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Todos nosotros sabemos algo.
Todos nosotros ignoramos algo.
Por eso, aprendemos siempre.

Paulo Freire






RESUMEN

Estudio del mecanismo de reaccion de hemoproteinas
con moléculas pequerias de relevancia biolégica

Las hemoproteinas son un conjunto ubicuo y extenso de proteinas, con una enorme diversidad
funcional relacionada con la versétil reactividad del ion de hierro del grupo hemo. La gran mayoria de
sus funciones biolégicas involucran la unién de ligandos pequefios al metal, regulada por laidentidad y
dindmica de los aminodcidos de su entorno. La presente tesis tiene como objetivo aportar informacién
microscopica acerca de los mecanismos de reacciéon de distintas hemoproteinas con moléculas
pequeiias de relevancia biolégica, como ser O,, H» Oz, NH>OH e hidropersulfuros, utilizando una
combinacién de técnicas de simulacién computacional y experimentales, que incluyen, por un
lado, dindmica molecular cldsica (que abarca técnicas de muestreo de multiples réplicas) e hibridas
cudntico-clasicas (para el estudio de fenémenos reactivos), y por otro espectroscopia UV-visible,
cinética de reaccion utilizando un equipo flujo detenido y un electrodo sensible a HNO, recientemente
desarrollado por el grupo donde fue realizada la presente tesis, para el seguimiento de su produccién.

En primer lugar fue estudiada —por técnicas de simulacion— la unién de sustrato y el mecanismo
de reacci6én de dos dioxigenasas hémicas, la indolamino 2,3-dioxigenasa y triptéfano 2,3-dioxigenasa,
mostrando cé6mo la dindmica de un loop flexible modula la actividad enzimaética al regular la entra-
da/salida de sustrato. En segundo lugar, se estudi6 la producciéon de HNO debido a la peroxidacién de
hidroxilamina catalizada por mioglobina. Se utilizaron técnicas experimentales para caracterizar la ci-
nética de reaccion, y luego se analiz6 el mecanismo de reaccion a través de métodos computacionales.
Por ultimo, se estudié experimentalmente la reaccién de hidropersulfuros con mioglobina, mostrando

la capacidad de los mismos de regular la reactividad del grupo hemo.

Palabras clave: hemoproteina, O2, Hy O2, NH>OH e hidropersulfuros, dindmica molecular, QM-MM,

cinética.
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ABSTRACT

Study of the reaction mechanism of heme proteins with small molecules
with biological relevance

The hemeproteins comprise a large group of ubiquitous proteins with a great functional diversity
related to the versatile reactivity of the iron atom in the heme group. Most of their biological functions
involve small ligands binding to the metal atom, regulated by the identity and the dynamics of the
aminoacids present in the active site. The main goal of this work is to give microscopic information
about the mechanism of reaction of different heme proteins with small molecules of biological
relevance such as O,, H, Oy, NH,OH, and hydropersulfides. The employed methodologies consist of
both computer simulations and experimental techniques. On one hand classical molecular dynamics
simulations were performed, in order to characterize flexible loop dynamics together with hybrid
quantum mechanics-molecular mechanics (QM-MM) simulations that allow the analysis of reactive
processes inside the protein matrix. On the other hand, experimental methods such as UV-vis were
used to characterize the reaction products, and stopped-flow UV-Vis spectrophotometry to describe
the reaction kinetics along with an HNO electrode to measure the HNO generation. Firstly, we studied,
using computational techniques, the substrate binding and the reaction mechanism of two heme-
dioxygenases, tryptophan dioxygenase (TDO) and indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO), showing how a
flexible loop modulates the enzymatic activity of the protein by regulating the substrate and product
entrance. Secondly, we studied the peroxidation activity of hydroxylamine catalyzed by myoglobin
producing HNO. This was studied combining both experimental and computational techniques.
Finally, we studied the reaction of hydropersulfides with myoglobin showing the capacity of regulation

of the heme proteins by this type of compound.

Key words: hemeproteins, O2, H, O2, NH,OH, hydropersulfides, molecular dynamics, QM-MM, kine-

tics.
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CAPITULO

INTRODUCCION GENERAL

La quimica bioinorgénica es una rama de la quimica en la interfaz entre la quimica inorganica y la
biologia. Si bien, cominmente, los compuestos que intervienen en procesos bioldgicos son asociados
con la quimica orgénica, existen numerosos elementos inorgdnicos que resultan ser esenciales para la
vida. Por ejemplo, el sodio cumple un rol central en la regulacién de la presién osmética en la célula,
el calcio se encuentra involucrado en las vias de transduccidn de sefales y el cobre posee una funcién
importante en los procesos de transferencia de carga [1]. La quimica bioinorgénica estudia, entre otras
cosas, los roles que cumplen los iones metélicos en la biologia y c6mo los mismos son llevados a cabo
in vivo. Para ello, en numerosos casos, se realiza el desarrollo y estudio de complejos metdlicos que
mimetizan el comportamiento de sistemas bioinorgdnicos. Ademads, un tépico activo en el campo
de investigacion de la quimica bioinorganica es el mecanismo de accién de fairmacos que incluyen
metales. Otro tema de estudio de esta drea es la toxicidad de especies inorganicas. Como puede verse,
la quimica bioinorganica es un campo muy diverso de la quimica. La figura[l.]jmuestra los elementos

de central interés en esta drea de la quimica.
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Figura 1.1: Elementos metdlicos que se destacan por su implicancia biolégica.



2 CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

En la naturaleza, la gran mayoria de iones metdlicos resultan ser cofactores de diversas proteinas,
a las que se denominan metaloproteinas. En muchas de ellas, el ion metélico puede facilitar que
ocurran reacciones quimicas muy distintas, como es el caso del hierro en las hemoproteinas, tema

central de la presente tesis.

1.1. Hemoproteinas

Las hemoproteinas poseen una porfirina de hierro como grupo prostético, denominada hemo.
Existen diversos tipos de hemos, presentes en hemoproteinas, entre los cuales el tipo b, también
llamado protoporfirina IX de hierro, resulta ser el mds simple y abundante [2] (ver figura[I.2). El mismo
posee grupos metilos en las posiciones 1, 3, 5y 8, dos grupos propionato en las posiciones 6y 7y
dos grupos vinilo en las posiciones 2 y 5. Los protones se encuentran presentes en las posiciones
meso a, 8, Yy 6. La orientacién de los grupos vinilo es gobernada por factores estéricos, junto con las

interacciones hidrofébicas de los mismos con los residuos presentes en el sitio activo. Cabe destacar

Figura 1.2: Estructura del grupo hemo b.

que, a pesar de que todas las hemoproteinas tienen en comun la presencia del grupo hemo, poseen
una quimica muy variada, con funciones que incluyen la transferencia de electrones (citocromo c [3]),
la catdlisis de reacciones de 6xido-reduccion de sustratos (catalasa [4]) y el transporte y almacena-
miento de O, (hemoglobina y mioglobina [5,6]). Esta gran diversidad en las funciones es reflejo de la
flexibilidad quimica del grupo hemo, que varia sus caracteristicas reactivas dependiendo del estado
de oxidaci6n del hierro, del niimero de coordinacién del mismo, de la identidad de los ligandos y del

entorno proteico.
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El ion hierro en las hemoproteinas, ademas de encontrarse unido a cada uno de los cuatro
nitrégenos de la porfirina, puede ser hexa o penta coordinado, dependiendo de la ocupacién de los
sitios axiales por encima y por debajo del plano porfirinico. Estos sitios son denominados distal y
proximal respectivamente (ver figura[1.3). Gran parte de los estudios de hemoproteinas sefialan al
ligando axial como la influencia de mayor peso en la reactividad del grupo hemo [7]. En general, en
las hemoproteinas el sitio proximal se encuentra ocupado por un residuo de la proteina, usualmente
histidina, tirosina, cisteina o metionina que se coordinan al hierro a través del 4&tomo de nitrégeno o
de azufre, segtin corresponda. El sitio distal, en cambio, puede encontrarse ocupado por un residuo
de la proteina o libre para la coordinacién del sustrato y los residuos presentes en dicha zona son los
responsables de estabilizar al ligando externo. La naturaleza de los ligandos axiales influye también
en el estado de espin del ion hierro. Por ejemplo, tanto el hierro hexa o pentacoordinado con una
molécula de agua dan lugar a un complejo de alto espin, mientras que la unién de O, o de NO en la
sexta posicion da lugar a complejos de bajo espin. En general, los sustratos de las hemoproteinas son
moléculas pequenas que, al unirse en el sitio activo, son simplemente almacenadas para su transporte
(como en el caso de la unién de O, a hemoglobina), o producen cambios conformacionales de la
proteina (como por ejemplo la unién de 6xido nitrico a la guanilato ciclasa soluble [8]) o bien, son

modificadas quimicamente (por ejemplo las dioxigenasas [9]).

Figura 1.3: Sitio activo de la mioglobina donde se observan los sitios distal y proximal junto con la histidina proximal
coordinada al hemo.

1.2. Moléculas pequeiias seiializadoras

E1 Oy, el NO, el CO y el H,S, junto con especies que derivan de estas moléculas, han demostrado
tener un rol importante en procesos de sefializacién celular y como efectores biolégicos 11].

Estos roles se deben a sus interacciones con proteinas en diversas formas, entre la que se destaca la
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union y reaccién con hemoproteinas, tema central de la presente tesis. A continuacion se ampliara la

informacioén referida a las moléculas que se estudiaran en este trabajo.

1.2.1. Dioxigeno

El oxigeno molecular (O,) cumple dos funciones esenciales en la vida aerébica: ser el dltimo
aceptor de electrones en la cadena respiratoria y ser un reactivo biosintético. Las transferencias
atémicas de oxigeno més importantes en biologia son aquellas en las que se forma un enlace carbono-
oxigeno [12]. En general, la formacién de este enlace resulta exergénica. Por ejemplo, si se considera
la reaccion de O, con metano para dar metanol, el AG® de la misma es igual a -125,52 kJ/mol; o en
el caso de la reaccién de O, con benzeno para formar fenol, tiene un AG® igual a -179,92 kJ/mol. A
pesar del hecho de que estas reacciones tengan una energética sumamente favorable, ninguna de
ellas ocurre espontdneamente a temperatura ambiente, a no ser que haya presente un catalizador o
un radical libre, que inicie la reaccién. El motivo de esto reside en que, ademads de tener en cuenta
los factores termodindmicos de la reaccién, deben considerarse las barreras de activacién que, en
este caso, resultan ser muy altas. Esto se debe al cambio de espin durante la reaccion. En el estado
fundamental, la molécula de O, contiene dos electrones desapareados, lo que corresponde a un estado
de espin triplete. En cambio, tanto los tipicos sustratos biol6gicos, como los productos resultantes
de estas reacciones, no suelen poseer electrones desapareados; por esto, su estado fundamental de
espin resulta singulete. Las reacciones con intercambio de espin (de triplete a singulete), como la
reacciéon estan “prohibidas” por la mecdnica cudntica y, por ende, son lentas [9,(12]. El choque
entre dos moléculas sucede de manera mucho més rdpida que una transiciéon de espin y, debido a ello,

la reaccién no puede ocurrir en un paso concertado,

30,(1 D+ X(1 1) 2= %0,(1 1) R1)

En la reaccion [R1]las flechas representan los espines electronicos. Es decir, (| 1) representa una
molécula singulete con todos los electrones apareados; (1 1) representa una molécula triplete con dos
electrones desapareados y, por tltimo, (1) representa una molécula doblete o bien un radical libre,
ambos con un electrén desapareado.

En un paso elemental de reaccién, la multiplicidad de espin debe mantenerse constante, mientras
que la transicion de espin debe pensarse como un paso elemental separado [12]. Los mecanismos
de reaccién que no violan la restriccién de espin son muy costosos energéticamente debido a que
se requiere una gran energia para la formacién de un intermediario triplete (ver reaccién[R2); o si se
plantea un mecanismo donde ocurre la reaccién con el O, singulete (ver reacciéon[R4)—que es mas

propenso a reaccionar— se requiere de una cantidad considerable de energia para invertir el espin
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de triplete a singulete en la molécula de O, (22,5 kcal/mol) [9]. Ambos casos son esquematizados a

continuacion:
3 1 3
0,(1 1) +X(1 1) —XO0,(1 1) (R2)
3X0,(1 1) — X0,(1 1) (R3)
o bien,
30,(1 1) —10,(1]) (R4)
10,(1 ) +X(1 1) — X0, (1 |) (R5)

Por los motivos expuestos, muchas de las enzimas que llevan a cabo oxidaciones biol4gicas sobrepa-
san la alta barrera energética en cuestion utilizando un metal de transicion. Este dltimo, en el estado
de oxidacién adecuado, puede reaccionar directamente con el oxigeno triplete formando aductos,
que luego reaccionaran con el sustrato biolégico.

Las enzimas que incorporan 4tomos de oxigeno a moléculas organicas a partir de O, se denominan
oxigenasas. Estas enzimas se encuentran en plantas, microorganismos y animales. Las oxigenasas
pueden dividirse en dos categorias: monoxigenasas y dioxigenasas, dependiendo del nimero de
atomos de oxigeno que incorporan al sustrato [9]. En el capitulo[3|de la presente tesis, se presentardn
resultados del estudio del mecanismo de reaccién de dos hemoproteinas con actividad dioxigenasa: la

indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) y la tript6fano 2,3-dioxigenasa (TDO).

1.2.2. Nitroxilo

El 6xido nitrico (NO’) es, tal vez, el 6xido de nitroégeno més famoso. Debido al descubrimiento de
su diversa accién biolégica y reactividad, fue considerado la “molécula del afio” por la revista Science
en 1992 [13]. Asimismo, el premio Nobel en medicina del afio 1998 fue otorgado a Robert E Furchgott,
Louis J. Ignarro y Ferid Murad por su descubrimiento como molécula sefializadora en el sistema
cardiovascular. Entre sus diversos efectos, el 6xido nitrico desempefia un papel fundamental en la
homeostasis vascular, la agregacién plaquetaria y el proceso inflamatorio [14,|15].

Ma4s recientemente, dentro de la familia de los 6xidos de nitr6geno ha surgido el interés por
la azanona (HNO), también llamada nitroxilo, debido a que es una molécula con una reactividad
quimica muy amplia que, al igual que el NO’, ha asociada con procesos como la vasodilatacién y la
citotoxicidad [16]. Sin embargo, se ha encontrado que posee una actividad fisiolégica distinta a la

del NO', por ejemplo si se compara la alta reactividad electrofilica del HNO con residuos que poseen
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grupos tioles, dado que el NO resulta ser mucho menos reactivo [14]. Quimicamente, el HNO posee
un leve dipolo con el N teniendo una densidad de carga positiva junto con un par de electrones libres,
lo que lo hace electrofilico y nucleofilico a la vez. La combinacién de estas dos propiedades conlleva
a una rapida dimerizacién del HNO (8 x 105 M1 s71) [17]. El producto de esta reaccion es el acido
hiponitroso (HONNOH), que rdpidamente se deshidrata para dar N,O, en condiciones normales.
Esta reaccién hace que el HNO no pueda almacenarse y que resulte necesario utilizar compuestos
donantes que liberen HNO de manera espontdnea para estudiar su reactividad. Sin embargo, el uso
de estos compuestos presenta ciertas complicaciones, ya que puede ser el donante y no la molécula
liberada la que ejerza o desencadene el efecto biol6gico. Asimismo, en general, estos compuestos
liberan otros productos ademads del de interés que pueden ser también los que posean el efecto
biolégico. Debido a esto, resulta importante repetir los experimentos utilizando distintos compuestos
donantes para descartar interferencias. Entre los compuestos donantes mdas conocidos se destaca
la sal de Angeli (Na;N,O3) debido a que es soluble en agua, su quimica estd bien descripta y resulta
facil de sintetizar [16, 18]. Por otro lado, la alta reactividad del HNO dificulta su deteccién y se han
realizado numerosos estudios para el desarrollo de métodos de deteccién adecuados [19-22]. En los
altimos afios, ha existido una gran controversia respecto del valor de pKa para el HNO/NO™. El HNO
tiene un estado basal singulete [23}24], pero su anién NO™~ posee un estado basal triplete |25} 26].
Esto hace que la desprotonacién del HNO no sea un simple equilibrio dcido-base, sino que resulta un
equilibrio lento prohibido por espin. El valor del pKa para el HNO libre publicado es igual a 11,4 [17],
razon por la cual en solucién acuosa neutra la forma preponderante es HNO. Para el caso del HNO
coordinado fue establecido un valor de pKa de 7,7 [27]. Sin embargo, estudios recientes sugieren que
el valor de pKa para la molécula coordinada es alrededor de 11 [28H31].

La coordinacién del HNO formando complejos, por ejemplo con hemoproteinas, en sistemas
biolégicos, puede estar relacionada con sus efectos fisiol6gicos. La gran mayoria de los complejos de
HNO reportados son con metales de transicién de configuracién d® y del tipo MNO?® (donde 8 es el
ndamero total de electrones asociados a los orbitales d del metal, M, y/o de los orbitales 7* del NO) [28,
29,32].

Un tépico de intensa investigacion en el estudio del HNO es la posibilidad de que el mismo sea
producido de forma enddgena in vivo. Existen diversas propuestas acerca de los mecanismos de
generacion de HNO, aunque ninguna ha sido probada de forma definitiva. Entre ellas se destacan:
la oxidacién incompleta de arginina por accién de la nitrico 6xido sintasa (NOS) en ausencia de la
tetrahidrobiopterina [33+35]; la reduccién de NO debido a la accién de la superédxido dismutasa o de

xantina oxidasa o de alcoholes [36-38]; la reaccién de nitrosotioles con exceso de tiol y, por tltimo,
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la peroxidacién de hidroxilaminas [39]. En el cuarto capitulo de la presente tesis, se estudiara la

viabilidad quimica de que ocurra esta tiltima via de formacién endégena.

1.2.3. Sulfuro de hidrégeno e hidropersulfuros

Hace algunos anos, el principal interés del estudio del sulfuro de hidrégeno (H,S) en biologia,
se centraba en sus mecanismos de toxicidad [40]. Sin embargo, el descubrimiento de NO como una
molécula senalizadora que era producida de forma endégena, genero el interés de estudiar estas cuali-
dades en el caso de H,S. Como resultado, se estudiaron distintos procesos fisiolégicos en los cuales se
descubrié que el H,S estaba involucrado [41-45]. A pesar de esto, los mecanismos quimicos a través
de los cuales el H,S lleva a cabo sus funciones, resultan mayoritariamente desconocidos. Més atin,
comenzo a aparecer evidencia creciente de que los hidropersulfuros (RSSH)B que fueron encontrados
en tejido mamario, células y plasma a niveles significativos y mostraron poseer propiedades quimicas
y biolédgicas tinicas [46], eran las moléculas efectoras, en lugar del H,S [46]. Sin embargo, atin estd
la pregunta abierta de cémo los RSSH llevan a cabo sus reacciones y cémo éstas derivan en efectos
biolégicos. Resulta importante mencionar que el H»S y los RSSH estdn quimicamente relacionados,

ya que hay un proceso reversible que los conecta.
RSSR’ + H,S = RSSH + R'SH (R6)

Esto quiere decir que si existe H,S en un sistema biol6gico (donde existen compuestos disulfuros) es
extramadamente probable que haya también RSSH y viceversa [47]. Este hecho hace que la actividad
atribuida al H,S pueda corresponder en realidad a la formacién de RSSH.

Por otro lado, la existencia de RSSH en sistemas biol6gicos puede proveer la generacion de po-
lisulfuros, que han sido detectados en sistemas mamiferos y que presentan a su vez propiedades
quimicas y biolégicas importantes. Por ejemplo, la reaccién de un dialquiltrisulfuro con un tiol resulta
en una reaccion de sustitucion que da lugar a un hidropersulfuro y un dialquildisulfuro (como en la

reaccion[R7).
RSSSR + R'SH = RSSH + R'SSR (R7)

Existen diversas vias de generaciéon de RSSH en células. La enzima rodanesa y la 3-mercaptopiruvato
sulfo transferasa extraen un 4tomo de azufre de un tiosulfato generando una enzima con hidropersul-
furo [48]. Por otro lado, la enzima cistationina y-liasa y la cistationina 3-sintasa generan RSSH libres a

partir de cistinas (46,49, |50].

1En la presente tesis se utilizara el término hidropersulfuro para referirse tanto a la especie protonada como a la
desprotonada, salvo que sea indicado especificamente.
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Podria esperarse que la quimica de los RSSH fuera similar a la de los tioles (RSH), ya que s6lo
difieren en la presencia de un dtomo de azufre adicional. Sin embargo, esta pequena diferencia
produce grandes cambios en la quimica de estos compuestos. Por ejemplo, numerosos estudios
demuestran que los hidropersulfuros son méas nucleofilicos que los tioles correspondientes [46, [51].
Esta diferencia se debe a la presencia de un par de electrones libres en el &tomo adyacente al azufre en
cuestion, lo cual produce cambios en la estabilizacion del estado de transicién o la desestabilizacién
del estado fundamental. En cuanto a la quimica redox, se sabe que el valor del potencial de reduccién
parala cupla RS'/RS™ a pH 7 es de 0,92 V [52], lo cual indica que el radical RS" es un buen oxidante. En
contraposicion, en el caso de la cupla RSS'/RSS 7, si bien hay menos informacién, se ha demostrado
que los radicales pertilo (RSS’) son mejores reductores [53, 54]. Esto puede deberse a una mayor
estabilidad del radical pertilo, debida a la delocalizacién del radical libre entre los dos &tomos de
azufre (ver ﬁgura. Un ejemplo de la diferencia de estabilidad es que el radical RS’ reacciona con
© Q
R—S—S! =—>» R—S—S.:

Figura 1.4: Resonancia del radical pertilo.

0,, mientras que el radical RSS" no [55]. Asimismo, la oxidacién por dos electrones de los tioles ha
sido bien caracterizada y el hecho de que ocurra puede alterar la funcién de diversas proteinas [56].
En el caso de los hidropersulfuros, poco se conoce acerca de la oxidacién por dos electrones, pero
podria esperarse que fueran buenas especies reductoras. Cabe destacar que los hidropersulfuros son
especies oxidadas con respecto a los tioles (considerando que el estado de oxidacién del &tomo de
azufre es -2 en los tioles, mientras que es -1 en cada 4&tomo en el caso de los hidropersulfururos). Esta
caracteristica puede resultar importante a la hora de considerar su funcién biolégica, dado que la
oxidacion de tioles a hidropersulfuros resulta en la generacién de una especie con un mayor poder
reductor. Por ultimo, a diferencia de los RSH, los RSSH pueden ser, ademds, moléculas electrofilicas
cuando se encuentran protonadas. De forma similar a los disulfuros (RSSR), los RSSH reaccionan
con nucleéfilos blandos ocurriendo la ruptura del enlace S-S [53]. La ruptura nucleofilica del enlace
RSSR puede suceder en cualquiera de los &tomos de azufre, lo que estd determinado tanto por factores
estéricos como electrénicos [57].

Teniendo estos factores en cuenta, puede ahora pensarse en la funcionalidad biolégica de los
hidropersulfuros. Por un lado, los RSSH pueden ser considerados especies de azufre activadas, ya que

son mejores nucledfilos y reductores en comparacion a los tioles. Ademds, pueden ser electréfilos, que
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es una caracteristica que no poseen los tioles. Por otro lado, esté la propuesta de que la generacion
de un RSSH en proteinas con tioles proteja a dichos tioles de una oxidacién irreversible o de una
modificacién electrofilica [58-61]. Esto se debe a que, al tener los RSSH dos 4tomos de azufre, uno
de ellos sea un 4tomo de sacrificio, que luego de ser modificado pueda ser reducido convirtiéndose
asi nuevamente en un tiol con su actividad biolégica. En el contexto de esta tesis, resulta interesante
responder c6mo es el mecanismo de reacciéon de los RSSH con las hemoproteinas. Este tema se

abordard en el quinto capitulo.

1.3. Estrategia de trabajo

Existen numerosos abordajes a la hora de responder una pregunta tan compleja como la de
cémo funcionan las hemoproteinas. Entre ellos se puede recurrir a la divisién del problema desde
lo mas simple hacia lo més complejo. Por ejemplo, primero buscando comprender la reactividad
caracteristica del grupo hemo aislado. Esto se logra, generalmente, estudiando sistemas miméticos
como pueden ser las porfirinas de hierro que, al variar los sustituyentes del anillo, la coordinacién y el
estado de oxidacion del centro metélico, cambian sus propiedades quimicas. Luego, se continia el
estudio analizando las mismas reacciones para el caso de las proteinas en solucién. De esta manera,
comparando los resultados obtenidos con los de las porfirinas aisladas, puede tenerse una mayor
comprensién de la forma en que la matriz proteica modula la reactividad del grupo hemo con la
finalidad de que la proteina lleve a cabo su funcién. Posteriormente, siempre que sea posible, puede
extenderse el estudio en células y/o en sistemas in vivo. La presente tesis se centrard tinicamente en el
estudio de la reactividad de ciertas hemoproteinas analizando los resultados obtenidos considerando
la informacién disponible acerca de la reactividad de sistemas miméticos aislados y de la proteina en
un entorno celular. Para lograr una mayor comprension de los mecanismos de reaccién se combinardn
técnicas experimentales con técnicas computacionales, siempre que sea posible.

En el caso de las hemoproteinas, para el estudio de las reacciones en solucién, resulta una herra-
mienta muy ttil el uso de la espectroscopia UV-visible debido a que las mismas poseen un espectro
muy caracteristico, dominado por bandas correspondientes a transiciones electrénicas de los ligandos.

1, se encuentra a alre-

La banda més intensa, con una absortividad molar (¢) de entre 1-2x 10° M~ 'cm™
dedor de 400 nm y corresponde a una transicién x — 7* del grupo hemo. Dicha banda es denominada
banda de Soret. Alrededor de 500-600 nm se tienen, ademas, dos bandas de menor intensidad (¢ ~
1-1,5x10* M~'cm™!), denominadas bandas Q. Por tltimo, cuando el grupo hemo presenta un 4tomo
de azufre unido al anillo, se tiene una banda entre 600—800 nm correspondiente a una transferencia de

carga y posee una intensidad menor (¢ ~ 10* M~'cm™!). Debido a esto la espectroscopia UV-vis es una
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técnica ampliamente utilizada en el estudio de las hemoproteinas y, en particular, en la presente tesis
para una caracterizacion de la reactividad y de las cinéticas de reaccién. Asimismo, para caracterizar
los productos de reaccion, se recurrié a una técnica electroquimica que permite la deteccion de HNO
(utilizando un electrodo desarrollado por el grupo donde se realizé la presente tesis).

Sin embargo, en muchos casos la informacién obtenida mediante técnicas experimentales no
proveee detalles microsc6picos de como ocurre la reaccién en hemoproteinas, razén por la cual
se recurre a los métodos computacionales. Existen dos grandes grupos de técnicas de simulacion:
las basadas en la mecénica clasica y las que se basan en la mecédnica cuéntica. Segtn el tipo de
pregunta que se busca responder resulta necesario recurrir a uno u otro tipo de método y la clave para
que la pregunta sea contestada correctamente es saber en qué caso se utiliza cada método. Resulta
importante tener en mente que mediante los métodos cldsicos se pueden analizar las caracteristicas
dindmicas de la proteina (cambios conformacionales entre otras), pero no sirven para el estudio
de procesos que involucren cambios quimicos. Para ello resulta necesario recurrir a los métodos
cuénticos, que no so6lo pueden describir reacciones, sino que también sirven para predecir la geometria
esperada para un complejo de acuerdo a su estado de oxidacién y de espin y para conocer las energias
de unién. Cabe destacar que los métodos cuédnticos resultan ser muy costosos computacionalmente,
razon por la cual se pueden utilizar para un acotado ntimero de 4tomos. Sin embargo, como fue
mencionado anteriormente, a la hora de estudiar la reactividad de una proteina, la matriz proteica
cumple un rol muy importante en la modulacién de la reactividad quimica del grupo hemo. Debido a
ello, resulta necesario incluirla en los célculos que involucran reacciones. Con el objetivo de sortear este
problema se utilizan métodos hibridos cudntico-clasicos (quantum mechanical-molecular mechanics,
QM-MM) para el estudio de la reactividad de las proteinas en los cuales los residuos involucrados
directamente en la reaccién son tratados cudnticamente, mientras que el resto de la proteina y el
solvente se trata de forma cldsica. La combinacién de los distintos métodos computacionales con las
técnicas experimentales potencia el estudio de la reactividad de las hemoproteinas, dado que permite

caracterizar las bases moleculares que dan origen a una reaccién dada.

1.4. Objetivosy lineamientos de esta tesis

Este trabajo intenta describir a nivel molecular los mecanismos de reaccién de distintas hemopro-
teinas con diferentes moléculas pequefias. Por un lado, se estudiaron dos dioxigenasas hémicas, la
indolamino y tript6fano 2,3-dioxigenasa, prestando especial atencién en las bases moleculares de la
reaccion de la tript6fano 2,3-dioxigenasa con triptéfano para dar N-formilquinurenina y las diferencias

que existen con la proteina andloga de bacteria. Ademads, se realizé un estudio estructural de la indo-
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lamino 2,3-dioxigenasa, cuya estructura no ha sido completamente dilucidada experimentalmente.
Estos resultados se presentan en el tercer capitulo de la presente tesis.

Por otro lado, se realiz6 el estudio de la reactividad de la mioglobina con hidroxilaminas e hidroper-
sulfuros, lo que puede dar lugar a diversas funciones de dicha proteina que las cominmente conocidas.
Especificamente, se estudi6 como la mioglobina puede llevar a cabo reacciones de peroxidacién de
hidroxilaminas, tema que serd presentado en el cuarto capitulo de la presente tesis, y la reaccion de la
mioglobina con hidropersulfuros, cuyos resultados serdn presentados en el quinto capitulo.

Alo largo de la presente tesis se utilizaron diversas técnicas que permiten la caracterizaciéon de
los distintos productos de reaccién y de sus pardmetros cinéticos. Ademds, la extensa variedad de
métodos computacionales utilizados posibilita estudiar desde fenémenos asociados a la dindmica
proteica, que permiten un amplio muestreo del espacio conformacional, a métodos cuanticos que a
través de una descripcién electrénica detallada del sistema permiten el estudio de la reactividad del
mismo.

En el préximo capitulo se presentan los fundamentos tedricos de las metodologias utilizadas.
Los resultados obtenidos se presentan en tres capitulos. En cada uno de ellos, se decidi6 incluir una
introduccién en la que se desarrolla una descripcion de los antecedentes mas relevantes del sistema
en cuestion y una seccion de metodologia especifica. Luego, se desarrollan los resultados y, finalmente,

se incluyen las conclusiones.
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CAPITULO

METODOLOGIA GENERAL

La combinacién de técnicas experimentales y computacionales enriquece la informacién que
puede ser obtenida a la hora de responder una pregunta quimica. Es por esto que en la presente tesis
fueron utilizados ambos enfoques, con el objetivo de tener un mayor entendimiento de c6mo las
hemoproteinas llevan a cabo su funcién. Este capitulo se centrard en la descripcién teérica de los

principales métodos utilizados.

2.1. Métodos computacionales

El término simulacién computacional se refiere al computo de una serie de cadlculos numéricos
con una computadora, cuyo objetivo es estudiar la evolucién y propiedades del sistema de interés, en
un marco tedrico preestablecido. En el drea de la quimica, la simulacién computacional es utilizada
para predecir el comportamiento termodindmico y cinético a partir de las interacciones interatémicas.
Ademads del poder predictivo, la simulacién computacional, en quimica, permite estudiar el comporta-
miento de los sistemas a un nivel atomistico, aportando informacién microscépica que no siempre
puede ser abordada desde un punto de vista experimental. Existen dos componentes cruciales en
una simulacién computacional: los modelos mds habituales para describir las interacciones entre los
dtomos presentes en los sistemas quimicos y, en segundo lugar, las diversas estrategias que se utilizan

para obtener informacién relevante.

2.1.1. Modelos tedricos comiunmente utilizados

Como fue mencionado en la introduccién, existen diversos modelos teéricos para describir las
interacciones entre dtomos: los basados en la mecénica clésica, los que se basan en la mecénica
cuénticay los modelos multiescala. Dichos modelos describen al sistema con distinto grado de detalle

que, segln el interrogante que se desee responder, resulta necesario recurrir a una u otra estrategia.

17
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Los modelos basados en la mecédnica cudntica son los que predicen las interacciones quimicas de
manera mas exitosa. Sin embargo, resulta imposible la utilizacién de este método para el estudio de
sistemas con miles de &tomos (como por ejemplo una proteina) no sélo por el tiempo de coémputo,
sino también debido a que muchos resultados que se obtienen presentan errores asociados, que
dependen fuertemente del tamario del sistema.

En contraposicion, los modelos basados en la mecénica cldsica son utilizados en macromoléculas
y tienen la ventaja de que los tiempos de cOmputo asociados permiten la observacion de eventos
temporales del orden de los nano o microsegundos. Sin embargo, debido a que no describen los
electrones de forma explicita, no pueden describir procesos en los que haya formacién o ruptura de
enlaces quimicos o cambios en el estado de espin. Debido a esto se han desarrollado los métodos
multi-escala cudntico-cldsicos (métodos hibridos), los cuales aprovechan las ventajas de cada método.
En el caso de los métodos hibridos cudntico-cldsicos (QM-MM), se permite la formacién y ruptura de
enlaces quimicos en la porcién reactiva del sistema (la cual es considerada bajo un modelo cudntico)

y se puede observar la dindmica en el resto de la proteina.

