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RESUMEN: Se analizo Ia interaccion de la prolina con moléculas de agua mediante calculos cudnlicos ab-initio, teniendo en cuenta
distintos sistemas moleculares: prolina neutra con dos moléculas de agua, zwitteridn con dos moléculas de agua, y prolina neutra
con los iones hidronio e hidroxilo. Se estudié ademas la estabilidad de estos sistemas, la formacion de enlaces de hidrégeno y la
posible estabilidad del zwitterion en presencia de dos moléculas de agua,
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SUMMARY: Interaction analysis of proline with solvent molecules using ab-initio quantum calculations. Herrera, Fernando E. ;
Pujato, Mario A."; Sferco, Silvano J.'2, The interaction of proling with water molecules for different systems, was analyzed using
ab-initio quantum calculations. The systems formed by neutral proline with two water molecules, proline zwitterion in the presence
of two water molecules, and neutral proline plus hydronium and hydraxile ions, were considered, The stability of these systems,
the hydrogen bond formation and the zwitterion stability in presence of water were analyzed.

Key words: proline — zwitterion — ab-initio quantum calculations.

Introduccion

Ha sido elegida la prolina para su estudio, debi-
do a que posee propiedades muy particulares. Se
trata de un aminoacido no esencial, constituido por
17 dtomos, y es el Unico que posee una amina se-
cundaria, debido a que el grupo R (constituido por 3
tomos de carbono) se cierra sobre el nitrégeno, for-
mando un anillo pirrolidinico; es por esto que la prolina
tiene menas grados de libertad conformacicnales en
comparacidn con los demas aminoacidos, otorgan-
dole cierta particularidad, pudiendo tomar sdlo algu-
nos valores de los angulos y y ¢, caracteristicos de
los enlaces peptidicos. El otro angulo caracteristico
o, puede tomar dos valores aproximados de 0° y
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180°, dando las configuraciones cis o trans respecti-
vamente, prefiriéndose por la mayoria de los
aminodcidos la configuracion trans, pero el enlace
peptidico X-pro se puede hallar en su forma cis con
cierta frecuencia (X-pro 6,5%, tyr-pro 25%, ser-pro
11%).

La prolina, formando parte de una estructura
proteica, usualmente se encuentra en turns, en cual-
quiera de sus dos configuraciones, y generalmente
rompe las hélices o, a no ser que se encuentre en la
primer vuelta.

Su punto isoeléctrico se encuentra a pH 6,3;
esto significa que a este pH y en medio acuoso, se
encuentra en su estructura zwitterionica, a valores
inferiores se encuentra protonada y a valores supe-
riores s& encuentra desprotonada.



Cabe destacar que es un aminoacido poco es-
tudiado desde el punto de vista cuantico. Sélo re-
cientemente se han publicado dos trabajos sobre
andlogos de dipéptidos conteniendo hidroxiprolinay
fluoroprolina, con la finalidad de estudiar la estabili-
dad del coldgeno (1-2). En estos trabajos, el solvente
es simulado mediante un modelo continuo
polarizable, no calculdndose los efectos de molécu-
las de agua en forma explicita. En otras publicacio-
nes se estudié cudnticamente la posible estabiliza-
cion del zwitterion de glicina (3) en presencia de
moléculas explicitas de agua; y el zwitterion de B-
alanina (4) modelando el solvente acuoso como un
medio continuo y polarizable.

En nuestro trabajo hemos estudiado cuan-
ticamente la estructura electrénica y la geometria de
menor energia total de la prolina en vacio y en presen-
cia de moléculas explicitas de agua. Se estudiaron
ademés, los procesos de protonacién y desprotonacion
de la prolina. En este trabajo presentamos nuestros
resultados comespondientes a sistemas prolina-agua,
analizando la energética y la formacidn de enlaces de
hidrégeno con el solvente. Todos estos resultados han
sido presentados recientemente en el XIV Infernational
Biophysics Congress (5).

Objetivos

Determinar las propiedades electronicas de la
prolina en presencia de moléculas de solvente acuo-
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s0. Analizar las geometrias de minima energia total
para distintos sistemas prolina-solvente con la po-
sible formacién de enlaces de hidrégeno. Estudiarla
estabilidad del zwitterién de prolina con un minimo
de moléculas de agua.

Metodologia de c4lculo

Los célculos de la estructura electrénica para
cada geometria fija de los nacleos, fueron realizados
mediante el método ab-initio Unrestricted Hartree-
Fock (UHF), utilizando una base gaussiana 3-21G.
Las geometrias fueron optimizadas utilizando un cri-
terio de minimizacion de energia total, implementado
através del método de gradientes conjugados. Los
resultados se presentan graficamente a través del
estudio sistematico de las densidades de carga y los
potenciales generados por las mismas, mostrados
en planos representativos en cada ¢caso. Todos estos
calculos asi como los gréficos fueron lievados a cabo
utilizdndose el software HyperChem version 6.0.

