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Estudio fisicoquimico y bioinformatico de la familia

de hemoglobinas truncadas

Resumen

Las hemoproteinas son proteinas que poseen un grupo hemo unido generalmente de forma
covalente. Participan en transporte de gases, en reacciones de transferencia de electrones y
catdlisis de reacciones redox. Un grupo muy particular dentro de estas proteinas son las
hemoglobinas truncadas (trHbs), que constituyen una familia interesante de referencia para
estudios de estructura y funcién de proteinas, debido a su plegado conservado y pequefo
tamanio. Las trHbs estdn presentes en los tres super reinos de la vida, bacteria, arquea y varios
organismos eucariotas. Han sido clasificadas en tres grupos, conocidos como N, O y P. Si bien la
mayoria de trHbs no poseen una funcion asignada, se conoce que ésta generalmente depende
de su afinidad por ligandos pequefios, es decir, de la relacién entre la velocidad a la cual captan
y liberan ligandos, caracterizadas por constantes de velocidad k,, y k,f, respectivamente. De
alli la relevancia de abocarse al estudio de los determinantes moleculares de tal afinidad.

Los procesos de captacion y liberacidon de ligandos han sido extensamente estudiados
durante los ultimos afios por diferentes grupos de investigacién, incluido el grupo donde se
desarrolld la presente tesis, utilizando enfoques tedricos y experimentales. Sin embargo, solo se
estudiaron algunos de los procesos involucrados, tales como el rol de tuneles e interacciones de
puentes de hidrégeno, encontrandose Unicamente tendencias cualitativas respecto a
constantes Ko Y Ko

En la presente tesis, a través de la aplicacién de diversas técnicas computacionales, se
profundizd en la descripcion anterior mediante la inclusion de dos determinantes moleculares
cruciales en el proceso de captacién de ligandos: las cavidades internas de las proteinas y el rol
de las moléculas de agua presentes en el sitio activo. Adicionalmente, se construyé un modelo
matematico, validado a través de un riguroso analisis estadistico, que permite predecir de
manera cuantitativa las constantes k,y, y ks de Oz.

Dado que la mayoria de trHbs no poseen una funcién asignada, se extendio el alcance del
modelo propuesto a toda la familia de trHbs, prediciendo valores para una gran cantidad de
trHbs (sobre un total de ~1100 secuencias proteicas). Se asignaron posibles funciones
moleculares y se analiz6 a esta familia de proteinas en un contexto evolutivo-funcional,
caracterizando a cada grupo filogenético. De manera adicional, el estudio evolutivo reveld que

hay un grupo de trHbs que comparte caracteristicas comunes que lo diferencian



significativamente del resto de los grupos conocidos (N, O y P), por lo que se lo clasificé como
un cuarto grupo, denominado Q.

Finalmente, puesto que una de las proteinas mas estudiadas durante el desarrollo de la
presente tesis (la trHb O de Thermobifida fusca, Tf-trHbO) es una proteina termoestable
perteneciente a una actinobacteria termoéfila, se estudiaron las bases moleculares de su
termoestabilidad comparandola con una trHb mesoestable: la trHb O de Mycobacterium
tuberculosis. Se encontrd que la alta estabilidad térmica de la Tf-trHbO se explica, en gran parte,
por el cambio de un Unico aminoacido que altera la estructura de un loop, haciéndolo mas
flexible y promoviendo la formacién de puentes salinos.

En su conjunto, esta tesis presenta una profunda caracterizacion de dos factores cruciales
en el proceso de captacion de ligandos en hemoglobinas truncadas, que, incluidos en un modelo
matemadtico junto a una descripcién del proceso de liberaciéon de ligandos como ha sido
previamente descripta, permiten explicar valores experimentales de k,, y k,rs de O; con una
precision muy alta. La extensién del modelo a toda la familia de trHbs ha permitido asignar
posibles funciones moleculares a una gran cantidad de miembros de estas globinas.
Complementado con un analisis evolutivo y bioinformatico, se ha logrado ademas obtener una
detallada caracterizacién de cada grupo de trHbs, descubriendo incluso un grupo nuevo. Por
ultimo, el estudio tedrico sobre la termoestabilidad de la Tf-trHbO abre las puertas a posteriores

estudios que analicen las bases moleculares de la adaptacion a condiciones extremas.

Palabras clave: hemoglobinas truncadas, cavidades internas, sitios de hidratacidén, dindmica
molecular, QM/MM, prediccién de constantes cinéticas, prediccién secuencia-estructura-

funcidn, filogenia, evoluciéon molecular, bioinformatica, termoestabilidad.



Physicochemical and bioinformatic study of the

truncated hemoglobin family

Abstract

Hemeproteins are proteins that possess a heme group generally covalently bound. They
participate in gas transport, electron transfer reactions and catalysis of redox reactions. A
particular group within these proteins is the truncated hemoglobins (trHbs), which constitute an
interesting benchmark group for structure-to-function studies, due to its conserved fold and
small size. The trHbs are present in all three superkingdoms of life, bacteria, archeas and several
eukaryotes. They have been classified into three groups, labeled as N, O and P. While most trHbs
do not have an assigned function, it is well known that generally their function depends on their
affinity for small ligands, i.e. the balance between capture and release ligand rates,
characterized by the k,, and k,ss rate constants, respectively. Hence, the importance of
focusing on the study of the molecular determinants of this affinity.

The ligand capture and release processes have been extensively studied throughout in the
last several years, by different research groups, including the group in which this thesis has been
developed, with theoretical and experimental approaches. However only some involved
processes, such as the role of tunnels and hydrogen bond interactions, were studied finding
merely qualitative trends in k,,, and ks rate constants.

In the present thesis, through the application of a variety of computational techniques, we
incorporated to the previous description two key determinant factors of the ligand capture
process: protein internal cavities and the role of water molecules in the active site. Additionally,
validated through a rigorous statistical analysis, a mathematical model for the quantitative
prediction of Oz k,y, and k,¢f rate constants was built.

Due to the fact that most trHbs do not have an assigned function, we extended our
proposed model to the whole family, predicting values for a large amount of trHbs (over ~1100
protein sequences). In this context, possible molecular functions were assigned, as well as a
protein family analysis in an evolutionary-functional scenario, characterizing each phylogenetic
group. Furthermore, the evolutionary study revealed a novel trHb group that shares common
features that differentiate it from the rest known groups (N, O and P), so it was classified in a
fourth group, labeled as Q.

Finally, given that one of the most studied proteins along this thesis (the trHb O from

Thermobifida fusca, Tf-trHbO) is a thermostable protein from a thermophilic actinobacteria, the



molecular basis of its thermostability was studied, comparing it with a mesostable trHb: the trHb
O from Mycobacterium tuberculosis. It has been found that the high thermal stability of Tf-
trHbO, is mainly explained by a single amino acid change that alters a loop structure making it
more flexible, which also promotes the formation of salt bridges.

Overall, in this thesis we present for the truncated hemoglobin family a deep
characterization of two key determinant factors of the ligand capture process that, included in
a mathematical model together with a description of the ligand release process that has been
previously made, allows us to explain experimental Oz k,, and ks values with high precision.
The extension of the model to the whole trHb family enabled putative molecular function
assignments. Complemented by an evolutionary and bioinformatics analysis, a detailed
characterization of each trHb group was also achieved, describing a novel group. Last but not
least, the theoretical study of the Tf-trHbO thermostability is a first step towards further in-

depth studies of the molecular basis of adaptation to extreme conditions.

Keywords: truncated hemoglobins, internal cavities, hydration sites, molecular dynamics,
QM/MM, kinetic constants prediction, sequence-structure-function prediction, phylogeny,

molecular evolution, bioinformatics, thermostability.
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I. Introduccion

|.1 Biofisicoquimica y bioinformatica

La biofisicoquimica es un area multidisciplinaria que, mediante el estudio de procesos
quimicos vy fisicos, busca comprender fendmenos bioldgicos a distintos niveles: atdomico y
molecular. Se ocupa de estudiar la identidad y las interacciones entre moléculas pequenas,
medianas, macromoléculas y complejos macromoleculares formados por lipidos, azucares,
proteinas y dcidos nucleicos.

Por otra parte, la bioinformdtica, un area relativamente emergente en Argentina, surge en
la década de los ‘90 con la masiva aparicién de grandes volumenes de datos biolégicos que se
van depositando en almacenes digitales. La bioinformdtica constituye también un espacio
multidisciplinario con dos pilares fundamentales: la biologia y la informatica, nutriéndose
ademas de la quimica, la matematica y la estadistica. Este campo de la ciencia busca estudiar y
procesar datos biolégicos para dar respuesta a distintos interrogantes a escalas microscépicas y
macroscépicas.

La conjuncién de la biofisicoquimica y la bioinformatica, daria lugar a lo que hoy muchos
llaman bioinformatica estructural o biologia estructural computacional. En la presente tesis de
doctorado es esta interaccion entre dreas de la ciencia la que permite el estudio desde casos
particulares a generales, extrayendo interpretaciones y conclusiones para toda una familia de
proteinas. A su vez, la sinergia entre estas areas del conocimiento también facilita enfoques que
van desde lo general a lo particular, como en el disefio racional de drogas partiendo de inmensas

bibliotecas de posibles compuestos seleccionados como blancos terapéuticos.

.2 Hemoproteinas

Las proteinas desempenan un papel fundamental para la vida y son las biomoléculas mas
versatiles y diversas conocidas. Dentro de la vasta cantidad de proteinas que existen, un
conjunto muy importante son las metaloproteinas, aquellas que contienen un ién metalico
como cofactor y, dentro de éstas, estan las hemoproteinas, que contienen un grupo prostético
denominado hemo, con un Fe como atomo central. El grupo hemo (figura 1.1.A) contiene un
anillo tetrapirrdlico ciclico con sustituyentes laterales (figura 1.1.B). En el centro de este anillo

tetrapirrdlico se encuentra un atomo de hierro que se encuentra generalmente en estado
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ferroso (Fell) o férrico (Felll ), y que esta coordinado a los cuatro nitrégenos de los pirroles. El
pirrol (figural.1.C) es un compuesto quimico organico aromatico y heterociclico, que consiste

en un anillo de cinco miembros que responde a la férmula CsHsN.

HOGHL

COO0OH

Figura |.1. Estructuras quimicas del grupo hemo (A) y sus constituyentes: un anillo tetrapirrdlico ciclico con

sustituyentes laterales (B) y el pirrol (C).

|.3 Superfamilia de globinas

La clasificacién anterior no considera relaciones evolutivas entre proteinas. Cualquier
proteina conteniendo un grupo hemo es llamada hemoproteina, aunque dichas proteinas no
posean un parentesco evolutivo. Si por el contrario se realiza una clasificacion evolutiva de
proteinas considerando sus secuencias aminoacidicas, aperece un grupo bien diferenciado de
proteinas solubles que contienen un grupo hemo y un plegado muy particular, denominadas
globinas.

La superfamilia de globinas ofrece un amplio, diverso y extensamente estudiado grupo de
biomoléculas, cuya funcidén esta intimamente ligada a la afinidad y reactividad por ligandos
pequefios (principalmente O,, pero también NO, CO, NO, y S;H)*?. Las Hbs pueden tener otras
funciones ademas del almacenamiento y transporte de oxigeno, incluyendo funciones de
censado y enzimaticas, como catalasas y peroxidasas®. Las globinas con alta afinidad por O3
funcionan usualmente como enzimas redox de O, (y otras especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno), como las hemoglobinas truncadas de micobacterias*®. Globinas con afinidad
moderada por O, en general actian como proteinas de almacenamiento y transporte de O,
como la mioglobina y la hemoglobina de mamiferos®’, mientras que las globinas con baja
afinidad por O, funcionan como sensores redox de NO y CO, como la guanilato ciclasa soluble o

los sensores acoplados a globinas (GCS)3.
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.4 Hemoglobinas truncadas

Las hemoglobinas truncadas (trHbs), también llamadas Hbs 2/2, son uno de los tres linajes
dentro de la superfamilia de globinas, junto con las globinas de dominio Unico 3/3 (globinas SD),
flavohemoglobinas y las GCS 3/3 y protoglobinas. La familia de trHbs es la Unica presente en los
tres super reinos de la vida, bacteria, arquea y varios organismos eucariotas>!?. Basado en un
andlisis filogenético realizado con 111 secuencias disponibles en el afio 2006, y sobre la
caracterizacion reportada por Wittenberg y otros investigadores cuatro afios antes®, las trHbs
han sido agrupadas en tres grupos, conocidos como N, O y P (también llamados I, Il y lll), dando
lugar a la notacidén trHbN, trHbO y trHbP, respectivamente. Estas proteinas se caracterizan por
su simplificado y Unico plegado caracterizado por 2 a-hélices sobre 2 a-hélices (2/2) (figura |.2A)
y por su reducido tamafio relativo de entre un 75 y 80% respecto a las hemoglobinas de
vertebrados 3/3°. Dada su estructura tridimensional, las trHbs se organizan en bloques definidos
por a-hélices y loops nombrados en orden alfabético, como se muestra en la figura |.2A, con la
finalidad de facilitar la descripcién textual y llegar a una rapida identificaciéon de la posicién
espacio-estructural a la cual se esta refiriendo. Utilizando esta notacidn, el plegado 2/2 se da
entre las hélices By E sobre las G y H del plegado tipico de globinas. Estos dos pares de hélices
se disponen en el espacio en forma antiparalela y se ensamblan de manera tal de rodear y
resguardar al grupo hemo del solvente, conteniéndolo en una cavidad hidrofébica. Dentro de
ésta, el plano que describe el anillo porfirinico define los sitios proximal y distal. El grupo hemo,
ademas de ser contenido por una cavidad hidrofdbica, es retenido por la proteina formando un
enlace de quinta coordinacion entre el atomo de hierro del mismo y una histidina caracteristica
del sitio proximal perteneciente a la hélice F, la HisF8. Por otro lado, hay varios aminodcidos
polares encargados de estabilizar los propianatos de este cofactor metadlico, los cuales se
identificaran y describiran en el capitulo V.

Como se comentd en la seccidn anterior, las globinas poseen funciones relacionadas con la
afinidad y reactividad por ligandos pequefios. El valor de dicha afinidad estd determinado por el
cociente entre las constantes cinéticas de asociacion (k) y disociacion (k,fr). Estas constantes
corresponden a los procesos moleculares de captacidon y liberacidn, respectivamente, de
ligandos pequefios. Para que ambos procesos se lleven a cabo, la participacion del grupo hemo
es crucial. Sin embargo, puesto que éste esta enterrado en el interior de estas globinas, esta
protegido del ambiente acuoso y, por ende, no esta directamente accesible a ligandos en
solucidn. Tal es asi que, en el proceso de captacidn, los ligandos deben encontrar al menos un
“camino” que conecte el solvente con el sitio activo de una globina, un canal de migracién. Una

vez que un ligando logra migrar desde el solvente hacia el sitio activo a través de estos tuneles
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o canales, debe desplazar otros posibles ligandos que se encuentren en el sitio activo (ya sea
unidos al atomo Fe o no, ligandos externos o aminoacidos proteicos) y, finalmente, formar el
enlace Fe-ligando y ser estabilizado por interacciones con la proteina?>™*4 Por otro lado, la
liberacién de los ligandos involucra el proceso inverso: la ruptura de las interacciones ligando-
proteina y su escape hacia el solvente®>*>,

Ambos procesos moleculares de captacion y liberacién de ligandos pequenos han sido

extensamente estudiados en trHbs tanto por el grupo de investigacidon donde se ha desarrollado

presente tesis como por otros grupos, utilizando enfoques tedricos y experimentales®>417-23,

Sin embargo, solo algunos de los procesos involucrados fueron estudiados, tales como el rol de
tuneles e interacciones de puentes de hidrégeno en el proceso de migracién de ligandos haciay
desde el sitio activo. En todas las oportunidades, se estudiaron casos aislados de a una o dos
proteinas a la vez, y hasta el momento los resultados de las simulaciones no han sido puestos a
prueba frente a todos los datos experimentales disponibles. Por otro lado, solamente se

encontraron tendencias cualitativas respecto a datos experimentales de ko, ¥ ko -

Figura 1.2. A) Plegado A B

tipico de la estructura de
las trHbs y los bloques
estructurales
comunmente usados en
diferentes colores. B)
Representacion
esquematica mostrando
los tres posibles canales
para ingreso y egreso de
ligandos en trHbs: canal
largo, canal corto G8 y
portal E7 (en rojo, azul y
verde, respectivamente).

Canal'largo

\

+ Portal E7

\ 4
Canal corto
G8

En cuanto a la migracién de ligandos pequefios desde el solvente hacia el sitio activo, las
trHbs presentan tres posibles tuneles o canales topoldégicamente diferentes, denominados canal
largo, canal corto G8 y portal E7 (la ruta principal de ingreso y egreso de ligandos en mioglobina

2425) como puede observarse en la Figura |.2B. Algunos miembros de esta familia

y hemoglobina
de proteinas presentan solo uno de estos tuneles “abiertos”, mientras que otros poseen dos de
los tres descriptos.

Por otro lado, el entorno del sitio activo, también llamado sitio distal, esta definido por
cinco posiciones estructurales denominadas, al igual que la HF8, de acuerdo a la posicidn en la
estructura secundaria a la que pertenecen: B10, CD1, E7, E11 y G8°, esquematizada en la figura

[.2. La identidad de estos aminoacidos da lugar a caracteristicas distintivas en las trHbs, puesto

gue modulan la afinidad de acuerdo a cuan fuertemente estabilicen a los ligandos exdgenos. Si
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bien resulta tentador analizar la contribucién de cada aminoacido por separado, actian como
un grupo al momento de definir la reactividad por cada ligando, por lo que es dicho grupo quien
modula la afinidad. Esto esta evidenciado por los ejemplos mostrados en la figura 1.3, donde la
presencia de aminodacidos capaces de formar puentes de hidrégeno (como la YB10 en el caso
presente) no necesariamente significa que ellos actuaran estableciendo este tipo de interaccion
de corto alcance con los ligandos alli presentes. En la trHb P de Campylobacter jejuni (Cj-trHbP),
la presencia de HE7 compite por el grupo OH de la YB10, mientras que el WG8 expulsa al O; lejos
de ésta, atrayéndolo hacia él. Por otro lado, en un caso donde no hay Wen G8 yH en E7, en la
trHb N de Mpycobacterium tuberculosis (Mt-trHbN), la YB10 se encuentra estabilizando
estrechamente al ligando unido mediante un puente de hidrégeno.