2.1.1.1. Métodos basados en la Mecdnica Cudntica

El primer postulado de la mecénica cudntica establece que el estado del sistema estd completa-
mente determinado por la funcién de onda del mismo, ¥ (r, f), la cual depende de la coordenada (1) y
del tiempo (t). Toda la informacién posible acerca de este sistema puede extraerse de dicha funcién
(solamente resulta valido para sistemas cudnticos no relativistas), la cual se obtiene de la resolucién

de la ecuacion de Schrédinger dependiente del tiempo:

oY(r, 1)

a1 2.1)

hZ
{ - — V%4 V}\P(r, ) =ih
2m

donde m es la masa de la particula, V es la funcién de energia potencial del sistema, 7 es la constante
de Planck dividido por 27, i es la raiz cuadrada de -1 y V? es el operador Laplaciano. Cuando el
potencial es independiente del tiempo, la funcién de onda puede escribirse como el producto de una
funcién espacial y otra temporal: W(r, ) = ¢ (r) T (1), lo cual permite utilizar la ecuacién de Schrédinger

en la forma independiente del tiempo:

hZ
{— —v2+V}‘I’(r) =EY(r), (2.2)
2m
donde E es la energia de la particula. Si, ademas, se define el operador Hamiltoniano como:
A hz 2
H=—-—vy°+V, (2.3)
2m

la ecuacion[2.2|queda reducida a:
HY(r)=EY(r). (2.4)
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La ecuacién se trata de una ecuacién de autovalores en la que ¥ son los autovectores y E los
autovalores. Por lo tanto, para resolver la ecuacion de Schrodinger, resulta necesario encontrar el
conjunto de autovectores y autovalores asociados que satisfacen la misma. Sin embargo, s6lo puede
ser resuelta de forma exacta para unos pocos sistemas, como son el 4tomo de hidrégeno y moléculas
diatémicas monoelectrénicas. Debido a esto, en el caso de sistemas moleculares complejos se recurre
a distintas aproximaciones.

Si se considera a los ntiicleos y a los electrones como masas puntuales y, ademads, se desprecian
las interacciones espin-érbitaE]y otros efectos relativistas, el Hamiltoniano para una molécula de M

ntcleos y N electrones resulta ser, en unidades atémicas[’}

R 1 N 1 M 1 N M Za N N 1 M M ZaZg
H=--Y Vi —Va-Y Y =4y Y —+ , (2.5)
2i0 2 js1ma iZiAs1TiA iZijs1Tij As1Bsa Ras

donde i, j denotan los electrones, Ay Blos nticleos, los valores de Zy m corresponden a las cargas y
a las masa de los nticleos respectivamente, r;4, 1;j y Rap representan las distancias electron-nucleo,
electron-electrén y nicleo-ntcleo. Los primeros dos términos corresponden a los operadores energia
cinética de los electrones y los nucleos respectivamente, mientras que los dltimos tres constituyen el
operador energia potencial, V. El mismo es la suma de la interaccién Coulémbica atractiva entre los
ntcleos y los electrones (tercer término), la interaccion repulsiva entre los electrones (cuarto término)
y, por ultimo, la repulsién entre las cargas de los ntcleos.

Con la finalidad de simplificar la ecuacién de Schrodinger, puede desacoplarse el movimiento de
los electrones del de los nticleos (aproximacién de Born-Oppenheimer). Con esta consideracién, la

funcién de onda de todo el sistema puede ser escrita de la siguiente forma:
WY ,,:q1(Ucleos, electrones) = W (ntcleos) ¥ (electrones), (2.6)

siendo la energia total del sistema equivalente a la suma de la energia nuclear y la energia electrénica.
Esto puede suponerse debido a que las masas de los nticleos son mucho mayores que las de los
electrones, por lo que los electrones pueden acomodarse de forma instantdnea a cualquier cambio en
la posicion de los nticleos. Entonces, bajo esta aproximacion, la funcién de onda electrénica depende
solamente de la posicion de los nticleos y no de sus momentos (es decir, se considera que los nticleos
estén fijos). Con esta consideracion se desprecia el término energia cinética de los nticleos y el término

de repulsién ntcleo-ntcleo se vuelve constante. De esta forma, el problema queda ahora reducido a

1E] acoplamiento espin-orbita representa la interaccién del momento magnético asociado al espin de un electrén con
el campo magnético generado por el electrén en movimiento

2La unidad de masa es la masa del electrén m,; la unidad de carga es la carga del protén ey la unidad del momento
angular es 7. Esto simplifica la expresion del Hamiltoniano. Las unidades de energia utilizadas son Hartree y las de longitud
Bohr. En el apéndice@se presenta una tabla con las unidades atémicas.



20 CAPITULO 2. METODOLOGIA GENERAL

obtener la funcién de onda para el operador Hamiltoniano electrénico:

N N 1
i, = Z Loz Z ZZ— 2.7)
i=1A=1T i=1j>1 Fij

donde el primer término representa la energia cinética electrénica, el segundo es el potencial asociado
ala interaccién electrén-ntcleo y el tercero es el potencial de la interaccién electrén-electrén. Para
cada nueva posicion de los nicleos, la ecuacion de Schrédinger se vuelve a resolver considerando
tUnicamente a los electrones en el campo producido por los niicleos. A pesar de que el problema esta
simplificado, atin resulta dificil resolverlo. Existen distintas metodologias para su resolucién algunas

de las cuales seran descriptas en este capitulo. [1]

El método de Hartree

El método de Hartree [2] consiste en considerar al H,; como suma de Hamiltonianos monelectré-

nicos con una interaccion interelectrénica de campo medio, es decir:
N A
= Z h;. (2.8)
i=1

En esta propuesta se asume que el campo electrostético, sentido por un electrén en un atomo,
es debido al potencial del ntcleo junto con un campo producido por los otros electrones, que es
considerado en forma promediada en el espacio. Cada hamiltoniano monoelectrénico, h;, tendré su
propio conjunto de autovalores €; y autovectores y;, llamados espin-orbitales, los cuales incluyen
tanto la coordenada espacial, como la de espin en la funcién de onda, siendo la funcién de onda el

producto de las funciones de onda monoelectrénicas, lo que se denomina producto de Hartree:

WH (x1, %2, .00, XN) = X (X)) 1 j (2) - Xk (XN) (2.9)

Teorema variacional

Si se considera un estado fundamental descripto por una funcién de onda v y una energia Ey que
satisface la ecuacion de Schrodinger:

Hyo = Eyyg (2.10)

ala cual se la multiplica por la funcién conjugada, v, y luego se la integra sobre todo el espacio, se

obtiene:
Ey= fw;;ﬁwgdr (2.11)
donde dt representa un diferencial de volumen.
El teorema variacional establece que si se sustituye la funcién v por una funcién de prueba ¢
en y se calcula la energia correspondiente de acuerdo a:

_ J¢*Hpdr

Egp = To pdr 2.12)
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entonces se obtiene la siguiente desigualdad:
Ey = Ey. (2.13)

Mientras mayor sea la similitud entre ¢ y 1, més cercana resultard E¢ a Ey. Entonces, resulta clave
encontrar la funcién de prueba ¢ que minimice la energia del sistema. Para ello es muy comuin

expandir la funcién de prueba de la siguiente forma:
N
6= cif 214
j=1

donde c¢; son los pardmetros variacionales y f; corresponden a las funciones de base elegidas. Una

cuestion a tener en cuenta es que los parametros variacionales deben estar normalizados:

Y =1 (2.15)
i=1

Por lo tanto, la minimizacién de la energia debe realizarse con esa restriccion, para lo cual se utiliza el

método de multiplicadores de Lagrange.

El método de Hartree-Fock

El método de Hartree-Fock (HF) [2] fue uno de los primeros métodos de estructura electrénica a
partir del cual se basaron una gran cantidad de metodologias; es por ello que resulta importante su
descripcién. En este método, se tiene en cuenta que los electrones son particulas con espin semientero
(fermiones), por lo que su funcién de onda debe ser antisimétrica respecto al intercambio de particulas.
Es decir,

W(x1,x2,..., xn) = —W¥(x2,X1,..., XN) (2.16)

donde x representa las coordenadas espaciales y de espin de cada electrén. No obstante, el producto
de Hartree (descripto en la ecuaci()n no satisface dicha condicién y distingue entre electrones,
dado que identifica cada electrén con un espin-orbital. Para evitar este problema en el método HF se
utiliza como funcién de onda un determinante, al que se denomina determinante de Slater, construido

de la siguiente forma:

1) x2(1) ... xn(D)
21v12) x22) ... xn(@2)
W(x1,x2,..., XN) = (—) 2.17)
N! : : :
1) x22) ... xn(V)

donde y;(j) se refiere al i-ésimo espin-orbital de un electrén (compuesto por un componente espacial
y otro de espin condensada en la variable (j)). Debido a las propiedades matemaéticas de los deter-
minantes queda asegurado que la funcién de onda sea asimétrica con respecto al intercambio de

particulas.
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Al minimizar la energia respecto de la funcién de onda con la forma funcional del determinante
de Slater, se obtiene la siguiente expresion:

N 1 N
Epp=)_ hii+ 3 Y
i=1 i=1

N
3 (i -Kij). (2.18)
=1

En esta expresion h;; corresponde a la energia cinética y a la interaccién nucleo-electrén, que surge

de operar h (ver ecuacién ) en la funcién de onda.

~ 1 Zi
h=-vi-y 2, (2.19)
2 ; Tl
Jij corresponde al autovalor del operador Coulémbico, J:
u 1
Jixi() = { f |Xj(2)|2r—dxz}7(i(1)- (2.20)
12

Este término estd relacionado con la interaccion electrostatica (repulsiva) de dos electrones (1y 2) en

los espin-orbitales iy j. Por dltimo, K;; corresponde al autovalor del operador de intercambio, K:

N 1
Kj)(i(l)z{f}(;(Z)axi(Z)dxg}Xj(l). (2.21)

Este operador no tiene analogia en la electrostdtica clasica, representa una estabilizacion adicional
que proviene de la antisimetria de la funcién de onda y resulta positivo para dos electrones de igual
espin y cero para electrones de espin opuestos. Este operador puede ser interpretado en términos
del Principio de Exclusién de Pauli, el cual evita que dos electrones con un mismo espin estén muy
cercanos el uno del otro; y como consecuencia, la energia de repulsién Coulémbica estd reducida en
el caso de espines paralelos con respecto a la situacion en la cual los electrones son antiparalelos

El factor % que multiplica las integrales de Coulomb y de intercambio asegura que cada par de
electrones no sea contado dos veces. Aplicando el teorema variacional, la funcién de onda del sistema
se hallard encontrando al conjunto de espin-orbitales y; que minimicen la energia y teniendo en
cuenta la condicion de ortonormalidad que deben cumplir los espin-orbitales ;. De esta forma se

obtienen las ecuaciones de Hartree-Fock:
) N , 1 N 1 N
hyi(1) +Zf ;@1 —dxzi(1) —fo;‘@)r—xi(z)dxzxj(l) =) €jix;j(1) (2.22)
j 12 j 12 j

donde los €; corresponden a los valores de energia asociados a los N espin-orbitales. Si se define el

operador de Fock, f, teniendo en cuenta las definiciones de los operadores de J, K y h,
A~ A N A N A
f=m+) J;i-> K (2.23)
J J
la ecuacién se simplifica quedando expresada de la siguiente manera:

N
Fri =) eijx;. (2.24)
j
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Como puede observarse, la ecuacion|2.24|no corresponde a un problema de autovalores. Con el
objetivo de que lo sea, se realiza una transformacién unitaria (que preserva la ortonormalidad y que la
matriz de la transformacién verifica UT = U~') del conjunto de los espin-orbitales {y,} al conjunto
{xa)- 12]

Xi=2_Uijx; (2.25)

j

La funcién de onda y su transformacién unitaria sélo difieren en un factor de fase. Sin embargo,
debido a que todos los observables dependen de | W |?, la funcién de onda original y su transformacién
resultan idénticas a todos los fines practicos. Ademds, el operador de Fock es invariante frente a la
transformacion de espin-orbitales. La ecuacién de Hartree-Fock en términos de los y; adquiere la
forma de un problema de autovalores.

Fxi=e€x; (2.26)

Esta ecuacién tiene como solucién a un tinico conjunto {y;} al cual se lo conoce como los orbitales
candnicos, los cuales no poseen sentido fisico, pero silo tienen sus energias orbitales. La resolucién de
estas ecuaciones, para obtener el conjunto de orbitales canénicos, debe realizarse de forma iterativa, ya
que, como puede verse en la ecuacién el operador f depende de sus propias autofunciones. Para
resolverlo, se realiza la aproximacion de escribir al conjunto de orbitales canénicos como combinacién

lineal de funciones de base de un electrén.
K
Xi= Y Cuipu(l) 2.27)
p=1

donde K corresponde al tamafio de la base, i identifica al orbital molecular y p a la funcién. Al

reemplazar en2.26|se tiene:
K K
FOY cvipyD) =€) cvipy) i=1,...,K (2.28)
v v

Si se multiplica la ecuacion por gb;(l) y, luego se integran en r}, se obtienen las ecuaciones de HF

integradas:
K K
ZCvifdh(P;(l)f(l)(Pv(l)=€iZCVifdr1(l>$(l)<Pv(l). (2.29)

De esta forma, el problema se reduce a un sistema de K ecuaciones lineales donde las incégnitas son

los {c,i}. Si se definen las matrices de solapamiento (S) y de Fock (F), ambas de dimensiéon Kx K:

S = fdr1¢;(1)¢v(l) Fyuy =fdr1¢2(l)f(1)¢v(1) (2.30)
se pueden escribir las ecuaciones de HF integradas sobre las funciones de base:

K K
Y Fuwevi=€i) Swevi  i=12,..,K p=12,.. K. (2.31)
v v
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Ademads, pueden escribirse también de forma matricial:
FC=SCe (2.32)

siendo C la matriz de los coeficientes c, i y € la matriz diagonal de energias orbitales €;.

Como se dijo anteriormente, este método se resuelve de forma iterativa. Esto quiere decir que
se utilizan unas funciones de prueba para calcular los operadores de Fock. Luego, se resuelven las
ecuaciones de HE obteniendo unas nuevas soluciones, las cuales serdn utilizadas para la siguiente
iteracion. Esto se repite hasta obtener soluciones que resulten invariantes con las iteraciones. Este
proceso se conoce con el nombre de campo autoconsistente.

Por tltimo, cabe destacar que la calidad de los resultados del método HF dependera fuertemente
del nimero y tipo de funciones de base usada para expandir los orbitales. Sin embargo, por més grande
que sea la base, en el método de HF hay un error intrinseco, el cual se origina en el tratamiento de la
repulsion electron-electrén. Esta se realiza de forma promediada, a partir de un potencial de campo
medio, sin tener en cuenta las repulsiones instantaneas. Este error asociado recibe el nombre de
energia de correlacion y se define como la diferencia entre la energia exacta dentro de la aproximacién
de Bohr-Oppenheimer (Eg) y la energia limite de HE correspondiente a la energia calculada con una
base completa:

Ecorr = Eo— Efj! (2.33)

Existe una gran cantidad de métodos que permiten obtener resultados que estiman la energia de
correlacion. Entre ellos pueden mencionarse el método de interaccién de configuraciones, los métodos
basados en la teoria de perturbaciones de Moller-Plesset y la Teoria del Funcional de la Densidad

(DFT). Esta tiltima sera desarrollada a continuacién dado que fue ampliamente utilizada en esta tesis.

Teoria del funcional de la densidad

La teoria del funcional de la densidad (DFT) [3] establece que la variable fundamental en los

problemas polielectrénicos es la densidad de probabilidad electrénica, que se define como:

N/2
pr) =23 I¥i(n*. (2.34)
i

Este enfoque resulta muy atractivo dado que reduce la dimensionalidad de un problema de 3N
variables (siendo N el niimero de electrones) a uno de sé6lo 3. Hohenberg y Kohn [4] formularon y
demostraron dos teoremas que dan sustento a esta teoria. El primero de ellos establece que existe
una relacién univoca entre el potencial externo (V(r)) al que se encuentran sometidos los electrones y
la densidad de probabilidad electrénica del estado fundamental, py(r). Como consecuencia de esto,

la energia del estado fundamental es funcional de py(r), Ey =Ep[p]. El segundo teorema, andlogo
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al teorema variacional, establece que dada una p’(r) positiva, la energia correspondiente a dicha
densidad es mayor a la energia del estado fundamental. Esto resulta equivalente a decir que la
verdadera densidad de probabilidad electrénica del estado fundamental, minimiza el funcional de la
energia Ey[p].

Considerando estos dos teoremas, la energia total se expresa de la siguiente manera:
Eo = Ey[pol = fpo(r)V(r)dr +(Tlpol) + (Veelpol), (2.35)

donde V(1) es el potencial externo, T[py] es la energia cinética de los electrones y Ve [po] es el potencial
Coulémbico proveniente de la repulsion electrénica.

Sin embargo, en este desarrollo tedrico no queda establecido cémo obtener Ej y po a partir de
v(r), ya que no se conoce cémo calcular los dltimos dos términos de la ecuacién[2.35|para sistemas de
electrones interactuantes. Kohn y Sham [5] propusieron un método para obtener pg y Ey en el que se
considera un sistema de referencia ficticio de electrones no interectuantes, el cual posee una densidad
de probabilidad electrénica del estado fundamental, p;(r), que coincide con la del sistema de interés
po(r). De esta manera, la energia puede expresarse como:

=-Z/¢ (r)Vz(,bl(r)dr—Zf e p(r)dr+//p(rl)p(rZ)drldr2+E1C (2.36)

|r1 =12l

donde ¢; son las autofunciones del Hamiltoniano de un electrén (denominadas de Kohn-Sham).
Ademas, el primer término de[2.36/corresponde al valor medio de la energia cinética de los electro-
nes no interactuantes, el segundo a las interacciones entre los nticleos y electrones, el tercero a la
interaccion electron-electrén del sistema no interactuante, y el iltimo — denominado funcional de
intercambio y correlaci6n— contiene las correcciones que deben ser tenidas en cuenta en el sistema
no interactuante, con el objetivo de recuperar el sistema real. En este tltimo término se incluyen
la energia cinética de correlacion, que es la diferencia entre el valor medio de la energia cinética
del sistema real y el ficticio; la energia de intercambio, que esté relacionada con los requerimientos
de antisimetria para los fermiones; la energia de correlacién Coulémbica, que estd asociada a que
los movimientos de los electrones estdn correlacionados entre si instantdneamente; y, por tltimo,
una correccion de autointeraccién para enmendar el hecho de que en el término Coulémbico los
electrones se describen como densidades continuas de carga negativa, con lo cual interactiian consigo
mismo. El método de KS es exacto por definicién debido a que incluye este término, que corrige los
efectos cuédnticos que no son considerados. Sin embargo, la forma exacta del término de intercambio

y correlacion es desconocida por lo que en la practica deben realizarse aproximaciones.



26 CAPITULO 2. METODOLOGIA GENERAL

La minimizacion de este funcional de la energia con respecto a las ¢;, considerando el requeri-

miento de ortonormalidad, da lugar a las ecuaciones de Kohn-Sham (KS) presentadas a continuacién:

1 V4 r
Slgry 2 [P k) [ @RS () = XSRS (), 2.37)
2 a T4 2
Si se define el operador monoelectrénico de Kohn-Sham:
N 1 Z r
S =| - -vi- faati Pl 2)dr2+yic(r1)], (2.38)
2 a A 2
las ecuaciones de KS se pueden escribir como:
RSPy () = e 5grS ), (2.39)
Para resolverlo, al igual que en HE se plantea un Hamiltoniano electrénico, flfs , que depende

de los ¢;. Luego, de forma iterativa, se parte de un conjunto de ¢; que se utiliza para obtener los
correspondientes Hamiltonianos. Con ellos se obtiene un nuevo conjunto de ¢; y el procedimiento se
repite hasta lograr autoconsistencia.

Ahora bien, la exactitud del método depende de cémo se calcula el término de intercambio y
correlacion. La aproximacion de la densidad local (LDA) fue la més comtinmente utilizada en la década
de los 90 y calcula este término para un gas uniforme de electrones. Este método resulta una buena
aproximacion en sistemas donde la densidad electrénica cambia suavemente. Asimismo, existen otros
métodos en los que se incorporan las variaciones de la densidad electrénica con la posicién, deno-
minados aproximacion del gradiente generalizado (GGA). En estos métodos se utilizan funcionales
corregidos por gradientes, incorporando un Vp(r) en la expresion del funcional de intercambio y co-
rrelacion. El funcional mds conocido de este tipo es el denominado PBE (Perdew-Burke-Erzernhof) [6].
Por otro lado, debido a que el método de HF permite obtener el intercambio exacto, se desarrollaron
funcionales, llamados hibridos, que incluyen una porcién del intercambio de HF con funcionales
de intercambio y correlacién de gradiente. Entre estos métodos se destaca B3LYP [7], que ha sido
utilizado enormemente en la literatura, principalmente por la comunidad quimica, por su mejora
cualitativa en la reproduccion de geometrias y energias de union en sistemas moleculares.

Cabe destacar que el método de DFT posee limitaciones, entre las que se destacan que es una
teoria del estado fundamental, por lo que no puede ser aplicada para obtener estados excitados del
sistema. Asimismo, describe de forma deficiente las interacciones débiles del tipo de Van der Waals.
Por otro lado, debido a que se incluye el término de intercambio y correlacién, deja de cumplirse el

hecho de que la energia obtenida es una cota superior de la energia real del sistema [3].
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Cargas de Mulliken

En numerosos casos resulta de gran utilidad obtener una medida de la carga electrénica sobre cada
dtomo del sistema. Si bien no existe una tinica manera de definir la cantidad de electrones “asociados”
a cada 4tomo, una manera de tener una representacion de la distribucion de carga sobre el sistema
consiste en lo que se denomina andlisis poblacional de Mulliken [8]. Considerando la definicién de la
matriz densidad Py de la matriz solapamiento S, puede verse que el nimero total de electrones N
corresponde a:

N=Y Y PuSu =) (PS)up- (2.40)

v K
Puede interpretarse entonces (PS),, como la cantidad de electrones asociada al orbital ¢,. Si los
orbitales utilizados estan centrados en los atomos, la cantidad de electrones asociados a cada atomo
corresponderd a la suma de los electrones asociados a los orbitales de cada 4&tomo. La carga neta sobre

cada atomo se calcula como:

Ga=Za- Y (PSuu (2.41)
HEA

donde Z4 corresponde ala carga nuclear del &tomo Ay el indice indica la suma sobre todos los orbitales
centrados en el &tomo A. Debe ser tenido en cuenta a la hora de comparar distintas moléculas que el

andlisis de la poblacién de Mulliken depende de la base utilizada [8].

2.1.1.2. Modelos basados en la Mecanica Clasica

Como fue mencionado al inicio de la presente tesis, existen diversos sistemas que resultan ser
demasiado grandes como para utilizar los métodos basados en la mecédnica cudntica, ya que su costo
computacional excede el alcance de las metodologias de primeros principios. Los métodos basados
en la mecdnica cldsica ignoran la representacion explicita de los electrones y la energia es calculada
exclusivamente en funcién de la posicién de los ntcleos utilizando ecuaciones sencillas. Como conse-
cuencia de esto, estos tipos de célculos resultan ser menos costosos computacionalmente y pueden
ser utilizados para realizar célculos en sistemas que contienen un niimero de 4tomos suficientemente
grande como para representar proteinas en su entorno acuoso. En general, estas técnicas pueden
responder ciertas preguntas con el mismo nivel de exactitud que los métodos cudnticos en un tiempo
significativamente menor. Sin embargo, al no tener en consideracién a los electrones internos, estos
métodos no pueden utilizarse para responder preguntas que dependan de la distribucién electrénica

de la molécula. A continuacién se describirdn las caracteristicas generales de estas estrategias.
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Campos de fuerza clasicos

En este tipo de métodos la energia potencial se describe a partir de las coordenadas nucleares. Para
poder hacerlo resulta indispensable realizar la aproximacién de Born-Oppenheimer. La funcién que
describe la energia potencial del sistema es denominada campo de fuerzas, debido a que el gradiente
de esta funcién permite obtener las fuerzas que acttian sobre cada dtomo.

En la gran mayoria de los campos de fuerza las interacciones entre los nticleos son representadas
por féormulas matemadticas sencillas y pueden agruparse en contribuciones de unién y contribuciones
de no unién. Las primeras describen la interaccién entre &tomos que se encuentran formando un
enlace o que se encuentren como maximo a 2 dtomos de distancia. Las contribuciones de no unién, en
cambio, describen las interacciones entre pares de &tomos que se encuentran en moléculas diferentes
o bien en la misma molécula, pero separados por mads de tres enlaces. En la presente tesis se utilizo
para realizar todos los célculos de Mecdanica Clésica el campo de fuerza de Amber [9,10], el cual se

presenta en la siguiente ecuacion:

v = Y SRl Y SR0:i-07)+ Y SH(1+costo-y)

enlaces angulos 2 dihedros
12 6
53 (e ][22 ()] S
" I'ij Tij 4dmegr;j '

i=1j=i+1
Los primeros tres términos de la expresion [2.42| corresponden a las contribuciones de unién. El

(2.42)

primero hace referencia al aporte del estiramiento de los enlaces a la energia, mientras que el segundo
ala contribucién dada por las flexiones angulares. En ambos casos, se modelan las contribuciones
por un potencial armdénico con una constante de fuerza k;. Dicho potencial produce un aumento
de la energia del sistema cuando el valor de distancia o dngulo, segiin corresponda, se desvia del
valor de referencia (r; 9 0 0;9). Dado que la energia necesaria para modificar un dngulo resulta menor
que la requerida para variar la distancia entre dos dtomos, los valores de k; g suelen ser menores
que los k; .. El tercer término de la ecuacién[2.42]esté asociado al cambio de energia que produce la
rotacién de los enlaces (torsiones o dngulos diedros) y posee tres pardmetros que lo describen: V;,, el
cual corresponde a la barrera energética asociada a la rotacién entre dos minimos sucesivos; n, que
representa el nimero de minimos encontrados entre 0y 27; y, por dltimo, y, el cual determina dénde
el dngulo diedro pasa a través de un valor minimo de energia. El tltimo término de la ecuacién[2.42]
en cambio, corresponde a las contribuciones de no unién y para su descripcién lo dividiremos en dos
partes. La primera, entre corchetes, se trata de un potencial de Lennard-Jones, el cual es utilizado
para modelar tanto las interacciones dispersivas como la repulsién originada por el principio de
exclusion de Pauli a distancias cortas. El parametro €;; estd asociado a la profundidad del pozo de

energia, mientras que o;; se asocia a la distancia entre los 4tomos en ese minimo. Por otro lado, la



2.1. METODOS COMPUTACIONALES 29

segunda parte de este término corresponde a un potencial Coulémbico, con el cual son modeladas
las interacciones del tipo electrostaticas. En el campo de fuerzas de Amber, la distribucién de cargas
es representada a través de cargas puntuales que se ubican en las coordenadas de cada 4tomo. Estas
cargas se obtienen de manera de reproducir el potencial electrostatico de la molécula, obtenido a

través de calculos cuanticos.

Modelos de solvente

En la presente tesis, se estudiaron fenémenos que requieren considerar a las moléculas de interés
(proteinas) rodeadas de un solvente, para poder tener asi una descripcién mas realista del sistema
experimental, pero en una simulacién computacional. Existen diversos modelos para describir al
solvente (agua para los efectos de la presente tesis) y la eleccién de un modelo que lo describa depende
en gran parte de la propiedad que se busca reproducir y del grado de precisién deseado.

La utilizacién de solvente explicito consiste en considerar cada molécula de agua que constituye
el sistema. Existen distintos modelos que describen a la molécula de agua de manera diferente. En
este trabajo se utiliz6 el modelo explicito de agua TIP3P [11]. El mismo describe al agua como un
cuerpo rigido (sin grados de libertad internos) con tres sitios interactuantes (uno por cada nicleo
que la compone) con una distancia interatémica de 0,9572 A y un dngulo de enlace de 104,52°; dichos
valores se corresponden con los observados experimentalmente([8}|11]. Por otro lado, a los &tomos
de hidrégeno les asigna una carga puntual de 0,417e y al 4&tomo de oxigeno de -0,834e. Ademas,
describe las interacciones de van der Waals entre dos moléculas de agua utilizando una funcién de
Lennard-Jones, con un tinico punto de interacciéon centrado en el 4&tomo de oxigeno (con los siguientes
parametros: o = 3,15061 A y € = 636,4 J/mol). En este modelo no se consideran las interacciones de
van der Waals que involucren a los 4&tomos de hidrégeno.

Frecuentemente el tratamiento del solvente de forma explicita resulta ser muy costoso compu-
tacionalmente y es por ello que se recurre a los llamados modelos de solvente continuo o implicito.
En este tipo de tratamiento se considera que el solvente afecta al comportamiento del soluto, debido
a sus propiedades dieléctricas. Los modelos de este tipo mayormente utilizados son los de Poisson-
Boltzmann (PB) y de Generalized Born (GB). La energia libre de solvatacién, en estos modelos, puede

descomponerse en tres contribuciones:
AGsoly = AGelec + AGeay + AGygw. (2.43)

El primer término corresponde a la contribucion electrostatica, la cual resulta ser muy importante
para solutos polares o cargados debido a la polarizacién del solvente; el segundo corresponde al

trabajo necesario para generar una cavidad para el soluto, en contra de la presion del solvente y
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de la penalidad entrépica, asociada a la reorganizacién de las moléculas de solvente; y el tltimo,
corresponde a las interacciones de van der Waals entre moléculas de solvente y las del soluto. La
gran mayoria de modelos continuos difieren en la forma de tratar el término electrostético y utilizan,
en cambio, pardmetros similares a los empleados en mecdnica cldsica para describir los términos
restantes.

El modelo de PB describe la contribucién electrostética del soluto inmerso en un solvente con
iones [12] de la siguiente forma:

z;q¥(r)

\Y €(r)V‘I’(r)] =—ps(r)=)_cPzRigAr)e T, (2.44)
i

donde €(r) representa el dieléctrico en funcién de la posicién, ¥ (r) representa el potencial electrostati-
co, ps(r) la densidad de carga del soluto, ¢ la concentracion del ion i-ésimo a una distancia infinita
del soluto, z; es la valencia del ion i, g es la carga del protén, kg es la constante de Boltzmann, T la
temperatura y A(r) es un factor que tiene en cuenta la accesibilidad de los iones en solucién en funcién
de la distancia al soluto. Esta ecuacion resulta ser computacionalmente muy costosa de implementar
sin realizar aproximaciones [13H15].

El modelo de GB se trata de una linealizacion de la ecuacién de PB. En dicho método se repre-
senta al soluto como un grupo de esferas cuya constante dieléctrica difiere de la externa propia del

solvente [16]. La férmula es la siguiente:

(2.45)

N
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rii \2
y D=( ”), aijz,/aiaj (2.47)

2aij
siendo €q la permitividad del vacio, € la constante dialéctrica del solvente modelado, q; la carga de
la particula i-ésima, r; j la distancia entre las particulas i y jy a, el radio efectivo de Born [16], el
cual describe el grado de inmersion del &tomo dentro de un soluto. La descripcion precisa de estos

pardmetros es clave a la hora de que el modelo de GB sea exitoso [17].

Condiciones periddicas de contorno

En las simulaciones en fase condensada resulta necesario utilizar condiciones periédicas de con-
torno, las cuales consisten en replicar la caja donde se encuentra el conjunto de particulas a calcular

en todas las direcciones, dando como resultado un arreglo periédico. De esta manera, a partir de
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una simulacién realizada utilizando un pequefio nimero de particulas, se puede hacer que estas
experimenten las mismas fuerzas que sentirian en el seno de un sistema macroscoépico.

A pesar de que este arreglo periédico disminuye el costo computacional, atin resulta necesario
encontrar una solucién préctica al problema de las infinitas interacciones que surgen a partir de
este tratamiento. En general, se utilizan dos estrategias para resolver este problema: una para las
interacciones dispersivas y otra para las electrostdticas. En el primer caso, se establece un radio de
corte a partir del cual las interacciones dispersivas no son calculadas. Esto no puede ser implementado
para las interacciones del tipo electrostaticas, dado que resultan ser de largo alcance (las interacciones
decaen como r71). Es por ello que, en este caso, se utiliza otra estrategia denominada sumas de
Ewald [18], 1a cual es utilizada para calcular las interacciones electrostaticas totales entre todos los
atomos presentes en una celda unidad. En esta estrategia, la energia electrostética es calculada en
dos partes: en la primera se le agrega a las cargas puntuales una distribucién de carga Gaussiana, la
cual neutraliza cada carga. Esto es calculado en el espacio real y tiene la ventaja de que la expresién
resultante, a diferencia de la suma directa, converge rdpidamente. La segunda parte consiste en
calcular en el espacio reciproco las correcciones necesarias debido ala incorporacién de las densidades
neutralizantes de la etapa anterior. De esta forma, se logra considerar las interacciones electrostéticas
de una manera eficiente [19].

