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Interaccions anio-m en sistemes biologics
Anion-g interactions in biological systems

Carolina Estarellas
Universitat de les llles Balears. Departament de Quimica. Area de Quimica Organica

Resum. Les interaccions no covalents son crucials en moltes arees de la quimica moderna, especialment al camp de la quimica
supramolecular i del reconeixement molecular. Les interaccions que impliquen sistemes aromatics son importants forces d'en-
llag en sistemes quimics i biologics. L'any 2002, tres grups de recerca diferents van demostrar teoricament la interaccid entre
anells aromatics electrodeficients i anions. Aquest tipus d'interaccio es coneix com a interaccio anio-s. El nostre grup de re-
cerca va descriure les interaccions anio-m entre diferents anions i I'hexafluorobenzé, per primera vegada, on I'anid es posicio-
nava al llarg de I'eix C6 de I'anell. La interaccio anid-wt és dominada per les forces electrostatiques i el terme de polaritzacio
induida. Actualment, la interaccid anio-m esta essent reconeguda per la comunitat cientifica com una interaccid no covalent
que té implicacions en molts camps de recerca. En aquest treball, volem demostrar la importancia de les interaccions anio-nt
en sistemes més complexos i de rellevancia biologica, on I'anio, que es troba formant una interaccio anié-m, pot interpretar un
paper fonamental en I'acci6 de determinats enzims.

Paraules clau: Calculs ab initio, interaccions anié—, sistemes donador-acceptor, models enzimatics, quimica supramolecular.

Abstract. Noncovalent interactions are crucial in many areas of modern chemistry, especially in the field of supramolecular
chemistry and molecular recognition. Interactions involving aromatic rings are important binding forces in both chemical and
biological systems. In 2002, three different research groups have demonstrated theoretically the interaction between electron
deficient aromatic ring and anions. This kind of interaction is knowed like anion-m interaction. Our research group described
at first, the anion-m interaction between different anions and hexafluorobenzene where the anion is positioned over the ring
along the C6 axis. The anion-m interaction is dominated by electrostatic and anion-induced polarization terms. Currently the
anion-gt interaction is recognized by the scientific community as a noncovalent interaction important in a lot of research
fields. In this work we want to demonstrate the importance of the anion-p interactions in more complex and relevant biologi-
cal systems, where the anion has a key role in the function of determinate enzymes.

Keywords: Ab initio calculations, anion-s interactions, donor-acceptor systems, enzyme models, supramolecular chemistry.

| ntrOd u CCi 0 ques, com la interaccié i6-i6 o i6-dipol; efectes hidrofobics o
interaccions no covalents que impliquen anells aromatics,

. . . . com les interaccions d'apilament &t o catio-rw, ampliament re-
a quimica supramolecular és un camp interdis-

S . . . conegudes i descrites com a interaccions estabilitzadores en
ciplinari molt actiu que tracta les interaccions

. , biomolécules i reconeixement molecular.
no covalents de maneres diferents. D'una banda,

aprofita aquest tipus d'interaccions per poder

. . Es ben conegut que les interaccions no covalents desenvolu-
dissenyar arquitectures supramoleculars amb

diferents aplicacions. De I'altra, es basa en pen un paper molt important en la conformacié de les mole-
- 1

. - . . cules.! També son rellevants a les reaccions quimiques, al re-
aquest tipus d'interaccions per poder explicar

. . . coneixement molecular i als processos de regulacio biologica.?
diferents processos, com el de reconeixement molecular i for-

- . Aquests processos quimics es duen a terme amb especificitat
macio d'estructures macromoleculars, que es basen en inter-

. L . o i eficiéencia mitjancant complicades combinacions d'inter-
accions debils. Es per aquesta rad que la quimica supra-

L Lo - accions intermoleculars debils de diferents tipus. Les interac-
molecular té implicacions en disciplines com la quimica, la
biologia, la fisica o I'enginyeria. Es poden trobar diferents in-

teraccions no covalents com forces purament electrostati-

cions no covalents, com els enllagos d'hidrogen, catio-m i
apilament m, entre altres interaccions deébils, governen I'orga-
nitzacio d'assemblatges supramoleculars multicomponents.3-6
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pot realitzar mitjancant calculs mecanoquantics en un model
petit del sistema real.”-?