Cj-trHbP Mt-trHbN

Figura |.3. Representacidén esquematica de los sitios activos de Cj-trHbP (panel izquierdo) y Mt-trHbN (panel derecho).
Se muestran el grupo hemo (en gris), el O, (en rojo) unido mediante el enlace de sexta coordinacion al &tomo de Fe
central del grupo hemo y los cinco aminoacidos claves del sitio distal. Las interacciones de puentes de hidrégeno para

los ejemplos presentes se encuentran sefialados con lineas punteadas.

.5 Objetivos y lineamientos

El principal objetivo de esta tesis doctoral consistié en comprender cudles son y como se
modulan los determinantes moleculares de la captacién y liberacién de ligandos en trHbs. Se
comenzé estudiando los determinantes moleculares involucrados en estos procesos en dos de
los miembros de esta familia, la trHb O de Thermobifida Fusca (Tf-trHbO) y la trHb N de
Mycobacterium tuberculosis (Mt-trHbN). Posteriormente se disefié un modelo fisicoquimico
que, incluyendo relaciones cuantitativas entre estos determinantes moleculares, permitio
estimar cuantitativamente las constantes cinéticas experimentales de k., y ks de O,. Con este

poder predictivo, se abordd un estudio evolutivo-molecular de toda la familia de trHbs, y se
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asignod a cada miembro de la familia una posible funcién en base a su capacidad para captar y
liberar O..

Dado que uno de los modelos de trHb elegidas corresponde a la Tf-trHbO, una proteina
termoestable, se realizé un estudio preliminar de las bases moleculares de su termoestabilidad.
Se espera que sea un punto de partida para posteriores estudios que profundicen sobre las bases
moleculares de la termoestabilidad en estas proteinas.

Para alcanzar estos objetivos propuestos, se aplicaron diversas técnicas computacionales
de muestreo y analisis basados en dindmica molecular clasica, cdlculos hibridos cuantico-
clasicos, construccion de modelos matematicos, anadlisis y alineamiento de secuencias,
construcciéon de arboles filogenéticos y analisis evolutivos, desarrollados en detalle en el capitulo

correspondiente a métodos (lI).
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II. Métodos generales de simulacion

computacional

Aqui se presentaran los métodos que seran utilizados en diversos capitulos de la presente
tesis, los relacionados con el muestreo y andlisis de sistemas de biomoléculas basados en
dindmica molecular clasica y cdlculos hibridos cuantico-clasicos. Aquellos métodos empleados
para la resolucion de problematicas particulares, como la construccion de modelos
matematicos, analisis y alineamiento de secuencias, construccidon de arboles filogenéticos y
analisis evolutivos, seran descriptos en detalle en los capitulos correspondientes a su utilizacion.

Al utilizar métodos de simulacién computacional es importante tener presente que éstos se
basan en modelos, es decir, en representaciones (aproximaciones) del mundo real que tienen
caracteristicas y limitaciones que los definen y diferencian entre si, principalmente debido al
nivel de aproximacion de cada uno. Es preciso entonces identificar primero cual de estos
métodos es el indicado para dar respuesta a los interrogantes fenomenoldgicos que se planteen.
Por un lado, los modelos mas detallados, provenientes de la quimica cuantica (QM, por sus siglas
en inglés, Quantum Mechanics) consideran de manera explicita la densidad electrénica de los
atomos intervinientes en un sistema, por lo que permiten estudiar y resolver problemas
referentes a mecanismos de reacciones quimicas (formacidn y ruptura de enlaces covalentes),
transferencia de cargas, estados electronicamente excitados, espectroscopias IR, Raman, RMN,
y UV. Por otro lado, los modelos de mecanica molecular o clasica (MM, por sus siglas en inglés,
Molecular Mechanics), caracterizados por un nivel de detalle menor, consideran a los dtomos
como esferas rigidas con cargas puntuales, por lo que ya no describen cambios en la distribucion
electrénica. Estos modelos MM son utilizados para resolver problemas referentes a la dindmica
de sistemas de biomoléculas (proteinas, lipidos, carbohidratos, acidos nucleicos) dependiente
del tiempo y del entorno, cambios conformacionales pequefos, difusion de ligandos,
determinacidn de factores moleculares que intervienen en una funcién biolégica particular,
interacciones proteina-proteina, proteina-ligandos, proteina-inhibidores, proteina-ADN.

Dado que los modelos MM describen a los sistemas de manera mucho mas aproximada que
los modelos QM, el costo computacional asociado a la simulacién de sistemas con un modelo u
otro varia inmensamente. Mientras que en general suelen estudiarse sistemas QM de un

tamafio aproximado de entre 50 y 150 atomos con tiempos de simulacion de la escala de

21



decenas a cientos de ps, los sistemas MM suelen abarcar hasta 3 érdenes de magnitud mas
(150.000 atomos), y tiempos de la escala de cientos de nanosegundos.

En las secciones siguientes se hara una breve descripcion sobre como funcionan los métodos
cuanticos, clasicos e hibridos cuantico-clasicos, seguido de técnicas de muestreo de la superficie

de energia potencial de los sistemas.

[I.1 Métodos basados en la mecdnica cuantica (QM)

Cuando se desea predecir las propiedades de sistemas moleculares microscépicos,
considerando la distribucién electrdnica de un sistema, se deben resolver las ecuaciones de la

mecanica cuantica, que tienen como ecuacién fundamental a la ecuacién de Schrédinger?:

ihy (r,t)

i (I1.1)

~ Ly, + v, =

Esta es una ecuacién diferencial cuya solucién consiste en obtener la funcién de onda, que
da la descripcidn matematica de un sistema de particulas cudnticas, sujetas al potencial dado.
La funcion de onda contiene toda la informacién necesaria para calcular las propiedades del
sistema.

El objetivo basico de la quimica cuantica es resolver la ecuacidn de Schrédinger para un
sistema molecular. Resulta imposible resolver de forma exacta esta ecuacion para un sistema
molecular, y se deben buscar soluciones aproximadas. El primer paso en el camino a la soluciéon
consiste en suponer que el potencial es independiente del tiempo (lo cual es cierto si no hay
fuerzas externas). A partir de esto se deduce una ecuacion independiente del tiempo, cuya
solucidn solo depende de las coordenadas espaciales de las particulas, que ademads esta

univocamente relacionada con la energia del sistema. Si se define ahora al operador
hamiltoniano como:

A=-My2yy (11.2)

2m

la ecuacidn de Schrodinger se reduce a:

AY(r) = E¥(r) (11.3)

La ecuacién de Schrodinger es, por lo tanto, una ecuacién diferencial en derivadas parciales
de autovalores, en donde un operador actua sobre la autofuncién, obteniendo como resultado
a la funciéon multiplicada por un escalar. La segunda simplificacién que se debe tener en cuenta
es la denominada aproximacién de Born-Oppenheimer, que consiste en desacoplar el
movimiento de los ndcleos del de los electrones. Este procedimiento se justifica ya que la
velocidad relativa de los nucleos con respecto a la de los electrones resulta ser despreciable. Asi,

se asume que los electrones se mueven en un potencial de cargas positivas estaticas dadas por
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las posiciones nucleares. El problema queda ahora reducido a obtener la funciéon de onda para
el siguiente operador denominado hamiltoniano electrdnico, para un sistema compuesto por M
nucleos y N electrones:

o= -3, SV2— 3N SH 244+ 3l 3, — (I1.4)

iA ij

En este operador se pueden distinguir tres términos, el primero representa la energia cinética
electrdnica, el segundo es el potencial asociado a la interaccidn nucleo-electrén y el tercero es
el potencial de la interaccidn electrén-electrén. Si bien con las aproximaciones mencionadas se
ha simplificado el problema, aln no se obtuvo un método que permita resolver la ecuacidn de
Schrodinger. La clave para resolver de manera aproximada ecuaciones diferenciales de este tipo
es utilizar el principio o teorema variacional. Este postula que al evaluar la energia con una
funcién de prueba (diferente de aquella que es solucion exacta de la ecuacién que no se conoce),
la energia que se obtendra sera siempre mayor a la energia real (la correspondiente a la funcion
de onda que es solucién exacta) del sistema, o sea:

<Y MHY'(r) = E, (11.5)
donde E; representa la energia real del sistema que corresponde a evaluar:

<¥mIHlP@) = E (I1.6)
y la funcién de onda es la funcidon de onda real del sistema, solucidn exacta de la ecuacion de
Schrédinger para el estado fundamental. Esto permite proponer como estrategia para encontrar
soluciones aproximadas de la ecuacidn de Schrodinger, la busqueda de aquellas funciones que
minimicen la energia del sistema. Dado el operador hamiltoniano, existe un conjunto infinito de
soluciones (cada una representada por una autofuncion y su autovalor) que se pueden ordenar
de manera creciente segun:

A1) = &|¥;) i=012.. g=<&g<.<g

II.1.1 Teoria del Funcional de la Densidad (DFT)

Un formalismo que se ha popularizado en los ultimos afios debido a su eficiencia
computacional y a la calidad de los resultados obtenidos, se conoce como teoria del funcional
de la densidad (DFT)?. La teoria de los funcionales de la densidad se basa en los teoremas de
Hohenberg y Kohn formulados en los afios 60 que permiten describir el problema electrénico
usando la densidad de carga electrdnica. El primero de los teoremas establece que la funcién de
onda, y por ende cualquier propiedad del sistema, se halla univocamente determinada por la
densidad electrénica del sistema.

En el contexto de DFT la energia E en funcidn de la densidad estd dada por:
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Elp] = Tlp] + Veelpl + Vielp] (1.7)
donde los términos corresponden a la energia cinética (T), la interaccion electrén-electrén (V)
y la interaccién nucleo-electrén (V,,.). Usando diferentes definiciones de cada uno de los
términos anteriores, y utilizando la aproximacion de Kohn y Sham que considera un sistema de
referencia de electrones no interactuantes, la férmula final para el funcional de la densidad

puede escribirse como:
1
Elp] = Tylp] + Vaelp] + 5 [ 2L 2 drydr, + Exclp] (I18)

Con esta definicidon se puede calcular la energia para todos los términos, excepto por la
relativamente pequefia contribucidn del término de intercambio y correlacién (E,.), cuya forma
funcional no es conocida. La teoria del funcional de la densidad, sumado a la aproximacién de
Kohn y Sham se basa en un funcional exacto por definicién, donde los efectos debidos a la
naturaleza cuantica del electrdn, el intercambio y la correlacidn son descriptos por el término
E, .. Sin embargo, como la dependencia funcional de E,. con la densidad es desconocida, esto
implica que la precisidn y calidad de un calculo basado en DFT estara intimamente relacionada
con la aproximacion utilizada para darle forma al funcional de intercambio y correlacidn. Existen
muchos funcionales de intercambio y correlacidn. Los mas utilizados en sistemas bioquimicos

son: BLYP, B3LYP, PBE*™.

[I.2 Métodos basados en la mecanica cldsica (MM)

[1.2.1 Campo de fuerzas clasico

El campo de fuerzas es una expresidn de la energia potencial dependiente de las coordenadas
de los nicleos y una serie de pardmetros®. La expresion del campo de fuerzas de AMBER®’, el
cual fue utilizado para los calculos realizados en este trabajo, contiene dos clases de
contribuciones, las contribuciones de unién y las de no unidn. Las de unién se computan para
atomos formando un enlace covalente o como maximo a dos atomos de distancia, e incluyen
penalidades para las desviaciones respecto de su valor de equilibrio de distancias de enlace,
angulos y dngulos diedros. Mientras que las dos primeras se representan a través de un potencial
armonico centrado en la distancia de equilibrio, los angulos diedros o torsiones estan descriptos
por una funcidn periddica. Las contribuciones de no unién se computan entre dtomos que estan
en diferentes moléculas o a mas de 3 enlaces de distancia, y se dividen en interacciones
electrostaticas basadas en la ley de Coulomb y en un potencial de Lennard-Jones que describe
en forma aproximada las interacciones dispersivas y la repulsidn originada por el principio de

exclusién de Pauli a distancias muy cortas. La expresion de la energia potencial resulta:
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ki koi v
E(TN) = Zenlacesf (ri - ro)z + Zéngulos% (ei - 90)2 + Ztorciones?n (1 + cos(na) -

V) + X 2 (dey; [(0”)12 — (2)6] + -2, (11.9)

r_ij

El primer término refiere a la contribucién de estiramiento de los enlaces, el cual se describe

a través de un potencial arménico, donde k,; corresponde a la constante de fuerza asociada a
la unidn i-ésima y 1y a la distancia de equilibrio de la misma unién. El potencial armodnico resulta
una buena y sencilla aproximacién al potencial real en la zona cercana al minimo. El segundo
término corresponde a las contribuciones dadas por las flexiones angulares. Estas también se
representan con un potencial armdnico de constante kg;, y valor de equilibro 6. El término
asociado a las torsiones o dngulos diedros presenta tres parametros: V;, corresponde a la barrera
energética asociada a la rotacion entre dos minimos sucesivos, n representa la multiplicidad del

potencial, es decir, el nimero de minimos encontrados entre 0 y 360°, y por ultimo y

corresponde a la fase de la funcidn sinusoidal. El dltimo término de la ecuacién (I1.9) contiene
las contribuciones de no unidn, y depende de la distancia entre pares de atomos, r;;. La primera
parte corresponde al potencial de Lennard Jones, contiene los parametros &;; y 0;;, asociados a
la profundidad del pozo de energia y a la distancia entre los dtomos correspondiente al minimo
de energia, respectivamente. La parte electrostatica tiene como parametros las cargas sobre los
atomos. En el campo de fuerzas de AMBER, la distribucién de cargas se representa a través de
cargas puntuales q; ubicadas en las coordenadas de cada dtomo. Estas cargas se obtienen de
manera de reproducir el potencial electrostatico de la molécula, calculado a partir de calculos

cuanticos.

I1.2.2 Modelos para el solvente

La gran mayoria de los fendmenos quimicos de interés ocurren en solucién acuosa; no es de
extrafiar entonces el esfuerzo que quimicos y fisicos han hecho para desarrollar modelos que
permitan simular esta vital sustancia.

Dentro de los componentes utilizados para modelar al agua se encuentran fluidos
dieléctricos, cargas puntuales fijas, cargas fluctuantes, dipolos puntuales, potenciales tipo
Lennard-Jones, potenciales armodnicos de enlace, entre otros. La utilizacion de dichos
componentes, asi como la parametrizacion de los mismos, dependen en buena medida de qué
propiedad interesa reproducir y con qué nivel de precisién en relacion al costo computacional
asociado. A continuacion se describird uno de los modelo de solvente explicito mds conocidos,

el cual fue utilizado en esta tesis para describir la solvatacion en diferentes simulaciones.
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I1.2.2.1 Solvente explicito: TIP3P

Modelar de forma explicita el solvente consiste en considerar a cada una y todas las
moléculas de agua que constituyen el sistema de forma explicita, considerando su estructura
molecular con el grado de descripcion que el modelo imponga. En las simulaciones clasicas en
las que estos modelos explicitos son ampliamente empleados, la estructura molecular del agua
estd dada por coordenadas de los nucleos de los atomos que la forman, distancias y angulos de
equilibrio y cargas puntuales, es decir, parametros. En la presente tesis se ha utilizado el modelo
explicito TIP3P, el cual presenta tres sitios interactuantes, que corresponden a las posiciones de
los nucleos de la molécula de agua. A cada atomo se le asigna una carga puntual (-0,834 e para
el oxigeno, y +0,417 e para cada uno de los 4tomos de hidrégeno), y el &tomo de oxigeno toma
ademas los parametros de Lennard-Jones (o = 3,15061 A, = 636,4 J mol™1). Las distancias
interatémicas O-H se fijan en 0,9572 10%, al igual que el angulo HOH, en 104,52°,

correspondiéndose con las observadas experimentalmente®?,

I1.2.3 Condiciones periédicas de contorno y radio de corte

Al realizar una simulacién con solvente explicito hay una cantidad finita de moléculas de
solvente en un sistema dado, por este motivo, si el soluto de interés sufre traslaciones y/o
cambios conformacionales posiblemente al menos una parte del mismo quede sin solvatar de

manera adecuada (figura Il.1).

Figura Il.1. Representacion esquematica de un
sistema sin condiciones periddicas de borde.
Puede observarse que la macromolécula ha
quedado parcialmente fuera de la caja de solvente
debido a traslaciones durante la simulacion.
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Estableciendo condiciones periddicas de contorno el sistema se ubica dentro de una celda 'y
se considera que la misma se repite infinitas veces en el espacio tridimensional. El objetivo de
este esquema es lograr que cualquier particula dentro de esta caja tenga el mismo entorno que
el que tendria en el seno de un sistema macroscépico. De esta manera, si la proteina o molécula
de interés lograse “escapar” del solvente en el cual estd inmersa, se encontrara con el solvente

presente en la celda contigua y permanecera solvatada (figura Il.2).

Figura IN.2. Representacion
esquematica de un sistema con
condiciones periddicas de borde.
La celda central se repite en todas
las direcciones. A pesar de haber
sido desplazada parcialmente de su
e

caja de solvente, puede apreciarse
que la proteina (resaltada en rojo)
se encuentra inmersa en moléculas
de agua de su propia caja y de cajas

contiguas.

El problema pasa a ser cémo calcular las interacciones, ya que si el sistema es infinito, las
interacciones también lo son. Para lidiar con esta suma infinita de términos se utilizan dos
estrategias diferentes. Para los términos de no unidn, se utiliza un radio de corte, tal que para
los atomos que se encuentran a una distancia mayor que este radio sus interacciones no se
calculan. En el caso de las interacciones de Lennard-Jones, al ser de corto alcance decaen mucho
mas rapido (1/7°) de lo que crece el nimero de interacciones (r2), y esto no genera un problema
siempre que el radio de corte sea lo suficientemente grande. En el caso de las interacciones
Couldmbicas, el problema es mds complejo ya que este tipo de interacciones decrece como la
inversa de las distancia, resultando de mayor alcance.

Para resolver esta situacién, se utiliza una metodologia denominada sumas de Ewald®, un
método originalmente desarrollado para el estudio de cristales idnicos, que en su
implementacion se denominaba Particle Mesh Ewald®!. Esta metodologia se utiliza para

calcular las interacciones electrostaticas totales entre los &tomos presentes en una celda unidad
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de forma muy eficiente. La energia electrostatica se calcula en dos partes: una primera parte en
la cual a las interacciones electrostaticas asociadas a las cargas puntuales se les agrega una
distribucidn de carga gaussiana, que neutraliza cada carga. Esta parte se calcula en el espacio
real y a diferencia de la suma directa de las interacciones electrostdticas, la expresion resultante
converge en forma mucho mas rapida. Y en una segunda etapa, las correcciones necesarias
debido a laincorporacién de las densidades “neutralizantes” se calculan en el espacio reciproco.
Las sumas asociadas a los cdlculos en el espacio reciproco también presentan una rapida
convergencia. De esta manera se logra tener en cuenta las interacciones electrostaticas de largo
alcance mas alla del radio de corte de las interacciones de no unién en forma altamente

eficiente®?.