Ahora bien, para poder calcular la energia potencial a partir de la expresién de un campo de fuerza,
resulta necesario conocer los pardmetros asociados a cada uno de los sumandos de la expresion|2.42
El campo de fuerza de Amber contiene los pardmetros asociados a los aminodcidos naturales presentes
en la mayor parte de las proteinas. Ademds, en este campo de fuerza los 4&tomos en cada residuo poseen
un nombre y tipo de 4tomo, el cual contiene informacién acerca de los enlaces, &ngulos y diedros. De
esta forma, los pardmetros en lugar de darse para cada 4&tomo en particular se determinan a través
del tipo de dtomo. Debe considerarse que en el caso de querer incluir una molécula no descripta
en el campo de fuerza, deben obtenerse los pardmetros necesarios previamente a la realizacién del
célculo. En general, para la obtencidon de pardmetros se utilizan cédlculos de mecénica cudntica o datos

experimentales.
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2.1.1.3. Meétodos hibridos Cuantico-Clasicos

Como fue mencionado anteriormente, los métodos basados en la mecéanica cuantica, al tener en
consideracion la distribucion electrénica del sistema, resultan imprescindibles a la hora de estudiar
procesos que involucran reacciones quimicas. Sin embargo, poseen la desventaja de ser muy costosos
computacionalmente. En contraposicién, los métodos que se basan en la mecénica clasica poseen
un menor costo computacional y permiten estudiar fen6menos estructurales asociados a moléculas
de una gran cantidad de d&tomos. La combinacién de ambas metodologias resulta de gran utilidad a
la hora de describir procesos de naturaleza cuantica que involucran pocos 4tomos, pero que estan
rodeados de muchas particulas, como una reaccién en solucién o que ocurre en el sitio activo de
una proteina. Estos métodos del tipo hibridos se denominan cuédntico-clasicos o QM-MM. Para su
utilizacién resulta necesario definir la parte reactiva del sistema, a la cual se tratard de forma cudntica
y al entorno, que serd tratado de forma clasica. Por ejemplo, en el caso de una reaccion enzimatica,
como las que serdn estudiadas en el presente trabajo, aquellos d&tomos del sitio activo, que estan
directamente involucrados en los procesos de ruptura y formacién de enlaces, seran tratados con
mecdnica cudntica, mientras que el resto de la proteina y todo el solvente se tratard con la mecénica
clasica.

Dentro de los métodos QM-MM se pueden distinguir dos clases de métodos: los esquemas aditi-
vos [20] y los sustractivos [21]. En este trabajo se utilizararon solamente los métodos del primer tipo.
En los métodos aditivos, el Hamiltoniano consiste en la suma de la contribucién del subsistema QM

(HQM), el MM (Hyim) y un término de acoplamiento QM-MM (ﬁQM_MM):

Htotal = I:IQM + Hym + HQM-MM (2.48)
por lo que
Etotal = EQm + Emm + EQm-MM (2.49)

Para determinar los términos de energia QM y MM se utilizard la teorfa del funcional de la densidad
(utilizando el embebimiento electrostético que considera tanto las cargas de los niicleos cudnticos co-
mo asi también el campo electrostdtico generado por las cargas clédsicas) para determinar la densidad
electrénicay el campo de fuerza de Amber, respectivamente. Ahora bien, el término de acoplamiento
resulta ser mas complejo de calcular y su definicién depende del método QM-MM utilizado. En
general, este término incluye interacciones electrostaticas, de van der Waals y de unioén de los d&tomos

en la frontera entre los dos subsistemas. En general, la energia QM-MM se escribe de la siguiente
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manera:
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QM. El primer sumando da cuenta de la interaccion electrostatica entre la densidad electrénica del
subsistema cudntico y las cargas sobre los 4&tomos MM (q;). El segundo término describe la interaccién
electrostatica entre los nticleos QM, de carga Z;, y los &tomos MM. El tercer término describe las
interacciones de van der Waals de la misma forma que en el campo de fuerza clésico. Este término
implica que sea necesario determinar los pardmetros asociados al potencial de Lennard-Jones (¢ y o)
para los &tomos del subsistema QM, los que normalmente son obtenidos en el campo de fuerza para
representar al subsistema MM. El término de van der Wals del término de acoplamiento evita que las
cargas MM de signo negativo se aproximen demasiado a los niicleos de la region QM.

En este tipo de métodos existe un problema adicional, que es la necesidad de que el sitio activo
mantenga su posicién y es por ello que las regiones QM y MM deben tener un vinculo geométrico
como lo es un enlace. En el programa utilizado en la presente tesis se utiliza el método SPLAM
(Scaled Position Link Atom Method [22]. En este método un atomo, denominado Link (usualmente
se trata de un dtomo de H, Hjj,i), se ubica en el enlace que atraviesa la frontera. La posicién de
Hiink estéd forzada a mantenerse en el enlace entre el &tomo QM y el MM. Para ello, la fuerza sobre el
Hjink se descompone en una contribuciéon perpendicular y otra paralela al enlace. La componente
perpendicular se redistribuye en los &tomos MM y QM. Los términos para mantener el enlace son
computados a través del campo de fuerza clasico. Las interacciones de Lennard-Jones que involucran
los tres &tomos son anuladas. Por dltimo, para evitar la sobrepolarizacion de la union, se anula la carga

sobre el &tomo MM.

2.1.2. Métodos de exploracion de la superficie de energia potencial

La superficie de energia potencial (SEP), teniendo en cuenta la aproximacién de Born-Oppenheimer,
es una funcién escalar que define el valor de la energia potencial del sistema en funcién de las coor-
denadas de los nticleos. El conocimiento de dicha superficie permite obtener informacién cinética
y termodindmica de un sistema. Sin embargo, a excepcién de sistemas simples, resulta imposible
conocerla de forma analitica, razén por la cual se requiere de métodos de simulacién computacional
para explorarla. Dichos métodos permiten concentrar la atencién en el sector de la SEP que se desea
explorar para poder responder al interrogante quimico de interés. A continuacion, se describiran las

técnicas utilizadas en la presente tesis para la exploracién de la SEP de forma eficiente.



34 CAPITULO 2. METODOLOGIA GENERAL

2.1.2.1. Minimizacién de la energia y btisqueda del camino de transformacién

En general, cuando se realizan cdlculos de modelado molecular hay un especial interés en los pun-
tos minimos de la SEP. Esto se debe a que, como fue dicho anteriormente, estos puntos corresponden
a estados estables del sistema. Para identificarlos se utilizan diversos algoritmos de minimizacién, los
cuales pueden clasificarse en dos grandes grupos: aquellos que utilizan derivadas de la energia con
respecto a las coordenadas del sistema y aquellos que no la utilizan. Los primeros tienen la ventaja de
que proveen informacién sobre la forma de la SEP. A la hora de elegir un algoritmo de minimizacién se
busca alguno que sea rédpido y, ademds, que utilice la menor cantidad de memoria. Los algoritmos que
emplean las derivadas de la energia son los mds ampliamente utilizados. Este tipo de técnica puede
ser clasificada en: métodos de primer orden y métodos de segundo orden, de acuerdo al orden de la
derivada que se utiliza.

En el trabajo realizado en la presente tesis se utilizaron dos métodos de primer orden, que serdn
brevemente descriptos a continuacién: Pasos descendentesy Gradiente conjugado [8]. El primer método
consiste en realizar variaciones de las coordenadas nucleares en la direccién paralela a la fuerza neta.
Lalongitud de los pasos es arbitraria y se fija previamente al comienzo del cdlculo. En el método de
Gradiente conjugado, en cambio, la direccién con la que se realiza el movimiento del sistema esta
dada por la suma de la fuerza neta y la direccién que fue utilizada en el paso anterior, a la cual se
la multiplica por un factor determinado por el cociente del gradiente del paso actual y el del paso
anterior. Esto evita que se produzca un fenémeno del tipo oscilatorio en zonas donde los minimos
son muy angostos. En general, se suele utilizar una combinacién de ambos métodos, ya que resultan
complementarios entre si. Por ejemplo, primero se suele usar el método de pasos descendentes
porque es sabido que funciona mejor cuando la estructura inicial difiere mucho de un minimo en la
SEP. Luego, se usa el método de gradiente conjugado que resulta ser mas eficiente para explorar las
estructuras cerca del minimo de energia.

Una desventaja general de ambos métodos es que solamente pueden ir cuesta abajo en la superficie
de energia, razén por la cual s6lo permiten encontrar el minimo més cercano al punto de partida
(comunmente llamado minimo local) y no pueden vencer barreras que conecten minimos. Para
mejorar este hecho, deben o bien minimizarse distintos puntos de partida y asi intentar obtener
distintos minimos o bien recurrirse a métodos mas complejos de exploracion o interrogacién de la SEP.
En general, en el caso de las proteinas, las estructuras iniciales son obtenidas a partir de resultados de
difraccién de rayos X o de resonancia magnética nuclear.

Por otro lado, en numerosas ocasiones resulta de gran interés conocer tanto la termodindmica

como la cinética asociada a las reacciones quimicas. El camino de minima energia en la SEP, que une
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reactivos y productos, es denominado camino de reaccién. Con el objetivo de obtener los perfiles
de energia asociados a dicho camino, se utiliz6 una técnica denominada minimizacion restringida.
En dicha técnica el sistema es empujado a lo largo de una coordenada, la cual puede consistir en
una distancia, un dngulo o distintos pardmetros geométricos del sistema; mientras se realiza una
minimizacién en el resto del espacio de conformaciones. Para ello se agrega un potencial arménico al
Hamiltoniano del sistema.

Vg = k(e —€o)’, 2.51)

donde € corresponde al valor deseado de la coordenada de reaccién en un momento determinado de
la simulacién, y € corresponde al valor de la coordenada de reaccién deseado. En cada movimiento de
€o se realiza una optimizacién de todo el sistema, sujeto a la restriccién dada por el potencial extra. De
esta forma se obtiene el camino de minima energia que se corresponde al perfil de energia para una

reaccion quimica.

2.1.2.2. Dinamica Molecular

Los métodos de minimizacién resultan ttiles para obtener configuraciones individuales de minima
energia, lo cual en sistemas simples suele ser suficiente para predecir de manera aproximada ciertas
propiedades del mismo. Sin embargo, dichos métodos no consideran las fluctuaciones térmicas y,
como consecuencia, tampoco la entropia del sistema, lo cual suele ser esencial ala hora de caracterizar
sistemas mdas complejos como son las proteinas y necesario para determinar energias libres. Debe
tenerse en cuenta que en dichos sistemas existen numerosos minimos y todas las conformaciones
relevantes estan representadas en el ensamble de moléculas presente en el sistema al momento
de realizar una medida experimental. Es por ello que debe recurrirse a otros tipos de métodos de
simulacién computacional, en los que se obtienen una serie de configuraciones representativas del
sistema. De esta forma, las propiedades termodindmicas extraidas se corresponden mejor con los
valores experimentales. La hipdtesis ergédica postula que el promedio de todas las configuraciones del
sistema puede ser reemplazado por el promedio temporal. Esto divide al tipo de simulaciones en dos:
las basadas en la evoluciéon temporal, asumiendo que el sistema ha evolucionado un tiempo suficiente
para haber podido alcanzar las distintas conformaciones posibles, y en aquellas que exploran el
colectivo de configuraciones. Entre los métodos del primer tipo, se destaca la dindmica molecular
(DM), la cual realiza la reconstruccion de la evoluciéon temporal de la dindmica del sistema a través de

la resolucién de las ecuaciones de movimiento de Newton:

62r,- Fr,.

— , 2.52
0t? m; ( )
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en donde se describe el movimiento de una particula de masa m; en la coordenada r; con una fuerza
F;, en esa direccion.

La fuerza sobre cada una de las particulas cambia cuando la particula modifica su posicién, y es
funcién del movimiento de todas las otras particulas. Esto lo convierte en un problema no resoluble
analiticamente, por lo que debe recurrirse a métodos numéricos. El método utilizado por el programa
Amber se denomina algoritmo de Verlet [23]. En dicho método se expresan las posiciones a diferentes

tiempos, a partir de sus expansiones de Taylor en t + At:
[N [N
rit+AD =r(t)+Atv(e)+ EAI at)+...r(t=At)=r(t)-Atv(t) - EAt alt)+... (2.53)

Si se suman estas expresiones y se desprecian los términos de orden mayor a dos, se pueden calcular

las coordenadas de las particulas paso a paso a partir de la aceleracién a:
1.2
r(t+At)=2r(t)—r(t—At)+5At a(t) (2.54)

Las velocidades, que resultan necesarias para la estimacién de la energia cinética, no aparecen de

forma explicita, pero se pueden obtener restando las expresiones anteriores:

B r(t+A)—r(t—Ar

v(2) 2A7

(2.55)

En cada paso, las fuerzas en los &tomos son calculadas como la suma de las interacciones con el resto
de las particulas y, a partir de ellas, se calcula la aceleracién y las nuevas posiciones. Se asume que
la fuerza actuante en cada 4&tomo es constante durante cada A¢. Los &tomos, entonces, se mueven
a las nuevas posiciones y las fuerzas son actualizadas y calculadas nuevamente. De esta forma, la
DM genera una trayectoria que describe como las variables del sistema cambian con el tiempo. Este
método resulta ser deterministico, ya que a partir del estado presente de un sistema puede predecirse

cOmo se encontrard a cualquier tiempo futuro.

Condiciones experimentales: temperatura y presion

En general, la practica mayormente utilizada es explorar la DM en el ensamble canénico (NVT) o
isotérmico-isobdrico (NPT). Se sabe que la temperatura instantdnea estd relacionada con la energia

cinética (K), a través de la siguiente ecuacion:

N miv? 3kgT
K=) —L=""2N (2.56)
i1 2 2

donde v; y m; corresponden a la velocidad y la masa de la particula i y N el nimero de particulas del
sistema.
Para mantener la temperatura constante puede ajustarse a su valor a través de un algoritmo

que modula las velocidades (termostato). De esta forma se altera la energia total, pero se mantiene
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la temperatura, el volumen y el nimero de particulas constante (ensamble canénico). Uno de los
termostatos mds utilizados es el de Berendsen|24]. En dicho termostato se acopla al sistema un bafio
externo, con la temperatura fija a la deseada, al cual se le va entregando o quitando calor a medida
que resulta necesario. En este método, las velocidades son escaladas en cada paso de manera tal que

el cambio en la temperatura resulta ser proporcional a la diferencia entre la del sistema y la del bafio:

oT(r) 1
5 "1 Tvano — T(D)|, (2.57)
t T

donde 7 es un pardmetro de acoplamiento que determina cudn acoplado est4 el bano al sistema.
A mayor 7 més débil serd el acoplamiento y el sistema tenderd a comportarse de manera aislada,
mientras que si el valor de 7 es pequeio el acoplamiento serd fuerte. El cambio de temperatura entre

dos pasos sucesivos separados por un At corresponde a:

At

AT =—
T

Toano = T(8)|. (2.58)

Por lo cual, el factor de escalamiento para las velocidades es:

At
T

Tbaﬁo
T(t)

A2=1+

(2.59)

Otro termostato ampliamente utilizado en la presente tesis corresponde al termostato de Langevin.

En dicho termostato, a cada At la ecuacién de movimiento varia de la siguiente forma:

0%r;
m; atzl =-F/" 1 Ff, (2.60)

donde F lf " = —ymu tiene en cuenta el efecto del rozamiento con el medio y F f”l =+/2ymkTR corres-
ponde a la fuerza asociada a los cambios de momento producidos por colisiones contra particulas
del medio. Una ventaja de este algoritmo es que permite aumentar el Az, ya que se estabilizan las
ecuaciones del movimiento debido a que se minimizan las fluctuaciones en las velocidades y, por ende,
la energia cinética. Sin embargo, al perderse la transferencia de momento, el uso de este termostato
no permite el calculo de coeficientes de difusién.

Por otro lado, se busca realizar las simulaciones a presién constante. Para ello, el sistema debe
variar el volumen de la celda en la que se realiza la simulacién. Berendsen propuso un esquema similar
al de la temperatura [24], en el cual se acopla el sistema a un bafio equilibrado a cierta presién. El
volumen de la celda se escala a un factor y que equivale a escalar las coordenadas atémicas en y'/3.
De esta manera se tiene:

ot
¥ =1+x—(P - Ppaso) 2.61)
Tp

donde x = —% (g—g) es la compresibilidad isotérmica y 7 p es el factor de acoplamiento del bafio del
T

sistema.
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2.1.2.3. Métodos de muestreo avanzado

Como fue mencionado anteriormente, la SEP de las proteinas resulta ser compleja con la presencia
de numerosos minimos de energia. Esta caracteristica limita la capacidad de que la superficie de
energia sea correctamente explorada mediante el uso de métodos de simulacién convencionales para
tiempos de computo accesibles. Esto se debe a que, en estos métodos, las simulaciones suelen quedar
atrapadas en el minimo local de energia correspondiente a la estructura de partida.

Debido a ello se utilizan técnicas de muestreo sesgado, donde se restringe el cdlculo de energia a
un subespacio del espacio configuracional. Dichas técnicas pueden dividirse en dos grandes grupos:
los métodos de no-equilibrio y los de equilibrio. Los primeros evaltian el trabajo (W;) requerido por el
sistema para recorrer la coordenada de transformacion, mediante la aplicacién de una fuerza externa.
A partir de N medidas de trabajo (partiendo de distintas condiciones iniciales) es posible obtener el
cambio de energia asociado a la transformacién, empleando por ejemplo, la igualdad de Jarzynski [25]:

e PACG = 1im (e FWiy | (2.62)

N—oo0 N
Ejemplos de este conjunto de métodos son Dindmica Molecular Guiada (sMD), Perturbaciones de
Energia Libre (FEP), entre otros [26] que no fueron utilizados en la presente tesis. Los métodos de
equilibrio, en cambio, evaliian la energia suponiendo que el proceso global simulado (separado y
analizado en sucesivos pasos intermedios del proceso global) se encuentra termalizado y equilibrado
en el ensamble termodindmico deseado. Ejemplos de este tipo son los llamados de Integracién
Termodindmica [27], Umbrella Sampling [28], entre otros que no seran explicados en la presente
tesis. Para estos casos, la energia de cada etapa simulada se evalia a través del factor de Boltzmann
asociado a cada método, teniendo en consideracion el sesgo impuesto. Por otro lado, dentro de los
métodos de equilibrio existen las simulaciones basadas en pesos estadisticos no Boltzmannianos
en las que se realiza un camino azaroso en el espacio de energia. Estos caminos al azar permiten
que las simulaciones venzan cualquier barrera de energia y, de esta forma, se explore un mayor
espacio en comparacién con los métodos convencionales. Existen diversos métodos de este tipo, pero
tienen la dificultad de que determinar los factores estadisticos es computacionalmente demandante.
Sugita y Okamoto [29] desarrollaron un algoritmo de dindmica molecular, denominado replica-
exchange (REM), en el cual el peso estadistico es esencialmente conocido y, por ende, no existe ninguna
complicacién en su determinacién. En este método se realiza la simulacién simultdnea de numerosas
copias del mismo sistema a distintas temperaturas. El rango de temperaturas seleccionado va desde
valores bajos, correspondientes a condiciones nativas, hasta valores altos, en los cuales el sistema tiene

la energia suficiente como para vencer barreras potenciales altas. A intervalos regulares de tiempo,
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las N réplicas pueden intercambiar su temperatura (siguiendo un criterio que serd explicado mas
adelante). Este intercambio, permite que se realice el muestreo de distintas conformaciones de la
superficie de energia libre de manera eficiente, dado que una trayectoria que se encuentra atrapada
en un minimo de energia puede escapar a través del intercambio energético con una réplica que se
encuentra a una mayor temperatura. A continuacién se explicard la teoria que hay detras de este

meétodo.

Fundamento teérico

Si se considera un sistema de N dtomos de masa my (k = 1, ..., N) con sus respectivos vectores
de coordenada q = (qy,..., qn) Y de momento (p = py,..., pn). El Hamiltoniano H (q,p) del sistema

corresponde a la suma de la energia cinética K(p) y de la energia potencial E(q):

H(q,p)=K(p)+E(q) (2.63)
donde
K(p) = o (2.64)
p kgl ka

En el ensamble candnico a temperatura T a cada estado x = (g, p) con un Hamiltoniano H (q,p) le

corresponde el siguiente factor estadistico de Boltzmann:
Wg(x; T) = e PH@P) (2.65)

donde S corresponde a f=1/kp T (siendo kg la constante de Boltzmann). Asimismo, la energia cinética

promedio, a una temperatura T, viene dada por:
N pp 3

<K(p)>T=<];12—nZC>T=5NkBT (2.66)

El ensamble generalizado de REM consiste en un nimero M de réplicas (o copias) no interactuan-

tes del sistema original en el ensamble candnico a M temperaturas diferentes, T, (m =1,..., M). Se

ordenan las réplicas para que haya una por cada temperatura. De esta manera hay una corresponden-

cia uno a uno entre réplicas y temperaturas. La etiqueta i (i= 1, ..., M) para copias es una permutaciéon

de la etiqueta m (m=1,...,M) para temperaturas, y viceversa:

i=i(m) = f(m), 2.67
m=m(i) = f13).
donde f (m) es la funcién permutacién de my f~1 (i) es su inversa.
A partir de ahora se llamard "estado" a X = (x{im] . xl[\il(M)]) = (xgi](l), . x%%), donde el superin-

dice corresponde a la réplica y el subindice a la temperatura. El estado X queda definido por los M
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conjuntos de coordenadas g'!! y de momentos p!!! de los N 4tomos en la copia i a una temperatura
Tm:
xi=(a"p") . (2.68)

Debido a que las réplicas no interactian, el peso estadistico correspondiente al estado X estd dado

por el producto de los factores de Boltzmann para cada copia (o para cada temperatura):

M . . M . .
WrEM(X) =exp — { > ﬁm(,-)H(q[’], Pm)} = exp—{ > ,BmH(q“(’")], P“(m)])}, (2.69)
i=1 m=1

donde i(m) y m(i) son las funciones permutaciones en la ecuacién
Sise tienen las réplicas iy jalas temperaturas Ty, y Ty, respectivamente, y se realiza un intercambio
entre ellas:

X= (...,xﬁfl],...,x,[f],...) -X'= (...,x,[f;] ,...,x,[f]’,...) (2.70)

I, j, my nestan relacionadas a través de la funcién de permutacion en la ecuacién2.67]y el intercambio

de réplicas introduce una nueva funcién permutacién denominada f™:

i=fm)— j=f'(m),

(2.71)
j=fm)— i=f'(n).
El intercambio de réplicas puede ser escrito con un mayor detalle como
il =@, p M — i = (@, p ),
(2.72)

xi = (@7, p, = 2 =", p),.

donde p[”’ y pl I" seran definidas dadas mas adelante. Debe destacarse que el proceso de intercambio
de réplicas es equivalente a intercambiar un par de temperaturas T, y T, para las réplicas correspon-

dientes iy j, de la siguiente manera:

x = (g, ply, — %l = (gD, py,,

(2.73)
(] TR, hk TRTIL
% =@, ph,— i =@, pi .
Los cambios en los momentos de las réplicas son asignados de la siguiente manera:
v T
p[t] = T_mp[l]’
(2.74)

N T
pll = /Tnpm‘

Esta asignacion significa que se rescalan de forma uniforme las velocidades de todos los 4tomos en

cada réplica, satisfaciendo la condicién de temperatura establecida por la ecuaciéon|2.64
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Con el objetivo de que el proceso de intercambio converja hacia una distribucién de equilibrio, es

suficiente con imponer la siguiente igualdad:
Wrem(XDw(X — X) = Wrpn (X w(X' — X). (2.75)

donde w (X — X') corresponde a la probabilidad de la transicién y Wggps(X) corresponde al peso

estadistico del estado X.

Reemplazando por las ecuaciones[2.63} [2.64]2.69} [2.74]y[2.75] se tiene:

wX - X')
w(X' — X)

K(p\) +E(qm)] —Bn

= exp{ ~bm K(p[”/HE("m)]

}

T, ; T, . . .
= exp{ =B K = Bu—=K(p™) + B Kp'™) + Bu K (p) (2.76)
n m

+ﬁm [K(p[i]) +E(q[i]) K(p[J]) +E(6][j])

+ Bn

_ﬁm [E(q[]] _E(q[i]))] _ﬁn

E(q[i] —E(q[j])] }
=exp(=A4A),

donde

8= PP (Ea"™) - E(a"), @.77)

e i, j, my nestdn relacionadas a través de las funciones de permutacién. Esta imposicién puede ser
satisfecha utilizado el criterio de Metropolis:
) ] 1, paraA <0,
w(X —X)=w(xlx]) = (2.78)
exp(—=A), para A >0,
Teniendo esto en consideracién, una simulacién de intercambio de réplicas es realizada alternando

los dos pasos siguientes:

1. cadaréplica en el ensamble canénico es simulada de forma simultdnea e independiente a una

temperatura fija para un ntimero dado de pasos de dindmica molecular.

2. Un par de copias a temperaturas vecinas, xﬁ,l;] y x;[7J11+1’ son intercambiadas con una probabilidad

dada por la ecuacién[2.78

Cabe destacar que, en el paso dos, sélo pueden ser intercambiadas pares de réplicas correspondientes
a temperaturas vecinas, debido a que la probabilidad de aceptacién del intercambio decrece expo-
nencialmente con la diferencia de fs, por la ecuacion[2.78| (asumiendo que f; < 2 < ... < far). Esto
quiere decir que cuanto mayor sea la diferencia entre las temperaturas menos probable resulta que el

intercambio entre réplicas suceda.
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Resumiendo, una simulacion de REM consiste en cédlculos de dindmica molecular clésica de
réplicas del sistema a distintas temperaturas durante un periodo fijo de tiempo. Luego, se realiza una
comparacion de la energia de dos réplicas sucesivas en temperatura y se efectiia el intercambio de
temperatura entre ellas dependiendo de la probabilidad que viene dada por[2.78] Si una réplica que se
encuentra a una mayor temperatura posee menor energia que su vecina a menor temperatura (por
lo que A < 0), el intercambio se realiza con una probabilidad de 1. En cambio, si esto no sucede, es
decir A > 0, la probabilidad del intercambio viene dada por exp(- A). Una vez evaluado el intercambio
y realizado en los casos pertinentes, el ciclo vuelve a comenzar realizando el célculo de dindmica
molecular clésica de las réplicas. Debe tenerse en cuenta que debido a que cada réplica posee dos
vecinos, se alterna en cada vuelta del ciclo el vecino con respecto al cual es evaluado el intercambio. El
ntamero de ciclos se elije de forma tal que se realicen numerosos intercambios, ya que asi se efectia
un muestreo de todo el espacio conformacional.

Asimismo, resulta importante elegir una distribucién de temperatura adecuada para que la técnica
de REM sea exitosa. Se debe seleccionar el rango de temperatura tal que haya una misma probabilidad
de intercambio entre pares adyacentes a lo largo de todo el intervalo de temperatura. Existen diversos
sitios web que ofrecen la distribuciéon de temperaturas para tener una corrida exitosa 30|, teniendo
en cuenta diversos factores entre los que se encuentran: el nimero de 4&tomos en la proteina y del
solvente. Un problema que tiene esta metodologia es que se deben realizar los cdlculos de las distintas
copias en simultdneo, lo cual es muy costoso computacionalmente.

En general, una vez realizada la simulacién de REM se analizan las trayectorias correspondientes a
las temperaturas més bajas. Sin embargo, debe ser tenido en cuenta, que dichas trayectorias no son
continuas, ya que cada cierto intervalo de tiempo sucede un intercambio entre réplicas. Por lo que, no
puede ser considerada dicha trayectoria como una evolucion temporal del sistema. Por otro lado, en
el caso de que uno analice la trayectoria correspondiente a una tinica réplica, debe ser contemplado
que, durante la misma, suceden eventos de intercambio de temperatura. Dichos eventos dan como
resultado un muestreo estadistico que no se corresponde con la exploracién conformacional, obtenida

a partir de una dindmica molecular estindar en el ensamble canénico.

2.1.3. Analisis de las simulaciones

Visualizacién grafica

La visualizacién de los resultados obtenidos por los métodos computacionales anteriormente
presentados se realiza a través de algiin programa de representacion grafica. Con ellos puede analizarse

la evolucién de pardmetros geométricos claves, como distancias, dngulos, 4&ngulos diedros y otros



2.1. METODOS COMPUTACIONALES 43

pardmetros de relevancia estructural como interacciones de puente de hidrégeno e hidrofébicas.
Por otro lado, en el caso de una macromolécula, puede observarse la dindmica de la estructura
terciaria, aunque los movimientos globales asociados a ella muchas veces requieren un largo tiempo
de simulaci6n para ser observados. El programa de visualizacién utilizado durante este trabajo fue el
programa Visual Molecular Dynamics (VMD), el cual presenta una gran cantidad de herramientas

muy utiles para el andlisis de una simulacién de DM [31].

Raiz cuadrada de la desviacién cuadratica media

La desviacién cuadratica media (RMSD por sus iniciales en inglés) respecto a una estructura
de referencia es un pardmetro que permite estudiar la estabilidad de la estructura a lo largo de la

simulacién y se calcula a través de la siguiente funcién:

RMSD = (2.79)

En la expresion[2.79] N corresponde al ntimero de dtomos del sistema, y §; a la distancia entre las
posiciones del &tomo i en dos estructuras distintas, una de las cuales corresponde a la estructura de
referencia. Dicha estructura puede corresponder a la estructura cristalografica o bien la estructura
promedio de la dindmica. Si se realiza este calculo para cada una de las “fotos” de la simulacién se
obtiene el RMSD en funcién del tiempo. Esta funcién otorga nocién de la magnitud de las fluctuaciones

del sistema a lo largo de la dindmica, es decir, como una funcién del tiempo.

2.1.4. Energialibre de unién

La unién proteina-sustrato es un fenémeno de gran interés debido a su importancia en la funcién
proteica. Ademds, su comprension resulta crucial a la hora de realizar un disefio racional de drogas. En
particular, conocer el valor de la energia libre de unién resulta valioso debido a que provee informacién
acerca de los factores energéticos responsables de la afinidad entre la proteina y el ligando.

Existen diversos métodos para calcular estas energias libres, entre los que se destacan: los métodos
“de los procesos de unién” y “del estado final”. Los métodos del primer grupo, entre los que se destacan
lo métodos Free Energy Perturbation e integracién termodindmica, a pesar de ser muy rigurosos, son
computacionalmente costosos y resulta imposible llevarlos a cabo cuando el tamafio del sistema es
muy grande. Esto se debe, primero, a que se trata al solvente de forma explicita y, segundo, a que con
el objetivo de alcanzar la convergencia, se determina la diferencia de energia libre entre dos estados
utilizando simulaciones que son llevadas a cabo a través de puntos intermedios, a lo largo de una

coordenada de reaccién que une dichos estados. Los métodos denominados “del estado final”, en
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cambio, calculan la diferencia de energia libre a partir de los estados finales, por lo que no resulta
necesario calcular estados intermedios, y tienen en cuenta los efectos del solvente de forma implicita
utilizando métodos de solvente continuo. Esto trae aparejado una reduccién considerable del costo
computacional, razén por la cual son ampliamente utilizados.

Los métodos mas conocidos de este tipo son: Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface
Area (MM-PBSA) [32] y Molecular Mechanics Generalized Born Surface Area (MM-GBSA) [33]. Estos
métodos, ademads, poseen la ventaja de que permiten analizar las contribuciones energéticas indi-
viduales, a través de la descomposicién de los promedios de energia libre, dando una profundidad
adicional a la energética del sistema que estd siendo investigado.

En estos métodos la energia libre de un estado es estimada como la siguiente suma:
G=Eun+Ee1+ Epaw + Gpor + Gup— TS (2.80)

donde los primeros tres términos corresponden a las energias dadas por la mecanica molecular, utili-
zando el campo de fuerza que se emplea (para la union, las interacciones electrostaticas y las de van
der Waals, ver secci(’)n para mayor informacion). Por otro lado, Gpo1 y Gnp son las contribuciones
polares y no polares de la energia libre de solvatacion respectivamente. G, es estimado a través de un
modelo de solvente implicito que puede obtenerse al resolver la ecuacién de Poisson-Boltzmann (PB),
en el caso de MM-PBSA, o utilizando el modelo generalizado de Born (GB), en el caso de MM-GBSA
(ver secci6n[2.1.1.2|para mayor informaci6n). El término no polar proviene de la energia libre requerida
para la formacién de una cavidad para el soluto en el seno del solvente. Esta contribucién es estimada
a partir del drea accesible al solvente (Solvent Accesible Surface Area, SASA), 1a cual fue definida en
1971 por Lee y Richards [34] y existen diversos métodos para calcularla. Uno de los métodos més
comunmente utilizados es el algoritmo de Sharke y Rupley [35], en el cual una esfera con un radio de
prueba determinado que depende del solvente (1,4 Aes el valor usado para agua) se hace rodar alo
largo de la superficie de la molécula. Los valores de SASA se expresan comtnmente en A2, El tltimo
término en la ecuacién|2.80|corresponde a la temperatura absoluta, 7, multiplicada por la entropfa, S,
la cual es estimada a partir de un andlisis de modos normales de las frecuencias vibracionales [36,37].

