorable. Els
resultats obtinguts corroboren i expliquen els resultats experimentals.

L’ entropia de complexacio experimental és més favorable pel complex amb dues
ciclodextrines que pel quelat. Aquest efecte no s ha pogut reproduir i nomeés es poden
aventurar hipotesis, suposem que és degut a que en € calcul no s'inclou I’ efecte de les
molécules d’ aigua presents que han de tenir molta importancia en un cas tan regit per la
solvatacio com aquest.

La metodologia MM/PBSA conté moltes aproximacions (sobretot la separacio
entre energia en fase gas i en solucio) i per tant ens prenem €ls valors resultants com a
qualitatius i no quantitatius. Tot i aixo, els valors resultants guanyen en fiabilitat al
veure's contrastats i confirmats pels estudis de dinamica molecular (geometria i
estabilitat dels complexos) i els andlisis d’ enllacos d” hidrogen (que es poden relacionar

amb els termes d’ energia electrostatica i de solvatacié en MM/PBSA). Igual que en €l
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capitol anterior, la validesa de la metodologia MM/PBSA per I’ estudi de complexos es

veu confirmada, sempre i quan es suportin els resultats amb atres estudisi analisis.
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“and now, for something completely different”
Monty Python’s

10 ESTUDI ESTRUCTURAL DE LES CICLOAMILOSES

S han readlitzat molts estudis sobre els complexos d’'inclusio de les ciclodextrines i
aquest treball, aixi com altres del nostre grup, en son un exemple. Perd per tal de poder
interpretar bé les dades dels complexos dinclusié6 abans sha de coneixer €
comportament de les ciclodextrines, i d’ aquests estudis no n'hi hatants. Es pren com a
idea de partida, tant en estudis experimentals com en teorics, I’ estructura de con truncat
de les cicloamiloses (CA), perd aquesta és certa en |’ estructura cristallina perd no en
solucid, com revelen estudis recents on ja s observen deformacions i molt dinamisme.
Aixi com la seva estructura en solucio, també es coneix poc la seva capacitat de formar
agregats. Un estudi tedric relativament nou, realitzat per Pascal Bonnet en el nostre grup
de treball, indica que les ciclodextrines comunes (a-, b- i gciclodextrina) formen
dimers en solucid i proposal’ orientaci6 relativa preferent d’ aguests.

Per tal de poder avaluar el comportament de les CA de més de vuit unitats de
glucosa, abans hem de conéixer, per les mateixes tecniques, el comportament de les CA
comunes i aixi establir s s observen diferencies significatives. Per tant s han estudiat
tant les CA comunes, CA6, CA7 i CA8, com les de més unitats: CA9, CA10, CA11,
CA12, CA13,CA14,CA26i CA28.

L’estudi estructural de les cicloamiloses, aqui presentat, es troba en un estadi
inicial; es pretén obtenir unavisié global del temai no pas ser exhaustiu ni molt concret.
Es vol avaluar s hi ha canvis estructurals accentuats i clars, si aquests es poden
determinar per modelitzacié molecular, i quin 0 quins parametres energéetics son €ls
responsabl es.
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Totes les ciclodextrines han estat estudiades mitjancant la metodologia AMBER.
S'han construit utilitzant un nimero diferent del mateix residu de glucosa, i amb els
mateixos parametres i condicions de calcul. S han realitzat ssmulacions de dinamica
molecular en fase gas i en solucio aquosa per a cada CA, d’una durada de 5000 ps a

temperatura ambient (consultar apendix per a més detalls).

10.1 RESULTATS PROMIG OBTINGUTS EN CADA CICLOAMILOSA

S han analitzat diferents parametres geométrics i energies de les CA, els quals es
presenten seguidament. Els resultats promig obtinguts dels analisis realitzats es debatran

en més detall en el capitol 10.11.

—

03 02 o3 02

Figura 45 Representacié esquematica d'una cicloamilosa. Es divideix en residus,

unitats de glucosa (n, n+1, n-1, ...), i cadaatom s'identifica per un nom (C1, C2, C3...).