D'altra banda, el camp de I'enginyeria de cristalls s'esta expan-
dint rapidament com una disciplina global que esta essent prac-
ticada per molts cientifics amb diversos interessos sense la limi-
tacio de les fronteres interdisciplinaries tradicionals. Es tracta
d'avancar mitjancant modelitzacio, sintesi, avaluacid i utilitza-
cio de solids cristallins amb les funcions desitjades o a partir
d'arquitectures topologiques que moltes vegades resulten fasci-
nants.’%1° Pero el potencial complet d'aquesta branca multidis-
ciplinaria de la ciéncia encara es troba al seu inici. El principi de
sintesi dissenyada de materials funcionals ha de ser racionalit-
zat, pero el fet de garantir I'éxit de qualsevol experiment a I'en-
ginyeria de cristalls té tendencia a ser molt dificil de controlar, a
causa de la delicada naturalesa del nombre de forces débils que
competeixen entre elles.’”:20 Per tant, la prediccio de I'estructura
cristal-lina és un exercici formidable i esta molt lluny de ser re-
solt. La clau per a la prediccié de I'estructura cristal-lina és I'en-
teniment precis i el control complet sobre la interrelacié de les
interaccions debils responsables de I'empaquetament cristal-li,
quan un nombre important d'elles esta operant simultania-
ment.2%-23 De fet, el nostre grup ha estudiat recentment efectes
sinergics entre diferents interaccions no covalents i ha obtingut
evidéncies experimentals?* i teoriques?>2¢ interessants. Les in-
teraccions debils dispersives com I'enllag d'hidrogen,'627-3" api-
lament 7t,3234 catid-m3® i C—H/m3837 son molt comunes i recone-
gudes pels quimics supramoleculars.

Diversos estudis de les interaccions del nuvol &t de I'hexafluo-
robenzé amb diferents molécules electrodonadores van ser
descrits per Alkorta et al.38 i Gallivan et al.3° Posteriorment,
seguint amb el treball pioner en el qual es descrivien reac-
cions en fase gas entre anions i I'hexafluorobenze,*° i mitjan-
cant els meétodes teorics, Mascal et al,* Alkorta et al.#? i el
nostre grup® van quasi simultaniament informar de I'existen-
cia d'interaccions favorables entre anions i anells aromatics
electrodeficients, denominada interaccid anié-s. Aquesta esta
dominada principalment per dues forces, I'electrostaticaila
polaritzacio induida. El terme electrostdtic és racionalitzat
mitjancant el moment quadrupolar permanent (Q,,) de I'aré
electrodeficient i la polaritzacio induida esta correlacionada
amb la polaritzabilitat molecular (o)) del compost aromatic.

Des de llavors, al voltant de vuit anys, les interaccions anio-
7t*445 han atret una considerable atencio.*® Hi ha molta feina

experimental4’-52 i teorica®-% que evidencia que la interaccio
anio-w desenvolupa un paper molt important en diverses arees
de la quimica, aixi com al reconeixement molecular®’ i al trans-
port d'anions en transmembranes.5859

La coordinacié d'anions és un important repte en la quimica su-
pramolecular actual. Egli et al. han estés aquest concepte a una
forma més general, anomenada interaccions parell solitari-m

(I. p.-7t).%° Dos exemples importants d'interaccions parell solita-
ri-t en biomacromolécules son els segiients: a) |'estabilitzacio
de l'estructura de I'ADN tipus Z6"62 i b) les interaccions H,0—rt
dins un fragment ribosomic de RNA pseudoknot.®® Es més: les
interaccions parell solitari-it son fonamentals per a I'estabilitza-
cio de macromolécules biologiques, de la mateixa manera que
per enllacar inhibidors al centre actiu de receptors bioquimics.5*
Molt recentment, Gamez et al.° en un article de revisio, han de-
mostrat la utilitat de les interaccions parell solitari-;t com un
nou enllag supramolecular, a més de fer una rigorosa analisi al
Cambridge Structure Database (CSD) que revela que aquesta
classe d'interaccid no és inusual als compostos organics ifo de
coordinacid, sind que ha passat desapercebuda en el passat.

En aquest treball es mostra de manera experimental i teorica
la importancia de les interaccions ani6-m i parell solitari-nt
en sistemes més complexos i de rellevancia biologica, en els
quals aquestes interaccions, en alguns exemples, sén la clau
per obtenir un ordenament cristal-li concret i, en altres casos,
alteren la funcié biologica de determinats enzims.

Resultats i discussio

Aquest apartat es divideix en dos grans blocs. El primer con-
sisteix en I'analisi de les interaccions no covalents en I'empa-
quetament cristal-li i la influéncia que poden tenir aquestes
interaccions damunt les diferents arquitectures. El segon lloc,
posa de manifest la importancia de les interaccions no cova-
lents en sistemes més complexos i de rellevancia biologica.