A partir de las energias libres calculadas para la proteina, el ligando y el complejo proteina-ligando
(utilizando la ecuacion[2.80), la energia libre de unién puede ser calculada como la diferencia entre la
energia libre del complejo unido y la suma de las energias libres de la proteina y ligando libres, como

se muestra en la ecuacion[2.81]

AGuni()n, solvatado = AGcomplejo, solvatado — AGproteina, solvatado T AGligando, solvatado (2.81)

En la prictica, los cdlculos de MM-PBSA o0 MM-GBSA se realizan luego de una simulacién de DM

larga, a partir de la cual se colectan un ntimero alto de estructuras (fotos) del sistema de manera
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aleatoria. En general, estas simulaciones son realizadas con solvente explicito, pero luego se eliminan
las moléculas de solvente (es decir, no son consideradas) y la energia libre es calculada como se explicé
anteriormente. La raz6n por la cual se procede de esta manera es porque las simulaciones calculadas
directamente con solvente implicito han demostrado ser menos precisas [38]. El clculo de energia
libre de unién puede realizarse a partir de tres trayectorias diferentes: una para el complejo, otra para
la proteina y otra para el ligando, pero en general se utiliza una tinica trayectoria (la correspondiente
al complejo, lo que requiere que su estructura sea conocida sino no podra ser utilizado) y se calculan
las tres energias libres a partir de ella. Esta metodologia, si bien tiene la desventaja de no considerar la
flexibilidad del ligando y la proteina libre, tiene la ventaja de ser menos costosa computacionalmente.
Ademés, se alcanza la convergencia de los resultados de forma més rdpida y estos resultan ser menos
ruidosos debido a la cancelacién de los pardmetros conformacionales en regiones lejanas al sitio de
unién. El médulo del paquete Amber que realiza este célculo se encarga de remover automéaticamente
tanto el solvente explicito como de construir las tres nuevas trayectorias a partir de la DM del complejo.
Una vez realizado esto, se calcula el valor de energia libre.

Si bien MM-PBSA funciona mejor para predecir el valor absoluto, MM-GBSA es capaz de predecir
mejor la afinidad relativa entre complejos [39] y resulta, ademds, menos costoso. Esto hace que sea
una herramienta muy util a la hora del disefio racional de fArmacos, debido a que puede explicar
selectividades diferenciales, segtin valores de afinidad, lo cual resulta clave a la hora de seleccién el
mejor ligando entre muchos.

Debe tenerse en cuenta que los resultados de estos cédlculos en forma aislada pueden resultar
en valores no consistentes con los datos experimentales, sin embargo permiten obtener tendencias

comparativas muy utiles en el estudio de las interacciones proteina-ligando [39-41].

2.1.5. Modelado por homologia

El objetivo del modelado por homologia es construir un modelo tridimensional para una proteina
de la cual no se conoce su estructura, usando como base proteinas de secuencia similar con estructura
conocida [8,42]. Si la funcién de la proteina de interés es conocida resulta bastante comun utilizar
proteinas con la misma funcién como molde. En cambio, si la funcién es desconocida se realiza una
busqueda de la familia a la que pertenece a partir de su secuencia en diversas bases de datos.

Con la finalidad de construir un modelo exitoso deben alcanzarse dos condiciones: debe haber
similitud de secuencia entre la proteina que se quiere saber la estructura y el molde y, ademas,
ambas proteinas deben estar alineadas correctamente. Esta técnica es la inica manera de obtener

informacién estructural cuando los métodos experimentales fallan. El modelado por homologia
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resulta una herramienta ttil debido a que cambios pequefnos en la secuencia proteica se traducen en
pequenos cambios en la estructura tridimensional.

El modelado por homologia involucra tres etapas:

= Alineamiento de secuencia: el cual es realizado con la expectativa de que la coincidencia en la
posicién de un grupo de aminodcidos sea reflejo de una estructura similar. Mientras mayor sea
el nimero de secuencias utilizadas como molde, mds confiable serd el alineamiento y, por ende,
el modelo construido. El alineamiento es llevado a cabo utilizando una matriz de sustitucién
que da un peso probabilistico al alinear dos pares de aminodacidos de cada secuencia. Existen
diversos programas que realizan este alineamiento secuencial (Clustal-W [43], BLAST [44] y
PSI-BLAST [45]) y que también son capaces de buscar secuencias homélogas a la de interés en

base de datos.

= Construccién del modelo: el alineamiento anteriormente realizado sirve de entrada para el
programa que realiza la construccién del modelo. En general, el proceso de construccion es
bastante directo, incluso en muchos casos puede transferirse la estructura desde el molde a la
proteina en cuestion. En este trabajo, el programa utilizado fue Modeller [42}/46,/47| el cual aplica
restricciones espaciales obtenidas a partir del alineamiento y de considerar las restricciones
estereoquimicas provenientes del campo de fuerza CHARMM-22 junto con datos estadisticos.

Este programa utiliza el gradiente conjugado y DM para optimizar el modelo.

= Evaluacién del modelo: los modelos obtenidos son evaluados para confirmar que posean
sentido fisicoquimico. La evaluacién puede realizarse a través del grafico de Ramachandran,
donde se determina si hay aminodcidos ocupando regiones energéticamente desfavorables o

por comparacién de pardmetros estadisticos.

Si el modelo construido no resulta satisfactorio puede cambiarse el molde y repetirse estas tres etapas

hasta obtener un modelo satisfactorio.
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2.2. Métodos experimentales

2.2.1. Espectroscopia UV-visible

En la presente tesis se utilizé espectroscopia UV-visible (UV-vis) para el estudio de reacciones
en solucion, caracterizando a través de ella tanto reactivos como productos. Esta técnica resulta de
gran utilidad en el estudio de las hemoproteinas, ya que poseen un espectro muy distintivo. Para el
seguimiento de las reacciones se observaron los cambios en las bandas de Soret (¢ ~ 1-2 10° M~'cm™1),
que se encuentran a alrededor de 400 nm y en las bandas Q (e ~ 1-1,5 10*Mlcm™D, que se encuentran
a alrededor de 500-600 nm.

Los espectros UV-Visible se obtuvieron empleando un espectrofotémetro Hewlett Packard 8453
con arreglo de diodos, termostatizable, disponible en el laboratorio. Ademas, se utilizaron cubetas
de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico. En el caso de mediciones de soluciones sensibles a oxigeno, se
burbujeé nitrégeno a cubetas con cierre a rosca y septos de silicona que permite el agregado de

reactivos mediante el uso de una jeringa.

2.2.2. Cinéticarapida de flujo detenido

Las reacciones estudiadas experimentalmente en el transcurso de esta tesis eran muy veloces, es
por ello que los tiempos de mezclado y de medida resultaron ser pardmetros claves a tener en cuenta a
la hora de estudiar la cinética de dichas reacciones. Los métodos de flujo detenido minimizan dichos
tiempos y es por ello que fueron utilizados en la presente tesis. La caracteristica clave de esta técnica
es que logra mezclar pequefias cantidades de las soluciones de los reactivos en un tiempo muy breve
en comparacién al mezclado manual. Para lograrlo, estos métodos poseen un dispositivo en el cual se
inyectan las soluciones en un lugar de mezclado, el cual se ajusta con un émbolo que se mueve hacia
atrds a medida que los fluidos entran. El flujo cesa cuando el émbolo alcanza un tope y la reaccion
continta en las soluciones mezcladas que son trasladadas a la cubeta de medicién. Sobre la mezcla se
hacen medidas espectroscopicas en funcién del tiempo [48].

La figura[2.1]muestra el esquema basico del equipo de flujo detenido utilizado (SFM-300 Bio-Logic).
Las soluciones con los reactivos son depositadas inicialmente en las jeringas través de cdnulas anae-
rébicas de PFTE (Teflon®). Dichas jeringas poseen émbolos accionables por un sistema controlado
electronicamente que permite variar la relacion de soluciones a agregar. Las soluciones, al disparar el
mecanismo, se impulsan hacia el lugar de mezclado, donde el mismo se realiza en pocos milisegundos.
Dependiendo del caso bajo estudio, la mezcla pasa directo a la cubeta que posee ventanas de cuarzo

o bien, va hacia otro lugar de mezclado donde es agregado un tercer reactivo. Todo el sistema fue
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termostatizado a 25° C. Este equipo posee un detector JyM TIDAS high-speed arreglo de diodos y
lamparas de deuterio y tungsteno (200-1015 nm rango de longitud de onda). El sistema se oper6
usando el software Bio-Kine 4.50, el cual también fue utilizado para el andlisis de los datos. Todas las

medidas cinéticas se midieron bajo condiciones de pseudo primer orden.

_______________________ = Deteccitn

Lugar de
mezclado

Lugar de
mezclado

Jeringa 1 Jeringa 2 Jeringa 3

Figura 2.1: Esquema del equipo de flujo detenido SFM-300 utilizado en la presente tesis.

2.2.3. Deteccion electroquimica de HNO

El HNO, debido a su alta reactividad, resulta ser una molécula de muy dificil deteccién. Sin embar-
go, en el grupo donde se realizé la presente tesis fue desarrollado un método amperométrico para su
deteccion [49-51]. En el mismo, se utiliza la porfirina (5,10,15,20-tetrakis [3-(p-acetiltiopropoxi)fenil]
de cobalto (II) -Co(II)- (ver figura[2.2) con cuatro sustituyentes que poseen dtomos de azufre (S), lo
cual facilita la inmovilizacion eficiente de la porfirina en la superfice de oro del electrodo de trabajo
(sensor de HNO). La eleccién de la porfirina de Co se debe a que el HNO reacciona con Co(III), pero
no con Co(Il), mientras que el NO' se comporta de forma inversa. Estas caracteristicas hacen que la
porfirina sea selectiva a HNO y no a NO'. Por otro lado, dicha porfirina puede atrapar al HNO a muy
pequeiias concentraciones. El sensor consiste en un electrodo de oro modificado con la porfirina

de Co, el cual se utiliza como electrodo de trabajo en un sistema electroquimico de tres electrodos
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Figura 2.2: Estructura de Co(I)-5,10,15,20-tetrakis [3-(p-acetiltiopropoxy)fenil].

Potenciostato + PC

Electrodo de Electrodo de

referencia trabajo
Contra
electrodo
Oro
B Platino
P Plata
I Cloruro de plata
AW Tioles
Ggo Porfirina de cobalto
Agitador
Magnético

Figura 2.3: Esquema del sistema de tres electrodos utilizado en la medicién amperométrica de HNO.

(trabajo, contraelectrodo y referencia), ver la ﬁgura Se mide, entonces, la intensidad de corriente a
un potencial fijado a 0,8 V (potencial en el cual la especie Co(II)P es estable). La reaccién de HNO con
la porfirina da lugar al complejo nitrosilado, Co(IIPNO™, que al potencial de trabajo es oxidado a la
especie Co(II)PNO. Debido a la labilidad de este tltimo complejo, el NO es liberado rdpidamente, lo

cual permite que el ciclo catalitico se repita (ver figura[2.4). Con el objetivo de evitar la sefial debido a
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HNO

Co'P NO

Co'PNO — Co"PNO

e

Figura 2.4: Esquema mecanistico de la reaccién que ocurre en la superficie del electrodo de HNO, lo que produce una
intensidad de corriente que resulta ser proporcional a la concentracién de HNO en la solucién.

la reaccién directa del NO' con la superficie de oro descubierta, luego de unir la porfirina, los huecos
remanentes son ocupados por tioles alifaticos. Como control, se ha confirmado que la unién de la
porfirina a la superficie no produce cambios en su selectividad al HNO.

Por otro lado, se ha determinado una relacién entre la concentracién de HNO en solucién y la

corriente medida
[= I’lFADHNO

5 [HNO] = ke uno[HNO], (2.82)

donde 7 es el namero de electrones por mol de HNO, F es la constante de Faraday, A es la superficie
del electrodo en cm?, Dy es el coeficiente de difusién para el HNO y 6 corresponde al grosor de la
capa de difusiéon. Debido a que todos estos términos resultan constantes para un sistema, pueden
agruparse en una constante que se denomina k. no. Para un sistema dado, dicha constante se
determina mediante el uso de sal de Angeli, donante de HNO con comportamiento bien estudiado. El

electrodo ha sido ampliamente utilizado en diversos sistemas [51-54], lo cual confirma su utilidad.
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CAPITULO

DIOXIGENASAS HEMICAS

La indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) y la tript6fano 2,3-dioxigenasa (TDO) son las tinicas dos
dioxigenasas hémicas que han sido detectadas en humanos. Estas proteinas catalizan la ruptura
oxidativa del tript6fano (Trp)E| en el caso de la TDO o de otros compuestos con un anillo indélico en el
caso de la IDO, para dar N-formilquinurenina (Nfk), agregando los dos d&tomos de la molécula de O, al

enlace C2=C3 del anillo indélico del tript6fano (ver esquema|3.1).

H
H coo-
COO-
NH,*
3 NH_."
A\ °: ©
2 _—

N P

H N o
triptéfano N-formilquinurenina

Figura 3.1: Esquema de la reaccién de dioxigenacién de triptéfano para dar N-formilquinurenina.

Esta reaccion consiste no sélo en el primer paso, sino también en el limitante de la ruta de
la quinurenina, a través de la cual el 95% del L-Trp incorporado en la dieta es convertido en la
coenzima nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD). El Trp restante es utilizado para la sintesis de
serotonina, melatonina y de proteinas. Otro de los puntos relevantes relacionados con la funcién de
estas enzimas es el rol que tienen en la regulacién del sistema inmune. El metabolismo del Trp puede
causar una supresiéon inmunolégica, detectada en diversos tipos de cancer. Esto se debe a que las
células T, responsables de coordinar la respuesta inmune celular, sensan los bajos niveles de Trp y
activan una respuesta que da lugar a la detencion del ciclo celular y su posterior muerte [1]. Otros

estudios proponen que esta no es la tinica via por la cual ocurre la inmunosupresién, debido a la

1En la presente tesis se utilizara Trp para referirse al L-Trp, salvo que sea indicado especificamente.

55



56 CAPITULO 3. DIOXIGENASAS HEMICAS

degradacion de Trp, sino que sus metabolitos se unen a un receptor de hidrocarburos de arilo (AhR),
dando como resultado la reprogramacién de la diferenciacién de las células T helpers (Th) a células T
regulatorias (Treg) [2]. Esto disminuye la efectividad de la respuesta inmune contra el antigeno. Lo
dicho anteriormente, sumado al hecho de que la expresion de la IDO y de la TDO se ve exacerbada en
células tumorales, hace pensar que ambas proteinas cumplen un rol clave en el escape tumoral del
sistema inmune. Debido a esto son consideradas posibles blancos para la terapia anticancerigena [1,
3-6]. Cabe destacar que tanto inhibidores de la IDO, como de la TDO, mostraron la reduccién del
crecimiento tumoral en modelos con ratones [7-9]. En este contexto, resulta importante entender los
mecanismos de funcionamiento de estas enzimas, para poder aportar desde la descripcién atomistica
mds y mejores inhibidores, asi como también una mejor comprensién de la funcién de estas enzimas
en homeostasis.

Si bien ambas proteinas catalizan la misma reaccién, existen diversas diferencias entre ellas. Como
sus nombres indican, la IDO y la TDO poseen distinta selectividad hacia el sustrato. Mientras que la
TDO es especifica para L-Trp, la IDO reacciona con diversos compuestos que poseen anillo indélico,
como ser L- y D-Trp, triptamina, serotonina, melatonina 5-hidroxitript6fano y 5-hidroxitriptamina [10],
aunque la importancia biolégica de la oxidacion de estos sustratos es atin desconocida. Ademés, la
IDO se encuentra solamente en mamiferos, en los cuales es expresada en diversos tejidos [11,/12]. La
TDO, en cambio, es expresada en varios organismos (incluidas bacterias) y, en humanos, es expresada
predominantemente en higado, placenta y cerebro [11}13].

Las estructuras de la TDO humana (hTDO) [14}|15], Drosophila melanogaster TDO [16], Ralstonia
metallidurans TDO [17]] y Xanthomonas campestris TDO [18] (xcTDO), muestran que se trata de
una proteina homotetramérica con un grupo hemo por monémero y con un peso molecular de
alrededor de 167 kDa (ver ﬁgura [10H12, 118l [19]. Las estructuras de la hTDO, recientemente
publicadas [15], resultan muy importantes por tener cristalizados al sustrato y al producto en el sitio
activo. La estructura cristalina de la IDO humana (hIDO), en cambio, ha sido obtenida en la forma
sin sustrato [20,[21] y muestra que se trata de una proteina monomérica con un peso molecular de
alrededor de 45 kDa (ver figura[3.2). A pesar de que los monémeros de ambas proteinas tienen una baja
identidad de secuencia entre si (16 %, ver panel D de la figura[3.2), las estructuras cristalinas revelan
alta similitud no sélo en el plegado, sino también en el sitio activo. En particular, ambas proteinas
contienen un gran ntimero de residuos aromaticos en el bolsillo distal del hemo. La razén de esto
se basa en que debe acomodarse, en el sitio activo, un sustrato hidrofébico, como es el tript6fano.
Ademas, hay residuos presentes en las posiciones equivalentes, como ser la R219 en la hIDO (R144 en

lahTDO), F214 (F140 enla hTDO) y F151 (F72 en la hTDO) que, como se mostrard més adelante, estdn
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Figura 3.2: (A) Estructura tridimensional cristalizada de la hTDO; (B) cadena A de la hTDO, donde puede verse el grupo
hemo y el Trp en el sitio activo; (C) estructura tridimensional cristalizada de hIDO, donde puede verse el grupo hemo y
el Trp en el sitio activo y (D) estructuras de la hIDO yla hTDO alineadas por estructura.

directamente involucrados en la unién del sustrato]

Resulta interesante destacar una gran diferencia entre ambos sitios activos, que reside en el hecho
de que, en la TDO, hay presente una histidina distal, que es reemplazada por una serina en la hIDO. El
sitio activo de la IDO esté casi desprovisto de residuos polares (ver figura[3.3). Finalmente, un punto
clave que diferencia a ambas enzimas concierne a la union de los ligandos. Mientras que la IDO forma
complejos estables con O,, independientemente de la presencia de L-Trp, TDO es incapaz de unir
O, en ausencia de L-Trp [22}[23]. Sin embargo, hace unos afnos se mostro la existencia de un estado
intermediario del complejo oxi de la hTDO en ausencia de L-Trp, que se autooxida rdpidamente a la
enzima férrica. En el caso de la hIDO, en cambio, este proceso es muchisimo mds lento [24]. Sumado
a esto, en un trabajo previo del grupo donde se realizo la presente tesis doctoral [25], se encontr6
—utilizando técnicas de docking y de dindmica molecular— la presencia de dos conformaciones

distintas del Trp en el sitio activo de la hIDO denominadas: conformacién 1 (Cf1) y conformacion 2

2En la presente tesis se utilizar4 el c6digo de una letra para referirse a los aminodacidos, excepto para el triptéfano
cuando es considerado sustrato de la reaccién enzimadtica bajo estudio. El mismo se encuentra en el apéndice E



58 CAPITULO 3. DIOXIGENASAS HEMICAS

Figura 3.3: Interacciones principales en el sitio activo de (A) la hTDO; (B) la hIDO en la conformacién 1 (Cf1) y (C) la
hIDO en la conformacién 2 (Cf2). Estas figuras provienen de fotografias de la dindmica realizada para cada caso. Para
tener una mejor visualizacién se omitié mostrar los 4&tomos de hidrégeno.

(Cf2) (ver figura[3.3|B y C). Un analisis comparativo de ambas conformaciones con la estructura del
complejo terciario de la xcTDO mostr6 que Cf1 es equivalente al complejo terciario de la xcTDO, el
cual, como ha sido demostrado anteriormente, corresponde a la estructura reactiva 25} 26]. Por el

contrario, el rol de la Cf2 no se conoce con precision. La propuesta para este tltimo es que se trataria
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de un primer sitio de unién de Trp, para luego ir a Cfl y también un sitio de unién del producto Nfk,
en su migracion hacia el solvente. Cabe resaltar que la presencia de dos conformaciones para el Trp,
en el sitio activo de la IDO, y de tan sé6lo una para el sitio activo de TDO, da también una idea de que el
sitio activo de la hIDO es més voluminoso y flexible que el de xcTDO.

Este capitulo se centrard en el estudio de estas dos dioxigenasas hémicas con el objetivo de tener
un mayor entendimiento de su funcionamiento. Por un lado, se presentarén los resultados del estudio
del mecanismo de reaccion de la TDO humana y, por otro lado, se presentard el estudio estructural de
la IDO humana. Con el objetivo de facilitar la lectura se dividira el capitulo en dos secciones, una por

cada interrogante.

3.1. Mecanismo de dioxigenacion de la TDO humana

A pesar de que tanto la IDO como la TDO han sido estudiadas durante décadas, el mecanismo a
través del cual los dos &tomos de oxigeno son agregados a la molécula de Trp resulté ser desconocido
hasta hace pocos afos. Tal como se resalté anteriormente, los sitios activos de ambas proteinas poseen
una gran cantidad de residuos equivalentes, que interaccionan con el sustrato, lo que hizo pensar
que ambas dioxigenasas llevaban a cabo su funcién de manera similar [22}[27]. Una de las primeras
hipétesis postulaba que la reaccién comenzaba con la desprotonacién del grupo indolamino del Trp
por una base presente del sitio activo, lo cual disparaba la adicién electrofilica del oxigeno al enlace
C =C3 dando lugar a un intermediario 3-indolenilperoxo. Luego, dicho intermediario se convertia en
Nfk, a través de la formacién de un dioxetano o de un arreglo de Criegee (ver figura[3.4|para mayor
informacién). Esta hip6tesis era sustentada por diversos resultados experimentales, entre los cuales
se destaca el hecho de que la reacciéon de oxidacién de Trp en agua por O, singulete daba lugar a
un dioxetano [28]. Ademads, estudios cristalograficos de xcTDO mostraban que habia una distancia
muy pequefia entre la H55 (H76 en el caso de la proteina humana) y el grupo indolamino del Trp, lo
que hizo pensar que este residuo podria tratarse de la base que abstraia el protén y daba comienzo
alareaccion [27]. Sin embargo, en el caso de la IDO, la H55 era reemplazada por una serina (S167),
residuo que no puede actuar como base a pH fisiol6gico en el sitio activo 20} [29], por lo que, en este
caso, se postulé que era el O, unido al grupo hemo la base que iniciaba la reaccién [20, 29, [30]. No
obstante, surgieron evidencias experimentales que ponian en duda esta hip6tesis. Por ejemplo, al
realizar en la TDO la mutacion de la histidina por alanina (residuo que no puede actuar como base), la
TDO, si bien se veia afectada, seguia manteniendo parte de su actividad enzimadtica [31H33]. El mismo
efecto era observado al reemplazar al Trp por el 1-metil-Trp (compuesto que no poseia un protén

que pudiera ser abstraido) [34}[35]. Por dltimo, tanto estudios computacionales del grupo hemo en
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vacio [36] como en el seno de la proteina [25}|37}38], mostraron que este mecanismo presentaba una
muy alta barrera de activacién. Mds atn, utilizando una combinacién de técnicas experimentales y
computacionales [25,26], se determiné que ni la histidina en la TDO, ni el O, en la IDO son capaces

de desprotonar al grupo indolamino del Trp.
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Figura 3.4: Mecanismos propuestos para la reaccién de dioxigenacién en TDO e IDO.

Con esta informacién, se postul6 otro mecanismo de reaccién representado en la figura[3.5] En este
mecanismo se propone que la reaccion es iniciada por un ataque directo del oxigeno terminal (con
un cardcter super6xido) al Cy rico en electrones, sin la previa desprotonacién del Trp. Este caracter
superéxido estaba sustentado por un valor de la frecuencia de vibracién del enlace O-O de 1137 cm™!
y es debido a una transferencia electrénica del grupo hemo al O,. Este superéxido se une al enlace
Cz =C3 del Trp formando un radical peroxo de estado de transiciéon que, luego, dispara la ruptura del
enlace O-0O dando lugar a un intermediario ferrilo en el grupo hemo y a un epéxido en el sustrato.
La presencia del intermediario ferrilo fue detectada en el caso de la IDO [39] experimentalmente
por espectroscopia Raman resonante. El intermediario epéxido fue detectado de forma indirecta a
través de la deteccion de un aminodcido ciclico como producto secundario de la reaccién de TDO [40].

Estudios computacionales muestran que en ambas proteinas ocurre la apertura del epéxido, iniciada

por la transferencia de un protén del grupo amino al oxigeno del heterociclo, seguida por el ataque
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del ferrilo al C, del Trp. Esto da lugar a un intermediario, que luego se convierte al Nfk, debido a la

ruptura del enlace C,-Cs y a la transferencia de vuelta del protén desde el oxigeno al grupo amino.
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Figura 3.5: Mecanismo para la reaccién de dioxigenacién en la TDO y en la IDO.

Existe una diferencia entre ambas proteinas y es que en el caso de la xcTDO, luego del primer
ataque del oxigeno, no se detecta densidad de espin al realizar el andlisis de poblacién, razén por
la cual el caracter radical del superéxido no estd perfectamente establecido. Asimismo, el segundo
estado de transicion observado en la hIDO es estabilizado en la xcTDO, por lo cual se convierte en un
intermediario. Estas sutiles diferencias resaltan el hecho de que la IDO y la TDO son distintas.

Al comienzo de esta tesis la estructura de la TDO humana era desconocida y es por ello que
el mecanismo de reaccién habia sido estudiado utilizando la estructura de la proteina bacteriana
(xcTDO). La obtencién reciente del cristal de la TDO humana por parte de colaboradores, abri
las puertas al estudio del mecanismo de reaccién utilizando esta estructura, haciendo uso de las
mismas técnicas que fueron utilizadas para la hIDO y la xcTDO. En este capitulo se presentaran
dichos resultados y se tendra especial atencion en las diferencias moleculares que existen entre dicha

proteina y la proteina de bacteria anteriormente estudiada.
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3.1.1. Métodos computacionales

Estructuras de partida

En el caso de las simulaciones de la TDO humana, la estructura de partida se obtuvo a partir de la
estructura de rayos X (c6digo PDB 5TI9, [15]). Como fue mencionado anteriormente, la TDO es una
proteina tetramérica y posee la particularidad de que los primeros 15 residuos cristalizados de cada
subunidad (del 39 al 55) forman una hélice que penetra en la subunidad adyacente. Debido al alto costo
computacional que implica realizar los célculos para el tetrdmero, se generé un modelo consistente
en una tnica subunidad (la subunidad A) pero a la que se le agreg6 la hélice de la subunidad B, que
penetra en la estructura en una zona cercana al sitio activo, y se eliminé la misma hélice propia (ver
figura[3.6). Esta estructura fue utilizada para los célculos de dindmica molecular y QM-MM descriptos

a continuacion.

Figura 3.6: (A) Estructuras de las cadenas A (verde) y B (azul) de la hTDO. (B) Estructura de partida de las simulaciones
delahTDO.

Simulacion de dindmica molecular clasica

5-ns-long MD simulations of the ternary com- plex (Fe2?-O2-L-Trp) of xcTDO built by adding 02
in silico to a monomeric model of the L-Trp-bound deoxy derivative of xcTDO (see

La estructura de partida del complejo ternario (Fe?*-O,-L-Trp) fue inmersa en una caja octaédrica
de moléculas de agua del tipo TIP3P. Todas las simulaciones fueron realizadas con el programa PMEMD
del paquete Amber14 [41] usando condiciones periédicas de contorno, las sumas de Ewald para tratar

las interacciones electrostaticas de largo alcance [42,/43] y el algoritmo de SHAKE, para mantener los
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enlaces que involucran 4tomos de hidrégeno en sus distancias de equilibrio. El tiempo de integracién
utilizado fue de 2 fs para las ecuaciones de Newton [44] y se utiliz6 el termostato de Langevin [45] para
controlar la temperatura del sistema. Los célculos de equilibrio consistieron en una minimizacién de
energia de las estructuras iniciales, seguido por un calentamiento lento a 300 K a volumen constante.
Se utiliz6 una distancia minima de 10 A entre la superficie de la proteina y la caja de agua. Se realiz6

una simulacién de 25 ns de duracion.

Calculos QM-MM

Para la realizacién de los calculos QM-MM se utilizaron como punto de partida las estructuras
obtenidas de las simulaciones de dindmica molecular. Los cdlculos se realizaron utilizando la imple-
mentacién de Hybrid [46], que utiliza el programa SIESTA [47| para el subsistema cudntico. En este
subsistema se incluy6 al grupo hemo (sin sus cadenas laterales), el imidazol de la cadena lateral de
la histidina proximal y de la H55 y al Trp en su integridad. Este subsistema fue tratado a nivel DFT
empleando bases doble zeta con polarizacién y el funcional PBE [48]. Se utilizé un radio de corte de
10 A, tomado desde el centro del subsistema QM, para permitir el movimiento de los 4tomos. El resto
de la proteina, que no estaba incluida en el subsistema QM, y las moléculas de agua fueron tratadas
en forma cldsica utilizando el campo de fuerzas de Amber99 [49]. La interfase entre el sistema QM y
el MM fue tratada con el método del Link Atom (ver seccién métodos para mayor informacioén) [50].
En particular, se utilizaron diez Link Atoms, dos de ellos separando a los imidazoles de las histidinas
incluidas en la regién QM del resto de la cadena principal de la proteina, y los ocho restantes separan-
do el anillo porfirinico de las cadenas laterales del grupo hemo. Los detalles del método utilizado se

encuentran en el capitulo

3.1.2. Resultados y discusiones

En esta seccidn, se describe el estudio del mecanismo de reaccién realizado utilizando simula-
ciones hibridas QM-MM. Primero, se determind la estructura optimizada para el complejo enzima-
sustrato oxigenado en la hTDO, utilizando la estructura cristalina recientemente publicada [15]. En
segundo lugar, se estudi6 la viabilidad de que el mecanismo sea el mismo que el de la xcTDO. Por

altimo, se estudiaron las bases moleculares que diferencian a la reaccién de la hTDO ala de la xcTDO.

Simulacién QM-MM del complejo ternario del Trp y O» en la hTDO

Con la finalidad de estudiar el mecanismo de reaccién, se obtuvo la estructura optimizada del
complejo oxigenado de la hTDO en presencia de Trp (Fe?*-0,-L-Trp), para los distintos estados de

espin posibles (singulete, triplete y quintuplete), dado que en la reaccién de dioxigenacién pueden
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intervenir distintas superficies de espin, al cambiar el estado de oxidacién y coordinacion del hemo.
En la figura[3.7)se muestra dicha estructura para el estado singulete y en la tabla[3.1|pueden observarse

los pardmetros geométricos més relevantes que la caracterizan. Al igual que lo observado para el caso

Figura 3.7: Estructuras optimizadas QM-MM del complejo oxigenado con Trp de la hTDO. Se muestra la glicina 152.
Para tener una mejor visualizacién se omitié mostrar los &tomos de hidrégeno que no participan en las interacciones
de puente de hidrégeno.

Tabla 3.1: Pardmetros geométricos obtenidos para las estructuras optimizadas QM-MM de los complejos ternarios
de la hTDO. Distancias (d) y 4ngulos (<) en Angstroms y grados, respectivamente. Los subindices p y t en los &tomos
de oxigeno corresponden al oxigeno proximal y terminal respectivamente como puede verse en la ﬁgura Co,1rp»
Co,1rp HNH,Trp Y NNH,Trp cOrresponden a los dtomos Ca, C3 y el nitrégeno e hidrégeno del grupo amino inddlico
del L-Trp; Ne,prox ¥ Ne, g55 corresponden a los Ne de la histidina proximal y de la H55 en la hTDO respectivamente.

Singulete Triplete Quintuplete

dre-o, 1,79 1,84 1,90

do,-o, 1,33 1,33 1,32
< Fe- 0y-O; 125,02 125,47 124,49

dc, p,,-0, 3,25 3,08 2,98

dc, pr,-0; 2,63 3,14 3,20

AN pss—Hrirp 1,72 1,75 1,73
<NrrpNH-HrrpNe-Nemss 159,91 158,75 158,84

dFe— Nyt proe 2,12 2,14 2,33

de la xcTDO [25], estos resultados muestran que el grupo Fe-O-O se ubica paralelamente al doble
enlace Cy-Cs del Trp. Asimismo, se observa que el O, se encuentra interaccionando a través de una
interaccién de puente de hidrégeno, tanto con el grupo amino del Trp, como con el de la G152.

En cuanto a las caracteristicas electrénicas descriptas en la tabla[3.2} el estado singulete corres-
ponde al estado de espin de menor energia, aunque el estado triplete presenta un valor de energia
muy cercano (AEqq,;,= 0,934 kcal/mol). El estado quintuplete, sin embargo, posee una energia mucho

mayor (AE,:,=18,385 kcal/mol). Al analizar las cargas de Mulliken se observa que el O, posee un
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cardcter supero6xido, lo que se debe a una transferencia de carga desde el grupo hemo (el cual posee
una densidad de carga positiva) al O, (el cual posee una densidad carga negativa). Realizando el
mismo andlisis se observa que ocurre una transferencia de carga de la H55 al Trp, lo que confirma
la fuerte interaccién que existe entre ambas partes. En cuanto a la densidad de espin, en el estado
triplete se observa que las densidades de espin del hierro y del super6xido son similares en magnitud

y paralelas. Como puede observarse, las cargas de Mulliken no son sensibles al estado de espin.

Tabla 3.2: Pardmetros energéticos, cargas de Mulliken y poblaciones de espin para los complejos ternarios de la hTDO
en los tres estados de espin. AE gy (kcal/mol) es la diferencia de energia con respecto al estado de espin singulete.
Hisprox corresponde a la histidina proximal.