I1.2.4 Pardmetros asociados

Para definir un campo de fuerzas, ademads de la expresién de la energia potencial se requiere
una gran cantidad de parametros asociados a cada uno de los sumandos de la ecuacion. Para el
caso de simulacidon de proteinas, el campo de fuerzas de AMBER contiene los pardmetros
asociados a los aminoacidos naturales (en sus distintos estados de protonacidn, segin
corresponda) presentes en la mayoria de las proteinas. En este contexto, puede hablarse de la
transferibilidad del campo de fuerza, es decir, el hecho de que el mismo conjunto de parametros
puede utilizarse para moléculas asociadas. Por ejemplo, los pardmetros para un aminoacido de
tirosina serdn los mismos en todas las proteinas estudiadas, y no sera necesaria su
parametrizacién en cada proteina que se desee estudiar. En el campo de fuerzas de AMBER los
atomos dentro de cada aminodcido reciben un nombre de atomo y un tipo de atomo. Los tipos
de atomo permiten que no sea necesario incluir pardmetros para cada dtomo incluido en cada
uno de los aminoacidos. Distintas especies pueden poseer el mismo tipo de atomo, y los
pardmetros asociados a las uniones, los angulos y los diedros se dan por tipo de dtomo, en lugar
de para cada atomo en particular. Si bien en el campo de fuerzas se incluyen pardmetros para
todos los aminodacidos naturales y otras moléculas cominmente encontradas en los sistemas
proteicos, para incluir grupos prostéticos o azlcares o sus sustituyentes, por ejemplo, sera

necesario obtener los parametros necesarios para realizar el calculo.

[1.3 Métodos hibridos cuantico-clasicos (QM/MM)

Hasta aqui se han explicado brevemente los fundamentos tedricos de los métodos cuanticos

(QM) y los métodos clasicos (MM), asi como sus caracteristicas y limitaciones asociadas. Los
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métodos hibridos QM/MM permiten estudiar reacciones quimicas en sistemas complejos como
las proteinas o complejos macromoleculares. Estos métodos describen a una porcion del sistema
(un soluto o un sitio activo de una enzima, por ejemplo) mediante métodos de estructura
electrénica (subsistema cuantico) y al resto del entorno (macromolécula y/o solvente) por
métodos cldsicos (subsistema clasico). El hamiltoniano total y la energia del sistema tienen tres
contribuciones:

Eror = Equ + Emm + Equ-mm (11.10)

En este trabajo de tesis, se utilizd el programa Hybrid que ha sido desarrollado en el grupo
del Dr. Estrin®. Este programa calcula la contribucién cudntica a nivel de DFT, teniendo en
cuenta sélo los dtomos cuanticos, pero considerando a los electrones inmersos en el potencial
generado no sdlo por los nucleos de éstos, sino ademas por el potencial generado debido a las
cargas parciales de los a&tomos clasicos. La contribucién clasica es calculada con el campo de
fuerzas de AMBER sin modificaciones. El término critico es el del acoplamiento cudntico-clasico.

Este término también esta compuesto por tres contribuciones y se calcula de acuerdo a:

iZg
Eou-mm = X1 i [ 2 dr + 38,38 e L gl (11.11)

Ir=i @=1|Ry~1;

Siendo C el nimero de atomos cldsicos con cargas parciales q; y @ el numero de atomos
cudnticos con indice i, r es la coordenada electrdnica, 7; es la posicién del nucleo cuanticoy R,
es la posicidn del nucleo clasico. El primer término representa la interaccion entre la densidad
electronica cuantica y las cargas parciales de los dtomos cldsicos. El segundo representa la
interaccion entre los nicleos de los dtomos cudnticos y las cargas parciales clasicas. Estos dos
términos representan la interaccién electrostdtica entre los dos subsistemas. El tercer término
representa la interaccion de Van Der Waals y repulsiva a corto alcance entre los atomos de
ambos sistemas y se calcula usando un potencial de Lennard-Jones idéntico al usado en el campo

de fuerzas clasico.

Il.4 Exploracién de la superficie de energia potencial

La superficie de energia potencial (SEP), definida en el contexto de la aproximacién de Born-
Oppenheimer®?, es una funcién escalar que define el valor de la energia potencial del sistema
en funcidn de las coordenadas de los nucleos. Por ejemplo, en un sistema de N dtomos depende
de 3N variables, asociadas a las coordenadas cartesianas de cada uno de los nucleos. El
conocimiento de la superficie de energia potencial permite obtener informacién cinética y
termodinamica de un sistema. Para sistemas sistemas grandes (como por ejemplo una proteina)
la SEP resulta muy compleja y es imposible conocerla en su totalidad. En esta seccién se

describiran distintos métodos desarrollados para explorar la SEP de forma eficiente, que
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permiten concentrar la atencién en el drea de la SEP que se desea explorar. Si bien existe una
gran cantidad de metodologias para realizar esta tarea, se desarrollaran solamente aquellas

aplicadas en los calculos realizados en este trabajo.

I1.4.1 Minimizacion de la energia

En los minimos de la SEP se encuentran las configuraciones o conformaciones estables. Para
encontrarlos, debe aplicarse un algoritmo de minimizacién. Debido a la complejidad con la que
varia la SEP con las coordenadas cartesianas, se utilizan métodos numéricos para obtener los
minimos de la funcién. Dentro de los diferentes métodos, pueden distinguirse los métodos que
usan las derivadas de la funcidn a minimizar, y aquellos que no. Dentro de los primeros, existen
métodos que utilizan solo la derivada primera (que es nula en la posicidn del minimo), llamados
de primer orden, y los que utilizan ademas las derivadas segundas (deben ser positivas),
llamados de segundo orden. Los métodos utilizados en este trabajo corresponden a métodos de
derivadas de primer orden, en particular los métodos llamados Conjugate Gradients y Steepest
Descents®. La inclusidn de la derivada primera en la determinacién del minimo de energia resulta
de mucha utilidad, dado que el gradiente de la SEP indica la direccién hacia donde se encuentra
el minimo, y su valor absoluto otorga la pendiente en el punto. El gradiente de la SEP
corresponde al opuesto de la fuerza, por lo que siguiendo la direccion de la fuerza sobre cada
atomo puede gradualmente reducirse la energia del sistema.

El método Steepest Descents realiza movimientos en direccidn paralela a la fuerza neta con
pasos de una longitud arbitraria fijada al inicio del calculo. En caso de que se realice un paso que
produzca una reduccién de la energia, la longitud del paso se incrementa por un factor. En caso
de producirse un incremento de la energia se procede a reducir la longitud del paso.

El método Conjugate Grandients, por su parte, se diferencia del método de Steepest Descents
en que la direccidn en la que se realiza el movimiento corresponde a la direccion de la fuerza
neta mas la direccion anterior multiplicada por un factor. Este factor se calcula como el cociente
entre el mddulo del gradiente del paso actual y el paso anterior. De esta manera, no se observa
el fendmeno oscilatorio que se observa en el método de Steepest Descents en las zonas donde
hay minimos muy angostos.

Por ultimo, debe tenerse en cuenta que estos métodos apuntan siempre ir a la reduccién de
la energia, por lo que el resultado final dependerd fuertemente de la configuracion de partida.
En otras palabras, simplemente a través de optimizaciones de geometria como las descriptas en

esta seccion no se podran atravesar barreras que conecten distintos minimos, y el minimo que
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se obtenga sera el mas cercano a la estructura de partida. Resulta entonces imprescindible la

utilizacion de otras metodologias que permitan un muestreo mas amplio de la SEP.

II1.4.2 Simulaciones de dindmica molecular

En los casos de la presente tesis, la complejidad de la superficie de energia potencial involucra
la existencia de gran cantidad de minimos locales. Esto implica que no existe un solo minimo
representativo de cada sistema, sino que existen una serie de conformaciones, que estaran
presentes en mayor o menor proporcion segun sus energias relativas.

Cuando se realiza una medida experimental, todas las conformaciones relevantes estaran
representadas en el ensamble de moléculas presente en el sistema. Una manera de representar
este ensamble es a través de la reconstruccién de la evolucion temporal de la dindmica del
sistema, asumiendo que el sistema ha evolucionado un tiempo suficiente para que haya podido
explorar las distintas conformaciones disponibles (convergencia de la simulacidn). La hipdtesis
ergddica® postula que el promedio temporal puede reemplazarse por el promedio sobre las
configuraciones de un sistema dado, dando origen asi a las simulaciones basadas en evolucion
temporal, diferencidndose de aquellas que buscan explorar el colectivo de configuraciones
espaciales. En una simulaciéon de dinamica molecular (DM), se realiza la reconstruccion de la
evolucidn temporal de la dindmica de un sistema a través de la resolucion de las ecuaciones de
movimiento de Newton. En otras palabras, la trayectoria se obtiene a través de la resolucién de

las ecuaciones diferenciales asociadas a:

2., F..
s (I1.12)

dt? m;

donde se describe el movimiento de una particula de masa m; en la coordenada x;, con Fy; la
fuerza en esa direccion.

La fuerza sobre cada una de las particulas cambia cuando la particula modifica su posicién, y
es funcion del movimiento de todas las otras particulas. La resolucién analitica del problema no
es posible, por lo que debe recurrirse a métodos numéricos. El método implementado en el

t'4, basado en el método de las diferencias

programa AMBER se denomina algoritmo de Verle
finitas. En este método, la integracion se parte en pequefos pasos, separados por un intervalo
de tiempo fijo &t. Se calcula la fuerza en cada particula como la suma de las interacciones con el
resto de las particulas, y a partir de la fuerza puede calcularse la aceleracién, y con ella la nueva
posicion de las particulas en el siguiente paso. Durante el §t, la fuerza es considerada constante.

En el algoritmo de Verlet se utilizan estratégicamente las expansiones de Taylor de las posiciones

a diferentes tiempos, segun:
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r(t + 6t) = r(t) +v(t)dt+?6t2 + .- (11.13)

r(t—6t) =r(t) - v(t)dt + “2 562 + .- (11.14)

Sumando miembro a miembro las expresiones 11.13 y 11.14, y despreciando los términos de
orden superior al segundo, se obtiene:

r(t + 6t) = 2r(t) — r(t — 6t) + a(t)5t? (11.15)

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

explicitamente, pero pueden obtenerse de la resta de las mismas expresiones:

r(t+6t)—r(t—6t)

v~ 5

(11.16)

Debe prestarse especial atencién a la eleccion del intervalo de tiempo §t. Cuanto menor sea
éste, mayor sera la cantidad de pasos necesarios para realizar una simulacion de una dada
cantidad de tiempo, con lo que incrementara el costo computacional. Sin embargo, un intervalo
de tiempo demasiado grande dard origen a inestabilidades en el algoritmo de integracidn. Por
otra parte, debe elegirse un &t que sea menor a las escalas de tiempo asociadas a los
movimientos que se desean observar, y que permita describir el movimiento de los atomos en
lamolécula. En la practica se utiliza un intervalo de tiempo que sea aproximadamente un décimo
del movimiento caracteristico mas rapido del sistema. En el caso de un sistema de atomos
simulado de manera clasica, los movimientos mas rdpidos estan asociados a las vibraciones de
los enlaces, que se encuentran en el orden de los fs (1 fs equivale a 1071 s). Por lo tanto, un
intervalo de tiempo de 0,1-0,2 fs resulta apropiado. Las vibraciones mds rapidas estan asociadas
a los enlaces en los que uno de los atomos involucrados en la unién es un a&tomo de hidrégeno.
Una estrategia para aumentar el 6t y asi acelerar los calculos consiste en utilizar el algoritmo
SHAKE®, que permite fijar estas uniones en sus posiciones de equilibrio.

Normalmente, es deseable realizar las simulaciones de DM a temperatura constante. De
acuerdo al principio de equiparticiéon de la energia, la temperatura esta relacionada con la

energia cinética (K) de la siguiente manera:

2
K =3k, =2y (11.17)

donde v; y m; corresponden a la velocidad y la masa de la particula i y N el nUmero de particulas
del sistema. Por lo tanto, una manera simple de mantener la temperatura constante consiste en
escalar las velocidades. Sin embargo, este método no refleja la naturaleza fluctuante de la
temperatura alrededor de un promedio, y por ello no resulta ser el mejor de los enfoques de
control térmico de las simulaciones.

Uno de los métodos mas utilizados para regular la temperatura en una simulacién de DM es

el algoritmo de Berendsen®. El mismo consiste en acoplar el sistema a un bafio externo cuya
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temperatura se fija en la temperatura deseada, que remueve o entrega calor segin sea
necesario. Supongamos que a un tiempo dado t el sistema posee una temperatura T (t). Puede
verse de la ecuacion I1.17 que si las velocidades se escalan por un factor A, el cambio asociado
en la temperatura resulta:
AT = (22 — DT(t) (11.18)
En este método, las velocidades se escalan en cada paso, de manera que el cambio en la
temperatura es proporcional a la diferencia entre la temperatura del sistema y la temperatura

del bafio:

dT(t 1
T = 2 [Tyano — T(®)] (11.19)

donde T es un parametro de acoplamiento que determina cuan fuertemente el bafio esta
acoplado al sistema. El cambio de temperatura entre dos pasos sucesivos separados por dt,

corresponde a:

5t
AT == [Tyaso — T(8)] (I1.29)
Con esta expresion, el factor de escalamiento de las velocidades A resulta:
2 ﬁ Thaio _
A= 14 T[T 1] (11.30)

Cuanto mas grande sea este parametro, mas débil sera el acoplamiento, por lo que la
fluctuacién en la temperatura serd mayor. Normalmente, la utilizacién de un factor de
acoplamiento entre 100 y 1000 veces mas grande que el &t elegido otorga buenos resultados
para los sistemas estudiados como en esta tesis.

Por otra parte, es también comun realizar simulaciones de DM en condiciones de presion
constante. Para mantener la presidn constante, el sistema debe variar el volumen de la celda en
la que se realiza la simulacidn. Berendsen propuso entonces un esquema similar al planteado
para la regulacidn de la temperatura, por el cual se acopla el sistema a un bafo equilibrado a

una cierta presion®®. El volumen de la celda se escala entonces en un factor y, lo que equivale a

escalar las coordenadas atémicas en y1/3. Resulta entonces:
St
V:1+KT_[P_Pbaﬁo] (”31)
P
1(9V A o
donde k = —;(5) es la compresibilidad isotérmica, y tp corresponde al factor de
T

acoplamiento del bafio al sistema.

Luego de realizar una simulacién de DM, el resultado principal que se obtiene es la
trayectoria de cada uno de los atomos que conforman el sistema a lo largo del tiempo simulado.
La visualizacion de la misma a través de algun programa de representacion grafica aporta gran
cantidad de informacion sobre el sistema. Con ella se pueden analizar la evolucion de

pardmetros geométricos claves, como distancias, angulos, angulos diedros y otros parametros
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de relevancia estructural como interacciones de puente hidrégeno e hidrofdbicas. 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
simulacidn para ser observados. El programa de visualizacidn utilizado durante este trabajo fue
el Visual Molecular Dynamics (VMD), el cual presenta una gran cantidad de herramientas muy

utiles para el anélisis de una simulacién de DM?.

RMSD y RMSF. Un pardmetro que permite estudiar la estabilidad de la estructura a lo largo
de la simulacién es la raiz cuadrada de la desviacién cuadratica media (RMSD, por sus siglas en
inglés, Root Mean Squared Deviation) respecto a una estructura de referencia, la cual se calcula

de la siguiente manera:

RMSD = /%ZL 52 (1.32)

En la expresion 11.32, N corresponde al nimero de atomos en el sistema, y §; a la distancia
entre las posiciones del atomo i en dos estructuras distintas, una de ellas serd la estructura de
referencia. Realizando este cdlculo para cada uno de los eventos de la simulacién, se obtiene el
RMSD en funcidn del tiempo. La estructura de referencia puede ser la estructura cristalografica,
por ejemplo, o una estructura promedio, lo que otorga una nocién de la magnitud de las
fluctuaciones del sistema a lo largo de la dindamica, es decir, como una funcién del tiempo.

Si en este caso el promedio es sobre el tiempo, se puede tener una nocién de las

fluctuaciones, ahora por particula:

RMSF = \/%Z?Fl[xi(tj) — %;]? (11.33)
donde T es el tiempo total de promedio y X; es la posicidn de referencia de la particula i. Esta
es la expresidn para calcular la raiz cuadrada de la fluctuacidn cuadrdtica media (RMSF), la cual
resulta muy Util para comparar las magnitudes de las fluctuaciones de cada particula del sistema
en un rango de tiempo de simulacién determinado, como una funcidn de cada particula. En
general, en el caso de proteinas, se calculan tanto el RMSD como el RMSF tomando como

referencia las posiciones de los &tomos de C,, del esqueleto proteico.

II.4.3 Detalles técnicos. Configuracion de los sistemas y parametros de

simulacion

En todos los casos, se asumid que los estados de protonacién de los aminodcidos

corresponden al pH fisiolégico (Asp y Glu negativamente cargados, Lys y Arg positivamente
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cargados), todas las His expuestas al solvente fueron protonadas en el &tomo N-6, asi como la
HisF8, que esta coordinada al Fe del grupo hemo. Puesto que distintos estados de protonacién
de una His presente en la posicidn estructural CD1 pueden causar diversos patrones de redes de
puentes de hidrégeno, en estos casos el estado de protonacion fue cuidadosamente elegido
basado en dos aspectos principales: i) estructuras cristalograficas que sugieren un patron de red
de puentes de hidrogeno dado®'° vy ii) correlacién entre constantes de disociacién
experimentales y calculadas para aquellos casos en los cuales se disponga de informacion
experimental. Una vez completos, los sistemas fueron inmersos en una caja octahédrica de
moléculas de agua pre equilibrada con aproximadamente ~4900 moléculas de agua TIP3P,
configurando la distancia minima entre la proteina y el extremo de la caja en 10A.