1. Interaccions no covalents en I'empaquetament
cristal-If

Un estudi interessant dut a terme pel nostre grup de treball
ha estat I'analisi de raigs X de dos derivats d'uracil: el hexilu-
racil (1) i el 5-fluoro-1-hexiluracil (2). Les estructures
cristal-lines d'aquests compostos posen de manifest que les
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interaccions no covalents implicades tenen una importancia
fonamental en I'empaquetament cristal-li. Aquestes interac-
cions han estat analitzades computacionalment mitjancant la
teoria de Bader, atoms-in-molecules (AIM).%¢ Els compostos
112 s'obtenen facilment de l'uracil o 5-fluorouracil en dues
passes. Finalment, s'obtenen cristalls adequats que poden és-
ser analitzats per difraccid de raigs X (esquema 1).

OSiMe;,

(@] (@]

X A X X &
N e ﬁ“ A
—_— —

N’&o N/)\OSiMeg, N0

H
X=H,F X=H,F 1,X=H
2, H=F

a) HMDS, reflux, 4 h; b) 1-bromohexane, CH3CN, 130 °C, 36 h;
¢) MeOH, reflux, 30 min.

Esauema 1. Ruta sintetica d'1i 2.

Les estructures de I'estat solid d'1 i 2 revelen caracteristiques
interessants. Evidentment, les interaccions no covalents més
fortes als dos sistemes son els enllagos d'hidrogen comple-
mentaris C = O ... H-N. Per6 hi ha una complicada combinacié
d'interaccions no covalents més deébils que governen |'espai
tridimensional de les estructures cristal-lines. L'empaqueta-
ment cristal-li del compost 1 (figura 1) és similar a I'estructura
d'una bicapa lipidica. Les interaccions que governen la xarxa
tridimensional sén efectes hidrofobics i d'apilament st. El com-
post 2 presenta una estructura cristal-lina fascinant, tal com es
pot veure a la figura 2, on I'atom d'hidrogen s'ha substituit per
un atom de fluor. L'efecte que es produeix a I'estructura és
considerable. Passem d'una estructura de tipus bicapa lipidica
a una estructura de tipus ziga-zaga. Les responsables d'aquest
canvi son les diferents interaccions no covalents. Els enllacos
d'hidrogen es formen d'igual manera que al compost 1, entre
grups donadors i acceptors d'enllag d'hidrogen. Els efectes hi-
drofobics entre les cadenes alquiliques se segueixen formant,
pero la interaccid d'apilament st desapareix i al seu lloc es tro-
ba la interaccid parell solitari-;t entre un atom d'oxigen i I'a-
tom de fluor d'un anell de fluorouracil i el sistema st d'un altre
anell. L'atom de fluor provoca dos efectes. D'una banda, aug-
menta I'acidesa de |'anell, tot facilitant la interaccio I. p.-m.

De I'altra, a causa del parell d'electrons solitaris que presenta
I'atom de fluor, pot participar en aquest tipus d'interaccio.
Aquest cas és un bon exemple del canvi d'arquitectura i de la
competicio entre la interaccio parell solitari i apilament .

—
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FiGurA 2. Empaquetament cristal-li de 2. Alguns atoms desordenats s'han omes per

claredat.
S'han realitzat calculs MP2 per estimar I'energia d'interaccio
de diferents fragments cristal-lografics que es troben descrits

a la figura 3. La interacci6 parell solitari-r s'avalua al frag-
ment A i presenta una energia de -4,85 kcal/mol. Al fragment B




s'avalua la interaccio C—H/m amb un valor de -4,29 kcal/mol.
Aquesta és I'energia de dos interaccions C—H/x, la qual cosa
vol dir que cada una d'elles aporta 2,15 kcal/mol. Aquesta in-
teraccio pot ésser sobreestimada pel fet que els grups metil de
la cadena alquilica també interaccionen. Es d'esperar que les
interaccions alquil-alquil siguin més petites, ja que es poden
atribuir principalment a efectes de dispersio. Per corroborar
aquest punt, vam fer un calcul addicional per al fragment B
en el qual una de les cadenes alquiliques va ser substituida
per un grup metil. D'aquesta manera, unicament hi ha present
la interaccio C—H/m, que presenta una energia de -2,03 kcal/mol.
Aquest fet indica que la interaccio entre les cadenes alquili-
ques és tnicament de 0,12 kcal/mol. Finalment, el fragment C
aporta informacid sobre el sistema ternari, on coexisteixen

les interaccions parell solitari-;t i C~H/smt, amb una energia

de -9,48 kcal/mol. Aquesta energia és més negativa que

la suma de les energies d'interaccio dels complexos binaris.
Aix0 indica un efecte cooperatiu favorable entre ambdues
interaccions.