Desarrollo y Resultados

La geometria de la prolina utilizada en todo este
trabajo corresponde a la obtenida a partir de una
optimizacion de geometria de la prolina aislada (fi-
gura1).

Figura 1: Estructura optimizada para la prolina en vacio.
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Sistema: Prolina + 2 aguas

Se obtuvo el perfil energético (figura 2) del acer-
camiento de dos moléculas de agua (denominadas
A1y A2); A1 se acerca por uno de sus H al N de la
prolina en un sentido arbitrario (se eligié la direccion
de protonacion); A2 se acerca por su O al protén 17 de
la prolina en la misma direccién de la desprotonacicn,
Esta grafica muestra un minimo, lo que indica que

existe una distancia para la cual el sistema se estabiliza
formando enlaces de hidrégeno. Esta geometria de
minima energia fue optimizada, permitiendo la libre
relajacion de todos los dtomos obteniéndose una nue-
va geometria correspondiente a un nuevo minimo de
energia del sistema compuesto, donde la distancia de
separacion de cada agua a la prolina es distinta, asi
€omo su orientacion a la misma.

Figura 2: Energia vs. distancia del acercamiento de dos moléculas de agua a la prolina (la distancia de
acercamiento es la misma para ambas moléculas de agua); manteniéndose rigidas las posiciones de los
4tomos de todas las moléculas. Se observa un minimo de energia para una distancia de 2A.
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Como resultado hubo alejamiento y rotacion de
las aguas con formacion de enlaces de hidrégeno que
se pueden apreciar en las graficas de densidades de
carga y potenciales electrostaticos en 20 (figura 3).

Puede verse, en general para un enlace puente de
hidrogeno, en un grafico de densidad de carga, que
existe muy poca densidad de electrones (aproximada-
mente 0,04 e/a ®). Véase discusion mas abajo.

Figura 3: Densidad de carga y potencial electrostético en 2D de la optimizacion de geometria del sistema
prolina més dos aguas, en el plano formado por el oxigeno y un hidrégeno del agua A1 y N1. En la densidad
de carga, la linea mas externa tiene un valor de 0,04 e/a.® con un interlineado de 0,04 e/a *. En el potencial
electrostatico, la linea mas externa tiene un valor de -0,15 e/a, con un interlineado de 0,03 e/a,.
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Sistema: Zwitterion + 2 aguas

Se estudié este sistena para diferentes dis-
tancias, acercando las moléculas de agua, en las
direcciones de protonacion y desprotonacidn halla-
das en nuestros calculos previos (5). Una molécula
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de agua se acerca por uno de sus hidrogenos a un
oxigeno de la prolina, y la otra se acerca por su oxi-
geno al hidrégeno adicional del nitrégeno en el
zwitterion. El perfil energético (figura 4) vuelve a
mostrar un minimo, lo que indica que existe una dis-
tancia para la cual el sistema se estabiliza.

Figura 4: Energia vs. distancia del acercamiento de dos moléculas de agua al zwitterion (la distancia de
acercamiento es la misma para ambas moléculas de agua); manteniéndose rigidas las posiciones de los
atomos de todas las moléculas. Se observa un minimo de energia para una distancia de 2A.

-343300

343380

-243400

343460 o

=343400

343550

E (Keatfmol)

342400
~343840 4 . - -

~343700 o

o H 4 L

Distancias (A)

Al igual que para el sistema prolina méas dos
aguas, se optimiz6 la geomestria del sistema de ener-
gia minima, esperando obtener la estabilizacion del
zwitterion. Los resultados muestran que éste se
desestabilizé a través de un reacomodamiento inter-
no de dtomos (figura 5), obteniéndose una prolina
neutra cuya estructura se denominé Z1o. Los movi-
mientos atdmicos ocurridos durante la optimizacion

son los siguientes: el protén 17 rompi6 su enlace con
el nitrégeno y se unié quimicamente al oxigeno mas
cercano (05), previo a esto tuvo que haber ocurrido
una pequena variacion del dngulo de torsion formado
por los atomos 1-2-4-5, y una modificacion en la
estructura del anillo. Las aguas también se alejaron
formando enlaces de hidrégeno con la nueva estruc-
tura Z1o.

Figura 5: Densidad de carga y potencial electrostatico en 2D de la optimizacion de geometria del sistema
zwitterion mas dos aguas, en el plano formado por el oxigeno y un protén del agua A2 (enfrentado al 05) y 05.
Idénticos valores para las curvas de nivel de la figura 3.
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Sistema: Prolina + H,0* + OH-

Se partio de una geometria donde se coloca a
cada ion en la direccion y a la distancia de Ia prolina
correspondiente a la geometria de energia minima
de la protonacién (H,0*) y desprotonacién (OH-),
estudiadas separadamente (5).