Todos los parametros usados para aminodcidos corresponden a los determinados por el
campo de fuerzas ff99SB de AMBER?’, excepto para el grupo hemo que corresponden a los
desarrollados® y ampliamente utilizados en varios estudios de hemoproteinas por parte del
grupo de investigacion en el cual se enmarca dicha tesis doctoral?>28, Todas las simulaciones se
hicieron con condiciones periddicas de contorno con un radio de corte de 9A y con el método
de sumas de Ewald para tratar las interacciones electrostaticas. Las uniones covalentes
involucrando atomos de hidrégeno se mantuvieron en sus distancias de equilibrio utilizando el
algoritmo SHAKE, mientras que la temperatura y la presiéon se mantuvieron constantes con el
termostato y bardstato de Berendsen, respectivamente, como estd implementado en el paquete
de AMBER12’. El protocolo de equilibraciéon consiste en: i) calentamiento lento de todo el
sistema de 0 a 27°C durante 20ps a volumen constante, con restricciones harmanicas de 80 Kcal
por molA? para todos los dtomos de Cq, (ii) equilibraciéon de la presidn para todo el sistema
simulado durante 1ns a 27°C con los mismos atomos restringidos. Luego de estos dos pasos, se
simularon dinamicas moleculares a temperatura constante de entre 50 y 200ns, dependiendo
los casos de estudio (ver en cada capitulo de resultados).

Las proteinas mutantes in silico, mutantes de un Unico aminoacido o incluso dos o tres para
algunas formas wt, se construyeron comenzando de las estructuras cristalinas extraidas de la
base de datos PDB y modificadas luego usando el médulo tLEaP del paquete de AMBER12’. Estas
estructuras de proteinas mutantes se equilibraron y simularon siguiendo el mismo protocolo
usado que para las formas wt. Todas las estructuras presentadas se han mantenido estables
durante la escala temporal de las simulaciones, como lo evidencia el andlisis de RMSD (datos no

mostrados).
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Il.4.4 Detalles técnicos. Energias de union de Oz (4E,, y AAEy,)

Para obtener las energias de union se realizaron calculos QM/MM del complejo proteina-0,
unido. Las estructuras iniciales para estos calculos se obtuvieron de simulaciones de DM. Se
partid de fotos de dichas dindmicas basadas en un andlisis de la estructura y dindmica de
patrones de puentes de hidrégeno estabilizando al O, unido. La estructura obtenida
correspondiente a una de esas fotos, por pertenecer a una DM a temperatura ambiente,
normalmente suele ser enfriada lentamente a 0 K (-273°C), con el objetivo de relajar la
estructura y llegar a un minimo de energia de dicha conformacidn. Partiendo de la estructura
congelada se llevaron a cabo optimizaciones de geometria con un esquema QM/MM usando un
algoritmo de gradiente conjugado, a un nivel de teoria de DFT, utilizando la implementacién del
programa SIESTA (Spanish Initiative for the Electronic Structure of Thousands of Atoms, por sus
siglas en inglés) desarrollado por el grupo de investigacién en el cual se enmarca dicha tesis
doctoral'®?223, con el funcional de intercambio y correlacidn PBE. Todos los calculos fueron
realizados usando el funcional de aproximacién de gradiente generalizado propuesto por
Perdew y otros®.

Durante las corridas de QM/MM solo se les permitié moverse libremente a los aminoécidos
localizados a menos de 10 A del centro reactivo del grupo hemo. El subsistema de dtomos
cuanticos fue el integrado por el Fe, el ligando distal y el grupo imidazol de la histidina proximal
(HF8). El resto de la unidad proteica, junto con las moléculas de agua, correspondieron al sistema
clasico. La interfase entre los subsistemas cuantico (QM) y clasico (MM) se tratd con el método
del atomo union (link, del inglés).

Las energias de union de 0 (4E,,, kcal mol™1) se calcularon de la siguiente manera:

4Eo, = Eprot-0, — (E02 + EProt) (11.34)

donde Eprot—p, €S la energia de la proteina oxigenada, Ep,o; es la energia de la proteina
desoxigenada y Ey, es la energia de una molécula aislada de O..

Las proteinas oxigenadas se simularon en el estado singulete de spin, las desoxigenadas en
el estado quinteto y el oxigeno libre en el triplete, siendo éstos los estados fundamentales
conocidos para cada caso. Todas las simulaciones se llevaron a cabo con la aproximacién de spin
no restringida. Estas estrategias metodoldgicas han sido amplia y satisfactoriamente usadas por
el grupo de investigacion para estudiar afinidades por O, (asi como también otros ligandos) en
trabajos publicados con anterioridad®.

Sin embargo, se sabe que los calculos de AE,,,, que también se pueden pensar como energias

de disociacidon de oxigeno, son significativamente sobreestimados debido al hecho de que hay
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involucrada una transicion de bajo (singulete) a alto (quinteto) estado de spin, y el método de
DFT sobreestima la energia del salto de spin, favoreciendo configuraciones de bajo estado
energético®. Por otro lado, los valores de AE,, se computan para la estructura optimizada, es
decir, la mejor conformacién posible a -273°C, mientras que los valores cinéticos se calculan a
temperatura ambiente. Por Gltimo, debido a errores intrinsecos en los métodos de QM/MM
basados en DFT, las energia calculadas dependen fuertemente del funcional de intercambio y
correlacién y de los pardmetros de inicio. Todas estas cuestiones pueden ser parcialmente
corregidas normalizando la energia de unidn de oxigeno. Para lograrlo, se ha definido el 44E,,
el cual corresponde al AE(, (energia de union de oxigeno previamente descripta por la ecuacion
[1.34) y la diferencia entre AE}qm,o, €nergia de unidn de oxigeno a un hemo con un grupo

imidazol aislado en vacio (la cual da un valor de 22 Kcal mol™!) y el valor de koffhemo libre

(1045—1)22,31-

[1.4.5 Muestreo de migracidon de ligandos explicitos versus implicitos

En algunos casos, los procesos que se desean estudiar por dinamica clasica requieren de
tiempos de simulacion muy elevados (migracion de una hormona a través de una membrana
lipidica, migracion del oxigeno dentro de la hemoglobina humana, etc.). Inclusive si uno realizase
simulaciones suficientemente largas como para lograr que el proceso ocurra en el tiempo de
simulacidn, no seria posible para obtener parametros termodinamicos y cinéticos del proceso.
Es necesario, en estos casos, utilizar técnicas computacionales que aceleran el muestreo.
Algunas de ellas utilizan diferente temperatura para la proteina y el ligando, otras utilizan
optimizaciones durante la dindmica molecular®?, y hay otras que no contemplan el ligando
explicitamente??, Sin embargo, en estas técnicas de ligando explicito solo es posible estudiar un
posible canal de migracién por vez.

En la presente tesis doctoral, los canales de migracién, asi como también la energia libre
asociada a los perfiles correspondientes, fueron computados con el método de muestreo del
ligando implicito (ILS, por sus siglas en inglés, Implicit Ligand Sampling)**?*, el cual permite
estudiar todos los posibles canales de migracidn de manera simultdnea. Este método procesa
una simulacion de DM en ausencia del ligando, utilizando una molécula de éste como sonda de
manera implicita®®. Utilizar ILS implica asumir que la presencia del ligando no afecta a la
estructura global de la proteina, ni la topologia del canal a medida que éste lo atraviese, lo cual

ya ha sido previamente testeado para hemoproteinas®.
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Este método computa el potencial de fuerza media (PMF, por sus siglas en inglés, potential
of mean force) correspondiente a ubicar una pequefia molécula como O,, CO, entre otras, en
todas las posibles ubicaciones dentro de una proteina. El PMF describe el costo en energia libre
de tener una particula localizada en una posicidn espacial dada, integrada sobre todos los grados
de libertad del sistema, excepto los de la posicion del ligando, y corresponde a una cantidad que
indica cuales areas de la proteina son accesibles por el ligando y a qué valor de energia libre
asociado. El método de ligando implicito para computar ligandos monoatdémicos, diatémicos (y
también mas complejos) dentro de una proteina asume que estas particulas son muy pequenas,
y que por lo tanto interactian débilmente con la matriz proteica, por lo que no afectan a la
estructura global de la proteina, ni la topologia del canal a medida que éste lo atraviese. Debido
a esto, es posible analizar la dindmica de la proteina en ausencia del ligando y tratar la presencia
de éste como una perturbacion débil, y asi, incluso, obtener resultados con una precision
aceptable. El resultado de utilizar este procedimiento es un mapa tridimensional completo de
las regiones favorables y canales de migracion asociados para ligandos pequenos dentro de una
proteina.

A continuacidn, se derivard una expresion para obtener el PMF de un ligando implicito. El
PMF W(r), el cual en este caso representa al valor de la energia libre de Gibbs de ubicar el
ligando en una posicidn espacial especifica r, esta directamente relacionado con la probabilidad

p(r) de encontrar el ligando en esa posicion, y esta definido como:
W(r) = —kzT1In [@] (I1.35)
Po

donde pg es un factor de normalizacién arbitrario.
A temperatura (T) y presion (P) constantes, la distribucion de densidad de probabilidad del
ligando p(r) se puede expresar como:

(r) = LI & [ dNq [ %' a*r’ e~ PlH@ar' ) PV]g3 (')
PR = Jav faNp [asNq[asp' [asr'eBlHpap’r)+PV]

(11.36)

donde [ d3Vp [ d3Nq se refiere a la integracién sobre todos los grados de libertad de la proteina
del sistema de referencia (el cual incluye el solvente circundante), y [d3p’ [d3r es la
integracion sobre los grados de libertad del ligando; H(p, q,p’,r") es el hamiltoniano para el
sistema proteina-ligando, V es el volumen que ocupa el sistema, y se define § = (kgT)~ 1.

A continuacidn se procedera a derivar el PMF correspondiente a la migracidn del ligando,
tratando el efecto de éste como una perturbacion sobre el ensamble de referencia del estado
de la proteina sin ligando. Considerando ahora los grados de libertad del ligando, de manera
separada de aquellos correspondientes al resto del sistema proteina-ligando, la densidad de la

probabilidad de encontrar al ligando adopta la siguiente forma:
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() = Jav[aNp [aNg [ dp' [ao a3y’ e FlHpar' T D+PV]s3 o)
PR = Jav [d3Np [a3Nq [dp' [dafa3r'e-BlH(pap'r.0)+pv]

(n.37)
donde 7 es el centro de masa del ligando, p’ es el grado de libertad del momento del ligando y
Q corresponde a todos los grados de libertad de las coordenadas restantes del ligando.

Frente a la presencia de un ligando con grados de libertad interna, el hamiltoniano para el
sistema de la proteina de referencia (H,) serd modificado por una cantidad igual a la energia de
interaccion proteina-ligando AE(q,1,{), la energia cinética K(p') y también a la energia
potencial interna del ligando U({):

Hp.q.p",7",Q) = Ho(p,q) + AE(q,7, Q) + U(Q) + K(p") (11.38)

Insertando el hamiltoniano perturbado (ecuacién 11.38) en la expresion de la densidad de

probabilidad del ligando (ecuacidn 11.37), se obtiene

fav [a3Np [a3Nq [ dQ e FHo®.)+PVD]lo—FIAE(qr+UW@)] [ gy —BK @)
p(r) = [av [a®Np [a3Nq [ da [ d3rie-PBowa+ PVl - BRE@ M+ U] [ gpre-FK®N

(11.39)

Buscando expresar estas notaciones en términos de un ensamble isotérmico-isobarico (NTP)
promedio sobre todos los estados de la proteina de referencia, dicho promedio de cualquier
observable general A(r) puede definirse como:

< A(r) >yrp= Jav[a*Np [aNg e FH®D+FVIAp,q,r)
r) 2nNrp= {av [d3Np [ a3Nq e~ BIH®.+PV]

(11.40)

Luego, usando esta definicion del ensamble NTP promedio, la distribucién de probabilidad
del ligando queda de la siguiente manera:

<[dQ _B[AE(T.Q)+U(Q)]>
p(r) = ——Ldae e (11.41)
<f d3T’f dQe B[AE(r!,ﬂ)+U(ﬂ)]>NTP

Ahora, insertando dicha expresion en la definicion de PMF, ecuacion (l1.35) e imponiendo

que el PMF debe ser 0 cuando el ligando estd en vacio (definido por AE(q, r, Q) = 0), se obtiene:

<fda e—B[AE(T.ﬂ)+U(ﬂ)]>NTP] 1.42)
<f dQ e‘BU(9)>NTp )

W(r) = —kgT In|
Para el caso de ligando diatdmicos, como los tratados en la presente tesis, los enlaces de
unién se mantienen fijos, por lo que los Unicos grados de libertad () que restan son aquellos
especificos de la orientacidn del ligando. En este caso, la energia interna del ligando U(Q) es
constante, por lo que el término que lo contiene en la ecuacidn 11.42 se cancela. Por lo tanto, la
expresion para el PMF de la ecuacién 11.42, deriva en la siguiente expresién simplificada,

utilizada por el método de ILS:

<f aq E_B[AE(r’n)]>NTp
<[ da>

W(r) = —kgT In| (I1.43)
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II.4.6 Detalles técnicos. Topologia y perfiles de energia libre de

migracion de ligandos

Los cdlculos de ILS se han realizado considerando una grilla rectangular, con una resolucidn
de 0.5A, la cual incluye toda la caja de la simulacidn (proteina y solvente). La sonda usada fue,
en algunos casos, una molécula de CO, y en otros, una de O,. Se utilizaron 5000 eventos (frames,
del inglés) tomadas de simulaciones de produccion de DM. La duracién de las simulaciones varia
entre 50 y 200ns, segun el estudio realizado (ver en cada capitulo de resultados). Los valores
para el tamano de la grilla, la resolucidon y la cantidad de fotos han sido ampliamente
muestreados en un trabajo previo®. Los analisis de los célculos de ILS se llevaron a cabo con un
programa desarrollado en el lenguaje de programacion TCL, en conjunto con la Lic. Victoria Gisel
Dumasy el Dr. Marcelo Marti. Dicho programa permite determinar, para cada caso, la magnitud
/ profundidad de los pozos (minimos energéticos) y las barreras energéticas escaladas, por lo

gue la energia libre del ligando en el solvente ha sido configurada en cero.
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II1. Cavidades internas y moléculas de
agua: factores determinantes en la

captacion de ligandos

[11.1 Introduccidn

En los ultimos afios muchos grupos de investigacion han estudiado en profundidad la
importancia de los canales de migracién para el ingreso de ligandos pequefios, asi como la
relevancia de aminoacidos del sitio activo que los estabilicen. En este contexto, dicho capitulo
profundizard en el proceso de captacion de ligandos (medido experimentalmente como la
constante k,,), estudiando otros procesos involucrados, tales como la migracion de éstos a
través de los diferentes sistemas de cavidades y tuneles que presentan las trHbs, y las
interacciones con las moléculas de aguas que intervienen en el sitio activo. Para esto, se han
elegido dos trHbs pertenecientes a los grupos O y N como modelos para estudiar dichos factores,
la Tf-trHbO y la Mt-trHbN.

Las cavidades internas han sido descriptas hace ya mas de tres décadas por Tilton y Kuntz en
las dos globinas mds conocidas y estudiadas, la hemoglobina y la mioglobinal. Mediante
experimentos realizados bajo atmdsfera de Xe, identificaron sitios de las proteinas en los que
cuales los atomos de Xe quedaban retenidos, sitios llamados cavidades internas. En el caso de
la mioglobina, los extensos estudios que siguieron dicho descubrimiento han revelado su
importancia, siendo capaces no solo de albergar ligandos de manera transitoria, sino de ser
parte de un sistema de tlneles y cavidades de migracion®™. Estudios cristalogréficos sobre
algunas trHbs (pertenecientes al grupo N, Mycobacterium tuberculosis, Chlamydomonas
eugametos, y Paramecium caudatum) sugirieron también la importancia de estas cavidades
internas en el proceso de captacion de ligandos®.

Por otro lado, actualmente se conoce que las moléculas de agua juegan un rol activo en los
procesos de reconocimiento biomolecular. Muchas veces, esto es debido a la desolvatacion
parcial del ligando, y otras, a la regidn del receptor involucrada en el proceso de reconocimiento
alligando, un hecho que a menudo involucra el reordenamiento de moléculas de aguas cercanas

o dentro del sitio activo®°. Dicha reorganizacién conduce a cambios sutiles, delicados, en la red
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de puentes de hidrégeno con el agua'?, que tendrén consecuencias directas sobre el proceso
global de unién, especialmente cuando las moléculas de agua estan embebidas en la cavidad de
reconocimiento del ligando!?3, En este ultimo caso, el desplazamiento de moléculas de agua
retenidas puede promover efectos favorables o desfavorables sobre el proceso global de unién,
dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de las superficies de las biomoléculas y del
sistema de cavidades que posean. En investigaciones tedricas y experimentales previas, ya se ha
observado la presencia de moléculas de aguas en el sitio distal de la Tf-trHbO, en cercano
contacto con la YB10%, La presencia de solvente en el sitio activo, aunque no coordinado al
grupo hemo, puede imponer barreras cinéticas a la unién del ligando debido a la necesidad de
intercambiar moléculas de solvente con el ligando, como fue previamente reportado por el
grupo liderado por Olson para la mioglobina ** y por Ouellet y otros investigadores para la Mt-
trHbN 26,

Experimentalmente, hay dos técnicas ampliamente utilizadas para medir la ky, ¥ ko5 de
ligandos en proteinas: flujo detenido (stopped flow, en inglés) y flash fotdlisis. La primera
consiste en realizar mezclados muy veloces de los reactivos, los cuales serdn detectados y
medidos durante la reaccién de unidn. En la segunda, se hace incidir un pulso de luz sobre la
proteina que posee el ligando coordinado al Fe del grupo hemo, logrando que el mismo se libere,
y realizando posteriores mediciones sobre la re-unidn de este ligando al Fe. El mismo principio
de flash fotdlisis es el que usa la técnica de absorcion transitoria ultra rapida, utilizada para cubrir
rangos temporales del orden de los femtosegundos a picosegundos (10~1%s a 10~ 12s).

En la primera seccién de resultados del presente capitulo (seccion Ill.3.1) se mostraran
estudios computacionales con detalle molecular donde un sistema de cavidades permanentes y
transitorias conformando el portal E7 ha sido identificado como el canal responsable del acceso
de ligandos en la proteina modelo considerada, la Tf-trHbO. En base a los resultados alli
presentes, ha sido posible proponer un esquema cinético asociado al proceso de captacion.
Dichos estudios tedricos se han complementados con distintos experimentos cinéticos y
espectroscopicos, de flash fotdlisis con un laser pulsado y absorcidn transitoria ultra rapida
llevados a cabo por los grupos de los Dres. Cristiano Viappiani (Universita degli studi di Parma,
Italia) y Paolo Foggi (Universita di Firenze, Italia) a fin de medir la cinética de re-unién del ligando
en el rango de 10725 a 10~ !s. Sin embargo, debido a las limitaciones presentes en los rangos
de tiempos medibles por las técnicas experimentales mencionadas, si bien la combinacion de
ellas fue primordial para estudiar la cinética de re-unidn practicamente completa, hay un
pequefio rango temporal que ha quedado inaccesible por ambas técnicas espectroscdpicas
entre 107° y 1078s. Independientemente de esta cuestidn técnica, se mostrard céomo la

complementariedad del estudio del proceso de captacion desde la teoria y los experimentos ha
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permitido validar satisfactoriamente el esquema cinético basado en el sistema de cavidades
permanentes y transitorias propuesto.