Singulete Triplete Quintuplete

AE opin 0 0,935 18,385
Cargas de Mulliken

Fe 0,781 0,802 1,092

(0)) -0,3777 -0,432 -0,432

Trp -0,07 -0,137 -0,146
Hemo+Hispr0x 0,231 0,359 0,384
His55 0,22 0,207 0,191

Poblaciones de espin

Fe -0,001 1,024 3,576

(0)) 0,001 0,746 0,128

Trp 0 0,261 0,184
Hemo+Hisp;ox 0 0,997 0,366

Mecanismo de reaccién de dioxigenacién en la hTDO

Una vez obtenidas las estructuras iniciales optimizadas, se calcul6 el perfil de energia potencial
para el mecanismo de dioxigenacion de la hTDO en los dos estados de menor energia (singulete y tri-
plete). Se decidié utilizar, basindonos en los resultados presentados anteriormente para la xcTDO |25,
51], una coordenada de reaccién que explorara la ruptura del enlace O-O (asociada a la distancia
0,-0y) junto con el ataque del oxigeno al Trp (asociado a la distancia O;-C;). De manera similar que
en el caso de la xcTDO, se observé que el O, puede insertarse en el doble enlace Cy =Cs, uniéndose al
C, y resultando en un intermediario 2,3-alquilep6xido y un grupo ferrilo del tipo compuesto II en el
grupo hemo. Esto ocurre con la ruptura del enlace O-O, obteniéndose una barrera de activacién de
7,6 kcal/mol, como se observa en la figura[3.8|A. Los datos asociados a los pardmetros energéticos, a las
poblaciones de Mulliken y a las de espin se muestran en la tabla[3.3|para el estado triplete, que result6
ser 7,8 kcal/mol més estable que el estado singulete. Esto resulta consistente con el hecho de que
el Compuesto II en hemoproteinas tipicamente muestra al triplete como el estado fundamental [52,
53]. Durante la reaccién el Trp se mantiene en su posicién debido a la interaccién del tipo puente

de H entre la H55 y el grupo indolamino del Trp. Asimismo, la G152 interacciona, a través de una
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Figura 3.8: A) Perfil de energia para la adicién del primer oxigeno al Trp. B) Estructura optimizada del intermediaro
2,3-alquilepéxido para el estado triplete. Se omitieron los 4&tomos de hidrégeno, salvo el de la G152 para una mejor
visualizacion.

Tabla 3.3: Pardmetros energéticos, cargas de Mulliken y poblaciones de espin para el intermediario 2,3-alquilepéxido
dela hTDO en el estado de espin triplete. Hispox corresponde a la histidina proximal.

Cargas de Mulliken

Fe 0,793

0, -0,334

2,3-alquilepéxido -0,235
Hemo+Hispox 0,048
His55 0,19

Poblaciones de espin
Fe 1,238
0] 0,834
2,3-alquilepéxido 0

Hemo+Hisprox 0,19

interaccién de puente de hidrégeno, con el O, durante toda la coordenada de reaccién. En la figura[3.8]
B puede verse la estructura del 2,3-alquilep6xido optimizada junto con la G152.

Puede observarse que la ruptura del enlace O-O es homolitica, ya que la carga del grupo ferrilo,
junto con la histidina proximal, es aproximadamente neutra. Por otro lado, se sigue observando la
transferencia de carga desde la H55 al Trp, como se veia en la estructura de partida. Esto quiere decir
que se conserva la fuerte interaccion, por lo pronto, a lo largo de la primera adicién de oxigeno. En el
caso de la xcTDO la energia de activacién informada para este primer paso es de 11,2 kcal/mol. Este
valor es alrededor de 4 kcal/mol mayor al determinado para la hTDO.

Una vez obtenido el intermediario 2,3-alquilep6xido, se calculé el mecanismo a través del cual se
forma Nfk. De la misma manera que lo realizado anteriormente, se utiliz6 una coordenada de reaccién

que explorara de forma simultdnea la apertura del anillo indolamino (asociada a la distancia C,-Cs),
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la apertura del epdxido, a través de la distancia C»-Oy, y el ataque del oxigeno (asociado a la distancia
C2-0p).Enla ﬁgura se muestra el perfil resultante para el estado triplete, junto con las estructuras

que representan los estados de transiciéon. Durante la reaccién, un protén del grupo amino del Trp se
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Figura 3.9: Perfil de energia para la adicién del segundo oxigeno para el estado triplete de la hTDO.

transfiere al oxigeno del ep6xido, ocurriendo asi la apertura dcida del mismo. Esto facilita el ataque
del oxigeno del ferrilo al C, y, por dltimo, la apertura del anillo indolamino dando como resultado el
Nfk. La forma de la curva como los estados de transicién y los intermediarios de reaccién son muy
similares a los encontrados en la xcTDO. Sin embargo, la barrera de energia en el caso de la hTDO es
12,6 kcal/mol, lo que resulta ser 9 kcal/mol menor que el valor obtenido para el caso de la xcTDO [51].
Esta diferencia puede deberse a una mayor estabilizacién de los estados intermedios de la coordenada
de reaccién o a una menor estabilizacion del 2,3-alquilep6xido en la hTDO con respecto a la xcTDO.
Con la finalidad de entender las bases moleculares de estas diferencias, se realizé un analisis de las
caracteristicas electrénicas del sitio activo de ambas proteinas a lo largo de la reaccién, como asi
también de las interacciones con residuos del sitio activo caracteristicas. Al realizar una comparacién
de las caracteristicas electrénicas se observa que el C, tiene un cardcter de carbocatién mayor en
la hTDO que en la xcTDO durante la segunda adicién del &tomo de oxigeno. Entonces, la diferencia
energética puede provenir de una mayor estabilizacion de la carga positiva en C,. Se descarté el hecho
de que la mayor estabilizacién proviniera de una mayor transferencia de carga desde el grupo amino

del anillo indélico a la H76, dado que no se observan grandes diferencias entre ambas proteinas. En
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contraposicion, se detectd una diferencia en la interaccién del grupo amino de la G152 con el oxigeno
unido al grupo hemo a lo largo de la reacci6n. La figura[3.10|muestra la variacién de la distancia y del

angulo que caracterizan el puente de hidrogeno entre la G152 y el oxigeno a lo largo de la reaccién.
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Figura 3.10: Distancia (A) y 4ngulo (B) que caracterizan al puente de hidrégeno entre la glicina 152 y el oxigeno unido
al grupo hemo alo largo de la coordenada de reaccién para la adicién del segundo oxigeno. En negro se presenta el
resultado parala xcTDO y en rojo parala hTDO.

Como puede observarse, ambos graficos muestran una interaccién de puente de hidrégeno mas
intensa para el caso de hTDO, que se refuerza a lo largo de la coordenada de reaccién. Esta interacciéon
puede estabilizar a los estados de transicién y a la carga positiva del C,. Esta diferencia entre ambas
proteinas puede ser la responsable de la menor energia de activacién requerida para la reaccién en el

caso de la hTDO.

Discusion

El estudio del mecanismo de reaccién de la hTDO se realiz6 a través de calculos hibridos QM-MM,
utilizando como punto de partida los resultados obtenidos anteriormente para la xcTDO [25}/51]. Los
resultados obtenidos muestran que la reaccion se inicia debido al ataque directo del O, coordinado al
hemo al C, del Trp, dando lugar al grupo ferrilo en el hemo y el 2,3-alquilep6xido. La reaccién prosigue
con la apertura 4cida del 2,3-alquilep6xido (debido a la transferencia de protén desde el grupo amino
del Trp al &tomo de oxigeno del ep6xido) y la posterior adicién del segundo dtomo de oxigeno.

Estos resultados son muy similares a los obtenidos para la xcTDO. Sin embargo, las barreras
energéticas resultan ser significativamente méas bajas en comparacién con el caso de la xcTDO. El
estudio de las interacciones en el sitio activo a lo largo de la coordenada de reaccién muestra que existe
una interaccion mads intensa de la G152 con el oxigeno para la proteina humana. Esta interaccién
podria ser la responsable de estabilizar los estados de transicién y asi disminuir las barreras energéticas

en el caso de la hTDO.
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3.2. Estudio estructural de laIDO humana

A pesar de que la hIDO fue cristalizada hace varios afos, la estructura y la funcién del loop que
conecta las hélices J y K, integrado por los residuos desde el 362 al 388, (ver figura[3.11), denominado
loop-JK de ahora en mas, se desconoce. Esto se debe a su naturaleza flexible, que hace que la den-
sidad electrénica en la difraccién de rayos X sea poco nitida y, por ende, no se le pueda asignar una
conformacién dada. Sin embargo, dicho loop se encuentra en una zona cercana al sitio activo, por
lo cual podria poseer un rol importante, no sélo en la entrada y salida del sustrato o producto segiin

corresponda, sino también en el posicionamiento del Trp en el sitio activo de la proteina.

Figura 3.11: (A) Estructura tridimensional cristalizada de la hIDO. Los residuos conectados por el loop JK estdn
coloreados en azul. El Trp estd coloreado en verde y en rojo segun si se encuentra en la conformacién Cfl o Cf2
respectivamente. El loop DE estd coloreado en naranja. (B) Estructura tridimensional cristalizada de la xcTDO. El loop
JK se encuentra coloreado en azul, mientras que el loop DE estd coloreado en naranja.
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Resulta interesante destacar que en la TDO existe un loop en la misma posicién, aunque con
20 residuos menos, que pudo ser cristalizado en su totalidad. En particular, en un trabajo previo
del grupo [54], fue caracterizado el rol de un residuo especifico localizado en dicho loop (T342). Al
realizar la mutacion de este residuo por alanina (T342A), se obtuvo como resultado la pérdida total de
la esteroselectividad de la hTDO hacia el sustrato [54]. Asimismo, llevando a cabo simulaciones de
dindmica molecular, se determiné que la mutacién afecta no sélo a la interaccién especifica entre
la treoninay el Trp, sino también la posicién y la dindmica del loop-JK. Esto se debe a que se verian
afectadas las interacciones entre residuos del loop-JK y el loop-DE (residuos 120-125, ver panel B
de la figura[3.11) y, como resultado, la posicién del esqueleto de Trp se veia afectada y la reaccién
enzimatica altamente inhibida.

Teniendo en cuenta esta informacién, surge el interés de determinar cudl es la conformacién del
loop-JK en la hIDO y cémo ésta se relaciona con la presencia y posicién del Trp en el sitio activo. En

este capitulo se presentan resultados que aportan informacién para responder dichos interrogantes.

3.2.1. Métodos computacionales

En esta seccion se describird el esquema de trabajo utilizado para responder las preguntas anterior-
mente descriptas. El abordaje del problema consisti6é en un primer paso donde se realiz6 el modelado
por homologia de la estructura del loop-JK de la hIDO. Para ello, se recurri6 tanto la informacién
de la secuencia de dicha proteina, como a estructuras de proteinas similares para ser utilizadas de
molde (ver secci(’)ndel Capitulo. Luego, de todos los modelos obtenidos, fueron descartados
aquellos que poseian impedimentos estéricos que los hacian fisicamente imposibles, obteniendo asi
las estructuras de partida para el paso siguiente. Sin embargo, dichas estructuras, si bien resultan
fisicamente posibles, podian no ser alcanzadas por el sistema bajo estudio. Es por ello que resulta
necesario realizar un muestreo del espacio conformacional y asi obtener las estructuras que corres-
ponden a minimos de dicha funcién, que son las estructuras que tienen mayor relevancia para el
sistema. Con ese objetivo se utiliz6 la técnica de REM, cuyo fundamento tedrico fue desarrollado en la
secci6n[2.1.2.3). En este caso, cada estructura de partida obtenida en el paso anterior correspondia a
una réplica. Luego, se realiz6 un andlisis de los resultados obtenidos y, posteriormente, calculos de DM
de las estructuras principales. Todos estos pasos fueron realizados para cada uno de los sistemas: el
complejo oxi (Fe?*-0,) y para las dos conformaciones del complejo con Trp (Cfl y Cf2). La ﬁgura
muestra el esquema de trabajo utilizado y cada paso del mismo sera desarrollado a continuacién con

un mayor grado de detalle.
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Figura 3.12: Esquema de trabajo utilizado en la presente seccion.

Modelado del loop-JK

Las estructuras iniciales de la hIDO fueron construidas a partir de la estructura disponible en el
PDB, correspondiente al complejo con el fenil imidazol (2D0T) [20]. Se construyeron las estructuras in
silicopara el complejo oxi y para las dos conformaciones del complejo con Trp (Cf1 y Cf2), eliminando
el fenil imidazol del sitio activo. Luego se realizaron 25 ns de dindmica cldsica para corroborar que
la proteina mantuviera su estructura. Como fue mencionado anteriormente, en las estructuras de
hIDO el loop-JK (residuos del 360-380) se encuentra ausente. Por lo tanto, con el objetivo de construir
distintos modelos para el loop-JK, que serian luego las distintas réplicas en las simulaciones de
REM, se utiliz6 la técnica de modelado por homologia (ver seccién para mads informacién)
haciendo uso del programa Modeller. Este programa utiliza informacion de la secuencia de la proteina,
junto con unos moldes para construir distintos modelos del loop faltante. Generalmente se elijen
como moldes, en el caso que las hubiera, estructuras de la misma proteina y sino, de otras proteinas
pertenecientes a la misma familia. En el caso de no contar con una estructura que sirva de molde, se
utilizan bibliotecas de loops tomados del PDB que contienen distintas conformaciones dependiendo
de lalongitud y de los puntos de anclaje. En el caso de la hIDO, se utiliz6 como molde la estructura
de la xcTDO (2NWB8), la cual posee el loop-JK totalmente resuelto (aunque de menor longitud) [18].
Con la intencién de obtener mejores modelos para el loop-JK de la hIDO, se utiliz6, adicionalmente
como molde, otra proteina miembro de la familia de las dioxigenasas. Esta proteina, denominada

PrnB [55}[56], corresponde a la segunda enzima en la ruta de la sintesis de pirrolnitrina y se encuentra
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presente en Pseudomonas fluorescens. Su funcién consiste en catalizar la conversion de 7-Cl-Trp en
monocloroamino pirrolinitrina y su estructura fue resuelta tanto para el complejo con cianuro, como
para los complejos ternarios con cianuro y L-Trp o 7-Cl-Trp [55]. Esta proteina posee un loop analogo al
JK, de 16 aminoécidos, el cual ha sido parcialmente resuelto. Tanto la xcTDO, como la PrnB, presentan
un alto grado de similitud con la hIDO.Asimismo, la comparacién de secuencia (ver figura[3.13) indica
la presencia de un motivo constituido por cuatro aminodcidos, “GT(S)GG”, que se conserva en la
region del loop-JK mads cercana al C terminal de la proteina (que se llamara loop-]KC de ahora en mas).
Este motivo conservado produce un giro de glicina [57], que se repite en las distintas estructuras del

loop-JK de las proteinas que poseen la estructura resuelta. En contraposicion, el segmento N terminal

hiDO/1-403 1------mmmmam - MAHAMEN SWT | SKEYHIDEEVGFALPNPQENLPDFYNDWM 43

PrnB/1-361 R I T R R R MERTLDRVG- - - - - - - - - - - - - oo oo oo oo o - - VvV 10

xcTDO/1-298 1 MPVDKNLRDLEPGIHT--DLEGRLTYGGYLRLDQLLSAQQPL---SEPAHHDEML 50

hiDO/1-403 44 FIAKHLPDLIESGQLRERVEKLNMLSIDHLTDHKSQ- RLARLVLGCITMAYVWGK 97

PrnB/1-361 11 FAATHAAVAA- SDPLQARALVLQLPGLNRNKDVPGIVGLLREFLPVRGLPSGWGF 64

xcTDO/1-298 51 FI IQHQTSEL- WLKLLAHELRAAIVHLQRDEVWQCRKVLARSKQVLRQLTEQWSV 104
hiDO/1-403 98 - - - - - - e i e e e e GHGD- VRKVLPRNIAVPYCQLSKKLELPPILVYADCV 133
PrnB/1-361 65 VEAAAAMRD IGFFLGSLKRHGHEPAEVVP-GLEPVLLDLARATNLPPRETLLHVT 118
xcTDO/1-298 105 LETLTPSEYMGF- - - - - - RDVLGPSSGF-QSLQYRYIEFLLGNK---NPQMLQVF 149
hiDO/1-403 134 LANWKKKDPNKPLTYENMDVLFSFRDGDCSKGFFLVSLLVEIAAAS----- AlIKV 183
PrnB/1-361 119 VWNPTAADAQRSYT------------ GLPDEAHLLESVRI SMAALEAAIALTVEL 161
XcTDO/1-298 150 AYDPAGQARLR- - - - - - - - oo e e e e o e o e oo 160
hiDO/1-403 184 | PTVFKAMQMQERDTLLKALLEIASCLEKALQVF---HQIHDHVNPKAFFSVLRI 235
PrnB/1-361 162 FDVS---- - - LRSPEFAQRSDELEAYLQKMVESI---VYAYRFISPQVFYDELRP 207
xcTDO/1-298 161 - ----- - - EVLEAPSLYE---EFLRYLARFGHAIPQQYQARDWTAAHVADDTLRP 204
hiDO/1-403 236 YLSGWKGNPQLSDGLVYEGFWEDPKE FAGGSAGQSSVFQCFDVLLGIQQTAGGGH 290
PrnB/1-361 208 F--------------- YEP I RVGGQSYLGPGAVEMPLFVLEHVLWGSQSDD- - QT 245
XcTDO/1-298 205 V- - - ------------ FERIYENTDRYWREYS--------------ommmm oo 221
hiDO/1-403 291 AAQFLQDMRRYMPPAHRNFLCSLESNPSVREFVLSKGDA-GLR-------- EAYD 336
PrnB/1-361 246 YREFKETYLPYVLPAYRAVYARFSGEPALIDRALDEARAVGTRDEHVRAGLTALE 300
xcTDO/1-298 222 - - - - - LC- - - - e e m e e e e e e e e e E-DL---------VDVE 230
hiDO/1-403 337 391
PrnB/1-361 301 340
xcTDO/1-298 231 263
hiDO/1-403 392 KTVRSTTEK-------------- S----L---------- LKEG 403
PrnB/1-361 341 GELLTLTYAAR- SRVRAA- - - - - - - - - - - o oo oo oo - LDES 361
XxcTDO/1-298 264 QQALALTFFPELFDVRTSVGVDNRPPQGSADAGKR------ - - 298

Figura 3.13: Alineamiento de secuencia de la hIDO, la xcTDO y la PrnB. El motivo GT(S)GG y los sitios de fosforilacién
SKL y TSED estén resaltados en negro y gris, respectivamente. La regién correspondiente al loop-JK de la hIDO se
encuentra encuadrada.

del loop (que involucra desde los residuos 359 hasta el 376 en la hIDO, denominado loop-IKN de ahora
en méas) muestra una mayor diversidad de secuencia y un mayor nimero de conformaciones posibles.

Por lo tanto, teniendo en cuenta la identidad de secuencia de la regién loop-JK¢ y las dos estructu-
ras molde, se construyeron 50 conformaciones iniciales diferentes, utilizando el programa Modeller.

Luego, se realiz6 un andlisis de cada una de ellas, descartando aquellas que poseian impedimentos



3.2. ESTUDIO ESTRUCTURAL DE LA IDO HUMANA 73

estéricos. A partir de esta seleccién se obtuvieron 30 estructuras como punto de partida para las

simulaciones de REM.

Simulaciones de REM

A partir de las estructuras de partida, se realizaron cédlculos de REM. Estas simulaciones fueron
realizadas para los complejos oxi de la hIDO en ausencia del L-Trp (LS) y una para cada conformacién
del L-Trp en el sitio activo de la hIDO (Cf1 y Cf2, ver figura[3.11). Para cada caso, se corrieron 30 réplicas
(una por cada estructura de partida del loop-JK obtenida por el modelado por homologia a través del
programa Modeller) barriendo el rango de temperatura que va desde 290 a 472 K. Cada réplica fue
simulada durante 50 ns, lo que representa un total de 1,5 s para cada sistema. Se realizaron 1000
pasos de dindmica entre cada intento de intercambio, repitiendo el ciclo 12500 veces. Las simulaciones
fueron realizadas en solvente implicito y utilizando un termostato de Langevin para mantener fija la
temperatura. Todas las simulaciones fueron realizadas utilizando la versién GPU (CUDA) del médulo
PMEMD del paquete Amber14 [58H61], utilizando el campo de fuerza Amber99SB.

Se aplico una restriccion de la posicion en los carbonos a de toda la proteina (con el objetivo de
evitar que ocurriera la desnaturalizacién de la misma debido a las altas temperaturas utilizadas en las
simulaciones de REM) a excepci6n de los residuos pertenecientes al loop-JK que estaban habilitados a
moverse libremente y asi asegurarse de que se realice una correcta exploracion del espacio conforma-
cional del loop-JK. Una vez realizadas las simulaciones, las tres trayectorias correspondientes a las
temperaturas mas bajas (290, 295 y 300 K) fueron analizadas. El agrupamiento de los resultados en con-
juntos fue realizada utilizando el programa Cpptraj, perteneciente al paquete de Amber14 [62]. Como
criterio de agrupamiento se defini6 que aquellas estructuras con un RMSD menor a 2,5 A en la region
loop-JK pertenecian a un mismo grupo. Los tres grupos mayormente poblados fueron considerados

para el andlisis posterior.

Simulaciones de dindmica molecular de los complejos de la hIDO

A partir de las estructuras centrales de los tres grupos mds populares de cada sistema, se realizaron
célculos de dindmica clésica de 45 ns. Las estructuras fueron solvatadas con una caja octaédrica de
moléculas de agua del tipo TIP3P, utilizando una distancia minima de 10 A entre la superficie de la
proteina y la caja. Todas las simulaciones fueron realizadas con el programa PMEMD del paquete
Amberl5 [41] usando condiciones periédicas de contorno. Ademas, se utilizaron las sumas de Ewald
para tratar las interacciones electrostaticas de largo alcance [42}43] y el algoritmo de SHAKE, para
mantener los enlaces que involucran d&tomos de hidrégeno en sus distancias de equilibrio. Se utilizé un

tiempo de integracién de 2 fs, para las ecuaciones de Newton [44] y el termostato de Langevin [45], para
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controlar la temperatura del sistema. Los célculos de equilibrio consistieron en una minimizacién de

energia de las estructuras iniciales, seguido por un calentamiento lento a 300 K a volumen constante.

3.2.2. Métodos experimentales

Elrol de ciertos aminodcidos pertenecientes al loop-JK en la unién al sustrato y en la catélisis fue
también estudiado por métodos experimentales. Este trabajo fue realizado por el laboratorio de la

Prof. Syun-Ru Yeh en el Albert Einstein College of Medicine en Nueva York.

Expresién y purificacién de la proteina

Las proteinas mutantes se construyeron utilizando el kit QuikChange II Site-Directed Mutagenesis
Kit. Las proteinas fueron expresadas y purificadas con el protocolo utilizado por Samelson-Jones y
Syun-Ru Yeh [63]. Las proteinas purificadas se guardaron a pH 7,4 en buffer Tris (50 nM) a -80 °C hasta

que fueron utilizadas.

Caracterizacion espectroscopica

La caracterizacion espectroscopica se realiz6 mediante espectroscopia UV-Vis. Todas las muestras
fueron preparadas en buffer Tris 100 mM a pH 7,4, en presencia o ausencia de Trp (30 mM). Todos
los espectros de absorcién fueron tomados en una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico con un

espectrofotémetro UV2100 (Shimadzu Scientific Instruments, Inc.) con una apertura 6ptica de 1 nm.

Ensayo de actividad

La actividad de la enzima se determiné siguiendo la generacién del Nfk en funcién del tiempo
de forma espectrofotométrica a 321 nm (e = 3750 M~ lem™!). Para ello, se procedi6 al mezclado de la
solucién de proteina (100 nM) con concentraciones crecientes de Trp. La reacciéon fue iniciada con
4cido ascorbico, que es utilizado como fuente de electrones, lo cual permite sostener multiples ciclos
de reaccion (reduce el Fe3* a Fe?*). Para cada concentracién de Trp, se determind la velocidad inicial,
y estos datos fueron utilizados para la realizacién del grafico de Michaelis-Menten, que permiti6

obtener las constantes asociadas k.4; y K.
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3.2.3. Resultados y discusiones

Con la finalidad de obtener informacién sobre la conformaciéon del loop-JKy su relacién con la
presencia del Trp, y una vez obtenidas las estructuras de partidas a partir del anélisis de los resultados
del modelado por homologia; se realizaron tres simulaciones independientes de REM: una para el
sistema libre de sustrato (LS) y una para cada conformacion del Trp en el sitio activo de la hIDO (Cf1 y
Cf2, ver figura[3.11). En cada caso se analizaron las corridas realizadas a las tres temperaturas menores.

Como resultado general, se observa que el loop-JK explora una extensa zona del espacio confor-
macional, con un RMSD del loop con respecto a la estructura promedio mayor a 16 A. Para realizar un
andlisis general de todas las conformaciones posibles del loop-JK, se agruparon todas las estructuras
obtenidas como resultado de la simulacién de REM para los tres sistemas (LS, Cf1 y Cf2), utilizando
un criterio de que estructuras con una diferencia en el RMSD del loop menor a 2,5 A correspondian a
un mismo conjunto. Este analisis indica que la regiéon loop-JK® adopta conformaciones especificas
y bien definidas (pocos conjuntos muy poblados). Mientras que la regién loop-JKY es mucho mas
flexible (con un RMSD mayor a 10 A), adoptando conformaciones con ciertos elementos de estructura
secundaria, pero sin una conformacion prevalente (muchos conjuntos muy poco poblados).

El analisis del agrupamiento del loop-JK en los tres estados (LS, Cf1 y Cf2) muestra que los conjun-
tos observados pueden ser clasificados en tres conformaciones que se denominardn: conformacién
cerrada, intermedia y abierta (ver ﬁgura. Esta nomenclatura se asocia a la accesibilidad al sitio
activo como se mostrard mas adelante. El criterio utilizado para identificar las distintas conforma-
ciones del loop-JK consistié en determinar el valor de la distancia entre el &omo de nitrégeno de la
G380y el 4&tomo de carbono del grupo propionato 7 del grupo hemo (linea punteada de la figura[3.14)
en la estructura promedio de cada conjunto. Se consideré que un conjunto formaba parte de la
conformacion cerrada cuando esta distancia iba de 2 a 5 A, a la conformacion intermedia si el valor de
la distancia se encontraba entre 5a 10 A y, por tultimo, a la conformacién abierta si el valor era superior

al0A.
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Figura 3.14: Conformaciones del loop-IKC obtenidas luego del agrupamiento de los resultados para los distintos
sistemas LS, Cf1 y Cf2. Las conformaciones cerrada, intermedia y abierta, se encuentran coloreadas en rojo, azul y
verde respectivamente. En cada conformacién la regién correspondiente al loop—]KC y al loop-JK¥ se encuentran
resaltadas en colores brillantes o pasteles respectivamente. La linea punteada indica la distancia entre el &tomo de
nitrégeno de la glicina 80 y el &tomo de carbono del grupo propionato 7 del hemo.

Resulta importante sefialar que las simulaciones de REM muestran que las tres conformaciones
(conformacion cerrada, intermedia y abierta) son interconvertibles manifestando asi la alta flexibilidad

del loop.

Anélisis del estado conformacional del loop-JKy su rol en la unién a Trp

Partiendo de las tres conformaciones descriptas anteriormente, se realiz6 un andlisis poblacional,
con la finalidad de determinar qué conformacién resultaba relevante para cada sistema: Cf1, Cf2 y LS.
En la figura3.15|pueden observarse las estructuras promedio de los tres conjuntos mds poblados de

cada sistema.
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Figura 3.15: Los tres conjuntos mds poblados para: (A) Cf1, (B) Cf2 y (C) LS obtenidas del agrupamiento realizado para
todo el loop-JK en cada sistema. Los colores del loop representan a las conformaciones representan, siendo rojo la
conformacidn cerrada, azul la intermedia y verde la abierta.

En el caso de Cf1, ver panel A de la figura[3.15] los conjuntos predominantes muestran una gran
variabilidad en la regién del loop-JK" (con un RMSD de 12,4 A), mientras que la regién correspondiente
alloop-JK® se mantiene rigida en una misma posicién (con un RMSD de 1,6 A) correspondiente a la
conformacién cerrada.

En el caso de Cf2, los conjuntos predominantes muestran una gran variabilidad tanto en la
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regién N como en la C, ver panel B de la figura[3.15] En caso de la regi6n C, la conformacion cerrada
del loop-JK no es visitada, siendo las conformaciones abierta e intermedia las mads visitadas (ver
tabla[3.4). Por otro lado, se observa que el Trp en la Cf2 es mas mévil que en la Cfl y adopta muiltiples
conformaciones (ver panel B de la figura[3.15), mientras que en la Cf1 el Trp se encuentra rigido en
una misma conformacién.

Por dltimo, para LS (ver panel C de la figura[3.15), a pesar del hecho de que la conformacion
cerrada esté altamente poblada, se observan también configuraciones abiertas e intermedias. Resulta
importante destacar que en la conformacién cerrada se observa una mayor variabilidad que en el
caso de la Cf1, como se evidencia en el valor de RMSD del loop-JK® (3,9 A en LS vs. 1,6 A en Cf1). Este
aumento en la flexibilidad de la conformacién cerrada es consistente con una pérdida de interacciones

especificas entre el sustrato y el motivo GTGG del loop-JK® que lo fijan en una conformacién dada.

Tabla 3.4: Poblaciones de las distintas conformaciones del loop-JKC en los distintos sistemas LS, Cf1 y Cf2.

Conformacién del loop Poblacién

LS Cf1 Cf2
Cerrada 96,6 99,9 -
Intermedia 1,8 - 49,7
Abierta 1,6 0,1 503

Descripcidn estructural de las distintas conformaciones del loop-JK

Habiendo determinado las conformaciones mayoritarias del loop-JK y su relacién con la unién
a Trp, se realiz6 un andlisis de las interacciones responsables de definir estas conformaciones y su
impacto en las propiedades funcionales de la hIDO. Para ello se realizaron 45 ns de dindmica molecular
clasica para las conformaciones mads representativas de cada complejo de la hIDO. El anélisis de
las interacciones entre el Trp y el loop-]KC, en el estado cerrado de Cfl, muestra la existencia de
interacciones puente de hidr6geno muy intensas entre los grupos -NH y -OH de la T379 del motivo
“GTGG” con los grupo amino y carboxil del Trp (ver figura[3.16). De la misma manera, el grupo -OH
de T382 y el grupo -NH de la G380 interaccionan fuertemente con el propionato del hemo lo que
mantiene al loop-JK® en la posicién cerrada. Estas interacciones se pierden cuando el loop se abre,
alcanzando la conformacidn abierta, dando lugar al Trp para moverse dentro del sitio activo més cerca
del solvente, como cuando el mismo se posiciona en la Cf2. En la conformacién abierta el motivo
“GTGG” se encuentra completamente expuesto al solvente.

Con el objetivo de determinar el rol de T379 en relacién con la conformacion del loop, se realiz6 la
mutacion in silico de ese residuo por alanina (ver figura[3.17) y luego se calcularon 70 ns de dindmica

molecular para esta mutante, partiendo desde la conformacién cerrada de Cf1.
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Figura 3.16: Interacciones principales entre residuos del loop y el sitio activo de hIDO en la conformacién cerrada en

Cfl.
OH 0 0
Hsc)YLOH HSC/%OH
NH, NH;

Treonina Alanina
Figura 3.17: Estructura de treonina y alanina.

Los resultados muestran que, si bien durante el tiempo de la simulacién las interacciones principa-
les entre los residuos del sitio activo y el Trp se mantienen, éstas se ven significativamente debilitadas

con respecto a aquellas encontradas en la enzima nativa (ver tabla3.5).

Tabla 3.5: Comparacidn de las interacciones que involucran al Trp y a los principales residuos del sitio activo de la
proteina nativa y de la mutante T379A. El valor se refiere al porcentaje de fotos de la dindmica, en las cuales se observa
la interacci6n.

Interacciones Cfl Cf1 T379A
R231 HH12 Trp Oxt 99,9 62,2
R231 HH22 Trp O 86,6 49,9
R231 HH21 Trp O - 85,0
R231 HH22 Trp Oxt 7,2 42,3
R231 HH12 Trp O 0,1 37,4

T/A379 H Trp O 91,0 48,1
T379 OG1 Trp-NH3 63,3 -
T/A379H Trp-NH3 - 31,3

Grupo hemo - 02 Trp-NHs 69,8 47,5
G262 0 Trp-NH3 - 34,8
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Como puede observarse en la figura[3.17 la gran diferencia entre los aminodcidos treonina y
alanina es la ausencia del grupo oxhidrilo en la cadena lateral en este tltimo residuo. Debido a esto,
al realizar la mutaciéon T379A se pierde la interaccién entre dicho grupo y el Trp. Por otro lado, la
interaccién entre el Trp y el grupo amino del residuo 379 se ve debilitada, pasando de observarse en
el 91% de la dinamica en la enzima nativa, a un 48 % del tiempo en la mutante (ver tabla[3.5). Estos
cambios en la interaccién con el residuo en la posicién 379 traen como resultado una mayor variacién
en la ubicacion del Trp, lo cual se ve reflejado en las alteraciones de las interacciones entre el Trp y
los residuos R231, G262 y el grupo hemo en la mutante (ver tabla[3.5). Ademads, ya sea como causa o
consecuencia de la variacién de la ubicacién del Trp en el interior del sitio activo, ocurre una mayor
alteracion en la posiciéon del loop-JK en la mutante lo que puede llegar a promover la apertura del
mismo.

Como fue mencionado anteriormente, la inspeccién visual de los diferentes estados del loop (ver
ﬁgura muestra que cuando el loop-JKC se encuentra en la conformacion cerrada, el sitio activo
estd aislado del solvente. En contraposicion, si la region C del loop se encuentra en la conforma-
cién abierta, el sitio activo estd totalmente expuesto. Este dato sugiere que el loop-JK tiene un rol
importante en la migracién del Trp y del Nfk.