Fragment "A"

Fragment “C”

Fragment “B"

FiGura 3. Vista parcial de I'estructura de raigs X de 2. Les distancies estan en A

Un metode simple per avaluar els efectes cooperatius es basa
en |a teoria de Bader, AIM.%¢ La densitat de carrega al punt cri-
tic d'enllac es pot emprar com a mesura de I'ordre d'enllac; per
tant, la variacio d'aquests valors del complex ternari respecte
del binari informa del reforcament o del debilitament de les in-
teraccions. S'han fet els calculs AIM dels fragments A, Bi C di-
rectament de la geometria dels raigs X. A la figura 4 es pot ob-
servar la distribucio de punts critics (PC) per a les interaccions

del complex ternari. La distribucié de punts critics per als frag-
ments binaris A i B es manté igual. Els valors dels PC d'enlla¢
que caracteritzen la interaccio parell solitari-m al complex ter-
nari son idéntics als obtinguts per al fragment A; per tant,
aquesta interaccid no es veu afectada per la preséncia de la
C-H/m. Al contrari, el PC de caixa que caracteritza la interac-
cio C—H/m és major al complex ternari que al sistema binari,
tot indicant que aquesta interaccid es reforca al complex ter-
nari. Encara que les variacions son petites, son significatives
per a aquest tipus d'interaccions.

En conclusio, pel que fa a I'ordenament cristal-li, els resultats
experimentals i teorics demostren clarament que la combina-
cio d'interaccions debils ha de ser analitzada, ja que és molt
important al cristall, fins i tot en presencia de forts enllacos
d'hidrogen.

|
¢

“¢0.751
0.459¢

Figura 4. Vista esquematica dels punts critics (PC). Els PC d'enllag estan representats en

vermell; els PC d'anell, en groc, i els PC de caixa, en verd. Els valors de 10%p estan en a. u.

2. Interaccions no covalents en sistemes biologics

En aquest apartat es vol destacar la importancia de les inter-
accions no covalents, en concret, de les interaccions anio-m

o parell solitari-m, en sistemes biologics rellevants. Durant els
darrers anys, han crescut les evidencies del fet que aquesta
classe d'interaccions debils son importants en diferents siste-
mes d'interes biologic i quimic. Egli et al.° han trobat una in-
teraccid parell solitari-m (I. p.-7t). Al seu treball es presenta
una interaccio parell solitari-m entre I'anio6 fosfat i una adeni-
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FIGURA 5. Esquerra: estructura cristal-lina del centre actiu de la proteina corresponent al PDB ID 2IBA (ref. 8). Dreta: estructura cristal-lina del centre actiu de la proteina corresponent al PDB

ID 3BJP amb I'ani¢ cianur.

na d'un ARN de transcripcid, en la qual es posa de manifest la
importancia d'aquest tipus d'interaccions, ja que son les res-
ponsables del gir en forma de u de I'ARN.

Seguint aquesta linia, el nostre grup ha estudiat efectes co-
operatius entre les interaccions d'enllac d'hidrogen, apila-
ment-zt i parell solitari-zw, a I'ADN de tipus Z. S'ha demostrat
que la presencia de les interaccions d'enllac d'hidrogen afavo-
reixen les interaccions parell solitari-m i viceversa.

Altres sistemes biologics que presenten interaccions anio-rw
son els sistemes dependents de riboflavina, com ara el FAD
(flavin adenosin fosfato) i el FMN (flavin mononucleotid), gra-
cies al fet que presenten a la seva estructura anells electrode-
ficients. Hem trobat exemples en els quals hi ha més d'un anié
interaccionant amb el sistema isoaloxozina.®”

Un dels casos més interessants és I'obtingut a partir dels resul-
tats a I'estudi teoric en el qual s'analitza la importancia de la
interaccio anio-m a I'enzim urato oxidasa.® L'urato oxidasa
(UOX) pertany a la trajectoria de degradacio de la purina. Es
capac de catalitzar en preséncia d'oxigen molecular i aigua la
hidroxilacio de I'acid uric a un producte metastable identificat
com a 5-hidroxi-isourat, que, una vegada en dissolucid, passa
lentament a al-lantoina. Mitjancant estudis experimentals, s'ha
demostrat que, en dissolucio, I'anid cianur inhibeix I'UOX, tot
provocant una pérdua d'activitat del 90 %. Hi ha dues possibi-