Con el objetivo de estudiar de qué manera las cavidades internas y las moléculas de agua
contribuyen al proceso de captacidn, definiendo asi las constantes de velocidad asociadas, se
realizaron mutaciones puntuales en el sitio distal de la Tf-trHbO. El sitio activo de esta trHb esta
caracterizado por el invariante enlace de pentacoordinacidn entre el grupo hemo vy la histidina
proximal, y por una cavidad distal altamente polar, en la cual la YB10, YCD1 y WGS8 proveen tres
potenciales donantes de puentes de hidrégeno para estabilizar ligandos exégenos®’. El WGS ha
sido reportado como el aminoacido mds involucrado en una fuerte estabilizaciéon de ligandos
exogenos como sulfuro (S7) y fluoruro (F) en el estado férrico del hierro hémico, y mondxido de

141819 junto con la YCD1 que también

carbono (CO) y oxigeno molecular (O3) en el estado ferroso
ha presentado un rol importante, pero no tan significativo. Por consiguiente, en la seccidn
“lI1.3.2 Modulacién del proceso de captacién de ligandos” se presentaran resultados
correspondientes a dos mutaciones, una mutacién Unica, WG8F, y una triple, WG8F-YB10F-
YCD1, donde todas las interacciones polares del sitio activo han sido removidas. Como en la
seccién anterior, se mostraran resultados de experimentos de cinéticas de re-unién para cada
caso, realizados por los mismos grupos colaboradores. Para comprender las bases estructurales
y dindmicas de los cambios experimentales observados en las mediciones de cinéticas de re-
unién tanto de la proteina wt como de las dos mutantes realizadas, se han llevado a cabo dos
enfoques computacionales basados en simulaciones de DM sin ligandos explicitos: i) analisis de
las barreras de energia libre asociadas a la migracion del ligando desde el solvente al sitio activo
atravesando un canal, y ii) caracterizacién probabilistica de regiones del espacio especificas,
localizadas dentro del sitio activo, conteniendo moléculas de agua que posean un potencial
efecto sobre el proceso global de captacion.

Habiendo profundizado en el estudio de la importancia de las cavidades internas y las
moléculas de agua retenidas en el proceso de captacion de ligandos, en la seccion ll1.3.3 se hara
especial hincapié en una posicidn estructural que es capaz de modular ambos factores. Respecto
a la Tf-trHbO, la Mt-trHbN presenta caracteristicas del sitio activo y de los canales de migracidn
marcadamente diferentes. Posee dos canales, el largo y el corto G8, que son los que permiten
el acceso a ligandos desde el solvente al sitio activo. Con los dos aminodcidos polares YB10 y
EE11vy la presencia de una valina en G8, la estabilizacidn de ligandos es muy distinta respecto a
la correspondiente en la Tf-trHbO. La posicidon estructural G8 se encuentra espacialmente en un
lugar estratégico, puesto que esta en la zona de encuentro de ambos canales, largo y corto G8,
y también posee un rol fundamental en estabilizacién de ligandos exdgenos. Se mostrard como

este aminoacido es capaz de alterar significativamente tanto la dindmica de las cavidades
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internas como la estabilizacion de moléculas de aguas presentes en el sitio activo, generando
cambios apreciables en las constantes k,,. Para esto, se realizardn simulaciones de DM y un
analisis equivalente al de la seccién anterior para la Tf-trHbO, siempre acompafiado de
mediciones experimentales realizadas por colaboradores (en este caso, de cinéticas obtenidas
por la técnica de flujo detenido), sobre la proteina wt y dos mutantes Unicas de la Mt-trHbN,
yendo desde la valina (un aminoacido pequefio), a uno muy voluminoso y rigido, como el
triptofano, pasando por la fenilalanina.

Los estudios aqui presentados revelaran cémo el proceso de captacion de ligandos pequefios
en trHbs estd regulado por un delicado balance a nivel molecular entre aminodcidos claves en
la arquitectura de cavidades internas y canales y aquellos involucrados en la retencién de

moléculas de agua en el sitio activo.

[Il.2 Métodos computacionales

[11.2.1 Configuracién de los sistemas y parametros de simulacion

Las estructuras de inicio corresponden a las estructuras obtenidas por cristalografia de rayos
X de la Tf-trHbO (cédigo de la base de datos Protein Data Bank 2BMM?’) y de la Mt-trHbN (cédigo
de PDB 1IDR?). Tanto la protonacidon de los aminoécidos, como la construccidn de la caja de
aguas y el resto de las condiciones de los sistemas se establecieron segun el protocolo
presentado en la seccion 11.4.3 del capitulo Métodos. El tiempo de simulacién de las DM de
produccién fue de 100ns para las proteinas wt y mutantes WG8F y WG8F-YB10F-YCD1F de la Tf-
trHbO y de 200ns para las proteinas wt y mutantes Unicas VG8F y VG8W de la Mt-trHbN.

[11.2.2 Analisis de los perfiles de energia libre de migracion de ligandos

en las proteinas Tf-trHbO y Mt-trHbN

Los calculos de ILS sobre estos sistemas proteicos se realizaron siguiendo el protocolo
presentado en la seccidn 11.4.3 del capitulo Métodos. La sonda utilizada, en todos los casos, fue
una molécula de CO, puesto que en estudios experimentales de reactividad de hemoproteinas
es el ligando comunmente mds utilizado, debido a su facil manejo, buen corrimiento del
espectro UV-visible al unirse al hemo y estabilidad de la forma Fe-CO dentro de la proteina.

La energia libre para los perfiles de energia fue establecida en 0 kcal mol~? para el CO en el
seno del solvente, a 9 A del Fe hémico para el portal E7, en el caso de la Tf-trHbO,y a 13y 24 A

del Fe hémico, para el canal corto G8 y para el canal largo, respectivamente, de la Mt-trHbN.
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[11.2.3 Definicion, identificaciéon y caracterizacidon de sitios de agua (SA)

Los sitios de agua (SA) corresponden a regiones especificas de la proteina de interés,
albergando una molécula de agua con un valor de probabilidad mayor al de una molécula
rodeada por otras aguas en el seno del solvente. Como se ha comprobado previamente en otros

21723 astas regiones pueden identificarse calculando la probabilidad de encontrar una

trabajos
molécula de agua dentro de una regidn especial definida durante simulaciones de DM. El
volumen de la region establecida ha sido definida de manera arbitraria en 1 A3, y las
coordenadas del centro del SA corresponden a la posicidn promedio de todos los atomos de O
de las moléculas de agua que visitaron el SA durante la simulacidn. Se ha considerado que una
molécula de agua esta ocupando un SA cuando la distancia entre la posicion de su dtomo de O
y el centro del SA es menor a 0,6 A. Una vez identificado, para todos los SAs, se calcularon los
siguientes parametros:

a) Probabilidad de encontrar una molécula de agua (PEA). Corresponde a la
probabilidad de encontrar una molécula de agua en la regién definida por el SA y
normalizada respecto a la probabilidad de estar en el seno del solvente albergando
una molécula en una esfera del mismo volumen definido por un SA a una
temperatura y presion correspondientes. Asi, la PEA se usa como un radio de corte
para decidir cudles SAs seran considerados para una caracterizacién. Seran
considerados solo los SA con valores de PEA mayores a 2.

b) Energia potencial asociada con la interaccion de moléculas de agua dentro de un SA
con la proteina y el resto del solvente. Las contribuciones calculadas entre una
molécula de agua localizada dentro de un SAy el resto de la proteina, y con las otras
moléculas de solvente, se calcularon teniendo en cuenta un radio de corte para las
interacciones de 8 A, el cual ya ha sido validado en otro trabajo?’. Para cada SA, se
calculé la energia de interaccion promedio sobre los Ultimos 90ns de cada
simulacidn. Los errores estandares para todos los promedios calculados presentan

una variabilidad menor a 0,01 kcal mol~1.

[Il.3 Resultados y discusidn

[11.3.1 Sistema de cavidades permanentes y transitorias

Se llevaron a cabo simulaciones de DM seguidas de calculos de ILS para estudiar la migracion
de ligandos pequefios en la Tf-trHbO, en su forma wild type (wt, del inglés, que significa tipo

natural o silvestre).
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Los analisis del estudio tedrico mostraron que hay solo un sistema de cavidades definiendo
un tuanel a través del cual pequeiios ligandos como el CO o el O, pueden ingresar y unirse al
grupo hemo (figura Ill.1). Este tunel resulta ser el denominado portal E7, previamente

encontrado en otras trHbs?*~

%6 En este caso, dicho tunel presenta tres cavidades asociadas que
fueron encontradas analizando extensivamente la simulacién de DM vy los resultados arrojados

por el analisis de ILS.

Figura lll .1. Representaciones del sitio distal y del canal de ingreso / egreso de ligandos pequefios conectado por tres
cavidades en la Tf-trHbO. Se muestran dos conformaciones espaciales (en Ay B) de la YCD1 (en rojo). Notese que la

segunda conformacién de la YCD1 (B) permite el acceso a la cavidad (trHb:CO)s.

Se identificaron dos sitios de unién permanentes sobre el canal de ingreso / egreso, ambos
localizados cerca del grupo hemo, (trHb : CO); y (trHb : CO),, quedando el primero sobre el
atomo de Fe. También se observé una cavidad adicional transitoria, (trHb : CO)s, la que, sin
embargo, mostrd estar desconectada del sitio distal, debido a que la YCD1 bloquea el pasaje
entre (trHb : CO)1 y (trHb : CO)s (Figura Il .1A). Monitoreando la evolucidn temporal de la torsidon
de la cadena lateral de la YCD1, se observd una conformacién diferente en la cual se abre el
posible tunel que conecta (trHb : CO): y la cavidad pequena (trHb : CO)s (Figura Il .1B). Esto ha
sido atribuido al desplazamiento de la YCD1 en direcciébn opuesta al WGS8. Ambas
conformaciones espaciales de la YCD1 han sido muestreadas de manera significativa durante la
simulacidn (ver Anexo, figura A.lll .1), indicando que la tercera cavidad puede ser accesible por
ligandos pequefios desde el sitio distal.

Partiendo de este estudio se propuso el esquema cinético presente en el esquema Ill.1.
Usando dicho esquema, los investigadores de los grupos experimentales colaboradores armaron
y resolvieron numéricamente un sistema de ecuaciones diferenciales para evaluar el ajuste
sobre los datos experimentales y calcular las constantes microscépicas que definen la velocidad

con la que, en este caso el CO, migra desde una cavidad a otra, incluso hasta y desde el solvente.
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La cinética observada al realizar el experimento de flash fotdlisis puede observarse en la figura

[11.2, junto a la superposicion del ajuste logrado partiendo del esquema cinético propuesto.

(trHb : CO),
k|| x
hv ! l‘ o k, sz
trHb - CO = (trHb : CO), = (trHb : CO), = trHb + CO
k—l k—c kc.o_2

Esquema lll .1. Esquema cinético microscépico propuesto para la cinética de re-unidn del CO en la Tf-trHbO. (trHb :
CO)1 y (trHb : CO), indican, respectivamente, los sitios primario y secundario de union, luego del CO fotodisociado

dentro de la cavidad distal. Mientras que (trHb : CO); representa la cavidad temporal accesible desde el sitio activo.

40

Figura Il .2. Resultados del analisis global
del curso completo de la cinética de re-union
de CO en Ila TftrHbO combinando
espectroscopia de absorcion transitoria en
escala de femtosegundos y flash fotolisis en
escala de nanosegundos. A medida que pasa

el tiempo se observa como disminuye la

[Tf-trHbO 5c] (uM)

concentracién de Tf-trHbO pentacoordinada
[Tf-trHbO 5c], puesto que se vuelve a unir el

CO liberado con la fotdlisis. T = 20 °C. Las

io" 10° 10”7 107 10° 10"
Tiempo (s)

curvas negra y roja corresponden a
presiones de 1 y 0.1 atm de CO,

respectivamente. Los ajustes (lineas verdes) se observan superpuestos a los datos experimentales (circulos).

Como puede observarse en la figura Il1.2, luego de que la dinamica del estado excitado se
complete, se observa la aparicion de la recombinacidon geminada desde la cavidad distal (del
inglés, geminate recombination). Esta sucede dentro de la escala temporal de cientos de
picosegundos, correspondiente a la regidn del primer decaimiento de las curvas observadas. La
constante temporal aproximada de 2ns y su gran amplitud de esta fase de la cinética (57% del
cambio en absorbancia total), sugiere que la barrera para recombinacién es similar a las
reportadas para la trHbO de Bacillus subtilis (Bs-trHbO)?* y la trHbO de Mycobacterium
tubercolosis (Mt-trHbO)??8, Las tres proteinas, Tf-trHbO, Bs-trHbO y Mt-trHbO exhiben una
arquitectura del sitio distal con aminoacidos polares conservados, los cuales definen el patrén
de la red de puentes de hidrégeno que estabilizan al ligando unido al Fe.

La constante de asociacion (k,,) para la Tf-trHbO fue estimada en 8,7 - 10* M~1s1y9,3-
10> M~1s~! para la conformacion lenta (~80%) y rapida (~20%), respectivamente, a 20°C. Estos
valores aumentan a 1,63+ 10° M~1s71 y 2,75- 10° M~1s~1 a 25°C, los cuales pueden

compararse con la determinacion previa de k,,, de O,, estimadaen9 - 10> M~1s~117 Este valor
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corresponde a la conformacidn mas poblada (conformacidn lenta), e indica que la kono2 es un

orden de magnitud mas grande que la k., segun estas mediciones y estimaciones realizadas.

Hasta aqui, se ha descripto con un detalle molecular el tinel con sus cavidades permanentes
y transitorias responsables del acceso de ligandos en la Tf-trHbO, el portal E7. Se propuso un
esquema cinético asociado al proceso de captacion sobre el cual el grupo colaborador armé y
resolvid numéricamente un sistema de ecuaciones diferenciales. Evaluaron el ajuste sobre los
datos experimentales y calcularon las constantes microscdpicas que definen la velocidad con la
gue el ligando migra desde una cavidad a otra, incluso hasta y desde el solvente. Habiéndose
alcanzado un ajuste realmente satisfactorio sobre la curva experimental, los resultados aqui
presentados sugieren fuertemente que el esquema cinético propuesto es consistente con los

datos experimentales cinéticos.

[11.3.2 Modulaciéon del proceso de captacion de ligandos

Considerando las conclusiones de la seccién anterior, el objetivo de esta seccidon es
profundizar sobre como las cavidades internas y las moléculas de aguas retenidas en el sitio
activo son capaces de modular el proceso de captacién. Para esto, se estudiaron las
consecuencias que pueden generar las siguientes mutaciones de aminodacidos distales sobre la
cinética de re-union: mutacién Unica del WGS por fenilalanina (WG8F) y mutacidn triple WG8F-
YB10F-YCD1F (también denominada 3F), donde todas las interacciones polares del sitio activo
han sido removidas, a fin de obtener una descripcion mas acabada de la influencia del agua en

el proceso de unién del ligando. 14

Los experimentos de cinéticas de re-

unién, realizados por los mismos grupos

., . 0.1
colaboradores que en la seccién anterior,

N (t)

arrojan la curva presentada en la figura

[11.3, en el rango de algunos picosegundos 0.01-

a cientos de milisegundos. Los datos estan

mostrados como fraccién de proteina sin S S T 4
, " 40* 40 10 10° 10
ligando (N(t) = AA(t)/AA(to) donde to es el Tiempo (s)

tiempo al cual la recombinacién geminada  Figura lll .3. Cinéticas de re-union para las proteinas wt
(verde), y mutantes WG8F (azul) y 3F (rojo) de la Tf-trHbO.

comienza luego de la relajacion del estado  Mediciones realizadas con 1 (circulos huecos) y 0.1 (circulos
rellenos) atm de CO. T=20°C; A=436 nm. N(t) = AA(t)/AA(to)
donde to es el tiempo al cual la recombinacion geminada

decaimiento luego de la excitacién. Solo comienza luego de la relajacién del estado excitado.

excitado) como funcién del tiempo de

para poder comparar, sobre la misma grafica se reporta también la curva para la Tf-trHbO wt,
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presentada ya en la seccion previa. Para ambas mutantes, puede observarse que la
recombinacidén geminada resulta ser mas rapida que para la Tf-trHbO wt y ademas, posee una
mayor amplitud. Las moléculas de CO disociadas se re-unen en esta fase de recombinacion
geminada en la mutante WG8F con la constante mas rdpida. La amplitud de la fase de
recombinacién geminada, estimada en ~1 us, es de 97% en la mutante 3F y 94% en la WGS8F, en
contraste con el valor de 57% observado en la forma wt de la Tf-trHbO.

Al analizar la cinética completa de re-unién a partir del esquema lll.1, los colaboradores
modelaron las curvas de re-unidn optimizando las constantes del esquema Il .1, para cada caso.

Como resultado, se extrajeron los valores ajustados, que pueden observarse en la tabla Il .1.