Con el objetivo de cuantificar esta observacion de una manera més formal se determiné el volumen
y la forma del bolsillo donde se ubica el Trp para cada conformacién del loop-JK utilizando el programa
POVME 2.0 [64,65] que usa la informacién de las trayectorias calculadas. Los resultados muestran
que en la conformacién cerrada de Cf1 el volumen promedio del bolsillo es de 1778 A3, siendo el
volumen del Trp es de 227 A3. Ademas, se observa que la accesibilidad del solvente en el sitio activo
estd bloqueada, principalmente, debido a la presencia de los residuos T379 y R231 que forman una
barrera. Como se puede ver en la figura[3.3B ambos residuos interaccionan muy fuertemente con el
Trp. En cambio, en la conformacién abierta de la Cf2, el volumen del bolsillo tiene un valor de 5079 A3
y el solvente tiene acceso al sitio activo. La figura[3.18]ilustra las diferencias entre la conformacién
cerrada (nativa y T379A) y abierta, destacando la funcién de puerta del loop-]KC.

En el caso de la mutante, resulta interesante destacar que, a pesar de que se mantiene la con-
formacion cerrada, el volumen del bolsillo aumenta a 4399 A3, acercdndose al valor del volumen
en la conformacion abierta de la enzima nativa. Como se vio anteriormente, al realizar la mutacion
T379A no sélo se debilita la interaccién entre el residuo A379 y el Trp, sino también se afectan las otras
interacciones en el sitio activo. Esto hace que ya no exista la barrera que armaban la T379 yla R231 y;,

por ende, el bolsillo se agranda y se conecta con el solvente.
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Figura 3.18: Volumen disponible en el sitio activo de la hTDO en (A) el estado cerrado de Cf1 con la R231 y la T379
representadas; (B) el estado abierto y (C) el estado cerrado de Cf1 con la mutacién T379A.

Con el objetivo de cuantificar la accesibilidad del Trp al sitio activo en los diferentes estados
conformacionales, se calculé utilizando un programa desarrollado por el grupo la superficie accesible
al solvente (SASA) tanto para la conformacién cerrada de Cfl y la conformacién abierta de Cf2.Los
resultados indican que el SASA para el Trp es muy pequefo, 1,8 A2 en promedio en la conformacién
cerrada de Cfl, mientras que en la conformacién abierta de Cf2 es de 89,2 A. Estos datos sugieren que

en Cf2 en la conformacion abierta, el Trp esté probablemente disocidndose de la proteina. Resulta im-
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portante destacar que en la mutante T379A el valor de SASA es de 4,2 A? en promedio. Esto demuestra
que el sustrato estd mds expuesto al solvente que en comparacién con la enzima nativa. A modo de
ejemplo visual, la figura[3.19 muestra la superficie de la proteina en la conformaci6n cerrada de Cfl y
en la conformacién abierta de Cf2. Puede observarse que existen grandes diferencias entre ambos
casos, dado que en el primero, el Trp estd ubicado en el centro de la matriz proteica, mientras que en

el segundo se encuentra mas expuesto al solvente, debido a la apertura del loop-JK®. Finalmente, se

Figura 3.19: Superficie de la proteina de la hIDO de (A) Cfl y (B) Cf2. Las superficies correspondientes a la regién del
loop se muestran coloreadas en (A) rojo o (B) verde.

calculd la energia libre de unién junto con la contribucién de los residuos destacados anteriormente:
T379 y R231, utilizando el método MM-GBSA (ver seccién para un mayor detalle metodolégico)
con la finalidad de obtener mayor informacién acerca de la afinidad de unién del Trp en las distintas

conformaciones del loop-JK. Los resultados se presentan en la tabla[3.6}
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Tabla 3.6: Energia libre de unién del Trp y los conjuntos més poblados de cada sistema terciario de la enzima nativa o
de la mutante, expresada en kcal/mol.

Cf1 Cf2 Cf1 T379A
total -58+3 -24+3 -51+3
T/A379 -49+08 -35+06 -28+0,8
R231 -156+1 -0,8 £0,7 -13+1

Estos resultados muestran que la energia de unién al Trp se duplica cuando el loop estd en la
conformacién cerrada (el conjunto mds poblado en Cfl) en comparacién a la conformacion abierta
del loop observada en Cf2. Esto puede deberse a un debilitamiento de las interacciones entre los
residuos del sitio activo (T379 y R231) y el sustrato que desestabilizan el complejo ternario. Asimismo,
cuando se comparan los resultados de la mutante y de la proteina nativa, se observa un descenso
significativo de la energia de unién a Trp para el primer caso. Este hecho confirma un rol importante
de la T379 en la estabilizacién de dicho complejo. En sintonia con lo observado anteriormente, la
variacién del valor de la contribucién de R231 a la energia libre de unién puede deberse a que la
mutacion debilita no sélo la interaccién con el esqueleto del residuo con el Trp, sino también otras

interacciones en el sitio activo, entre ellas la de la R231 (ver tabla[3.5).

Estudio de actividad de las mutantes T379A y R231L

Con la intencién de confirmar los roles de los residuos destacados en las secciones anteriores
(T379 y R231), el grupo de la Prof. Syun-Ru Yeh realiz6 las mutantes correspondientes (T379A y R231L)
y analiz6 en colaboracién su actividad in vitro.

Como puede verse en la figura[3.20|en el estado libre de sustrato, la mutante férrica T379A muestra
una banda de Soret a 403 nm y bandas Q a 500 y 533 nm, asi como también las bandas correspondientes
a las transferencias de carga a 632 nm. Esto es consistente con la presencia de una molécula de agua
unida a un grupo hemo hexacoordinado, caracterizado por un estado electrénico mixto de alto espin
(6CHS) y un estado de bajo espin (6CLS). La unién de Trp a la mutante férrica produce un corrimiento
de la banda de Soret a 407 nm, asi como también una disminucién de la intensidad de la banda a
500 nm y un aumento de intensidad de las bandas a 533 y 562 nm. Esto estd asociado a la desaparicién
de las bandas de transferencias de cargas a 632 nm. Estos cambios espectrales indican la conversién
de la especie unida a agua a una especie 6CLS, la cual es atribuida a la proteina unida a hidréxido en
la IDO nativa. Las caracteristicas espectrales anteriormente descriptas pueden ser observadas en el
panel A de la figura[3.20| En cambio, para la mutante R231L (panel B de la figura[3.20) el espectro no

presenta grandes cambios cuando se agrega Trp, lo que seria indicativo de una unién incompleta por
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Figura 3.20: Espectro de absorcion de las mutantes férricas (A) T379A y (B) R231L de la hIDO y (C) del gréafico de
Michaelis-Menten de T379A y de la hIDO nativa. Los paneles (A) y (B) contienen el espectro de absorcién en ausencia
(linea negra) y en presencia de ~ 30 mM de L-Trp (linea roja). Las bandas en el visible (475-700 nm) fueron aumentadas
por un factor de 5. Los espectros fueron generados en una cubeta Raman de cuarzo en presencia de ~ 50 uM de enzima
en 100 mM de buffer Tris a un pH 7,4. Los graficos de Michaelis-Menten fueron generados utilizando 100 nM de enzima.
La reaccién fue iniciada con el agregado de ascorbato (reductor) en la mezcla de reaccién aun pHde 7,4 a25° C.

La reaccién de dioxigenacién catalizada por IDO no consume ningtin electrén. Sin embargo, se

requiere de una fuente de electrones para sostener los multiples ciclos de reaccidn, ya que el complejo

ternario activo es propenso a autooxidarse, mediante la liberacién de superéxido. Debido a esto, se

utilizé ascorbato como reductor para medir la actividad de la enzima en estado estacionario. Los

estudios cinéticos fueron ajustados por una ecuacién de Michaelis-Menten con inhibicién por sustrato.

Los resultados muestran que la mutaciéon T379A resulta en una reduccién de alrededor de 25 veces de

la relacion de k.,4;/Kjs de la IDO frente al Trp, evidenciada por la reduccién en 5 veces enla k.4 (4,3 y

0,87 s~! para la IDO nativa y la mutante respectivamente) y una notoria baja de la afinidad por Trp

(aumento de Kjs). En contraposicion, la mutacién R231L elimina totalmente la actividad frente al Trp.
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Discusidn

Utilizando modelado por homologia, simulaciones de REM, junto con experimentos de mutacio-
nes sitio dirigidas, se obtuvo informacién acerca de la estructura y la dindmica de un loop flexible,
cercano al sitio activo que se encuentra ausente en la estructura cristalina de la hIDO. Adem4s, se
evalué coémo varia su comportamiento con la presencia de Trp en el sitio activo. Este loop es signifi-
cativamente mds largo que en otras proteinas de la misma familia, pero se observa un cierto grado
de similitud en la secuencia de la regién loop-JK® en la que se destaca el motivo “GTGG”. Los resul-
tados muestran que este segmento del loop puede adoptar distintas conformaciones denominadas:
abierta, intermedia y cerrada. En contraposicién, la regién loop-JK" es mis flexible y, a pesar de poder
adoptar conformaciones con ciertos elementos de estructura secundaria, no existen conformaciones
dominantes. Gracias a los resultados obtenidos, puede afirmarse que el segmento C del loop esta
asociado a la unién a sustrato. Cuando el Trp se encuentra unido en la conformacién reactiva (Cf1),
el loop-JK® adopta una conformacién predominantemente cerrada. En cambio, cuando el sustrato
se encuentra en la conformacion alternativa (Cf2), el loop-IKC es més flexible y es mds probable que
se encuentre en la conformacién abierta. En este contexto resulta interesante notar que este tipo
de mecanismo de apertura y cierre del loop que regula la entrada del sustrato fue anteriormente
propuesto para P450Cam, otro tipo de oxigenasas hémicas extensamente estudiado [66-68]. A pesar
de que su plegado es diferente, el mecanismo comtin destaca la relevancia y plasticidad del sitio activo
de las hemooxigenasas.

Estos resultados sugieren que la naturaleza dindmica del loop-JK¢ permite modular directamente
la dindmica del sustrato y del producto. En ausencia de sustrato, la mayor flexibilidad del loop permite
al Trp entrar en la proteina. Esta entrada es seguida por el cierre del loop, resultando en una unién
fuerte del Trp, que es mantenido en su conformacién reactiva por la interaccién con la T379 y la
R231, permitiendo asi que ocurra la reaccién enzimética. Luego de la catdlisis, es probable que estas
interacciones se vean posiblemente debilitadas, dando lugar a la apertura del loop-JKC y la posible
liberacién del producto. El rol del loop-JKC y, en particular, de la T379 en la unién y posicionamiento
del sustrato es consistente con los estudios de actividad sobre la mutante T379A que muestra una
reduccién en 5 veces de la k.,; y un aumento de 5 veces en K, con respecto al Trp. Estos resultados, a
pesar de ser variaciones moderadas en los pardmetros cinéticos, indican que T379y, por lo tanto, el
loop entero participan en la unién y catdlisis de Trp. El aumento de K, estd posiblemente relacionado
con una mayor flexibilidad del loop y un aumento de la poblacién de la conformacién abierta, que
debilita las interacciones proteina sustrato. Estudios previos de la TDO [25] muestran que la barrera
energética de la reaccion estd estrechamente relacionada con el correcto posicionamiento del Trp, el

cual se ve perturbado con la mutacién T379A.
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Elrol de loop—]KN , €en contraposicion, resulta mas dificil de dilucidar. Los resultados obtenidos
muestran que posee una gran flexibilidad sin una estructura secundaria que se destaque y, mas
importante, se observa que se extiende desde el centro de la proteina al solvente. Este comportamiento
no resulta poco comun en regiones de proteinas que interaccionan con otras y/o se ven modificadas
quimicamente con fines regulatorios. Con esto en mente, se realiz6 una btisqueda en la base de datos
Prosite [69, 70], 1o cual resulté en la prediccién de dos sitios de fosforilacion: 367 TSED y 32SKL. La
modificacién post-traduccional del loop—IKN , a través de la fosforilacién, o su unién a otra proteina,
podria evitar que se abriera la regién loop-JK®, lo cual resultaria en una inhibicién de la unién al
sustrato, dando lugar a una enzima inhibida. Es interesante destacar también que al exponer la enzima
a peroxinitrito, la Y353 en la hélice ] result6 nitrada, dando lugar a una inhibicién de la IDO [71]. Este
rol regulatorio es consistente con el hecho de que la regién loop-JK" solo se encuentra presente en la
hIDO, proteina que regula el sistema inmune y no en la TDO o sus andlogos bacterianos primitivos.
Sin embargo, es necesario realizar un mayor niimero de estudios para confirmar este hecho.

Como conclusién se tiene que el loop-JK es un loop dindmico, que presenta grandes fluctuaciones
estructurales, en concordancia con el hecho de que este loop no ha podido ser cristalizado, debido
a su estructura desordenada. Las simulaciones de REM muestran que el loop-JK® puede adoptar
estructuras cerradas y abiertas, que estdn en un equilibrio dindmico. La estructura cerrada, que es
predominante en la enzima unida al Trp en la Cfl, ayuda a unir y a posicionar al Trp en la confor-
macion activa y evita el ingreso de solvente al sitio activo, moderando asi la actividad de la hIDO.
La falta de estructura del loop-JK" y su dindmica sugiere que puede ser blanco de modificaciones
post-traduccionales o interacciones proteina-proteina proveyendo una forma extra de control de la

actividad de la IDO.

3.3. Conclusiones

Los resultados presentados en este capitulo comprenden la utilizacién de diversas técnicas compu-
tacionales y experimentales para el estudio de las bases moleculares de las reacciones de dioxigenacién
de la 2,3-tript6fano y 2,3-indolamino dioxigenasa. En el caso de la hTDO, debido a que su estructura
cristalina fue publicada recientemente se estudié el mecanismo de reaccién y se comparé con lo
obtenido para el caso de la xcTDO. En el caso de la hIDO, la estructura cristalina no se encontraba
completa, sino que faltaba un loop que conectaba las hélices ] y K. Debido a ello, se model6 el loop, se
realiz6 un muestreo del espacio conformacional del mismo y, por tltimo, se analiz6 la dindmica del
loop junto con las bases moleculares que la determinan y su relacién con la posicién del Trp en el sitio

activo.
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Considerando que estas proteinas pueden tratarse de blancos terapéuticos para el tratamiento

de céncer, estos resultados otorgan informacion de la forma de accién lo cual es clave a la hora de

desarrollar inhibidores de estas enzimas.
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CAPITULO

FORMACION DE HNO MEDIADA POR MIOGLOBINA

4.1. Introduccion

La mioglobina (Mb) es una hemoproteina citoplasmadtica, que es expresada en las células que
componen el tejido muscular. Consiste en una cadena polipeptidica tinica de 154 aminodcidos
distribuidos en 8 hélices alfa (designadas con letras de la A ala H, ver figura[4.1). Cabe destacar que la

Mb fue la primera proteina cuya estructura tridimensional fue determinada [1].

Figura 4.1: Estructura de la mioglobina del corazén de caballo.

La funcién por la cual se conoce a la Mb es la de ser responsable del almacenamiento de O, en el
musculo. Sin embargo, ésta no es la tnica funcién que posee. Ademads, acttia como amortiguador de la

P, intracelular [2}3]. Esto quiere decir que, cuando la actividad muscular aumenta, la Mb funciona

93
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manteniendo constante la Po, [4,[5]. Un tercer rol atribuido a la Mb es el de ser facilitador de difusion
de O;. Todos estos roles tienen en comun que estdn asociados a la unién de O; al grupo hemo. No
obstante, existen otros roles de la Mb que no involucran al O, como ser la habilidad de unir NO. Se ha
propuesto que Mb puede tener un rol importante en la depuracién de NO y de otras especies reactivas
de oxigeno y nitrégeno [6-8]. Por tiltimo, la Mb es conocida por su actividad peroxidasa [9-11]. Si bien
esta actividad no es la primordial, puede ser importante en procesos patolgicos, como ser la anemia
homolitica o el dafio por reperfusion [12}(13].

La funcién peroxidasa consiste en la catalisis de la oxidacién de sustratos utilizando peréxidos
como agentes oxidantes. Muchas de las enzimas con esta funcién utilizan peréxido de hidrégeno

(H203), pero otras utilizan hidroperéxidos organicos (ver reaccion[R8).

peroxidasa

2XH + H,0,

2X'+2H,0 (R8)

Las proteinas con funcién peroxidasa méas comunes son también hemoproteinas (por ejemplo: la
citocromo C peroxidasa y peroxidasa de rdbano picante).

El peréxido de hidrégeno (H»0>) es un agente oxidante muy importante en biologia, ya que posee
un potencial de reduccion de 1,349 V versus el electrodo normal de hidrogeno (ENH) para dar agua a

pH7y25°C.
H,0,(ac) +2H" (ac) +2e~ — 2H,0 (D) EY =1,349V (R9)

(14]

A pesar de este valor favorable, la molécula de H, O, resulta ser lo suficientemente estable debido
a que la energia de unién O-O es bastante grande (33 kcal/mol). Por este motivo, es necesario un
mecanismo de reaccién en el cual se supere dicha barrera, se rompa el enlace peroxo O-O, desenca-
dendndose asi el poder oxidante del per6xido de hidrégeno. La ruptura de este enlace puede ocurrir
de dos maneras: homolitica o heteroliticamente (ver figura[4.2). La ruptura homolitica consiste en
que cada atomo de oxigeno se queda con el mismo ntmero de electrones de valencia para dar lugar
a dos radicales hidroxilos. En la ruptura heterolitica, en cambio, un oxigeno pasa a formar parte de
una molécula de agua, teniendo su capa de valencia con ocho electrones, mientras que el &tomo
de oxigeno restante, al cual se lo denomina oxeno, contiene solamente seis electrones de valencia.
Los radicales hidroxilos son altamente reactivos y pueden causar gran dafio a las macromoléculas.
Debido a esto, las peroxidasas funcionan a través de un mecanismo de reaccién heterolitico evitando
asila formaci6n de radicales hidroxilos. El oxeno es estabilizado a través de la unién al grupo hemo
presente en las peroxidasas. El mecanismo de reaccién de las peroxidasas ha sido ampliamente es-

tudiado utilizando numerosas técnicas experimentales como ser: UV-vis, EPR [15], Mossbauer [15],
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H:C):H + O

Figura 4.2: El peréxido de hidrégeno puede romperse mediante dos mecanismos: homolitico o heterolitico. Las
peroxidasas reaccionan de forma tal que tinicamente ocurre la ruptura heterolitica del enlace O-O del peréxido.

absorcion de rayos X [16] y cristalografia de rayos X de las proteinas en diferentes estados de oxidacion

o coordinacién [17H19]. Con los datos obtenidos se ha propuesto el siguiente mecanismo de reaccioén:

Paso1 [Fe’'R]+H,0, — [Fe'*"=0R]+H,0 (R10)
Compuesto I
Paso2 [Fe'"=OR|+AH, — [Fe'*=OR]+AH +H" (R11)
Compuesto I Compuesto II
Paso3 [Fe'"=OR]+H" +AH, — [Fe’*]+AH +H,0 (R12)
Compuesto II

En el primer paso, el enlace O-O se rompe dejando un d&tomo de 6xigeno con solamente seis electrones
de valencia. Este 4&tomo toma un electrén del hierro y otro electrén de la porfirina o de un aminoécido
de una cadena lateral (representado por R en las reacciones) quedando entonces como un grupo oxo.
En la mayoria de las peroxidasas, la porfirina es el catién radical; aunque en la citocromo ¢ peroxidasa
el radical se encuentra centrado en un residuo triptéfano adyacente al grupo hemo [20]. El complejo
[Fe**=OR'] generado, denominado compuesto I, resulta ser bastante estable y ha sido caracterizado
ampliamente.

En el segundo paso, un sustrato entrega un electrén al R* dando lugar a un complejo del tipo
[Fe**=OR], al que se lo denomina compuesto II, y al sustrato radical. Estos dos primeros pasos son
generalmente rapidos con una cinética de segundo orden.

Finalmente, el centro Fe**=0 del compuesto II es reducido por una segunda molécula de sustrato.
Este paso resulta ser, en general, el paso limitante de la reaccion. Se ha detectado que la histidina
distal resulta ser un residuo clave para la reacciéon de peroxidacion en las peroxidasas, debido a que
sirve como grupo acido-base que asegura que la ruptura del enlace O-O sea de forma heterolitica.
Ademads, se ha demostrado que durante la reaccion, una arginina en el sitio activo se mueve de manera
tal de formar un puente de hidrégeno con el centro Fe**=0, otorgando una estabilidad adicional a los

compuestos [ yII.
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A pesar de que la quimica de coordinacién de la Mb es similar a la de las otras peroxidasas (con
una histidina proximal unida al hemo y otra histidina distal al hemo), tanto la cinética como el
mecanismo de la reaccién son ligeramente distintos. En ambos casos, luego de la reaccién con HyO»,
se obtienen especies del tipo Fe**=0 y radicales localizados en el anillo porfirinico o en la proteina
(denominandose a este compuesto tipo compuesto I). Sin embargo, en el caso de la Mb, la proporcién
obtenida es distinta a la que se obtiene en las peroxidasas nativas. Aunque se han formulado distintas
propuestas, el mecanismo mediante el cual ocurren las reacciones de peroxidacién catalizadas por
metMb no ha sido dilucidado completamente. Un estudio utilizando técnica de flujo detenido [21],
muestra que el compuesto I de la Mb nativa es formado durante la reaccién con H»O>, lo cual es
comprobado mediante la deteccién del espectro de absorciéon UV-Vis tipico del compuesto 1. En
este trabajo se demuestra, también, que la MbFe(III) (metMb) lleva a cabo tanto homdlisis como
heter6lisis de H2O,. Sin embargo, en la Mb el electron desapareado presente en el anillo porfirinico es
transferido rdpidamente a algtin residuo proteico de la cavidad distal y es por eso que no se acumula
el compuesto [ tipico de las peroxidasas como una entidad detectable a tiempos largos. Resulta
interesante remarcar que la estabilidad del compuesto I tipico de las peroxidasas en la Mb aumenta al
realizar la mutacion de la histidina 64 de la cavidad distal, lo cual sugiere que dicho residuo posee un
rol clave en la deslocalizacion del radical [22,23]. Las diferencias en el mecanismo de peroxidacién de
las peroxidasas y de la Mb podrian deberse a la ausencia de un residuo polar como la arginina en la
cavidad distal la cual seria responsable de asistir a la ruptura heterolitica del peréxido de hidrégeno.

La hidroxilamina (NH,OH) es un compuesto endégeno producido debido al normal funcionamien-
to del metabolismo celular en mamiferos y formado a través de la reduccién de nitratos o nitritos o a la
oxidacién de amoniaco [24]. A su vez, la hidroxilamina puede ser producida a partir de S-nitrosotioles
(RSNO) bajo condiciones de estrés nitrosativo [25]. Por otro lado, las hidroxilaminas se producen en el
cuerpo a partir de drogas como la anfetamina, efedrina y norefedrina. Sus concentraciones in vivo
no estan bien establecidas, pero la evidencia experimental sugiere que se trata de un metabolito de
relevancia en diferentes condiciones fisio-patologicas |24, 26].

En este capitulo se estudiard la reaccién de peroxidacién de hidroxilaminas catalizada por Mb
para dar nitroxilo (HNO). El interés de estudiar estas reacciones surge de la posibilidad de que se trate
de una via de formacién endégena de HNO. La hidroxilamina es un sustrato légico para la formacién

de HNO por peroxidacion, debido a que su nitrégeno se encuentra dos electrones mds reducido que
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en el HNO. El mecanismo propuesto para dicha reaccion es el siguiente:

Pasol [MbFe**R]+H,0, — [MbFe**=0R’]+H,0 (R13)

tipo compuesto I

Paso2 [MbFe'*=0OR’]+NH,0H — [MbFe** R] + HNO + H,0. (R14)

tipo compuesto I

Esta hipétesis fue estudiada en anterioridad por Donzelli y colaboradores [27]. En particular, ellos
estudiaron la produccién de HNO a partir de NH,OH y N-hidroxi-L-arginina por peroxidacion de
hemoproteinas. Resulta importante destacar que en dicho trabajo detectan generacion de HNO a
partir de hidroxilamina, pero no a partir de N-hidroxi-L-arginina. Por otro lado, observan una mayor
generacion de HNO en las hemoproteinas que poseen una histidina como ligando proximal. Sin
embargo, en dicho trabajo no realizan ningin estudio sobre el mecanismo de reaccién ni sobre la
cinética de la misma. Es por ello que en este capitulo se estudiard la reaccién de peroxidaciéon de
hidroxilamina mediada por metMb centrdndonos en los aspectos mecanisticos de la misma. Para
realizarlo se comenzard con el anélisis cinético de la reacciéon de metMb y H»O,. Si bien, esto ha
sido anteriormente estudiado [21], las concentraciones de H,O» utilizadas eran del orden 0,025—
0,1 M, la cual resulta ser muy elevada en comparacién con la concentracion fisiolégica [28]. Una vez
caracterizada dicha reaccidn, se estudiard tanto experimental como computacionalmente, lo que

ocurre con el agregado de la hidroxilamina.

4.2. Métodos experimentales

Reactivos

La mioglobina de corazén de caballo (metMb) y el clorhidrato de hidroxilamina fueron obtenidos
de Sigma-Aldrich. H,O; 30 % se obtuvo de Anedra. La metMb fue utilizada directamente sin realizar
purificaciones. Las soluciones fueron preparadas diariamente en agua Milli-Q salvo que sea especifica-
do de otra manera. Las soluciones de metMb 5 6 10 uM se prepararon en una solucién amortiguadora
de fosfato de sodio (10 mM, pH 7,4) con EDTA (50 uM) para evitar asi interferencias de reacciones de
cationes divalentes como ser Cu(II). La concentracion de dicha solucién fue determinada midiendo la

absorbancia de la misma a 408 nm (¢ = 188000 M~ 'cm™! [29]).

Estudios cinéticos

Los datos cinéticos de los dos pasos de reaccion estudiados fueron obtenidos registrando los
espectros UV-vis resueltos en el tiempo utilizando un espectrofotémetro de flujo detenido SFM-300
Bio-Logic. Este equipo posee un espectrometro de arreglo de diodos de alta velocidad J&M Tidas

combinado con una ldmpara de deuterio y otra de tungsteno (siendo el rango de longitud de ondas
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que puede medir de 200-1015 nm). Las soluciones fueron termostatizadas a 25 ° C, purgadas con N,
y llegan al equipo a través de cdnulas anaerébicas. El sistema fue operado utilizando el programa
Bio-Kine 4.50. Las jeringas se controlan electrénicamente con la finalidad de variar la relacién entre los
reactivos. Los valores presentados corresponden a valores promedio y desviaciones estdndar. Todas
las medidas cinéticas fueron llevadas a cabo bajo condiciones de pseudo primer orden. El tiempo de

observacion para cada medicién fue de 10 s con un tiempo muerto de 4 ms.

Electrodo de HNO

La deteccion de HNO fue realizada utilizando el método de tres electrodos (ver seccién
para mayor informacién) que consiste en el contraelectrodo de platino, el electrodo de referencia
de Ag/AgCly el electrodo modificado especifico para HNO como electrodo de trabajo. La medida
amperomeétrica fue realizada utilizando un potenciostato TEQ 03. Se midi6 la variacién de corriente
en funcién del tiempo luego del agregado de la hidroxilamina (600 uM) a una celda electroquimica
que contenia o bien solucién amortiguadora de fosfato de sodio (10 mM, pH 7,4) con EDTA (50 uM)
en el caso del control, o bien soluciéon de Mb 10 uM realizada en esa misma solucién amortiguadora
con EDTA (50 uM) y H,O, 200 uM. Ademas, se verific6 el funcionamiento del método de deteccion
agregando sal de Angeli (Na;N,O3) a la celda electroquimica con la solucién amortiguadora antes
descripta. La sal de Angeli es un compuesto que es utilizado comtinmente para la generacion in situ
de HNO. El mecanismo aceptado para la descomposicién espontdnea para dar HNO y nitrito, implica

la monoprotonacion del anién de sal de Angeli entre pH 4 y 8, como puede verse en la figura[4.3|[30].

Jo) H o

+/ H* +/ \+ +/
N—N ——» N=N ——— N=N~"~" ——— HNO+NO,

/ \ /N

o 0 Ha 5 o 0

Figura 4.3: Mecanismo de descomposicién de la sal de Angeli en pH neutro

La constante de velocidad para esta reaccién es de 6,8 x 10~*s™! a 25 ° C, con un tiempo de vida
media equivalente a 17 minutos, lo cual resulta practicamente invariable con el cambio de pH entre 4
v 8 [31H33].

En el caso de las mediciones cinéticas realizadas, se midi6 la variacién de corriente en funcion del
tiempo luego del agregado de distintas concentraciones de la hidroxilamina (desde 0,4 mM a 0,8 mM)
a una celda electroquimica que contenia una solucién de Mb 10 uM y H,0, 200 uM en solucién
amortiguadora de fosfato de sodio (10 mM, pH 7,4) con EDTA (50 uM) .

En todos los casos cada medida fue realizada por duplicado y bajo atmédsfera de N».



4.3. METODOS COMPUTACIONALES 99

4.3. Métodos computacionales

Célculos de Dinamica Molecular

Las estructuras de partida para los complejos del compuesto I y las hidroxilaminas fueron cons-
truidas a partir de la estructura disponible en el PDB, correspondiente al complejo con NO (c6digo
INPE [34]). Se eliminé el NO del sitio activo y se convirtié al hemo en el compuesto ferrilo. Dicha
estructura, luego, fue inmersa en una caja octaédrica de moléculas de agua del tipo TIP3P. Todas las
simulaciones fueron realizadas con el programa PMEMD del paquete Amber14 [35] usando condi-
ciones periédicas de contorno, las sumas de Ewald para tratar las interacciones electrostaticas de
largo alcance [36,|37] y el algoritmo de SHAKE para mantener los enlaces que involucran dtomos
de hidrégeno en sus distancias de equilibrio. El tiempo de integracién utilizado fue de 2 fs para las
ecuaciones de Newton [38] y se utiliz6 el termostato de Langevin [39] para controlar la temperatura
del sistema. Los cdlculos de equilibrio consistieron en una minimizacién de energia de las estructuras
iniciales, seguido por un calentamiento lento a 300 K a volumen constante. Se utiliz6 una distancia
minima de 10 A entre la superficie de la proteina y la caja de agua. Una vez comprobado que la
estructura proteica no se perturbara, se agrego la hidroxilamina correspondiente.

Para ambos casos, se realiz6 una simulacién de 30 ns de duracidn, en la cual se prest6 especial
atencion en el hecho de que la presencia de la hidroxilamina en la cavidad distal no perturbara la

conformacién proteica de manera significativa.

Célculos QM-MM

Para la realizacion de los calculos QM-MM se utilizaron las estructuras obtenidas de las simula-
ciones de DM, para los complejos del complejo del compuesto I y las hidroxilaminas. Los célculos
se realizaron utilizando la implementacién de Hybrid [40] que utiliza el programa SIESTA [41] para
el subsistema cudntico. Dicho subsistema estaba compuesto por el grupo hemo (sin sus cadenas
laterales), el imidazol de la cadena lateral de la histidina proximal y las hidroxilaminas segtn el caso.
Este subsistema fue tratado a nivel DFT empleando bases doble zeta con polarizacion y el funcional
PBE [42]. Se utiliz6 un radio de corte de 10 A, tomado desde el centro del subsistema QM, para permitir
el movimiento de los 4tomos. El resto de la proteina que no estaba incluida en el subsistema QM y las
moléculas de agua fueron tratadas en forma clésica utilizando el campo de fuerzas de Amber99 [43].
La interfase entre el sistema QM y el MM fue tratada con el método del Link Atom (ver secci(’)n
para mayor informacién) [44]. En particular, se utilizaron nueve Link Afoms, uno de ellos separando
el imidazol de la histidina proximal del resto de su cadena principal y los ocho restantes separando
el anillo porfirinico de las cadenas laterales del grupo hemo. Los detalles del método utilizado se

encuentran en la secci6on2.1.1.3
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4.4. Resultados y discusiones

4.4.1. Estudio cinético de la reaccién de metMb con peréxido de hidrégeno

Con la finalidad de estudiar la reaccién de peroxidaciéon de hidroxilamina mediada por metMb,
se comenzo6 analizando la reacciéon de H,O, con metMb mediante el uso de espectroscopia UV-
Vis. Al agregar H,O, a una solucién de metMb se observa el corrimiento de la bandas de Soret y
Q caracteristicas del estado férrico de la Mb (408, 504 y 632 nm, (29, 45-47]) hacia las posiciones
correspondientes al tipo compuesto [ de la Mb (422, 548 y 586 nm, [47, 48]), ver ﬁgura paneles Ay B.
Se observan, ademads, en dichos paneles la presencia de varios puntos isosbésticos (punto para el cual
a una misma longitud de onda ambas especies poseen la misma absortividad molar). La existencia de
dichos puntos es indicativo de que la estequiometria de la reaccién se mantiene invariante durante la
reaccién y de que no existen reacciones secundarias durante el rango de tiempo considerado [49]. Se
estudio la cinética de la reaccién, monitoreando el decaimiento monofésico del pico a 408 nm a lo
largo del tiempo para distintas concentraciones de H,O, (ver figura[4.4|panel C) y se graficaron los
valores de constante de velocidad observada (k,j;) en cada caso obteniéndose el grafico que puede
verse en la figura[4.4]panel D. Debido a que el decaimiento de la absorbancia de metMb a 408 nm en
funcién del tiempo puede ajustarse por una funcién monoexponencial, ver figura[d.4|panel C, puede
decirse que el orden de reaccion de dicho reactivo es uno. Como puede observarse en la figura[4.4]
panel D, los resultados se ajustan de forma satisfactoria a la curva relacionada con una cinética de
saturacién de dependencia hiperbdlica entre k,; y la concentracién de H,O» que posee la siguiente
expresion:

Kiim [ H> O]

k = 4.1
" Kos + [H2 0] @1

Los pardmetros obtenidos son kjjy, = 1,41 + 0,257y Ko5 = (1,00 + 0,04)x1072 M . La kj, es la
constante de velocidad de reaccién que se tiene cuando la enzima se encuentra saturada. El valor
de kj;jm obtenido en la presente tesis resulta consistente con el resultado presentado por Egawa y
colaboradores para mayores concentraciones de peréxido de hidrégeno [21]. K¢ 5 es equivalente a la
concentracién de sustrato para la cual la constante de velocidad observada de la reaccion es igual a la
mitad de la constante de velocidad de saturacién. Este valor puede ser interpretado como la constante
de disociacion aparente del complejo enzima-sustrato, la cual puede ser tratada como la constante de
disociaci6n total de todas las especies unidas de enzima y sustrato. En el caso de la reaccién de metMb
con H»0», el valor relativamente bajo de K 5 es indicativo de que el complejo enzima-sustrato esta

unido muy fuertemente y raramente se disociara sin que el sustrato reaccione dando lugar a producto.
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Figura 4.4: (A) Corrimiento de la banda de Soret desde el espectro correspondiente a la metMb (10 uM) hacia el
espectro correspondiente al compuesto I de la Mb debido al agregado de 800 uM de peréxido de hidrégeno apH 7,4 y
25°C. (B) Corrimiento de las bandas Q desde el espectro correspondiente a la metMb hacia el espectro correspondiente
al compuesto I de la Mb. (C) Traza temporal de la absorbancia a 408 nm para la reaccién de metMb (2,7 uM) con
peréxido de hidrégeno (1 mM) a pH 7,4 y 25 ° C. (D) Gréfico correspondiente a los valores de constante de velocidad
observada (k) en funcién de la concentracién de peréxido de hidrégeno para la reaccién de metMb (3 uM) a pH 7,4

y25°C.