H 2 ooH
N o) N
Y o 2 4 L
0“>N"TN 07 >N" N
H H H

OcN
—H,0,
acid uric
O OH (0]
N N
HN H0  HN =
Ay ° "o oAy
07NN CN o7>N" TN
5-hidroxiisobutirat intermedi
lo) H
N
NH
Y o
(¢] H H
al-lantoina

Esauema 2. Accio de |'urato oxidasa en el pas de I'acid dric a al-lantoina, en el qual inter-

vé |'anio cianur.

litats que expliquen I'accid del cianur (esquema 2). La primera
explicacid és que I'anié reemplaca la molécula d'oxigen que
esta implicada en la formacio de I'isourat. L'altra explicacio és
que el cianur pot reemplacar la molécula d'aigua implicada en
la hidroxilacio de I'isourat.

Afortunadament, s'ha pogut obtenir I'estructura de raigs X de
I'enzim inhibit. El centre actiu es mostra a la figura 5. Es pot
veure que I'acid uric presenta interaccions d'enlla¢ d'hidrogen
amb diversos residus, com ara l'arginina 176 i la glutamina 228.
Cal destacar la posicid de I'ani6 cianur, que forma una inter-



accio6 anié-r amb I'acid i que és la responsable de la inhibicio
de I'enzim. Al mateix temps, un residu de fenilalanina es troba
formant un apilament st amb I'acid uric a la cara oposada res-
pecte de I'anid cianur.

S'han realitzat alguns calculs teorics per avaluar el centre ac-
tiu d'un model del complex enzim-substracte. Hem emprat
I'eina MIPp (potencial d'interaccié molecular amb polaritza-
€i6),% que particiona l'energia en tres termes (electrostatic,
de polaritzaci6 i de repulsio-dispersio), per analitzar el poten-
cial d'interaccié amb anions a un pla paral-lel a I'anell aroma-
tic. El minim d'energia coincideix amb la posicié del cianur a
I'estructura del complex de raigs X, tal com es pot observar

a la figura 6. S'han dut a terme calculs d'energia emprant I'es-
tructura de raigs X amb el programa TURBOMOLE™ al nivell
de teoria RI-MP2 amb les bases doble i triple & de Dunning.

A la taula 1 es pot observar que tant els complexes binaris,
anio-m (3) i apilament s (4), com el complex ternari presenten
energies d'interaccido molt favorables, la qual cosa indica que
la formacio d'aquests complexos esta afavorida.

FiGura 6. Mapa d'energia bidimensional calculat per I'acid Uric que es troba establint in-

teraccions d'enllag d'hidrogen, tot enfrontant (N-) a 3,5 Asobreel pla molecular.

Energies d'enllag amb la correccié BSSE (EBSSE, kcal mol-') als nivells
de teoria RI-MP2(full)/aug-cc-pVDZ i RI-MP2(full)/aug-cc-pVTZ,

per als complexos 1-3. Distancies d'equilibri (Re, A] de I'estructura

cristal-lina de la proteina

EBSSE (AVDZ) EBSSE (AVT1Z) Re
1 -16,24 -16,70 2,969
2 -8,61 -9,13 3,456
3 -23,34 -24,35 2,969/3,247/3,456

Conclusions

En resum, els resultats obtinguts en aquest treball confirmen
la importancia de les interaccions anio-m i parell solitari-m en
sistemes complexos, com ara les xarxes cristal-lines, o en sis-
temes biologics de rellevancia, com és el cas de I'urato oxida-
sa. Hi ha molts sistemes sensibles a sofrir aquest tipus d'inter-
accions, com ara les bases nitrogenades, els sistemes
dependents de riboflavina i en enzims. Pel fet que la interac-
cio anio-m és relativament nova, no ha estat considerada en
I'analisi d'una multitud de sistemes bioldgics, principalment,
en estudis d'interaccions entre enzims i substractes. Tenint en
compte que hi ha una multitud de molécules biologiques que
son anions (fins i tot I'ADN és un polianid), I'existéncia i la
possible importancia d'aquesta interaccio esta garantida. Es,
doncs, molt important el fet de continuar investigant en
aquesta direccio, ja que pot obrir noves linies d'investigacio.”
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