Tabla Il .1. Constantes microscopicas determinadas con el ajuste global en el curso total (a1y 0.1

atm de CO) de la cinética de re-unidn del CO para las formas wt, WG8F y 3F de la Tf-trHbO a 20 °C.

wt WGSF 3F
k-1(10%s?) 3.0+0.1 20.0+0.6 11.5+0.3
ke (108sY) 1.9+0.1 6.6+0.3 6.5+0.3
k-c(108s1) 2.0+0.2 8418 200+20
ka(107s?) 3+1 8+2 8+2
k(10857 6+1 9+1 230440
k%2 (107 s) 3.9+0.2 2.0£0.1 0.9+0.1
k°2(10°M1st)  3.0+0.3 5.0+0.5 6.2+0.6
k°2(107s1) 9+4 - -

k°2(10” M1sY) 7+3 - -

La presencia de moléculas de agua en el sitio activo de la Tf-trHbO ya fue previamente
evidenciada en su estructura de rayos X'’. Para que ingresen, es necesario contrarrestar y
superar la gran barrera entrdpica para el ingreso del solvente con interacciones electroestaticas
internas favorables con aminoacidos polares. De acuerdo con las simulaciones de DM realizadas,
las moléculas de agua ingresan al sitio activo a través del portal E7. Estas simulaciones sin ligando
de la Tf-trHbO proveen una clara evidencia de que la cavidad distal alberga moléculas de agua
que forman interacciones estables con las cadenas laterales del WG8 y la YCD1. Aunque ninguna
de las moléculas de agua esta coordinada al Fe hémico, una de ellas se encuentra practicamente
en la misma posicidn que si estuviese coordinada. La coordinacién del CO al Fe requiere que al
menos dicha molécula de agua sea desplazada, y es esperable que este proceso imponga una
barrera de energia libre detectable. En este contexto, el analisis de la ocupacién de moléculas
del solvente en el sitio distal, principalmente determinadas por la dindmica de puentes de
hidrégeno con aminoacidos distales, revela distintos valores de probabilidad de encontrar una
molécula de agua en una regidn en particular dentro de la cavidad (figura Ill .4). En particular,
se observan 3 moléculas de agua fuertemente estabilizadas por interacciones de puentes de

hidrégeno en la proteina wt (figura 1l .4A), con una region bien definida (ver sitios de aguas SA1,
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SA2 y SA3). El WGS resulta ser el mayor responsable de la estabilizacidon de estas moléculas en
SA1, con la ayuda de la YCD1. Por otro lado, en ausencia de WG8F (proteinas WGS8F y 3F), SA1
se desestabiliza, puesto que las moléculas del solvente pierden un donante muy importante de
puentes de hidrogeno. Solo la YCD1 mantiene parcialmente un rol estabilizante para las

moléculas de agua de SA1 en la mutante WGS8F (figura Il .4B). En el caso de la mutante 3F, todas

WG8F

Figura Il .4. Representacion esquemadtica de los sitios de agua (SA) cercanos al grupo hemo. Los SAs se muestran
como esferas de alta a baja probabilidad de contener una molécula de agua en una escala de azul a rojo. Los paneles

A, By C corresponden a las proteinas wt y a las mutantes WGS8F y 3F de Tf-trHbO, respectivamente.

las interacciones polares en la cavidad distal se han perdido (figura Il .4C), y cabe aclarar que la
situacion podria ser muy distinta dependiendo del estado de oxidacion del Fe del grupo hemo.
En un trabajo en colaboraciéon con el grupo de la Dra. Giulietta Smulevich (Universita degli Studi
di Firenze - Italia), quienes realizaron experimentos de espectroscopia Raman resonante, se ha
descripto una molécula de agua coordinada al grupo hemo en el estado férrico, y estabilizada
por interacciones de moléculas de solvente adicionales?®. Debido al hecho de que el Fe hémico
se encuentra en su estado ferroso cuando esta el CO unido, se ha asumido que cuando éste es
fotodisociado, el Fe se mantiene en el mismo estado de oxidacién. En ausencia de un ligando
exdgeno, la posicidn normalmente ocupada por un CO (u otro ligando pequefio) puede ser
tomada por alguna molécula de agua cercana, dentro de la cavidad, como fue reportado en el
trabajo en colaboracién anteriormente citado®. Sin embargo, la estabilizacién de estas
moléculas es marcadamente diferente, puesto que en el estado Fe(ll) no hay moléculas de
solvente coordinadas al metal. En este caso, dichas moléculas solo estan estabilizadas
débilmente por otras moléculas de agua, las cuales, de manera transitoria, estan en contacto
con ellas dentro de la cavidad distal.

Cabe notar que los aminoacidos del sitio activo atraviesan un pequefio reordenamiento
estructural luego de la disociacion de CO para alcanzar el equilibrio del estado hémico no unido.

En este trabajo se ha asumido que la escala temporal de picosegundos a nanosegundos es
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suficiente para alcanzar dicho reordenamiento estructural y la consecuente entrada de
moléculas de agua a los SAs identificados basados en: i) solo se requieren pequefios
reordenamientos de cadenas laterales de los aminoacidos vy ii) es completamente factible en
este corto tiempo que las moléculas de agua ocupen los SAs considerando que éstos estan muy
proximos a la cavidad distal en el estado Fe-CO unido, como ha sido previamente reportado por
Droghetti y otros colaboradores?.

Partiendo de las simulaciones de DM, también es posible obtener informacion
termodinamica de los sistemas estudiados, como se detalla en la seccion de métodos (I11.2). Las
moléculas de agua en SA1 muestran fuertes interacciones con la proteina wt, en comparacién
con las observadas para las mutantes estudiadas. La energia de interaccion electroestatica es
cerca de 8.0 kcal mol~! mas negativa para la wt que para la mutante WG8Fy 16.0 kcal mol™?
respecto a la mutante 3F. Por otro lado, la energia de interaccién de Lennard-Jones es menos
favorable en la forma wt que en ambas mutantes. Esto puede entenderse considerando que
ambas mutantes poseen aminoacidos menos voluminosos y, por ende, ofrecen menos
impedimento estérico en la cavidad. Sin embargo, esta contribucion energética de
2,1 kcal mol™ enwt, 0,5 kcal mol~! en WG8F y —1,6 kcal mol~! en 3F, no es suficiente para
superar la estabilizacion electroestatica favorable debido a la presencia de grupos polares
capaces de interaccionar y establecer puentes de hidrégeno con las moléculas de agua. La
energia de interaccién global es més favorable para la proteina wt (—14,8 kcal mol™1) que para
las mutantes WG8F (—8,5 kcal mol™1) o 3F (—2,6 kcal mol™1).

Se llevd a cabo un calculo adicional, detallado en la seccién de métodos (I .2), denominado
probabilidad de encontrar agua (PEA), el cual refleja la probabilidad relativa de encontrar una
molécula de agua dentro de un SA en comparacién con el seno del solvente. En conformidad
con el analisis estructural y energético, el PEA muestra que la probabilidad de encontrar una
molécula de agua cerca del Fe hémico es mayor para la proteina wt que para las mutantes,
siendo, los valores correspondientes, de 19,2, 11,6 y 2,5 para wt, WG8F y 3F, respectivamente.
Esto significa que las moléculas de agua menos estabilizadas en el sitio distal seran mas facil de
desplazar, dejando libre la cavidad para las moléculas de ligandos exdgenos que puedan
ingresar.

De igual manera, la energia de interaccidn correspondiente mas favorable entre el agua y los
aminodcidos del sitio activo sugiere que la barrera para la unién del CO debe ser mayor para la
proteina wt que para las mutantes en las cuales el WG8 es reemplazado por un aminoacido que
no provee de un puente de hidrégeno a la molécula de agua. Este resultado concuerda
perfectamente con el escenario revelado por las curvas de re-unién de CO. Una sencilla

comparacién entre la recombinacidon geminada en la escala de picosegundos para las tres
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proteinas (figura Il1.3 y tabla Ill.1) confirma que la re-unién en la forma wt ocurre con la
constante aparente de tiempo mas larga, es decir, con la barrera energética mds grande. Para
las mutantes estudiadas, la fase de la recombinacién geminada es mayor, tanto en amplitud
como en velocidad comparado con la proteina wt. En este sentido, la constante temporal
decrece cuando se remueve al WG8 e incrementa ligeramente con fenilalaninas introducidas en
las posiciones estructurales B10 y CD1. La tabla Il .1 muestra que k_; experimenta un aumento
de 7 veces cuando el WG8 se cambia por fenilalanina.

Las curvas de re-uniéon para las mutantes muestran ademds diferentes fases de
recombinacidn bimolecular (la fase siguiente a la recombinacién geminada), que se originan
principalmente por dos eventos secuenciales, seguido del limite difusional impuesto por la
proteina y el ligando diatdmico. En primer lugar, el ligando debe re-ingresar desde el seno del
solvente a la cavidad distal de la proteina, a través del portal E7 y sus cavidades asociadas. En
segundo lugar, el ligando encontrara moléculas de agua en el sitio distal, las cuales le impondran
una barrera de energia libre que necesitara superar para poder llegar al Fe hémico. Sobre la base
del estudio tedrico presente, se espera que dicha barrera sea diferente para las proteinas wt y
las mutantes. La primera barrera energética, determinada por el portal E7 a través del cual debe
migrar el ligando, se espera que esté fuertemente acoplada a la dinamica de la proteina y las
cavidades internas que la compongan. Para analizar similitudes y diferencias del portal E7 de las
mutantes, junto a la accesibilidad dindmica de la cavidad distal, comparandolo con el de la
proteina wt, se utilizé el método de ILS. Ademas, con el programa POVME?® se estimé el volumen
de cada sistema de cavidades. En todos los casos se identificaron tres cavidades principales,
(trHb : CO)3, (trHb : CO)2 y (trHb : CO)s. El volumen total promedio calculado a lo largo de DMs
de 90ns resultd ser practicamente el mismo en la wt (134 A3) y mutante WGSF (137 A3),
mientras que para la mutante 3F el volumen aumenta a 149 A3. La figura 11l.5 muestra los
canales dinamicos muestreados en las simulaciones de DM y detectados con el programa ILS
para las tres proteinas estudiadas. Un profundo analisis de las simulaciones incluyendo los
resultados de ILS ha revelado que la mutante WG8F exhibe dos estados conformacionales que
se llamaran, de aqui en adelante, | y Il, mostrados en la figura Ill .5A. Durante el tiempo de
simulacidn, las poblaciones correspondientes a ambas conformaciones fueron similares. La
conformacion | presenta un sistema de cavidades que permanece muy similar al observado para
la proteina wt (figura 111 .5C) vy, si bien la conexién entre las cavidades parece ser ligeramente
diferente, también muestra una conexidn abierta con el solvente, permitiendo asi el intercambio

del ligando con el exterior de la proteina. La conformacion Il implica un reordenamiento del sitio
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WGSF Figura I .5.
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distal en el cual la YCD1 es capaz de formar una red de puentes de hidrégeno con la RE10, la
YB10 y un grupo propianato del hemo. En esta situacidn, la cavidad (trHb : CO), no solo se achica,
sino que ademds se acerca unos 3 A a la cavidad (trHb : CO),, debido a la ruptura transiente y
parcial del portal E7. Estas modificaciones en la conformacion Il mejoran la comunicacion entre
estas cavidades, pero resultan en un pasaje mas estrecho hacia el solvente.

En busca de cuantificar mas detalladamente la contribucidn de los aminoacidos mutados a la
migracion del ligando a través del portal E7, se determinaron los perfiles de energia libre para
migracion de CO, mostrados en la figura 11 .6. La energia libre fue fijada en valores de 0 a 9 A del
Fe hémico, donde el CO estd completamente solvatado. Los perfiles calculados no presentan
barreras significativas para la entrada del CO a la cavidad (trHb : CO), a través del canal, en
ninguno de los tres casos. Puede observarse una pequefia barrera para llegar a la cavidad (trHb
: CO)1, con cambios casi insignificantes entre proteinas cuando se considera la energia libre a
aproximadamente 5 A del Fe hémico. El pozo de energia libre a ~2 A corresponde a la cavidad

distal, muy polar en la proteina wt, y completamente apolar en la mutante 3F. Se observa una
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diferencia apreciable en cuanto a la profundidad de este pozo, donde el CO esta justo arriba del

Fe para la formacidn del enlace de coordinacién.

La comparacién de las barreras F so\ve“‘%rﬂb‘-cmi w\_\b.,go\ W\-\b'.(.033
energéticas para pasar desde la 5
cavidad distal, (trHb: CO)s, ala (trHb |
[=]
£
CO)s sugiere valores similares, s
2o
siendo la asociada a la mutante £
‘:‘1
5
WGS8F la mas baja. El minimo 2
S8
energético asociado a la cavidad en
3
(trHb : CO); de la proteina WGS8F es
/1
el mas alto en energia, debido a que T T T N T P T T B

Distancia Fe-CO (}“\)
el WGS, el principal aminodcido Figura IIl .6. Perfiles de energia libre a lo largo del portal E7,
responsable de la estabilizacién del  partiendo desde el solvente y migrando a través de las cavidades

ligando, se ha perdido. La barrera (trHb : CO),, (trHb : CO); y (trHb : CO)s. Se muestran los resultados
, .

para las proteinas wt y mutantes WG8F (ambas conformaciones) y

para la reaccién inversa, (trHb : CO); ) ) )
3F, en verde, azul y rojo, respectivamente. Los circulos representan

— (trHb : CO);, es levemente los valores de energia libre calculados con ILS, y las lineas

afectada por las mutaciones, siendo  corresponden a un ajuste estimado sobre dichos valores calculados.
la correspondiente a la Tf-trHbO 3F, la mas baja. De acuerdo a los datos arrojados por los perfiles
de energia libre, las barreras para el paso de (trHb : CO); a (trHb : CO); son generalmente
menores que de (trHb : CO); a (trHb : CO),, lo cual conduciria a un escape preferencial hacia
(trHb : CO); antes que (trHb : CO),, contribuyendo asi a la alta proporcidon de recombinacion
geminada observada experimentalmente.

Es interesante notar que hay una clara variacién en el perfil de energia libre para la
conformacién |l de la mutante WGS8F, respecto a la conformaciéon |I. Como se explicd
anteriormente, esto es una consecuencia del reordenamiento del sitio distal en el cual la cavidad
(trHb : CO); se achica. Aunque las distintas barreras (comparando ambas conformaciones | y Il)
a lo largo del canal entre el solvente y la cavidad distal sugieren que la salida hacia y la re-unidn
desde el solvente deberian ocurrir con dos velocidades diferentes (dos constantes microscépicas
distintas), no se observo dicha heterogeneidad en la fase bimolecular de la cinética de re-unidn.
Esto puede deberse al hecho de que ambos conférmeros se encuentran en un equilibrio de una
escala temporal mucho mas rapida que la de la re-unién bimolecular. Por lo tanto, las constantes
microscopicas obtenidas reflejan valores promedio de las dos conformaciones.

Mientras que las constantes de ingreso k. y ks muestran un incremento moderado de la
mutante WGS8F a la 3F, las constantes de salida k.. y k.4 experimentan un incremento grande

(~100 veces). Este incremento se corresponde, de manera cualitativa, con los perfiles de energia
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libre de la figura Il .6. Una fuente adicional de modulaciéon de velocidad, tomando como ejemplo
a la constante k., (trHb : CO); — (trHb-CO), puede ser el tamafio de la cavidad distal. En la
mutante Tf-trHbO 3F, la cavidad distal resulta ser la mdas voluminosa comparandola con las otras
dos proteinas, lo que deriva en una mayor entropia del sistema. Esto puede también aportar a
una leve estabilizacién del ligando en la cavidad, lo cual podria explicar la recombinacion
geminada mas lenta en comparacién con la mutante Tf-trHbO WGSF.

Estudios computacionales llevados a cabo por otros investigadores han propuesto la
hipdtesis de que las fenilalaninas podrian jugar un rol importante en la modulacién de la

133 Utilizando un campo de fuerzas modificado, los investigadores han

migracion del CO?
encontrado, por ejemplo, que las interacciones de stacking entre el CO y la cadena lateral de
una fenilalanina hacen que el CO se mantenga cerca de los anillos de tres fenilalaninas de
mioglobina (F33, F43 y F46)*. Aunque ésta puede no ser la Unica razén por la disminuida
velocidad de la recombinacion geminada para la k.; en la Tf-trHbO 3F, la presencia de tres anillos
fenilos en la cavidad distal refuerza la estabilizacidon proveniente del aumento de tamafio en la
cavidad.

Una cuestioén clave conectada a la pérdida de cualquier interaccion polar posible proveniente
de la proteina en la cavidad distal es que las moléculas de solvente no estan estabilizadas, por

lo que es completamente razonable observar una marcada disminucion en las barreras cinéticas

entre cavidades en la proteina Tf-trHbO 3F.

[I1.3.3 G8: una posicién estructural estratégica para la modulacién de

cavidades internas y moléculas de agua

Como se menciond previamente en la seccion Introduccion (I11.1), la Mt-trHbN presenta un
sitio activo con dos aminoacidos polares, YB10 y EE11, y una valina en G8. Ademas, posee
bloqueado el portal E7 y abierto los otros dos canales para la migracidn de ligandos pequefios.
En esta seccidn se mostraran resultados de simulaciones de DM de la proteina wt y de dos
mutantes en la posicidn estructural G8, VG8F y VG8W. Se hard especial hincapié en el rol de
dicha posicidn estructural sobre la modulacién de los dos factores estudiados en profundidad
en la seccion anterior.

Colaboradores de este trabajo realizaron mediciones por flujo detenido de las constantes
cinéticas de asociacion de CO para las tres proteinas, la Mt-trHbN wt y las mutantes Unicas VG8F
y VG8W, a fin de obtener los valores de k,, correspondientes. Se observé una marcada

disminucién en el valor de k,, en la mutante Mt-trHbN VG8F, e incluso mas acentuada en la
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mutante de VG8W, modificindose de 4495mM~1s™! a 715mM~1s™ ! y 48 mM~1s71,
respectivamente.

Calculos de ILS sobre la Mt-trHbN wt mostraron efectivamente ambos canales conocidos
disponibles para la migracion de CO, el canal largo y el corto G8 (figura Ill .7A). Se encontré que
el canal largo conecta tres cavidades: (trHb : CO),, (trHb : CO)2 y (trHb : CO)s; mientras que el
canal corto G8, por su parte, involucra a la cavidad (trHb : CO),, la cual estd conectada con el
solvente a través de la cavidad (trHb : CO),.

Los perfiles de energia libre calculados (figura Il .7B y C) muestran que la mutante Mt-trHbN
VG8F conserva ambos canales, aunque con una restriccién moderada comparandolos con la wt,

puesto que la FG8 aumenta la barrera energética para pasar a la cavidad (trHb : CO);. En el caso
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Figura Ill .7. Migracién de CO a través de los dos posibles canales en la Mt-trHbN. (A) Representacidn esquematica
de los aminoacidos involucrados en el sitio distal y en los tuneles, los dos tuneles y sus cavidades asociadas para la

proteina wt. Se muestran perfiles de energia libre sobre el canal corto G8 (B) y canal largo (C) desde el solvente
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conectando las cavidades en la wt (verde) y las mutantes VG8F (naranja) y VG8W (violeta). Los circulos representan

valores calculados de energia libre con ILS y las lineas corresponden a un ajuste de dichos valores.

de la Mt-trHbN VG8W, sin embargo, los perfiles sugieren un canal corto G8 completamente
bloqueado y un canal largo a través del cual la accesibilidad a la cavidad distal se encuentra
notablemente reducida.

En términos de energia libre, la Mt-trHbN wt presenta pequefias barreras (~2 kcal mol™1)
para la migracién de CO desde el solvente al sitio activo a través de ambos canales. El incremento
notable en estas barreras para ambas mutantes, del doble en la VG8F y de 7 veces mads en la
VG8W, es consistente con las tendencias observadas siguiendo los cambios en las mediciones
experimentales. Sin embargo, aln resta conocer la estructura de solvatacion de cada cavidad
distal. En cada caso, una molécula de agua fue capaz de ingresar al sitio activo y ser estabilizada
por aminodcidos polares. Especificamente, tanto en la proteina wt como en la mutante VGS8F,
dicha molécula de agua ocupd el sitio de unidn a CO durante el 40% del tiempo de simulacion
(figura 111 .8A y B). Mientras que en el caso de la Mt-trHbN VG8W, dicho sitio fue ocupado
durante un 80% del tiempo simulado, gracias al puente de hidrégeno adicional del WG8 (figura
[11.8C).