En base a los resultados obtenidos pueden ser propuestos dos mecanismos de reaccién. En un

primer caso la metMb interacciona con el H,O; para formar un complejo del tipo enzima-sustrato

que luego reacciona para dar lugar al tipo compuesto I de Mb tal como se muestra a continuacién:

k
Mb—Fe(IIl) + H, 0, k=1 Mb—Fe(II)-H, 0,
-1

Mb—Fe(IIl)~H,0, ~2 Mb[Fe* =OR]

(R15)

(R16)

En esta propuesta el primer paso de reaccién, que corresponde a la asociaciéon bimolecular de H,O,
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con la Mb junto con la reaccion inversa de disociacion, alcanzaria un estado de equilibrio de forma
rapida. Luego, el segundo paso de reaccion seria mucho més lento, tan lento que no afectaria las
concentraciones de equilibrio del primer paso, dando lugar al tipo compuesto I.

En el caso de la segunda propuesta la metMb interacciona con el H»O, para formar el compuesto
I tipico de las peroxidasas cuyo radical pasa de estar deslocalizado en el anillo porfirinico para deslo-

calizarse en la proteina dando lugar al tipo compuesto I de Mb tal como se muestra a continuacion:

k

Mb—Fe(III) + H,0, k=1 Mb[Fe*"=0P’] (R17)
-1

Mb[Fe** =OP] 2. Mb[Fe**=OR] (R18)

4.4.2. Estudio cinético de la peroxidacion de la hidroxilamina

Habiendo caracterizado el primer paso de reacciéon y detectado la ventana temporal para la
cual el tipo compuesto I de la Mb permanece estable, se realiz6 el estudio cinético de la reacciéon
del mismo con hidroxilaminas. La figura [4.5 A muestra el cambio espectral observado al agregar
hidroxilaminas a una solucién de tipo compuesto I de Mb. Como puede verse en el espectro ocurre el
cambio inverso que para el primer paso de reaccion, la banda de Soret varia su posicién desde 422 nm
(correspondiente al tipo compuesto I de la Mb) hasta 408 nm (correspondiente a la metMb). Debe
destacarse que se recupera una menor cantidad de metMb que la concentracién de partida. Esto es
debido a que, si bien la mayor parte del tipo compuesto I reacciona con hidroxilamina formando
metMb, ocurren también otros fenémenos de descomposicién del tipo compuesto I, que compiten
con dicha reaccién. Por un lado, puede ocurrir la protonacién del tipo compuesto I que, luego, da
lugar a un rearreglo y una posterior unién cruzada de Mb. Asimismo, puede ocurrir la disociacién de la
ferriprotoporfirina IX de la globina y la degradacién del anillo protoporfirinico, dado que la oxidacion
disminuye la habilidad de retener al anillo porfirinico [50} |51].

A partir de los cambios de la absorbancia a 422 nm a lo largo del tiempo, que resultaron ser
monoexponenciales, se determinaron las constantes de decaimiento en cada caso y se graficaron las
mismas en funcién de la concentracién de hidroxilamina (ver figura[4.5|panel D). La dependencia
observada es de orden uno con una constante de velocidad de (5,1 + 0,3) x 102 M~!s!. Si se observa la
figura[4.5 panel D, puede verse que la ordenada al origen es distinta a cero. Esto puede deberse a que a
la par de la reaccién del tipo compuesto I de la Mb con la hidroxilamina, suceden otras reacciones
paralelas que consumen el tipo compuesto I de la Mb, como puede ser la descomposiciéon del mismo.

Ademads, puede estar ocurriendo la reaccién inversa a la estudiada.
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Figura 4.5: (A) Corrimiento de la banda de Soret y (B) de las bandas Q desde el espectro correspondiente al compuesto
I de la mioglobina (10 uM, € = 111000 M~lem™! [52}53]) hacia el espectro correspondiente a la metMb, debido al
agregado de 600 uM de hidroxilamina a pH 7,4 y 25 °C. (C) Traza temporal de la absorbancia a 422 nm para la reaccién
del compuesto I de la Mb (4 uM) con hidroxilamina (1,4 mM) a pH 7,4 y 25 °C. (D) Gréfico correspondiente a la
constantes de velocidad en funcién de la concentracién de hidroxilamina para la reaccién de compuesto I de la Mb

(4 uM).

Los resultados presentados anteriormente confirman que ocurre una reaccion entre el tipo com-

puesto I yla hidroxilamina, pero queda por verificar que el producto de reaccién sea HNO efectiva-

mente. Para ello se utilizé un método electroquimico (ver secciéon para una mayor informacién)

que es especifico para la deteccién de HNO. En la celda de medicién fueron agregadas las soluciones

de Mb y de H,0,. Luego de esperar unos minutos que se formara el compuesto I, se realiz6 el agregado

de la hidroxilamina. En la figura[4.6se observa un aumento abrupto de la concentracién de HNO

debido al agregado de la misma. Esto es indicativo de que la peroxidacién de hidroxilamina mediada

por Mb produce HNO. Como control, se comprob6 que la hidroxilamina no interferian con el método
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electroquimico utilizado agregando a una solucién amortiguadora hidroxilamina. En el extremo supe-
rior derecho de la figura[4.6|puede observarse que, luego del agregado de la hidroxilamina a la celda
con el electrodo, no se registra senal alguna; mientras que cuando se agrega sal de Angeli (donante de

HNO), se observa un gran aumento de sefial, lo cual indica que el electrodo es sensible al HNO. De

30

257

0 25 50 75
Tiempo (min)

15+

[HNO] (uM)

10—

Y I I I I I

0 5 10 15 20 25
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Figura 4.6: Concentracién de HNO en funcién del tiempo. La flecha indica el momento de la adicién de 600 uM de
la hidroxilamina correspondiente a una solucién de metMb 12 uM y HoO2 200 uM en una solucién amortiguadora
de fosfato de sodio(10 mM, pH 7,4) con EDTA (50 uM). En el extremo superior derecho del grafico puede verse la
intensidad de corriente en funcién del tiempo para el experimento control realizado donde se agregé hidroxilamina
(600 uM) o sal de Angeli (120 uM), indicado por la flecha a una solucién amortiguadora de fosfato de sodio(10 mM,
pH 7,4) con EDTA (50 uM).

esta manera se determiné que la peroxidacién de hidroxilamina produce HNO.

Debido a que el tipo compuesto I, ademads de reaccionar con las hidroxilamina para dar HNO,
se descompone; se realiz6é un andlisis electroquimico de la cinética de produccién de HNO para
asi complementar y mejorar los resultados obtenidos por espectroscopia UV-vis. Se analizaron las
tres menores concentraciones de las hidroxilamina ya que el electrodo no puede ser utilizado a
concentraciones mayores. En el panel A de la figura puede observarse a simple vista que la
pendiente del grafico concentracién de HNO versus tiempo es mayor al aumentar la concentraciéon
de hidroxilamina agregada. Al realizar un anélisis de la pendiente de cada curva del panel A de la
figura[4.7] se obtienen las constantes de velocidad observadas para cada caso. Si se grafican dichas

constantes en funcién de la concentracion de hidroxilamina (ver panel B de la ﬁgura se obtiene
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Figura 4.7: (A) Concentracién de HNO en funcién del tiempo medida amperométricamente. La flecha indica el mo-
mento de la adicién de la hidroxilamina a una solucién de metMb 12 uM y H202 200 uM ena solucién amortiguadora
de fosfato de sodio(10 mM, pH 7,4) con EDTA (50 uM). Los distintos colores representan la concentracién de hidroxila-
mina agregada (negro: 0,4 mM, rojo: 0,6 mM y azul: 0,8 mM). (B) Grafico correspondiente a la constantes de velocidad
en funcién de la concentracion de hidroxilamina para la reaccién de compuesto I de la Mb (6 M) medido a través del
electrodo.

una constante de velocidad de 3,57 x 103 M~!s~! para la reaccién de peroxidacién de hidroxilamina.
Este resultado es un orden de magnitud mayor que el obtenido a partir de los datos espectroscépicos.
Esta diferencia se atribuye a que, a pesar de que el electrodo es muy sensible, solamente se midieron
tres puntos de muy baja concentracidn, lo que trae un error en la medicidon.

Con estos resultados se determiné una ley de velocidad para la reacciéon de peroxidacién de
hidroxilamina que es de orden dos: orden uno para el tipo de compuesto I y orden uno para la
hidroxilamina con una constante de velocidad de (5,1 + 0,3) x 10> M~ 157! que fue determinada
espectroscépicamente. Mediante un método electroquimico se confirmé que dicha reaccién produce
HNO. Sin embargo, quedan varias preguntas por responder acerca de c6mo es el mecanismo a través

del cual ocurre la reaccion de peroxidacion.

4.4.3. Estudio computacional de la peroxidacion de hidroxilamina

En esta seccién nos centraremos en los resultados computacionales obtenidos para la reaccién
entre el compuesto Iy la hidroxilamina.

En los cédlculos de DM se observa que la hidroxilamina presenta una gran movilidad dentro del
sitio activo. Esto es debido a que no existen interacciones especificas fuertes entre dicha molécula y los
residuos presentes en el sitio distal de la Mb. A pesar de este hecho, fueron detectadas dos conforma-

ciones predominantes, en las cuales varia el grupo funcional de la hidroxilamina que interacttia con el
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oxigeno del ferrilo a través de interaccion del tipo puente de hidrégeno. En el caso de la conformacién
1, el grupo amino de la hidroxilamina es el responsable de dicha interaccién, mientras que en el caso

de la conformacion 2 es el grupo hidroxo (ver figura[4.8).

Y o8 Ve

Figura 4.8: Conformaciones predominantes de la hidroxilamina en la cavidad distal (A) conformacién 1y (B) confor-
macion 2.

Se optimizaron ambas conformaciones mediante un protocolo QM-MM (ver la seccién|2.1.1.3
para una mayor informacién) en el estado de espin doblete y cuadruplete. Estas configuraciones de
espin resultan ser poblaciones casi degeneradas y de minima energia para el compuesto I [54]. Los
parametros electrénicos obtenidos luego de esta optimizacion se muestran en la tabla[4.1}

Tabla 4.1: Caracteristicas energéticas, de poblaciones de Mulliken y de espin para las conformaciones 1y 2 y el “estado
intermediario de la conformacién 1” para el estado de espin doblete (D) y cuadruplete (C).

Conformacion 1

Conformaciéonl Conformacion 2 . ..
Estado intermediario

D C D C D C
AEespin (kcal/mol) 0 3,27 0 0,05 0 -8,291
Cargas de Mulliken
Fe 0,815 0,801 0,914 0,920 0,869 0,913
O/OH -0,319 -0,335 -0,248 -0,242 -0,272 -0,274
Hemo+Hprox 0,250 0,357 0,183 0,2 0,256 0,196
NH,OH/NH,O/NHOH" 0,254 0,18 0,147 0,122 0,148 0,164
Poblaciones de espin
Fe 1,297 1,391 1,644 1,680  -0,121 1,675
O/OH 0,575 0,819 0,28 0,286  -0,200 0,286
Hemo+Hprox -0,510 0,519 -0,009 0,038 0,324 0,003
NH,OH/NH,O'/NHOH" -0,366 0,27 -0,919 0,998 1 1,012

Al analizar los resultados presentados en la tabla[4.1] se observa que, salvo en el estado inter-
mediario de la conformacién I, el estado de espin doblete resulta ser el mds estable. Esto coincide
con lo esperado, ya que este tipo de compuestos suelen ser de bajo espin [54]. Con respecto a la
conformacién 1, puede observarse que el hierro posee una densidad de carga positiva y un espin
desapareado, mientras que el oxigeno presenta una leve densidad de carga negativa y una capa elec-
trénica llena. Esto coincide con las caracteristicas electrénicas esperadas para el compuesto I. Por

otro lado, debe destacarse que la hidroxilamina presenta una leve carga positiva, lo cual es indicativo
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de una transferencia de carga parcial al oxigeno unido al grupo hemo, y una baja densidad de espin lo
que coincide con el hecho que de no tenga electrones desapareados. En la misma linea, al analizar la
densidad de espin del grupo hemo, se observa que presenta un electréon desapareado lo cual coincide
con las caracteristicas reportadas para el compuesto I de la Mb.

En el caso de la conformacidn 2, antes de comenzar el andlisis debe ser mencionado que durante
la optimizacién del complejo ocurre espontdneamente la transferencia de un 4tomo de hidrégeno de
la hidroxilamina al ferrilo de la Mb, convirtiendo el compuesto I en compuesto II. Dicho compuesto,
al igual que lo demostrado por Nilsson y colaboradores [55], se encuentra protonado. Al observar los
datos, puede comprobarse que se trata de la transferencia de un 4tomo de hidrégeno (H) y no de un
protén (H*) porque el NH,O' posee una baja densidad de carga junto con una alta densidad de espin
(lo que da cuenta de la presencia de un electrén desapareado). Ademads, el leve aumento observado en
la carga del hierro corresponde a que, al ocurrir la unién del hidré6geno al &tomo de oxigeno, disminuye
la transferencia de carga del oxigeno al hierro. Con respecto al ion de hierro, éste ahora posee dos
electrones desapareados, que en el caso del estado doblete se encuentran apareados con el del radical
NH,0’, mientras que para el estado cuadruplete se encuentran paralelos. En cuanto al grupo hemo su
densidad de espin resulta ser casi nula en ambos casos. Esto se debe a que al convertirse el compuesto
I en compuesto II deja de haber un electron desapareado.

Con el objetivo de realizar una comparacién entre la conformacién 1y 2, se forzé a que ocurriera
la transferencia de hidrégeno en el primer caso para dar lugar al compuesto II, para ello se utilizé
como coordenada de reaccion la disminucion de la distancia N-H --- O=Fe. La columna denominada
“Conformacion 1 Estado intermediario ” en la tabla[4.1] presenta los resultados correspondientes al
producto de dicho proceso. Al igual que en el caso de la conformacién 2, se transfiere un 4tomo de
H y no un H* debido a que el producto, NHOH’, posee una baja densidad de carga y un electrén
desapareado. A diferencia de los casos anteriores, existe una diferencia grande en la carga del hierro
entre el estado doblete y cuadruplete. Esto puede explicarse debido a que en este tltimo caso ocurre
una transferencia de carga del grupo hemo al hierro y a la histidina proximal (lo que se comprueba al
observar un cambio también en la carga de este grupo). En cambio, en el caso doblete o en los casos
anteriores esta transferencia de carga es mucho menor. Resulta interesante destacar que la transferen-
cia del &tomo de H ocurre sin barrera para el estado doblete y con una barrera de 1,65 kcal/mol para el
cuadruplete.

Asimismo, con la finalidad de caracterizar a los radicales obtenidos luego de la transferencia de H
en cada caso: NHOH'" o NH,O", se realizé un célculo de estructura electrénica en solvente implicito
utilizando el programa Gaussian09. En la tabla se presentan sus caracteristicas electrénicas,

mientras que en la figura[4.9|sus estructuras. Los resultados obtenidos para la optimizacién de ambas
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Tabla 4.2: Caracteristicas electrénicas para los radicales obtenidos para cada conformacién.

Conformacién 1 Conformacién 2
Atomo Carga Espin Atomo Carga Espin
H 0,368 -0,028 (0) -0,415 0,587
N -0,387 0,836 N -0,184 0,443
(0) -0,258 0,199 H 0,300 -0,015
H 0,276 0,007 H 0,300 -0,015

especies muestran que el radical NH,O" es 12,5 kcal/mol mas estable que el NHOH'. Esto puede
deberse a que en este caso la densidad electrénica se encuentra deslocalizada entre los &tomos de N
y O, mientras que en el radical NHOH' se encuentra enteramente localizada en el &tomo de N (ver
poblacién de espin en la tabla[4.2). Ademds, como puede observarse en el valor de la longitud enlace

en la figura[4.9} el enlace N-O en el radical mas estable posee un caracter de doble enlace.

119,23°

117,72°

| 1,28 A I

Figura 4.9: Radicales obtenidos luego de la primera transferencia de hidrégeno partiendo de la (A) conformacién 1 o
de la (B) conformacién 2 junto con sus valores de distancia y &ngulos de enlace.

A partir de estos resultados, se forzé que ocurriera una segunda transferencia de hidr6geno desde
el radical obtenido al compuesto II. En la figura[4.10|se presentan las distintas alternativas para dicha
transferencia segtin el radical del cual se parte. En el caso de NH,O', el H a transferirse proviene del
grupo amino del radical; mientras que para NHOH" existen dos opciones: o bien se transfiere el H del
grupo hidroxo o bien el del grupo amino. En todos los casos se utilizé6 como coordenada de reaccién
la disminucién de la distancia entre el H a ser transferido y el oxigeno (O) del grupo hidroxo del
compuesto II de la Mb. Si se parte del NH,O" se obtiene para dicho proceso una barrera de reacciéon
pequeia para la produccién de HNO y del complejo acuoso de Fe (III) (1,76 kcal/mol para el estado
doblete y 3,16 kcal/mol para el estado cuadruplete). Al observar la pelicula de la reaccién se detecta
que gran parte del costo energético se debe a la reubicacién del NH,O" para establecer un puente de
hidrégeno apropiado entre el grupo amino y el ferrilo, que luego dard lugar a la transferencia de H

deseada.
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Figura 4.10: Esquema en el que se muestran las distintas posibilidades de reaccién luego de transcurrida la primera
transferencia de hidrégeno.

En el caso del radical NHOH', cuando la segunda transferencia de hidrégeno involucra al H del
grupo hidroxo del radical (opci6én naranja de la figura[4.10), dando lugar al acuo complejo y HNO, se
obtiene una barrera igual a 2,05 kcal/mol para el estado doblete y de 5,67 kcal/mol para el cuadruplete.
En cambio, cuando la transferencia de H involucra al H del grupo amino del radical (opcién azul de
la figura[4.10), las barreras energéticas son significativamente mayores (8,79 kcal/mol para el estado
doblete y 14,51 kcal/mol para el cuadruplete). Como producto de dicha reaccion se obtiene el acuo
complejo de Fe(III) junto con 3SNOH. Con el objetivo de comparar ambos productos, se realiz6é un
célculo de estructura electrénica en solvente implicito utilizando el programa Gaussian09, donde
se obtuvo como resultado que la especie 'HNO es 19,76 kcal/mol mas estable que >NOH. Este valor
coincide con los cdlculos previamente realizados [56458]. Teniendo esto en cuanta, los resultados aqui
presentados muestran que la peroxidacion de hidroxilamina para dar HNO ocurre por el camino de
menor energia dando asi como producto el compuesto mds estable.

En resumen, puede decirse que la reaccién de peroxidacion de la hidroxilamina, mediada por
mioglobina, ocurre a través de la transferencia de dos d4tomos de hidrégeno de la hidroxilamina al
compuesto I dando lugar al complejo acuoso de la mioglobina y al HNO. Dicha transferencia posee
una barrera energética muy pequefa para el caso en el cual los hidrégenos provienen uno del grupo
amino y otro del grupo hidroxo, lo cual produce directamente HNO. Mientras que la barrera energética
es significativamente mayor cuando los dos 4&tomos de hidr6geno provienen del grupo amino, lo cual

da lugar al 3NOH, compuesto que resulta ser ademds mds inestable que el HNO.
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4.4.4. Discusion

Los resultados presentados anteriormente confirman que la reaccién de peroxidaciéon de hidro-
xilamina mediada por Mb produce HNO. Para ello, primero debe ocurrir la reaccién de Mb con el
perdxido de hidrégeno, la cual bajo las condiciones analizadas en la presente tesis muestra seguir una
cinética de saturacién de dependencia hiperbdlica entre kqps y la concentracion de H,O». El valor
obtenido para ki, = 1,41 + 0,2 s™! en la presente tesis resulta consistente con el resultado presentado
por Egawa y colaboradores para mayores concentraciones de peréxido de hidrégeno [21]. Por otro
lado, se comprueba que la peroxidacién de la hidroxilamina es una reacciéon de orden total dos y de
orden uno con respecto a la hidroxilamina y al tipo compuesto I.

Los célculos computacionales muestran que en todos los casos ocurren dos transferencias de
dtomos de hidrégeno para que ocurra la peroxidacién. Ademas, se confirma lo observado por Nilsson
y colaboradores de que el compuesto II de la Mb se encuentra protonado [55]. Se observa, ademas,
que el proceso ocurre casi sin barrera cuando se produce HNO, por lo que el paso limitante para
que la peroxidacion ocurra corresponde a la entrada de la hidroxilamina al sitio activo. Sin embargo,
cuando la reaccién produce NOH, se tiene una barrera energética, por lo cual este seria un producto
minoritario de la reaccién.

Por otro lado, el uso del electrodo permiti6 no sélo confirmar que la reaccién de peroxidacién de la
hidroxilamina produce HNO, sino también obtener otra estimacién de la constante de velocidad para
dichas reacciones. El valor obtenido electroquimicamente de un orden mayor obtenido espectroscé-
picamente, dado que al descomponerse el compuesto I, el método espectroscépico no resultaba ser
un método preciso para la correcta determinacion.

Una cuestién interesante a tener en cuenta es que una vez ocurrida la reaccién podria suceder
una nitrosilacién reductiva debido a la presencia de HNO en el sitio activo de la metMb [59, |60]. Sin
embargo, ocurre la regeneraciéon de metMb y la produccién de HNO como es confirmado por los
resultados experimentales. El HNO migra de forma eficiente del sitio activo y existen cuatro factores
que explican este hecho: la quimica redox del HNO, la velocidad de disociacién del H,O del sitio activo,
la quimica &cido-base del HNO y la accesibilidad del solvente al sitio activo de la hemoproteina. La
oxidacion de HNO puede ocurrir via una transferencia electrénica desde la esfera interna o desde
la esfera externa. La constante de velocidad para la primera es de alrededor de 105M~!s~! [29], lo
cual resulta dos ordenes de magnitud mayor que las constantes de velocidad para las transferencias
de esfera externa de los oxidantes mas comunes (como ser ferricianuro). Por otro lado, el grupo
de Peter Ford [61] sugiere que la velocidad de adicién de NO a hemos férricos estd determinada

por la velocidad de disociaci6én del agua para dar lugar a un sitio de coordinacién disponible. Se
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postula que esto mismo ocurre para el caso de la unién de HNO. Asimismo, la deprotonacién del
HNO es extraordinariamente lenta [62] debido a la diferencia en el estado de espin fundamental para
el par 4cido-base conjugada (singulete para el HNO, pero triplete para el NO™). Por ultimo, resulta
importante destacar que la accesibilidad al solvente del sitio activo de la hemoproteina puede ser un
factor determinante en la generacién de HNO. Una estructura abierta facilita la migraciéon del HNO,

aumentando asi su velocidad de difusién en comparacién a la unién al hemo.

4.5. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este capitulo muestran que la peroxidacién de hidroxilamina genera
HNO. Se realiz6 una caracterizacion de la cinética de la reaccién, asi como también el estudio del
mecanismo a través del cual ocurre dicha reaccion. El uso del electrodo especifico de HNO permite
confirmar que ocurre la formacién de HNO y también caracterizar la cinética de la reaccién.

Estos resultados demuestran que la peroxidacién de Mb puede corresponder a una via de forma-

ci6n endégena de HNO.
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CAPITULO

REACTIVIDAD DE HIDROPERSULFUROS CON

MIOGLOBINA

5.1. Introduccion

Los hidropersulfuros (RSSH), tal como fue dicho en el primer capitulo de esta tesis, resultan ser
muy buenos agentes reductores, lo cual puede hacer que tengan un rol importante en la reduccién de
metales en metaloproteinas. Francoleon y colaboradores [1] han demostrado que los hidropersulfuros
son capaces de reducir al citocromo c férrico, bajo condiciones en la cuales el H,S o el tiol correspon-
diente no lo logran. Ahora bien, resulta interesante estudiar qué ocurre con otras hemoproteinas para
asi entender el alcance de la quimica de los hidropersulfuros en sistemas biolégicos.

En este capitulo, se estudiard la reactividad de los hidropersulfuros con la mioglobina en su estado
ferroso formando complejo con el O, (MbFe(II)O,, 0xiMb), y en su estado férrico (MbFe(IlI), metMb).
La eleccion de la mioglobina como proteina modelo se debe no sélo a que la misma fue extensamente
estudiada, sino también a que posee un sitio de coordinacién abierto, lo cual permite una interacciéon
de esfera interna entre el grupo hemo y los hidropersulfuros.

El sulfohemo es un croméforo de color verde que ha sido observado en numerosas hemoproteinas
como producto de reaccién de las mismas con H»S [2} 3]. Su produccién se asocia también a altas
concentraciones de drogas como pueden ser acetanilida, dapsona, fenacetina, cimetidina, metoclo-
pramida, paracetamol, ibuprofeno y naproxieno [4-6]. Por otro lado, la formacién de sulfhemo es
considerada una de las mayores vias de degradacién de H»S en humanos [7]. Los sulfohemos tienen
incorporado un dtomo de azufre al anillo pirrélico B del grupo hemo, ver figura[l.2} lo cual modifica
numerosas propiedades de las proteinas que lo posean. Ademds, se caracterizan por la presencia de
una banda de absorcién alrededor de los 620 nm que varia su posicién segtn el estado de oxidacién

del hierro, la coordinacién del mismo y el tipo de isémero del sulfohemo del que se trate [8-13]. Por
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otro lado, estos compuestos poseen una menor afinidad por el O, en comparacion a las proteinas
nativas [2}|14], lo cual modifica sus propiedades de transporte y almacenamiento de O,. Por ejemplo,
la concentracién de O, requerida para saturar la mitad de la sulfMb es 2500 veces superior que para
saturar a la proteina nativa. Esto trae como consecuencia que altos niveles de sulfohemo en sangre
o en musculo sean perjudiciales para la salud. El tratamiento de una alta concentracién en sangre
incluye la administracién de O, y transfusiones de sangre [4].

Existe también un intenso debate en torno a la estructura precisa del sulfohemo. Experimentos de
marcacién isotépica con 3°S determinaron que hay un tinico azufre incorporado al anillo del hemo [15].
Ademés, por experimentos de RMN y Raman [8,|10,|13,/15-18], se identific6 que el azufre se encontraba
ubicado en el doble enlace -£ del anillo pirrélico B. La adicién del 4&tomo de azufre en el anillo hémico
introduce una distorsiéon en el mismo que produce cambios en sus propiedades electrénicas, lo que
resulta en la activacién de transiciones electrénicas anteriormente prohibidas (las transiciones que
aparecen alrededor de 620 nm). Por experimentos de RMN vy difraccion de rayos x (DRX) se determiné
que la estructura general de las proteinas con sulfohemos no se ven modificadas [12}(18}|19], razén
por la cual los cambios en la unién a O, estdn dados tinicamente por la variacién en las propiedades
electrénicas del anillo del hemo. Estos cambios en la afinidad por O, se deben a que, al ocurrir la
adicion del &tomo de azufre al doble enlace, se remueve densidad electrénica en la periferia del &tomo
de hierro, lo cual produce una disminucién en la capacidad del hierro de realizar una retrodonacién =
al ligando unido.

Existen al menos tres estructuras posibles de sulfohemos: A, By C (ver ﬁgura. La estructura A
consiste en un episulfuro, la B corresponde a un episulfuro abierto (donde X e Y pueden corresponder
a dos d&tomos de hidrégeno u otros grupos funcionales segtin el caso) y la C a un 2,5-dihidriotiofeno (9,

10].

@ Y SX

-z
----z

Figura 5.1: Estructuras posibles del sulfohemo.

Si bien todos los isémeros presentan una alteracién en el sistema de conjugacién del anillo
pirrélico B del grupo hemo, los tres poseen propiedades fisicoquimicas distintas. Se sabe que la

estructura A puede convertirse en B y en C, pero no se ha visto la transicién de B a C. Esto hace pensar
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que la estructura A sea la precursora de las otras dos [8,/12]. Por otro lado, se sabe que la estructura
C es la més estable y parece ser la estructura predominante a pH fisiolégico [9,(10]. Adema4s, se ha
observado que la formacién de sulfohemo es reversible con el burbujeo de O, [14].

El mecanismo a través del cual se genera el sulfohemo es desconocido, pero se sabe que se produce
una mezcla de la especie férrica y ferrosa al hacer reaccionar oxiMb con H»S o cuando se realiza el
agregado de compuestos de azufre a metMb en presencia de H»O» [20]. Se observé, ademads, que
hemoproteinas sin histidina en la cavidad distal no forman sulfohemo, por lo que se postula que la
misma posee un rol crucial en su formacién [21]. Por otro lado, experimentos a pH basico mostraron
una disminucién en 250 veces de la cantidad de sulfohemo formado, lo cual es indicativo de que la
especie reactiva serfia H»S y no HS™ [22]. Esto puede deberse a que los canales de acceso al sitio activo
de la Mb son hidrofébicos, por lo que al HS™ le serd mds dificil ingresar a través de ellos. Finalmente,
también se conoce que en presencia de H,O- el intermediario ferrilo se encuentra implicado en la
formacién de sulfohemo [21].

En este capitulo se estudiard entonces la reactividad de los hidropersulfuros con mioglobina en
sus distintos estados de oxidacién analizando, particularmente, su capacidad de formar sulfohemos

utilizando principalmente técnicas de UV-Vis.

5.2. Métodos experimentales

Reactivos

El 4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidina 1-oxil (TEMPOL), la cisteina, la cistina, el Na,S, el 4cido
dietilenetriamina pentaacético (DTPA) y la mioglobina de corazén de caballo fueron obtenidas de
Sigma-Aldrich. La oxiMb se obtuvo a partir de la reduccién de una solucién de metMb con exceso de
ditionito de sodio (para reducir el hierro al estado ferroso) y una rapida separacién a través de una
columna de 50 cm de Sephadex G-25 [23]. El donante de persulfuro, S-metoxicarbonil penicilamina
disulfuro (MCPD), fue sintetizado a través de un protocolo que serd descripto a continuacién, junto

con la sintesis in situ de N-metoxicarbonil penicilamina persulfuro (MCP-SSH).

Generacion de hidropersulfuros

Comunmente los hidropersulfuros son originados a partir de compuestos disulfuros debido a un
ataque nucleofilico por HoS/NaSH/Na,S. Sin embargo, este método presenta diversas desventajas ya
que al tratarse de una reaccién en equilibrio siempre hay presente una cantidad apreciable de H,S
junto con el disulfuro de partida, el hidropersulfuro generado y el tiol. Este hecho dificulta analizar la

reactividad de la especie en cuestion, debido a que las otras especies presentes pueden interferir. Otra



120 CAPITULO 5. REACTIVIDAD DE HIDROPERSULFUROS CON MIOGLOBINA

forma de generar hidropersulfuros es a partir de disulfuros acetilados en presencia de aminas. Esto se
debe a que ocurre una transferencia inter o intramolecular, segtin el caso, del acetilo desde el 4&tomo
de azufre al &tomo de nitrégeno, quedando asi el grupo hidropersulfuro libre [24]. Este método posee
la ventaja de no requerir la adicién de otro compuesto de azufre, razén por la cual se lo considera un

método més limpio.

o (0]
SH
s o pH neutro O o P
o s/ N =—o S/\H/\ ™ o s
o bésico
[¢] NH
NH4CI o NH, o e \H/
o
MCPD MCP-SSH

Figura 5.2: Generacion de hidropersulfuro a partir del disulfuro a pH 7,4.