En referéncia al's noms dels atoms de la Figura 45, els parametres analitzats han

estat els seglients:
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Distancies:

04(n)---O4(n+1) distancia entre oxigens glucosidics.

02(n)---0O3(n-1) distancia entre el's hidroxils secundaris de glucoses adjacents.
Angles:

C1(n)---04(n-1)-C4(n-1) angle de I’ enllag glucosidic entre dues glucoses.

04(n)---O4(n+1)---0O4(n+2) angle entre els oxigens glucosidics.
Diedres:

C1(n)---O4(n-1)-C4(n-1)-C3(n-1) diedrey .

0O1(n)-C1(n)---O4(n-1)-C4(n-1) angle f . Aquest diedre i I’ anterior defineixen la

orientacio relativa d’ una glucosa respecte la del seu costat.

04(n)---O4(n+1)---04(n+2) )--0O4(n+3) angle diedre format pels oxigens

glucosidics.

03(n)---C4(n)---C1(n+1)---O2(n+1) diedre flip entre els hidroxils secundaris de

glucoses adjacents.

S han analitzat aguests parametres ja que defineixen I'estructura de la CA i es
disposa de dades experimentals de raigs X, de les qualsja s ha parlat alaintroduccio.

S ha avaluat també, per a cada CA, la seva energia MM/PBSA i s ha dividit pel
nombre de glucoses que la conformen per veure si S observa variacio d’ energia per
glucosa (i quin/sterme/s en son responsables) en les diferents CAs.

Els valors obtinguts en els ciculs es comenten més endavant, a |’ apartat 10.11.
Podem avancar que tan en els valors dels parametres estructurals com en els resultats
MM/PBSA no s observen diferéncies clares depenent del tamany de la cicloamilosa, i
les desviacions estandard sdn grans. aixo ens indica que no ens enfrontem pas a unes

estructures estatiques i ben definides s no que son molt canviants i adopten
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conformacions diferents al llarg de la dinamica. Aixo ho podem comprovar realitzant
I’analiss RMS durant la dinamica de cada cicloamilosa: es pren com a referéncia
I’ estructura final de la simulacié i s'hi comparen totes les altres estructures generades
(consultar I'apendix per a més detalls). Aquest andlisi ens indicara les variacions en

I estructura que tenen lloc.

alHl ELHHI 1 500} Fel il

Grafica 2 Variacié del RMS d llarg de la dinamica (2000 ps) en laCA9 en fase gas.

Aixi per exemple, en la cicloamilosa de nou unitats de glucosa en fase gas, CA9,
obtenim la Grafica 2. Aquesta presenta diferents salts en el RMS, per tal d’ observar les
estructures representatives n’ extraurem unes quantes (indicades per fletxes a la grafica):
la que hi ha a 200 ps, a 400, a 700, a 1000 i a 1800 ps. D’ agquesta manera enlloc de
guedar-nos amb valors mitjans podem veure I’ evolucio de |’ estructura i €ls seus canvis
més representatius.

L’analiss RMS s’ ha fet per a totes les cicloamiloses estudiades en fase gas i en
solucié aguosa. A partir de la forma de la gréfica s'han triat unes quantes estructures
com arepresentatives, que son les gue es mostren al's capitols seglients.
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Les estructures de les CA es presenten en forma simplificada: boles vermelles
representen els oxigens O2 i O3 (hidroxils secundaris) i les boles blanques €l's carbonis
C6 (que suporten els hidroxils primaris), per a les CA de major tamany també es
representa la cadena principal (C1-O4-C4) com a boles de color més fosc. En els casos
en que s ha considerat adient, s han dibuixat linies que mostren els girs de la cadena o
fletxes per indicar cap on apunten certes glucoses.

També s harealitzat un analisi dels enllacos d’ hidrogen presents en cada CA, que

es comentara en cada capitol després de presentar les estructures representatives.
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