A wt B VG8F c vGew

Figura Il .8. Representacidn esquematica del sitio activo de las proteinas wt (A) y las mutantes VG8F (B) y VG8W (C)
de la Mt-trHbN mostrando, sobre la base de las simulaciones de DM, la red de puentes de hidrégeno (lineas

punteadas) estabilizando una molécula de agua sobre el Fe hémico.

Estos resultados tedricos demuestran el rol fundamental de la posicidn estructural G8 sobre
la migracion del CO y la estabilizacién de moléculas de aguas retenidas en el sitio activo.
Notoriamente, la mutacidn estratégica le permite a la Mt-trHbN wt modificar su constante de
asociacion al orden de la observada en la trHb wt del grupo O (Mt-trHbO), dos érdenes de
magnitud mds lenta: 48 mM~1s~1 para la Mt-trHbN VG8W y 13 mM~1s~1 para la Mt-trHbO wt

1la

(siendo 13 mM~1s~1 la contribucién mayor, 79%, de un ajuste bifasico, y 180 mM~1s~
menor, 21%%). Cabe notar que, al menos en términos estructurales, esto no quiere decir que se

ha transformado la trHbN en trHbO, solo se ha obtenido un valor del mismo orden de magnitud
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de k,,. Es importante recordar que el canal previamente reportado para la migracién de CO en
la trHbO es el portal E7, y no el canal largo®, y, por otro lado, si bien la trHbO tiene un triptéfano
en la posicidn G8 y a la invariable YB10, el resto del sitio activo y canales poseen una identidad

quimica distinta.

Todos los resultados tedricos y experimentales presentados en este capitulo fueron

publicados de manera conjunta en los siguientes tres articulos:

1- A. Marcelli, S. Abbruzzetti, JP. Bustamante, A. Feis, A. Bonamore, A. Boffi, C. Gellini, P.R.
Salvi, D.1. Estrin, S. Bruno, C. Viappiani, P. Foggi. Following Ligand Migration Pathways from
Picoseconds to Milliseconds in Type Il Truncated Hemoglobin from Thermobifida fusca. PLoS

ONE, 2012;7(7):e39884. doi:10.1371/journal.pone.0039884.

2- JP. Bustamante, S. Abbruzzetti, A. Marcelli, D. Gauto, L. Boechi, A. Bonamore, A. Boffi, S.
Bruno, A. Feis, P. Foggi, DA. Estrin, C. Viappiani. Ligand Uptake Modulation by Internal Water
Molecules and Hydrophobic Cavities in Hemoglobins. ). Phys. Chem. B, 2014, 118 (5), pp 1234-
1245.

3- |. Boron*, JP. Bustamante*, KS. Davidge, S. Singh, F. Forti, LAH. Bowman, M. Tinajero-
Trejo, R. Poole, K. Dikshit, DA. Estrin, MA. Marti, L. Boechi. Ligand uptake by M. tuberculosis
truncated hemoglobin N is modulated by both two tunnels and retained water molecules.

F1000Research, 2015, 4:22. doi: 10.12688/f1000research.5921.1. *Iguales contribuciones.

[11.4 Conclusiones

El andlisis de uno de los dos factores cruciales en el proceso de captacion de ligandos, el
sistema de cavidades permanentes y transitorias, ha permitido identificar al portal E7 como el
canal responsable del acceso de ligandos en la Tf-trHbO. En base a los resultados presentados,
ha sido posible proponer un esquema cinético asociado al proceso de captacién. La
complementariedad entre el enfoque tedrico y los experimentos llevados a cabo por los grupos
colaboradores ha permitido validar satisfactoriamente este esquema cinético propuesto.
Partiendo de éste, se estudiaron las contribuciones moleculares de ambos factores claves en el
proceso de captaciéon de ligandos: las cavidades internas y el rol de moléculas de agua en el sitio
activo. En este sentido, el intercambio del ligando entre el sitio de unidn y el solvente se mostrd
regulado por un sistema dindmico de cavidades con un canal de ingreso / egreso que presenta

cavidades transitorias. Por otro lado, se corrobord que la presencia de moléculas de agua
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estabilizadas por aminoacidos del sitio activo modula la unién de ligandos, como lo han
evidenciado las barreras de los pasos criticos en la cinética de re-unién en la Tf-trHbO. La
mutacion de aminoacidos involucrados en la estabilizacion de moléculas de agua en el sitio distal
ha resultado en una reduccion drastica de estas barreras energéticas.

Adicionalmente, el estudio sobre la Mt-trHbN permitié elucidar el rol clave de la posicidon
estructural G8 tanto en la alteracidon de la migracion de ligandos, como en la retencion de
moléculas de agua en el sitio activo. Si bien la k,,, de la Mt-trHbN VG8W resulté ser del mismo
orden de magnitud que la de su homdloga trHbO, los procesos de asociaciéon ocurren a través
de canales distintos y con sitios activos diferentes.

En resumen, los estudios aqui presentados han permitido no solo la caracterizacién, sino
también la comprensién molecular del grado de importancia de dos factores cruciales que
definen el proceso de captacion de ligandos pequenos. Dichos analisis integradores realzan la
utilidad de simulaciones de DM complementadas con cinéticas de unién de ligandos, lo cual ha
facilitado una caracterizacién muy detallada, que de otra manera seria dificil de alcanzar.

Obtener una correspondencia cuantitativa entre los resultados experimentales y tedricos
expuestos no es una tarea sencilla, ya que esto implicaria conocer el delicado balance entre las
variables que definen el proceso de asociacién y la relacion exacta entre éstas, estudio que serd

abordado en profundidad en el siguiente capitulo.
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IV. Un modelo cuantitativo para la

captacion y liberacion de O,

IV.1 Introduccidn

La combinacion de simulaciones computacionales y de experimentos bioquimicos se ha
convertido en una muy buena estrategia para describir los detalles moleculares subyacentes a
las diferencias observadas en la actividad de proteinas. Con el incremento en la cantidad de
datos de proteinas individuales, la construccion de modelos matematicos que permita una
comprension mas generalizada de estos detalles moleculares se ha vuelto un desafio de gran
interés para muchos grupos alrededor del mundo®™.

Dentro de la familia de trHbs (con aproximadamente 1100 miembros), solo un pequefio
grupo cercano a 10 proteinas wt y varias mutantes han sido caracterizadas extensamente,
aunque en estudios separados de una o dos proteinas a la vez, utilizando técnicas
experimentales y simulaciones tedricas. En todos los casos, solo se han encontrado tendencias
cualitativas respecto a datos experimentales de k., y k,rs. En este capitulo se presentard un
modelo fisicoquimico que, incluyendo relaciones cuantitativas entre los factores moleculares
que definen a la captacidn y liberacion de ligandos pequefios, permita predecir constantes de
kon ¥ kofs de O2. Dicho modelo usa datos obtenidos exclusivamente de simulaciones a nivel
molecular, como las descriptas en detalle en el capitulo anterior.

A través de un riguroso analisis estadistico llevado a cabo en colaboracidn con las Dras.
Mariela Sued y Maria Eugenia Szretter del Instituto de Calculo — UBA, se demostrara que el
modelo desarrollado recaptura satisfactoriamente todas las constantes cinéticas
experimentales reportadas de k., y k,rr de O,. Esto permite establecer cudles y en qué
proporcién los factores claves determinan las tasas a las cuales estas hemoproteinas captan y
liberan O,. Basados en el modelo presentado, se propondran ademds dos estrategias para

predecir las constantes cinéticas para el resto de los miembros de la familia de las trHbs.
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V.2 Métodos computacionales

IV .2.1 Configuracion de los sistemas y parametros de simulacion

Las estructuras cristalograficas correspondientes a todas las proteinas utilizadas
corresponden a los siguientes identificadores de la base de datos PDB: 1IDR (Mt-trHbN,
perteneciente a Mpycobacterium tuberculosis), 1NGK (Mt-trHbO), 2BMM (Tf-trHbO,
perteneciente a Thermobifida fusca), 4UUR (Ph-trHbO, perteneciente a Pseudoalteromonas
haloplanktis), 2XYK (At-trHbO, perteneciente a Agrobacterium tumefaciens), 1UX8 (Bs-trHbO,
perteneciente a Bacillus subtilis), 1DLY (Ce-trHbN, perteneciente a Chlamydomonas eugametos),
1DLW (Pc-trHbN, perteneciente a Paramecium caudatum), 2BKM (Gs-trHbO perteneciente a
Geobacillus stearothermophilus), 1RTX (Syn-trHbN perteneciente a Synechocystis), 21G3 (Cj-
trHbP, perteneciente a Campylobacter jejuni) y 1VXG (perteneciente a la mioglobina de
cachalote). Para todas ellas, asi como también para algunas formas mutantes, se siguio el
protocolo presente en la seccién 11.4.3 del capitulo de métodos. Las simulaciones de DM

realizadas fueron de 50ns cada una.

IV.2.2 Topologia y perfiles de energia libre de migracién de O2

Los calculos de ILS sobre los sistemas proteicos se realizaron siguiendo el protocolo
presentado en la seccién Il.4.3. La sonda utilizada, en todos los casos, fue una molécula de O..

La energia libre para los perfiles de energia fue configurada en 0 kcal mol™! parael O en el
seno del solvente, a 9, 13 y 24 A del Fe hémico para el portal E7, el canal corto G8 y el canal

largo, respectivamente.

IV.2.3 Energia de union de O, (4Ey, y A4E,,)

Los calculos de energia de unién de O, se computaron de acuerdo al protocolo presentado

en la seccion 11.4.4.

IV .3 Resultados y discusion
IV.3.1 Modelado de la constante de captacién del ligando (k,,)

La ecuacion de Eyring es ampliamente usada para modelar reacciones bimoleculares en el

contexto de la teoria del estado de transicidn:
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AGE
= kL’;T-e_F (1)

donde AG¥ es la energia de activacién de Gibbs, T es la temperatura, kg, h y R, son las
constantes de Boltzmann, Planck y la constante universal de los gases, respectivamente.

Se construyé un modelo de Eyring que incluye la barrera de energia libre para el ingreso del
ligando a través de los tuneles de migracién, asi como también la penalidad en energia libre de
remover una molécula de agua en el sitio activo. Es importante resaltar que una estimacién mas
detallada de las tasas de asociacion observadas deberia incluir también una estimacion de la
barrera energética asociada con el proceso de formacién del enlace de sexta coordinacion entre
el O,y el &tomo de Fe del grupo hemo (ky,pisn)- Sin embargo, dado que estudios tedricos previos
han mostrado que parece haber solo una pequena barrera energética debido a una transicion
de espin quinteto a singulete por parte del Fe, es esperable que su efecto no sea
significativamente grande entre diferentes trHbs, todas conteniendo una HisF8 en el quinto
enlace de coordinacién®®.

En el modelo propuesto, los tuneles de cada trHb se consideraron de manera independiente,
y se selecciond a la mayor barrera del tinel mas accesible como la barrera de energia libre para
el ingreso de O,, denotada por AGL-*n. Debido a que las moléculas de H,0 en el sitio activo estan
estabilizadas a través de puentes de hidrégeno, la energia libre para removerlas puede
considerarse de manera aproximada como el producto entre la cantidad de puentes de

hidrégeno (n,..y) entre la molécula de H,0 y los aminoacidos del sitio activo y la energia libre
de una interaccion de pteH (AGptey). Las contribuciones individuales de Aan Y Npten S€
combinaron en el siguiente modelo fisicoquimico para el valor tedrico de k,,,:

+
kgT AGE, AGpteH "MpteH

kon=T'e RT - e RT (2)

donde T = 300K (27°C). Debido a que se reportaron valores diferentes de AG,.y €en laliteratura
(entre 2 y 5 kcal mol™')” dependiendo del ambiente inmediato, no se ha definido un valor
especifico para éste en el modelo propuesto.

Para validar estadisticamente el modelo presentado, se considerara la forma logaritmica del
mismo, lo cual lo convertird en un modelo lineal, y se asumira que cada valor obtenido
experimentalmente para cada proteina difiere del valor de k,, tedrico en un error aleatorio

aditivo (&;). Esto es, se asumira que:

_ kgT (-1) . . ¥ (‘AGpteH) . .
log(k(mi) = log (T) + log(e) AGini to— log(e) "nyp; + & (3)
donde el indice i corresponde a la i%™@ proteina. Es importante notar que el error aleatorio

(g;) considera errores de la medicidn, variabilidad bioldgica y posibles equivocaciones o

incompletitud en el modelo.
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Hay dos aspectos involucrados en la construccion del modelo 3. Por un lado, el modelo
sugiere que AGi*n Y Npten SON las variables que permiten describir de manera lineal el

comportamiento (en escala logaritmica) de k,,. Por otro lado, esto establece de qué manera

i

estas variables deben combinarse, determinando el valor del coeficiente que acompafia a AG},,

asi como la interseccion, log(kgT/h). Para validar estadisticamente cada uno de estos dos
aspectos, se considerara un modelo lineal en escala logaritmica en el cual serdn usadas las
mismas variables que en el modelo 3, AGi*n Y Npten, PErO NO se impondra ningun tipo de

restricciones a los coeficientes asociados:

l0g(Kon;) = Bo + 5%+ 10g(e) - AGH, +£2-log(e)  mpren, + (4)

Notar que si se reemplazan By = log(kgT/h), B1 = =1y f = —AGpten €n el modelo 4, se
recupera el modelo 3. Se ajusté el modelo 4 para obtener el mejor modelo lineal para los valores
de k,, reportados para trHbs y mioglobina de cachalote (Mb) (n = 26, tabla A.IV.1). No se
impuso ninguna restriccion sobre los coeficientes By, 51 ¥ 2, de manera tal que fueron dejados
libres de asumir cualquier valor.

Una vez encontrado el mejor ajuste para el modelo 4 mediante regresidon de cuadrados
minimos, se evalud la precision de la descripcion lineal de log(k,,) con las variables
consideradas AGL-*n Y Npten, asi como los valores propuestos para los coeficientes en el modelo
3. EI R? hallado fue de 0,78, lo que significa que el 78% de la variabilidad de log(k,,) puede
explicarse a nivel lineal en términos de ambas variables explicativas. La desviacion estandar del
error &; para el modelo 4 fue 0,56, la cual es realmente pequefia comparada con los valores
observados para la variable respuesta (log (k,y))-

Todos los coeficientes B, 1 Y 2, resultaron ser estadisticamente significativos (los p-valores
correspondientes son menores a 0.05), lo que significa que hay evidencia en los datos apoyando
que cada coeficiente es diferente de cero en el modelo que incluye todas las otras variables
explicativas. Esta afirmacién asegura que ambas variables son relevantes para explicar
log (k,,). Mas aln, ambas variables mostraron estar muy poco correlacionadas (la correlacién
cuadrada entre las variables AGi*n Y Nyten €S 0.09), demostrando que cubren diferente
informacidn. Esto refuerza la importancia de incluirlas a ambas en el modelo. En la seccidn
IV.2.2 se presenta la validacién de las asunciones requeridas para los valores estadisticos (p-

valores e intervalos de confianza) mostrados en la tabla IV .1.
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Tabla IV .1. Valores estimados para los coeficientes con sus respectivos intervalos de confianza (IC) del

95% y p-valores para el modelo 4.

Coeficiente Coeficientes Valor estimado +

Ecuacion mejor ajustado propuestos IC del 95% Valor p
kyT
4 Bo log (%) =12.796 11.81 + 1.15 <2-10716
(R2=0.78) By coeficiente AGY, = —1 -1.25 + 0.40 1.65-107¢
B, —AGpoy = [-5,—2] -1.99 + 0.50 3.14-1078

Otra manera de evaluar la importancia de ambas variables en el modelo consiste en modelar
log(k,y) solo considerando AGL.*n 0 Nytey- S€ NCONtro una correlacion muy pobre con los datos

experimentales cuando AGi*n (R* = 0.16) 0 nyeey (R* = 0.40) fueron usados por separado. Los
coeficientes (By y B1 0 By Y B2, dependiendo del modelo reducido), sin embargo, resultaron ser
muy similares a los del modelo original (datos no mostrados). Esta evidencia refuerza el modelo
lineal multivariado propuesto (modelo 4) que combina las dos variables independientes
explicativas.

Los resultados anteriores permiten validar el modelo lineal y concluir que ambas variables
no solo son necesarias para explicar la k,,, en estas proteinas, sino que ademas, determinan los
valores de k,, con una precision alta.

En cuanto a los coeficientes propuestos, los resultados mostrados en la tabla IV .1 apoyan los
valores tedricos de log(kgT/h) para S, y -1 para B;, puesto que ambos, log(kgT/h) y -1 caen
dentro de los respectivos intervalos de confianza del 95%. El intervalo de confianza del 95% para
f2 (-2.49, -1.48) también es compatible con el rango de valores para AGy¢.y en la literatura’.

Todos estos datos indican que el modelo de Eyring propuesto (modelo 2) por si solo, junto
con los coeficientes presentados (o su rango) es conceptualmente adecuado para describir el
proceso de captacion de O, lo que significa que la barrera energética impuesta por la matriz
proteica, asi como la estabilizacidn de moléculas de H,O en el sitio activo son los principales

factores que controlan este proceso fisicoquimico.

IV.3.2 Modelado de la constante de liberacion del ligando (k,sf)

Hay dos fenémenos que regulan el proceso de liberacion: la ruptura de la unién Fe-O, (4E,)
y la posterior migracién desde la cavidad distal hacia el solvente (AEgut). Por consiguiente, se
propone un modelo que incluye ambas variables, considerando A4E,, en vez de AE, (ver
seccion 11.4.4 para una explicacion detallada. Notar que la liberaciéon de O, es una reaccién

unimolecular, por lo tanto el modelo propuesto es el siguiente:
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£
44Eg, _AGohut

kopp =€  RT e RT (5)

Este tipo de enfoque ya ha sido utilizado previamente de manera satisfactoria®®. Como se
llevé a cabo para el proceso de captacion, se considerara un modelo lineal en escala logaritmica
con las variables explicativas A4E,, y AGjut, dado por:

log(kors,) = Yo+ gx log(e) - AAEo, + 3= log(e) - MGG, + & (6)

Asumiendo que las dos variables propuestas son suficientes para describir log(kesf), los
valores tedricos para los coeficientes son y, = log(4), y1 = —1vy y, = —1 . Dejando a los
coeficientes libres para que puedan tomar cualquier valor, puede ajustarse el modelo 6 para
obtener el mejor modelo lineal para los datos disponibles (n = 13, tabla A.IV.2). Los valores

ajustados se muestran en la tabla IV .2.