En particular en este capitulo se utilizé un compuesto donante de hidropersulfuros denominado
N-metoxicarbonil penicilamina disulfuro (MCPD). Se ha comprobado la utilidad de dicho compuesto
como donante de hidropersulfuro en numerosos trabajos [24H26]. Para sintetizarlo se agrega lenta-
mente una solucién de L-penicilamina (0,001 moles en 1 mL de metanol) a una solucién de cloruro de
metoxicarbonilsulfénico (0,0011 moles = 100 uL) en 3 mL de dietileter a temperatura ambiente [24].
Luego de una hora de agitacion, se evapora el solvente en un evaporador rotatorio y se obtiene un
polvo blanco correspondiente a la sal de amonio. Debido a su naturaleza i6nica, se trata de un com-
puesto altamente soluble en agua. Se comprobd que la sintesis fue exitosa caracterizando el producto
de reaccion mediante RMN y ESI-MS.

A pH fisiolégico ocurre la transferencia del grupo acetilo del MCPD, dando lugar al hidropersulfuro
(MCP-SSH), ver ﬁgura La velocidad de la misma depende del pH y aumenta con la alcalinidad de
la solucién (kyps 1,6; 0,3 y 0,1 min ~! a pH 8,5; 7,4 y 6,5 respectivamente [24]). Una cuestién que debe
tenerse en cuenta, es que la reaccion de MCP-SSH con los compuestos de interés compite con el ataque
del MCP-SSH generado al donante produciendo polisulfuros (ver figura[5.3). La descomposicién de
MCPD a temperatura ambiente en ausencia de un atrapante quimico resulta en di-, tri-, tetra- y
pentaalquilpolisulfuros. Todas las soluciones de MCPD fueron preparadas frescas cada dia en agua

destilada.
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SH S (@]

HO s7 HO N ~ .
— » Polisulfuros
o]

0] NH NH3CI
/ T
o

MCP-SSH MCPD

Figura 5.3: Reaccion entre el MCP-SSH y el MCPD dando lugar a polisulfuros.

Generacion del radical pertiilo

Con el objetivo de generar el radical pertiilo se utiliz6 TEMPOL. La reducci6n de este compuesto

por el MCP-SSH genera la especie reducida TEMPOL-OH vy al correspondiente radical pertiilo, ver
figura[5.4] (26].

o} o o) OH
SH N s N
o s~ o s~
+ +
e
HN o) HN o)
o OH o} OH
MCP-SSH TEMPOL MCP-SS' TEMPOL-OH

Figura 5.4: Mecanismo de generacion del radical pertiilo debido a la reaccién de MCP-SSH con TEMPOL.

En todos los casos se utiliz el doble de concentracion de TEMPOL que del MCPD, para asi asegurar

que la especie mayoritaria fuera el radical pertiilo.

Espectroscopia UV-vis

Los espectros UV-vis fueron obtenidos en un espectrofotémetro Shimadzu 2501. Se determinaron
las concentraciones de metMb y oxiMb utilizando la absortividad correspondiente al mdximo de la ban-
da de Soret en cada caso (408 nmy e = 188000 M~'cm ™! para metMby417 nmye = 128000 M~'cm™!

para oxiMb, [27])
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5.3. Resultados

Con el objetivo de comprender la reaccién que ocurre entre la metMb y el MCP-SSH en presencia
de oxigeno, se estudi6 la misma utilizando espectroscopia UV-Vis. En la figura 5.5 puede observarse el
corrimiento de la banda de Soret de 409 a 414 nm y, ademds, el decaimiento de las bandas Q a 504 y
635 nm junto con el crecimiento de otras dos bandas a 542 y 581 nm. Dichos cambios corresponden
alareducciéon de metMb (Fe(IIl)) a oxiMb (Fe(II)). Asimismo, puede observarse la aparicién de una
banda a 616 nm, la cual puede ser asignada al sulfohemo de mioglobina ferrosa (sulfMbFe(II)), de

acuerdo al compuesto caracterizado por Berzofsky en 1971 [2].
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Figura 5.5: Cambio espectral de las bandas de absorcién de (A) Sorety (B) de las bandas Q para la reaccién de metMb
(9,4 uM) con 90 uM de MCPD a pH 7,4 a 25 ° C. El espectro a 0 s se obtuvo para la metMb en ausencia de MCPD y el
resto de los espectros se grabaron durante la reaccién hasta 1 hora después de haber agregado el MCPD. Las flechas
indican la direccién de los cambios en la absorcién.

Al realizar la reaccion para el caso de la oxiMb y el MCP-SSH, se observa en la figura[5.6/que no
ocurren grandes cambios espectrales, excepto por la aparicién de la banda anteriormente descripta a

616 nm, la cual fue asignada al sulfMbFe(II).
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Figura 5.6: Cambio espectral de las bandas de absorcién de (A) Soret y (B) de las bandas Q para la reaccién de oxiMb
(10 uM) con 0,1 mM de MCPD a pH 7,4 a 25 ° C. El espectro a tiempo 0 se obtuvo para la oxiMb en ausencia de MCPD y
el resto de los espectros se grabaron durante la reaccién hasta 1 hora después de haber agregado el MCPD. Las flechas
indican la direccién de los cambios en la absorcion.

Debido a que el MCP-SSH generado puede reaccionar con el MCPD o consigo mismo para dar
distintos compuestos, tales como los trisulfuros, disulfuros o tioles, no puede afirmarse que la forma-
cion del sulfohemo sea causada por la reaccién de las Mbs con el hidropersulfuro. Con el objetivo de
aclarar esta situacion, se realiz6 la reaccién de ambas Mbs (oxi y metMb) con distintos derivados de la
cisteina —cisteina (Cys-SH), la cistina (Cys-SS-Cys) y el trisulfuro de la cisteina (Cys-SSS-Cys)—. Como
puede ser observado en los paneles A, By C de la figura[5.7} los agregados de dichos compuestos no
producen cambios espectrales en ninguna de los dos estados de la mioglobina.

Ademés se realizé el agregado conjunto de cisteina y trisulfuro de cisteina, dado que se conoce
que existe un equilibrio que relaciona dichos compuestos con los hidropersulfuros y los disulfuros

(ver ecuacion[R19).

RSSSR’ + RSH — RSSH + R'SSR (R19)

En el panel D de la figura[5.7| puede observarse que al realizar el agregado conjunto de cisteina y

trisulfuro de cisteina ocurren los mismos cambios espectrales que cuando se agrega solamente MCPD.
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Figura 5.7: Bandas de absorcién de Soret y bandas Q inicial (negro) y luego de transcurrida media hora (rojo) para las
reacciones de oxiMb (4,5 uM) y metMb (3,5 uM) con los agregados de 50 uM de cisteina (A), cistina (B), trisulfuro de
cisteina (C) o de trisulfuro de cisteina junto con cisteina (D).

Por otro lado, se estudiaron con espectroscopia UV-vis las reacciones de metMb u oxiMb con
MCPD en presencia de TEMPOL. Como fue mencionado en la seccién[5.2} la reduccién de TEMPOL
por el MCP-SSH genera al radical pertiilo, por lo cual en este experimento se busca determinar si
los cambios observados por el agregado de MCPD son debidos a la reaccién de la Mb con el radical

pertiilo o con el MCP-SSH.
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Antes de analizar los resultados debe ser tenido en cuenta que la generacion del radical pertiilo
(RSS") no es limpia, sino que siempre hay algo de MCP-SSH (aunque una muy baja concentracion).
Esto hace que en los espectros se observen, ademaés de los cambios debidos a la reaccién de Mb (oxi o
met, segin corresponda) con RSS’, los cambios debidos a la reaccién de MCP-SSH. Por otro lado, debe
tenerse en cuenta que se trabajo con las mismas concentraciones de proteina y de MCPD (9 y 90 uM

respectivamente), con el objetivo de poder comparar de mejor manera los resultados obtenidos.

0,20
1,6
1,4
0,15
—_ 12
©
2 1,04
=
S o8l 0,10
y]
0
—
S 0,6
w
0
< 0,4 0,05
0,2 |
0,0 - T T T T T 0,00 T T T
340 360 380 400 420 440 450 500 550 600 650
Longitud de onda (nm)
1,6 0,20 -

—_ 1,2 0,15
<
2 10
©
e
= 0,8 0,10
0
B
w 0,6
0
<
0,4 - 0,05 -
0,2
0,0 T T T T T 0,00 T T T T
340 360 380 400 420 440 450 500 550 &00 650

Longitud de onda (nm)

Figura 5.8: Cambios espectrales en las bandas de Soret y en las bandas Q inicial (negro) y luego de transcurrida media
hora (rojo) parala reaccién de 9 uM de metMb (A) o de oxiMb (B) con MCPD (90 uM) y TEMPOL (180 uM) apH 7,4y
25°C.

En el caso de la metMb (panel A de la figura[5.8) se observan ciertos cambios espectrales: la leve
disminucién de la banda de Soret a 408 nm y la banda Q a 504 nm, el tenue crecimiento de dos bandas

Qaab542y581 nmy el corrimiento de la banda de 635 nm a 620 nm. En el caso de la oxiMb se observa
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el pequeno crecimiento de la banda a 616 nm.

Con el objetivo de poder diferenciar si la especie reactiva es RSSH o RSS™ se realiz6 la reaccién de
ambas Mbs con MCPD a pH 8,5, pH al cual habrd una mayor concentracién de la especie desprotonada
(se estima que el pKa del MCP-SSH se encuentra entre 7y 9 ). Cabe aclarar que, en ambos casos,
los espectros obtenidos para la oxiMb y la metMb a pH 8,5 no muestran cambios con los obtenidos a
pH 7,4, raz6n, por la cual se realiza la suposiciéon de que la proteina no sufre grandes alteraciones al

cambiar el pH.
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Figura 5.9: Cambios en las bandas de absorcién de Soret y Q inicial (negro) y luego de transcurrida media hora (rojo)
paralareaccién de MCPD a pH 8,5y (A) oxiMb o (B) metMb 5 uM

A la hora de analizar los resultados, debe ser tenido en cuenta que se trabajé con las mismas
concentraciones de proteina y de MCPD, con el objetivo de poder comparar de mejor manera los

resultados obtenidos. En el caso de la metMb (panel A de la figura[5.9) puede observarse el corrimiento
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de la banda de Soret de 409 a 414 nm y, ademads, el decaimiento de las bandas Q a 504 y 635 nm junto
con el crecimiento de otras dos bandas a 542 y 581 nm. Estos cambios son atribuidos a la reduccién de
metMb a oxiMb. Esto ocurre de manera similar que a la observada al realizar el agregado de MCPD
ala metMb a pH 7,4 (ver la ﬁgura. Asimismo, se observa el crecimiento de la banda a 616 nm
correspondiente a la formacién de sulfohemo. Sin embargo, al comparar con la figura[5.5/la banda
se encuentra disminuida. En el mismo sentido, en el caso de la oxiMb (panel B de la figura[5.9), se
observa que la generacién de sulfohemo es menor a la obtenida al agregar MCPD a pH 7,4 (ver la
figura5.6).

Ademads, debido a que en la literatura se proponia que el sulfohemo era formado a través de un
intermediario ferrilo de la Mb, se realiz6 el agregado de per6xido de hidré6geno a una solucién de

metMb y una vez formado el compuesto I de la Mb se procedi6 a agregar el MCPD.
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Figura 5.10: Cambios en las bandas de absorcién de Soret y bandas Q inicial (negro), una vez formado el tipo compuesto
I (azul) y transcurrida media hora del agregado de MCPD (rojo) para la reaccién de MetMb (10 uM) con HoO3 (7 uM) y
MCPD (70 uM).

Sise observa en panel de la derecha en la figura puede decirse que ocurre la reduccién a oxiMb
dado que aparecen las bandas Q caracteristicas a 542 y 581 nm. Ademads, se observa el crecimiento de
una banda ancha a 620 nm. Si se observa el panel de la izquierda en la figura[5.10} no existen grandes

cambios en la banda de Soret.

5.4. Discusion

Como puede ser observado en la figura[5.5} al realizar el agregado de un donante de hidroper-

sulfuros (el MCPD) a una solucién de metMb ocurren dos reacciones en simultdneo: por un lado, la
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reduccion de metMb para dar oxiMb y, por otro lado, la generacion de sulfMbFe(II). En cambio, en
el caso de la oxiMb (ver figura5.6) ocurre tinicamente esta tltima reaccién. De los resultados aqui
descriptos, no puede ser establecido si la generacién del sulfohemo a partir de metMb sucede de
forma directa debido a la reaccién del MCP-SSH con la proteina férrica o bien, si corresponde a la
reaccion entre la oxiMb, formada por la reaccién de reduccion de la metMb, y el hidropersulfuro.

Al realizar los agregados individuales de cisteina, cistina o de trisulfuro de cisteina, no se producen
cambios espectrales en ninguno de los dos estados de la mioglobina (ver figuras.7|paneles A, By
C) descartando que dichos compuestos estén involucrados en las reacciones que ocurren al agregar
MCPD ala solucién de la mioglobina en cuestién. Sin embargo, resulta interesante notar que al realizar
el agregado de forma simultdnea de la cisteina con el trisulfuro de cisteina, se observan, los mismos
cambios espectrales que con el agregado del MCPD, tanto para el caso de la metMb como para la
oxiMb. Esto se explica debido al equilibrio que relaciona los tioles y trisulfuros con los disulfuros y los
hidropersulfuros (ver reaccién|R19) confirmando que los cambios espectrales observados se deben
exclusivamente a la reactividad de los hidropersulfuros con la metMb o la oxiMb respectivamente.

Entonces, los hidropersulfuros en presencia de O, producen la reduccién de metMb para dar
oxiMb y, a su vez, forman sulfMbFe(Il), tanto a partir de metMb como de oxiMb. Esto implica una
via de formacién de sulfohemo alternativa a las conocidas hasta la fecha, las cuales involucraban
la reaccién de oxiMb con HjS, o bien la reaccién de la hemoproteina con H,O, con compuestos de
azufre [3,/30]. Ademds de resultar ser una prueba de la capacidad reactiva de los hidropersulfuros en
sistemas biolégicos.

Para profundizar el andlisis de los mecanismos de reaccién subyacentes se analiz6 el agregado
del donante MCPD en presencia de TEMPOL (ver panel A de la figura[5.8) a la solucién de metMb,
puede observarse que la reduccién que da lugar a oxiMb se ve disminuida. Esto era de esperar dado
que el radical RSS' tiene un menor poder reductor que el RSSH. Asimismo, tal como fue visto por
Bianco y colaboradores [26], 1os resultados obtenidos confirman el hecho de que los RSSH son buenos
compuestos reductores. En cuanto a la generacion de sulfohemo, se observa la aparicién de un pico
ancho a 620 nm. Dicha banda podria corresponder a la generacién de distintos sulfohemos, no sélo el
sulfMbFe(II) que absorbe a 616 nm, sino también el sulfMbFe(I1)O, como el sulfMbFe(III), los cuales
presentan un méaximo de absorbancia a 623 nm [2]. Esto justificaria también el hecho de que no se
observa corrimiento en la banda de Soret, dado que tanto el sulfMbFe(II)O2 como el sulfMbFe(IIT)
absorben a 408 nm [2]. En el caso de la oxiMb (ver panel B de la figura[5.8), se observa una disminucién
de la generacion de sulfMbFe(II).

Estos resultados muestran que la reacciéon de reduccién de metMb a oxiMb se debe exclusivamente

ala reaccién entre dicha proteina y el MCP-SSH. En cuanto a la formacién de sulfMb, la situacién
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es mds compleja, pero puede decirse que la reaccién de MCP-SSH con metMb o oxiMb da lugar
exclusivamente al sulfMbFe(II), mientras que la reaccién del RSS® da lugar a sulfohemos con distintos
estados de oxidacién y coordinacién.

Al realizar el agregado de MCPD a pH 8,5 en el caso de la metMb (ver panel A de la figura[5.9) se
observa que ocurre la reduccién a oxiMb de igual manera que cuando se realiza la reaccién a pH 7,4,
mientras que la generacién de sulfMbFe(II) se ve disminuida. Esto es indicativo de que la especie
que reacciona generando el sulfMb es RSSH y no el RSS™, lo cual puede deberse al hecho de que
sea necesaria una transferencia de H como primer paso de reaccion. Esto se confirma al analizar la
reaccion para la oxiMb a pH 8,5 (ver panel B de la figura[5.9) donde se observa un muy leve crecimiento
de labanda a 616 nm, lo que corresponde a una muy leve generacién de sulfMbFe(II).

Por ultimo, al analizar lo que ocurre al agregar el donante de MCP-SSH al compuesto I de la
Mb (ver figura[5.10), se observa que se tiene oxiMb (determinado por las bandas Q caracteristicas a
542 y 581 nm) y una banda ancha a 620 nm. Dicha banda puede ser asignada a una mezcla de los
sulfohemos ademads del sulfMbFe(Il), ya que tanto el sulfMbFe(II)O, como el sulfMbFe(III) absorben a
623 nm [2]. Si se observa el panel de la izquierda en la figura[5.10} no existen grandes cambios en la
banda de Soret. Esto puede deberse a que tanto el sulfMbFe(II)O, como el sulfMbFe(III) absorben a
408 nm [2]. Este resultado muestra que la reaccién de MCP-SSH con metMb genera exclusivamente el
sulfMbFe(II), mientras que en el caso de la reaccién del compuesto I de la Mb y el MCP-SSH genera
distintas variedades de sulfohemo.

Todos los resultados anteriormente descriptos se encuentran condensados en el siguiente esque-

ma:

RSSH + O,

MbFe(lll) ;—b MbFe(I1)O;

RSSH
HZOD\ /SSH

H20 SulfMbFe(ll)
Y
MbFe(IV)=0 P** SulfMbFe(lll)
I - 0
RSSH SulfMbFe(11)05

Figura 5.11: Esquema de la reaccién de la oxi y metMb con los hidropersulfuros. En gris se encuentran los pasos o
compuestos que no pudieron ser establecidos univocamente
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5.5. Conclusiones

Con todos los resultados presentados en el presente capitulo, se ha demostrado una via de gene-
racion de sulfohemo alternativa a las anteriormente conocidas y especifica para la generacién del
sulfMbFe(II), que involucra la reaccién de hidropersulfuros con mioglobina. En el caso de la metMb,
ocurre, ademads, la reduccién de la misma para dar oxiMb. Dicha reaccién impide determinar si la
formacion del sulfMbFe(II), sucede por reaccién directa de la metMb y el hidropersulfuro o si es debida
alareaccion de la oxiMb generada con el compuesto de azufre. Ademds, se descart6 la implicancia
de otros compuestos de azufres (tioles, disulfuros y trisulfuros) en la generacién de sulfMbFe(II). Se
verifico, también, que la reaccion del RSS™ con las Mbs produce distintos sulfohemos. Lo mismo ocurre
al realizar la reacciéon de del compuesto I con el hidropersulfuro. Por tltimo, la disminucién en la
produccién de sulfMbFe(II) a pH 8,5 establece que resulta necesaria la transferencia de un H para su
formacién.

Estos resultados representan un punto de partida para la comprensién de cémo sucede la ge-
neracion del sulfohemo. Ademads, aportan informacién acerca del rol de los hidropersulfuros como

reductores de hemoproteinas.
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CAPITULO

CONCLUSIONES GENERALES

En la presente tesis se estudiaron reacciones entre distintas hemoproteinas y moléculas inorga-
nicas pequenas, permitiendo conocer un poco mas acerca de la reactividad del grupo hemo y las
hemoproteinas y asi entender cémo pueden llevar a cabo reacciones tan diversas.

En particular, en el capitulo IT], se estudiaron especificamente las reacciones de dioxigenacién
mediadas por dos dioxigenasas hémicas: 2,3-tripté6fano y 2,3-indolamino dioxigenasa. En el caso de la
TDO, se estudi6 el mecanismo de reaccién para la proteina humana, recientemente cristalizada. Los
resultados obtenidos muestran que la reaccion se inicia a través del ataque directo del O, coordinado
al hemo al C, del Trp, lo que da lugar al grupo ferrilo en el grupo hemo y al 2,3-alquilep6xido. Luego,
ocurre la apertura 4cida del 2,3-alquilep6xido, debido a que sucede una transferencia de protén,
desde el grupo amino del Trp al &tomo de oxigeno del ep6xido, junto con la posterior adiciéon del
segundo dtomo de oxigeno. Al comparar dichos resultados con los obtenidos para la xcTDO, puede
decirse que son muy similares, aunque las barreras energéticas son significativamente menores para la
proteina humana. Los resultados de los célculos de dindmica molecular sugieren que dicha diferencia
puede ser atribuida a la interacciéon entre la glicina 152 (presente en el sitio activo) con el oxigeno
coordinado al grupo hemo, la cual resulta ser més intensa en el caso de la proteina humana y podria
ser la responsable de estabilizar los estados de transicién y disminuir asi las barreras energéticas.
Estos resultados completan el panorama reactivo de las dioxigenasas humanas. La confirmacién de
que el mecanismo de reaccion sea el mismo para todas las enzimas de la familia estudiadas hasta el
momento (xcTDO, hTDO e hIDO), a pesar de las pequenas diferencias que se encuentran en el sitio
activo, subrayan su robustez.

Por otro lado, para el caso de la IDO, debido a que la estructura cristalina publicada no se encontra-
ba completa, se realiz6 un modelado del loop faltante y luego, un muestreo del espacio conformacional

en presencia del Trp en dos conformaciones distintas y en ausencia del mismo, con el objetivo de

135
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comprender qué efecto tenia el Trp en la dindmica del loop. Los resultados obtenidos muestran que el
loop presenta un comportamiento diferente segtin la zona que se analice. Debido a esto se dividi6 en
dos sectores: la regién loop-JK¢, cercana a la zona C terminal de la proteina y la regién del loop mas
cercana al N terminal. La primera puede adoptar distintas conformaciones denominadas: abierta,
intermedia y cerrada. Mientras que la segunda, es més flexible y, a pesar de poder adoptar conforma-
ciones con ciertos elementos de estructura secundaria, no posee conformaciones dominantes. Un
andlisis especifico para cada tipo de coordinacién del loop da como resultado que en presencia del Trp
en la Cfl tinicamente se encuentra al loop-JK® en la conformacién cerrada. En cambio, en el caso de
la Cf2 resultan las conformaciones abiertas e intermedias las mds pobladas. En el caso del sistema sin
Trp la estructura mayoritaria es la conformacion cerrada, aunque la misma posee mayor variabilidad
que en el caso de la Cfl. Con estos resultados se propone un modelo en el cual la regién C del loop
posee un rol destacado en la unién a sustrato. La falta de estructura del loop-JK" y su dindmica sugiere
que puede ser blanco de modificaciones post-traduccionales o interacciones proteina-proteina prove-
yendo una forma extra de control de la actividad biolégica de IDO. La evaluacién de estos resultados
en su conjunto otorga evidencia para establecer que la diferencia entre la hIDO yla hTDO no surge
necesariamente de la quimica de la reaccién, ni de la identidad de los residuos presentes en el sitio
activo, sino de los mecanismos de union de sustrato y de la potencial regulacién por modificaciones
post-traduccionales o por interaccién proteina-proteina que puede suceder en el caso de la hIDO a
través de la regién loop-JK"V. Ademds, toda la informacién aqui presentada acerca del funcionamiento
de estas dioxigenasas, resulta 1til a la hora de realizar un disefio racional de drogas, considerando que
estas proteinas pueden tratarse de blancos terapéuticos para el tratamiento de cdncer.

Por otro lado, cabe destacar que la metodologia utilizada en este capitulo para la determinacién
de la estructura del loop, es innovadora, ya que hasta nuestro conocimiento no ha sido utilizada
anteriormente y resulta una herramienta muy ttil para el modelado de zonas de proteinas que no
han podido ser cristalizadas. Para el modelado de una estructura desconocida, cominmente, se
utiliza solamente la técnica de modelado por homologia, la cual considera tanto la informacién de la
secuencia del sistema bajo estudio, como el uso de estructuras moldes, que consisten en proteinas
de la misma familia o con alta identidad de secuencia que poseen la zona de interés cristalizada. La
combinacién de dicha técnica con una técnica de muestreo avanzado del espacio conformacional,
como es replica-exchange, permite acotar el nimero de estructuras posibles del sistema, utilizando
un criterio termodindmico. Esto resulta ser muy importante a la hora de buscar la estructura de una
zona de la proteina que no ha podido ser cristalizada.

Por otra parte, en el capitulo IV, se estudi6 la posibilidad de generacion endégena de HNO a través

de la peroxidacion de hidroxilaminas mediadas por mioglobina. Fueron llevados a cabo estudios
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cinéticos, tanto para la generacion del compuesto I de la Mb, como para la reaccién de peroxidacién
de la hidroxilamina. Ademads, mediante el uso de un electrodo selectivo a HNO, se comprob6 que dicha
molécula era efectivamente producto de la reaccién y aprovechando esta herramienta se mejor6 la
estimacion de la constante de velocidad para dicha reaccién. Por dltimo, se estudié a nivel molecular
el mecanismo a través del cual ocurre la peroxidacién. La reaccién se inicia a través de la transferencia
de un 4tomo de hidrégeno desde la hidroxilamina al compuesto I de la mioglobina. La misma no posee
una barrera energética. Luego, ocurre una segunda transferencia de hidrégeno cuya barrera depende
del producto de la reaccién. Si la reaccién da lugar a HNO posee una barrera de 2 o 6 kcal/mol,
dependiendo del estado de espin; en cambio si el producto de la reaccién es NOH, la barrera es
de 9 o 15 kcal/mol. Estos resultados son importantes porque demuestran que la peroxidaciéon de
hidroxilamina mediada por hemoproteinas produce HNO y podria tratarse de una fuente endégena
de HNO.

Finalmente, en el capitulo V se realiz6 un estudio de la reactividad de los hidropersulfuros con
hemoproteinas, especificamente mioglobina. En este capitulo se confirmé la capacidad reductora de
dichos compuestos, dado que producen la reduccién de la metMb a oxiMb. Por otro lado, se detect6é
que son capaces de producir sulfMbFe(II). Dicho compuesto se encuentra en bajas concentraciones
en el organismo en personas saludables, y en altas concentraciones en pacientes que sufren sulf-
hemoglobinemia [1], enfermedad en la cual los pacientes presentan desaturacién de oxigeno. Sin
embargo, hasta la fecha se desconoce si dicho compuesto posee una funcién biolégica dada. Los
resultados presentados confirman que son los hidropersulfuros los responsables de la formaciéon de
dicho compuesto, descartando la participacién en dicha reaccién de los tioles, disulfuros y trisulfuros.
Los experimentos realizados a pH 8,5 muestran que para la formacion de sulfohemo resulta necesaria
la transferencia de un H. En contraposicion, la reacciéon de reducciéon de metMb para dar oxiMb no
se ve modificada por el cambio de pH. Por otro lado, se determiné que la reacciéon del RSS’ con las
Mbs produce el sulfMbFe(Il), el sulfMbFe(II)O, y el sulfMbFe(III). Asimismo, se ha demostrado que la
reaccién del compuesto I de Mb con el hidropersulfuro genera distintas especies de sulfohemo. Con
todos estos resultados, se ha mostrado una via de generacién de sulfohemo alternativa a las descriptas
en literatura, la cual resulta especifica para la generacion del sulfMbFe(II). Ademds, se ha demostrado
que los hidropersulfuros pueden no sélo ser reductores de hemoproteinas, sino que también estar in-
volucrados en reacciones como la generacién de sulfohemo que modifica las caracteristicas proteicas,
por lo que podria ser parte de su funcién.

En la presente tesis, se muestran dos reacciones realizadas por hemoproteinas en las cuales el
compuesto I del grupo hemo posee un rol destacado. En el caso de la dioxigenacién de tript6fano, el

compuesto I es un intermediario posterior a la primera adicién de un 4tomo de oxigeno a la molécula
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de Trp. En el caso de la peroxidacién de hidroxilamina, el compuesto I es un reactivo clave para que
ocurra dicha reaccidn. Estos resultados sugieren que dicho compuesto es el efector de las reacciones
de oxidacion llevadas a cabo por hemoproteinas. En consecuencia, para que estas reacciones ocurran,
requieren de la oxidacién del grupo hemo formando el compuesto I, que luego llevara a cabo la
reaccién de oxidacién del sustrato.

Ahora bien, no sélo es la versatilidad quimica del grupo hemo, en cuanto a sus diferentes estados
de coordinacién y los distintos estados de oxidacién posibles del ion de hierro, lo que le permite a las
hemoproteinas llevar a cabo tan diversas reacciones; sino también posee un rol importante el entorno
proteico. La identidad de los residuos en el sitio activo puede producir cambios en las caracteristicas
electrénicas del grupo hemo o bien modificar la polaridad del sitio activo, lo cual permite que se
alberguen distintos tipos de sustratos.

En resumen, en esta tesis se presentan resultados que aportan informacién acerca de la reactividad
del grupo hemo. Entendiendo c6mo son llevadas a cabo las reacciones en las hemoproteinas, puede
tenerse una mayor comprension de c6mo —aun compartiendo el mismo grupo prostético— realizan

tan diversas funciones.

6.1. Perspectivas futuras

La presente tesis origina nuevas preguntas que necesitaran ser desarrolladas en el futuro. Por un
lado, en el caso de la peroxidacién de hidroxilaminas, resulta interesante evaluar qué ocurre en el
caso de las hidroxilaminas metiladas o en otros sustratos con una unién C-N similar a las moléculas
que reaccionan con la NOS y asi poder evaluar c6mo sucede la produccién de HNO a través de la
oxido nitrico sintasa (NOS). Si bien la NOS es conocida por su funcién de producir NO mediante la
oxidaci6n de arginina a través de dos pasos de reaccién que utilizan O, y electrones que provienen de la
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) segtin el mecanismo presentado en la ﬁgura
se ha demostrado que en condiciones deficientes de tetrahidrobiopterina (BHy) [2-5] produce HNO,
lo cual resulta de gran interés debido a que se trata del mecanismo de produccién endégena de HNO
sugerido mas aceptado hasta el momento. El primer paso involucra una oxidaciéon de arginina para
dar N-hidroxi-L-arginina (NOHA). Para ello el O, es activado, a través de la formacién del compuesto I
de la NOS. Dicho compuesto oxida a uno de los nitrégenos guanidinios de la arginina (marcados en
rojo en la figura[6.I) dando lugar a una hidroxilamina. Si se repitiera nuevamente una oxidacién por
dos electrones se obtendrian, como productos de reaccién, la citrulina y HNO en lugar de NO, ya que
resulta ser andlogo a la peroxidacién de hidroxilamina que fue estudiada en la presente tesis. En el

mecanismo de la NOS, esto no ocurre debido a que la BH4 provee un electrén para la activacion del
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Figura 6.1: Esquema de la reaccién de la NOS.

02 en cada paso. Como resultado se forma el radical BH;*", el cual seria el responsable de remover un

electrén del dltimo paso de la reaccion, produciendo asi el NO y la citrulina (ver la ﬁgura.
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Figura 6.2: Esquema de la reaccién de la NOS para dar NO o HNO.

Por otro lado, con el objetivo de tener un mayor entendimiento de una posible funcién bioldgica,
resulta interesante realizar una caracterizacién de la reaccién de hidropersulfuros y la mioglobina en
ausencia de O. Esta perspectiva surge del hecho de que las reacciones de produccién de sulfohemo
descriptas en literatura requerian de la presencia de O, o de peréxido de hidrégeno [6-8]. Ademas, se
ha determinado la reversibilidad de la formacién de sulfohemo ante el burbujeo de O, [9]. Asimismo,
resulta importante, con el objetivo de entender el mecanismo de reaccién, caracterizar qué es lo
que ocurre con el hidropersulfuro una vez adicionado el &tomo de azufre en el anillo pirrélico B del
grupo hemo para dar el sulfohemo. Por otro lado, resulta importante definir cudl es exactamente
la estructura del sulfohemo obtenido mediante la reaccién del hidropersulfuro con mioglobina.

Esto podria ser llevado a cabo mediante el uso de resonancia magnética nuclear o la difraccién de



140 CAPITULO 6. CONCLUSIONES GENERALES

rayos X, ambas técnicas ampliamente utilizadas en la determinacién de la estructura proteica. De
forma complementaria, resulta interesante evaluar si es posible la formacién de un sulfohemo en
porfirinas de hierro. Esto facilitaria el estudio del mecanismo de reaccién dado que se trata de sistemas
simplificados. Debe tenerse en cuenta que, como fue nombrado anteriormente, la histidina distal
resulta clave para la produccién del sulfohemo en hemoproteinas. Es por ello que podria evaluarse
si el agregado de una base reemplaza el rol de dicho residuo. Una vez obtenida dicha informacién,
resulta interesante realizar calculos QM-MM para entender la base molecular a través de la cual
ocurre la formacién del sulfohemo. Por tltimo, dado que la literatura establece que la histidina distal
resulta clave para la generacion de sulfohemo (7], seria importante realizar los calculos con dicho
residuo, considerado cudntico y variando sus estados de protonaciéon. La formacién del sulfohemo
podria tratarse de una via de regulacion de la actividad de la mioglobina y hemoglobina, dado que su
formacion resulta en una disminucién de la afinidad de dichas proteinas por O, la cual es reversible a
altas concentraciones de O,. La respuesta a los interrogantes aqui planteados aportaria informacién

acerca de la funcién biolégica del sulfohemo.
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UNIDADES ATOMICAS

Propiedad Unidad atémica Sistema internacional de unidades
masa masa del electrén, m, 9,1094x 1073 kg
carga carga de un protén, e 1,60224x 10719 C
momento angular constante de Planck divido por 27, i 1,0546x 10734 J.s
distancia radio de Bohr, ag = % 52918x10 1 m

energia E, = e _ _¢ 4,3597x10718]
g h= Ten2eZn? ~ mesag '
permitividad 4megy 1,1127x10719 2 7 1m~L
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