Se optimizo la geometria de este sistema, y
los resultados muestran que hubo un movimiento de
dtomos, quedando la prolina neutra unida por puen-
tes de hidrégeno a dos moléculas de agua (figura 6).

Para llegar a este resultado, la prolina debié
protonarse en el nitrégeno con un proton del hidronio
(quedando éste como agua) y desprotonarse en el
grupo carboxilo (fermandose agua con el grupo
hidroxilo), a la vez que debié moverse internamente
el H16 (rompiendo su enlace con el N) hacia el 05
(formando un nuevo enlace).

El proceso puede interpretarse como que la
prolina pas6 por un intermediario zwitteriénico, que
inmediatamente se desestabilizé para formar la
prolina neutra con una estructura similar a la Z1o.

Figura 6: Densidad de carga y potencial electrostético en 2D de la optimizacion de geometria del sistema
prolina mas hidronio e hidroxilo, en el plano formado por el oxigeno y un proton provenientes del hidronio y N1.
Enla densidad de carga, la linea mas externa tiene un valor de 0,2 e/a * con un interlineado de 0,05 e/a*. En
el potencial electrostatico, la linea mds externa tiene un valor de -0,15 e/a, con un interlineado de 0,03 e/a,.

Densidad de carga

Todos estos estudios concluyen que la prolina
forma enlaces de hidrégeno con moléculas de agua
y que, al menos para las geometrias estudiadas, no
es posible estabilizar al zwitterion de la prolina en
presencia de dos aguas, como si fue encontrado en
el caso de la glicina (3). El zwitteridn de prolina
reacomoda su geometria dando una prolina neutra.

Calculando energias de enlace
y enlaces de hidrégeno

Todos los sistemas estudiados anteriormente
mostraron minimos de energia total, formando com-
plejos con moléculas de agua a través de enlaces de
hidrdgeno.

La energia de enlace, por lo tanto, estd com-
puesta por una disminucion de la energia total debi-
do a la formacitn de enlaces de hidrégeno y por un

Potencial electrostatico

aumento de la energia total debido a un reordena-
miento de las geometrias de los compuestos del sis-
tema, la energia ganada por la formacién de enlaces
de hidrégeno es mayor que la perdida por el
reordenamiento individual de las moléculas, por esto
la energia total resultante es menor que la del siste-
ma inicial; es decir, el sistema se ha vuelto més
estable.

a- Energias de enlace total

Se calcularon las energias totales de los tres
sistemas anteriores ya optimizados (S1, $2 y §3),
luego se aislaron las moléculas constituyentes de
los sistemas manteniendo rigidamente sus geome-
trias, calculdndose por separado sus energias res-
pectivas y posteriormente se optimizaron por sepa-
rado estos componentes. Asi, las energias de enla-
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ce, y su descomposicion en energias debidas a la
formacion de enlaces de hidrégeno y energias de
reacomodamiento estructural, pueden ser calcula-
das utilizando:

AEt, = AEN, - AErt, = E[Pop,] + 2. E[Aop] -
E, total
AEhg = E[P,] + E[A1,] + E[A2,] - E,total
AErt, = E[P] - E[Pop] + (E[A1] + E[A2,] -
2. E[Aop])

donde:

AEty;: energia de enlace del sistema i
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AEhy;: energia debida a la formacion de enla-
ces de hidrégeno en el sistema i

AErty: energia debida al reacomodamiento
molecular en el sistema i

E, total: energia total del sistema i

E[Pg): energia de la prolina en sistema i

E[A1,): energia del agua 1 en el sistema i

E[A2,): energia del agua 2 en el sistema i

E[Popg]: energia de la prolina optimizada del
sistema i

E[Aop]: energia de la molécula de agua
optimizada (-47430,879 Kcal/mol)

Latabla 1 resume todos los resultados para los
tres sistemas estudiados.

Tabla 1: Comparacion energética entre los sistemas estudiados en este trabajo.

Sistema 1 (S1); Sistema 2 (52): Sistema 3 (S3):
Prolina + 2 Aguas Zwitterion + 2 Aguas Prolina + Hs(}* + OH
E (Kcal/mol) E (Kcal/mol) E (Kcal/mol)
Ps‘ -248833,584 Psz -248834,389 Pss -248834,119
A1s‘ -47430,770 msz -47430,729 ms3 -47430,867
Azs‘ -47430,643 Azsz -47430,870 Azsa -47430,881
Es‘ total -343729,344 Etotal -343717,774 Etotal -343715,945
E[pt:pg] -248835,016 E[popsz] -248834,850 E[popﬂ] -248834,850
AEhs: = 34,347 Kcal/mol f_\Ehsz = 21,786 Kcal/mol aEha3 = 20,078 Kcal/mol
aErls‘ = 1,777 Keal/mol aErtsz = 0,620 Kcal/mol AErl$a = 0,741 Kcal/mol
aEtSI = 32,570 Kcal/mol °E!s; = 21,166 Kcal/mol AEtu = 19,337 Kcal/mol

b-Enlaces de hidrégeno

Como se dijo anteriormente las ganancias ener-
géticas calculadas, se deben a la existencia de enla-
ces de hidrégeno formados entre las moléculas de
aguay la prolina. Los valores normales de ganancia
energética debida a la presencia de un enlace de
hidrogeno en moléculas biol6gicas, se pueden clasi-
ficar en tres: débil (> 4 Kcal/mol, con angulos entre
90y 150°, y distancias entre 2,2 y 3,2 A), moderado

(4 - 15 Kcal/mol, con éngulos entre 130 y 180°, y
distancias entre 1,5y 2,2 A) y fuerte (14 - 40 Kcal/
mol, con dngulos entre 175y 180°, y distancias entre
1,2y1,54) (6).

Se midieron las distancias y los angulos entre
los dtomos que pueden formar enlaces de hidrégeno
en los tres sistemas para determinar la existencia y
el tipo de enlaces de hidrogeno presentes en los mis-
mos.
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Enel sistema 1 la distancia entre un hidrogeno
del agua 1 y el nitrogeno de la prolina es de 1,88 A
(conun angulo de 161,13°); entre uno de los hidroge-
nos del agua 2 y el 05 es de 1,98 A (con un dngulo de
131,13°); y entre el oxigeno del agua 2 y el H17 dela
prolina es de 1,63 A (con un ngulo de 153,34°); sugi-
riendo la existencia de tres enlaces de hidrageno,
cuya energia individual aportada promedio es de
11,45 Kcal/mol.

En el sistema 2 la distancia entre el O del agua 1
yel H16 de la prolina es de 1,90 A {con un dngulo de
177,01°); entre uno de los hidrégenos del agua 2 y el
05 esde 2,19 A (con un angulo de 134,10°); y entre el
ofro H del agua 2 y el 015 de la prolinaes de 2,13 A
(con un angulo de 140,15°); sugiriendo nuevamente la
existencia de tres enlaces de hidrdgeno, con una ener-
gia aportada promedio por cada uno de 7,26 Kcal/mol.

En el sistema 3 la distancia entre el O del agua
1yelH16 de laprolina es de 1,90 A (con un angulo de
134,77°); y entre uno de los hidrégenos del agua 2 y
el 015 es de 1,91 A (conun angulo de 164,61°): sugi-
riendo la existencia de dos enlaces de hidrégeno,
cuya energia aportada promedio por cada uno es de
10,04 Keal/mol.

En todos los sistemas las energias promedio
aportadas por los enlaces de hidrégeno entran en la
clasificacién, segun su intensidad, de energias de
enlaces de hidrégeno moderados.

Estos resultados muestran que la contribucion
mas importante a |a energia de enlace total proviene
de los enlaces de hidrégeno y no de la energia de
reordenamiento estructural del sistema,

Conclusiones

Todos los célculos de estructura electronica,
potenciales electrostaticos y densidades de carga,
se realizaron mediante el método ab-initio
Unrestricted Hartree-Fock (UHF), utilizando una base
gaussiana 3-21G. 3

La prolina neutra en presencia de dos aguas,
acercandose cada una por las direcciones de
protonacion y desprotonacion, conduce a un com-
plejo de prolina neutra mas dos aguas formando en-
laces de hidrégeno.

La profina neutra en presencia de iones H,0* y
OH- acercandose por las direcciones de protonacion
y desprotonacion respectivamente, se estabiliza en

una prolina neutra formando un complejo con dos
aguas unidas por enlaces de hidrégeno. Este resulta-
do se obtiene a través de movimientos inter e
intramoleculares: el ion H,0* cede un proton al N de
la prolina. Asimismo, ésta se desprotona formando
un zwitterion que, inmediatamente se desestabiliza
en prolina neutra, a través de la transferencia del
proton adicional del N a un oxigeno, formando un
grupo OH.

El zwitterién de prolina en presencia de dos
aguas acercandose por las direcciones de protonacidn
y desprotonacion, se estabiliza farmando un com-
plejo de prolina neutra mas dos aguas unidas por
enlaces H. Ocurre aqui una transferencia intramole-
cular de protones indicando gue, al menos para las
geometrias estudiadas, no es posible estabilizar al
2witterién solamente en presencia de dos moléculas
de agua.
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