Tabla |V .2. Valores estimados para los coeficientes con sus respectivos intervalos de confianza (IC) del

95% y p-valores para los modelos 6y 7.

Ecuacion Coeficiente mejor Coeficientes Valor estimado + Valor p
ajustado propuestos IC del 95%
Yo Interseccion = log (A4) -0.48 £ 2.78 0.71
- g 28) Vs coeficiente AAE,, = —1 -0.87 + 0.45 1.5-1073
' Y2 coeficiente AGY . = —1 0.17 + 1.08 0.73
7 Yo Interseccion = log (A) -0.043 + 0.64 0.89
(R?=0.784) Y1 coeficiente 44E,, = —1 -0.81 + 0.28 5.66-107°3

Los datos muestran que si bien el valor de R? es alto (R>=0.787), AGiut no contribuye para
describir log(k,ss) cuando AAE,, estd incluido en el modelo, puesto que el intervalo de

2

confianza para y, incluye al cero. Esto concuerda con el hecho de que las dos variables, AG,,;

y A4E,,, estan altamente correlacionadas (la correlacion cuadrada entre ambas es 0.55),
sugiriendo que la consideracion de ambas variables explicativas puede no ser necesaria. En tal
sentido, se encontr6 que 44E,, muestra ser relevante para describir log(k,s) debido a que
su coeficiente, y4, es significativamente diferente de cero (su p-valor es menor que 0.05). Los
datos también sugieren el valor 0 para y,. A continuacion, se consideré entonces un modelo
lineal sin la barrera energética Afout, dado por:

log(koss,) = Vo + %- log(e) 'AAEOZi + g (7)

Los valores ajustados para los coeficientes y, y y; se muestran en la tabla IV.2. Una vez mas,
los datos sugieren el valor y, = 0. La consideracion unica de AAE,, como variable explicativa
es apropiada para modelar log (k,sf), puesto que este ajuste alcanza un R?= 0.784, basado en
los datos disponibles (n = 13, A.IV.1). La desviacion estdndar de los errores &; en el modelo 7

fue estimada en 0.98.
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Por todo lo presentado, se concluye que el modelo 6 es redundante, puesto que, dado
AAE,,, AGjut no es relevante para describir el comportamiento lineal de log (k). El modelo
7, por otro lado, junto con los coeficientes propuestos, son conceptualmente adecuados para
describir el proceso de liberacion de Oz, dando cuenta de que solo 44E_, y no el escape del O;

a través de los tuneles, es el factor dominante que controla este proceso fisicoquimico.

IV .3.3 Prediccion de la constante de captacion de Oz (kyp)

En las secciones anteriores se presentd un modelo fisicoquimico que fue validado
comparandolo con constantes cinéticas experimentales, y que permitié hallar la relacién entre
los determinantes fisicoquimicos involucrados en la captacién y liberacién de O;. En esta
seccién, se utilizardn dichos modelos para predecir constantes cinéticas desconocidas. La
primera de las estrategias sienta sus bases en la fisicoquimica: toma los valores propuestos para

BoyB1(Bo =1log(kgT/h)y By = —1)y luego toma el valor de B, que da origen a los residuos

mas pequefios, una vez que se fijan By y B;. Se minimizé Y-, (log(konl.) — [log(kBT/h) -

2
(1/RT) - log(e) -AGL-*ni + (B,/RT) - log(e) -npteHiD , Y se encontré que B, = —2.95. Por

consiguiente, el primer enfoque para predecir k,,, es:

kgT act, 295 npren
konchem = —,e RToe RT (8)

Un enfoque diferente para la prediccidon es el que estd completamente orientado por la
naturaleza de los datos, ignorando un conocimiento previo de las constantes fisicoquimicas
relevantes, y usando solo los coeficientes que mejor ajusten (tabla IV .2):

. 125 AGY, 199 npren
ko,stat = 101181 .7 &kt - RT (9)

En ambos enfoques, los valores propuestos para AGpen, 2.95y 1.99, estan en el rango de los
valores publicados en la literatura. La figura IV.1 muestra la precisién de ambos enfoques
predictivos, log(ky,,chem) vy log(k,,stat), mostrando su habilidad para asignar
correctamente el orden de las constantes de captacion experimentales. Ambos enfoques
resultan en predicciones muy similares sumamente comparables, destacando que las
constantes predichas no difieren de los valores reportados experimentalmente por mas de un

orden de magnitud en promedio.
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IV.3.4 Prediccion de la constante de liberacion de Oz (kqfp)

De manera similar que para el caso de k,,, aqui se presentan dos enfoques para predecir

valores de k. El primer enfoque, nombrado k,srchem, obedece al modelo fisicoquimico:

AAEOZ

koppchem = e™ RT (10)
Mientras que el segundo enfoque, k,srstat, derivado del modelo ajustado desde la

estadistica, estd dado por:

0.81-44E¢,

koppstat = 107%0% ™ &7 (11)
En la figura IV.2 se grafican los valores k,sr experimentales versus ambos k,srchem y
korrstat en escala logaritmica. Ambos modelos predictivos fueron capaces de asignar

correctamente el orden de las constantes experimentales predichas.
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IV .3.5 Validacion estadistica

Todas las cuantificaciones involucradas en el modelo ajustado presentado en las tablas IV .1
y IV.2 (intervalos de confianza y p-valores) requieren que los errores ¢; satisfagan las
condiciones usuales de un modelo de regresion lineal, es decir, distribucion normal cero con

desviacidn estandar constante (homocedasticidad). En colaboracién con la Dra. Mariela Sued y

Dra. Maria Eugenia Szretter del Instituto de Cdlculo - UBA se demostré, de manera rigurosa, que
los datos de entrada al modelo cumplen con estas asunciones. La figura IV .3A muestra gréficas
de cuantiles de los residuos, donde cada valor de los residuos corresponde a restar el dato
predicho al experimental. El hecho de que los puntos caigan sobre una linea en el grafico es una
clara indicacién de que la distribucion normal describe de manera apropiada los residuos del
modelo. Adema3s, el ensayo de ajuste Shapiro-Wilks para testear normalidad dio un valor p de

0,99 para k,y, y de 0,73 para k,sr, apoyando la asunciéon de normalidad de los errores en los

modelos utilizados.
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Figura |V .3. Gréficas de cuantiles de los residuos (A) y residuos versus valores ajustados (B) para el modelo 4 para

log(kon) (panel izquierdo) y para el modelo 7 para log(koff) (panel derecho).
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En la figura IV.3B se observan los residuos versus los valores ajustados. La ausencia de
estructura en el grafico garantiza la correcta asuncion de homocedasticidad para los errores del

modelo. Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el programa R™.

IV .4 Discusion

La capacidad predictiva de los modelos aqui presentados, junto con la evaluacion estadistica
de los componentes individuales incluidos en cada modelo, proveen de un contexto cuantitativo

gue permite comprender los principales factores responsables de la captacién y liberacién de O,

en la familia de hemoglobinas truncadas, como se resume en el esquema IV .1.
kon

Migracién de O, Ruptura de puentes Coordinacion
a través del tanel de hidrégeno réapida de O,

o}
Y 4 Y HO M /o
o\H‘. I3 Oy o o
S de—H
© AGpteH & npleH kun/dn
— S —
— -
trHb pentacoordinada trHb pentacoordinada trHb pentacoordinada trHb:0, hexacoordinada

con H,0 estabilizada con H,0 estabilizada con una molécula de H,0
por un puente de hidrégeno por un puente de hidrégeno y otra de O, en la cavidad

y una molécula de O, en la cavidad

Korr o Estabilizacion por
A puentes de hidrégeno

Migracion de O, Energia de union
a través del tunel de O,

Y o
oy, 4
I AAEO2
trHb pentacoordinada trHb pentacoordinada trHb:0, hexacoordinada
con una molécula de O, con una molécula de O, con O, estabilizado por el
en la cavidad en la cavidad enlace de hexacoordinacion

Y por un puente de hidrégeno
Esquema IV.1. Paso por paso de la captacién y liberacién de oxigeno en las hemoglobinas truncadas, resaltando los

pasos considerados por los modelos finales. Se resaltan en rojo dos pasos no considerados en los modelos finales.

Mientras que los sistemas de tuneles y cavidades internas de migracién y las moléculas de
agua en el sitio activo modulan la entrada del ligando, la naturaleza de los aminodcidos del sitio
activo controla la cinética de liberacion de O,. Su variada capacidad para modular la captaciony
la liberacidn de ligandos se traduce en diversas funciones bioldgicas para estas hemoproteinas.
Por ejemplo, trHbs con una captacién rdpida (alta ko) y rapida liberacion (alta k,ff)
generalmente son transportadoras de O, (como la hemoglobina y mioglobina); mientras que

aquellas con una captacion rapida (alta k,,) y baja liberacion (baja k, s ) normalmente muestran
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una reactividad por multiples ligandos, puesto que el oxigeno debe ingresar rapido vy
permanecer dentro hasta que un segundo ligando ingrese para reaccionar (por ejemplo, la
trHbN de Mycobacterium tuberculosis). Es interesante notar que ambos procesos, captacion y
liberacidon, dependen de las interacciones en el sitio activo, donde aminodcidos con regiones de
densidad de carga positiva pueden, por un lado, retrasar el ingreso de oxigeno reteniendo
moléculas de H,O y, por el otro, retrasar la liberacion del O, coordinado. Los modelos
presentados sugieren, por lo tanto, que la Unica manera en que una trHb puede controlar la
captacién sin modificar la liberacion de O,, es modificando la accesibilidad a la cavidad distal, a
través de los tuneles y cavidades internas de migracion.

Un aspecto a considerar es que el modelo propuesto para k,, no considera el fendmeno
de hexacoordinacién interna, el cual involucra a un aminodcido del sitio activo ocupando la sexta
posicién de coordinacidn del dtomo de Fe del grupo hemo. Por lo tanto, el modelo propuesto
describe el proceso de captacién de O, y estima el valor experimental de k,, de trHbs
pentacoordinadas (con el Fe hémico en estado ferroso), o del estado pentacoordinado de trHbs
hexacoordinadas. En este sentido, se encontraron dos trHbs, pertenecientes a los
microorganismos Synechococcus y Synechocystis'**2, con el hemo hexacordinado en estado

13-15

ferroso El valor experimental de k,, de O, para la trHb de Synechocystis es?2,4 -

108M 15116 Esta proteina ha sido incluida en el estudio presentado en este capitulo, y el valor
predicho, utilizando un modelo pentacoordinado de esta proteina, ha sido de 2,0 - 10’ M~1s~1,
Como puede observarse, la diferencia entre ambos valores no dista del error promedio para
todos los casos considerados en el estudio, lo que sugiere que para dicha trHb de Synechocystis,
de poseer un estado hexacoordinado, la poblacién correspondiente no parece ser significativa
como para desplazar el equilibrio pentacordinado-hexacoordinado y afectar a la k,,,, de O..

Otro aspecto a tener en cuenta es que los valores de error (&;) en los modelos 4, 6y 7,
incluyen el error inherente en el modelo, asi como también en las mediciones experimentales.
Para ambos k,, (modelo 4) y k, s (modelos 6y 7), el error encontrado resulté ser del mismo
orden, asi como la varianza entre constantes experimentales reportadas independientemente
en la literatura por distintos grupos y técnicas utilizadas. Este resultado respalda la ausencia de
cualquier equivocacion tedrica significativa en la construccion de los modelos.

Se debe tener en cuenta una consideracidn especial para el valor dado de R?, el cual, aunque
es un buen indicador del ajuste en un modelo lineal, éste no es suficiente para juzgar su
precision. Un claro ejemplo de este problema se encontrd en el andlisis presentado en este

capitulo para el caso de la constante de liberacion, k,sf. Los valores de R? para los modelos 6 y

G3 son ambos altos e indistinguibles (0.787 y 0.784, respectivamente), incluso cuando una de
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las variables usadas en 6 no aporta una contribucién significativa a log(koff). Basado
solamente en los valores de R, ambos modelos pueden ser interpretados como de una precision
equivalente. Sin embargo, con un analisis posterior de p-valores y de covarianza de variables, se
ha podido concluir que el modelo reducido 7 es mas preciso que el modelo 6.

Hacer extrapolaciones para el resto de los miembros de trHbs (aproximadamente 1100) es
riesgoso considerando de que no hay evidencia sobre la variabilidad entre los diferentes
miembros de la subfamilia. Sin embargo, puesto que el andlisis presentado se realizé también
sobre proteinas mutantes disefiadas para explorar amplios rangos de k., Y k57, y considerando
que esta familia de proteinas comparten un plegado comun y aminodacidos relevantes, es posible
predecir k,p, ¥ korr para los otros miembros de la familia. En este sentido, se han presentado
dos enfoques. El enfoque tedrico usa conocimiento previo desde la fisicoquimica, y por lo tanto
no esta estrictamente limitado para un subconjunto de proteinas; aunque sus coeficientes no
son los mejores para los datos disponibles. El enfoque basado en estadistica, el cual usa los
valores mejor ajustados para los datos disponibles, es altamente dependiente de este pequefio
subconjunto de trHbs. De cualquier manera, ambas predicciones muestran valores muy

similares dados los datos disponibles, difiriendo en aproximandamente un orden de magnitud.

Todos los resultados presentados en este capitulo estdan en proceso de publicacion en el
siguiente articulo:
JP. Bustamante, ME. Szretter, M. Sued, MA. Marti, DA. Estrin, L. Boechi. A quantitative model

for oxygen uptake and release in hemeproteins. Bajo revision en Bioinformatics.

IV.5 Conclusidon

Llevando a cabo un andlisis estadistico riguroso, se logré determinar los factores claves que
controlan la captacidn y liberacion de ligandos en hemoglobinas truncadas. Se encontré que el
sistema de tulneles y cavidades internas, asi como las moléculas de agua en la cavidad distal
controlan la captacidn del ligando, mientras que la estabilizacién de O, en el sitio distal por
aminodcidos polares controlan su liberacién. Se propuso, ademas, dos estrategias cuantitativas
para predecir kop, Y Kofr, dentro de un orden de magnitud, para el resto de los miembros de

hemoglobinas truncadas.
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V. Relaciones evolutivas y funcionales

en la familia de trHbs

V.1 Introduccidn

Determinar propiedades o aspectos funcionales especificos, como especificidad/afinidad por
sustrato o la eficiencia catalitica de una proteina con precisién y detalle a nivel aminoacidico, no
es una tarea sencilla. Sin embargo, si la funcién proteica esta determinada por la estructura de
la proteina y ésta por su secuencia de aminoacidos, deberia ser posible, en principio, predecir la
funcién de las mismas a partir de estructuras y secuencias proteicas de funcidn conocida. Todo
esto seria valido Unicamente si se conoce la variabilidad de todas las variables relevantes en
estas proteinas (las calculadas y las no calculadas). En este caso, considerando que los miembros
de la familia de trHbs comparten un mismo plegado y aminodcidos criticos conservados, se
espera poder predecir adecuadamente sus posibles funciones.

Debido a que la mayoria de trHbs anotadas en base de datos no poseen una funcion asignada
y ni siquiera una estructura tridimensional conocida, en este capitulo se presenta un estudio
evolutivo-molecular de toda la familia de trHbs. Ademas de las funciones mas conocidas,
almacenamiento y transporte de 0,, las hemoglobinas (Hbs) pueden tener funciones
enzimaticas y de sensado?. En general, éstas y otras hemoproteinas con alta afinidad por O, tal
como las trHbs micobacterianas, usualmente funcionan como enzimas redox de O; (y otras
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno)?3. Globinas con afinidad moderada por O,, como la
mioglobina y hemoglobina de mamiferos, actian como transportadoras y almacenadoras de
0,*°, mientras que las de baja afinidad por O,, tales como la guanilato ciclasa soluble o los
sensores acoplados a globinas (GCS), son sensores de NO, CO o redox®’.

Para llegar a una descripcion funcional de cada miembro de la familia, a cada uno de ellos se
le asignara una posible funcidon en base a su capacidad para captar y liberar O,. Para esto, se
utilizaran los modelos presentados en el capitulo anterior, con una pequefia modificacidn sobre
el modelo de captacidon que le otorgara un nivel de detalle mayor. Ademas, dado que al
momento no hay ninguna caracterizacion de toda la familia, ya sea de las secuencias
aminoacidicas o un enfoque estructural-funcional, esta asignacion funcional servird para

caracterizar a cada grupo filogenético, identificando particularidades de cada uno.
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Partiendo de la hipdtesis de trabajo de que es posible predecir la funcién de trHbs partiendo
solamente desde informacién de su secuencia, en este capitulo se presentara una combinacién
de métodos in silico. Dicha estrategia esta basada en modelado por homologia y cdlculos
energéticos, complementados con un analisis filogenético, cuyo ultimo objetivo es predecir y
analizar la funcién de trHbs en un contexto evolutivo. Un meta analisis de los resultados no solo
permitird profundizar sobre la comprensién de las bases estructurales que gobiernan la afinidad
por ligandos, sino que también resaltardn algunas tendencias evolutivas interesantes en la
funcién de trHbs.

Las predicciones realizadas en este capitulo estan basadas en la suposicién de que las trHbs
estan en el estado pentacoordinado en su estado ferroso. En caso de que también exista una
poblacién de trHbs ferrosas hexacoordinadas, la polacidon correspondiente no deberia ser la
mayoritaria. Si la poblacién hexacoordinada ferrosa fuese la mayoritaria, las predicciones

tendrian un error por exceso en la constante cinética de captacion de O..

V.2 Métodos computacionales
V.2.1 Analisis filogenético basado en secuencias proteicas

V.2.1.1 Fuente de datos e identificacion de secuencias de trHbs

El conjunto de secuencias de entrada estuvo compuesto por 111 casos asignados por Vuletich
y Lecomte en el afio 2006, a los grupos N, O y P®, més 200 secuencias adicionales derivadas y
manualmente chequeadas de las bases de datos de Pfam y PDB>, Se construyeron perfiles
separados de HMMER para cada grupo de trHbs, utilizando el programa hmmbuild, usando las
configuraciones por defecto (HMMER 3.01). Con estos perfiles, y usando las configuraciones por
defecto, con hmmsearch se exploraron las bases de datos completas de SwissProt, Uniprot y
PDB para acceder a todas las posibles secuencias de trHbs disponibles. Se consideraron como
trHbs todas las secuencias identificadas con un e-value menor que el umbral de exclusién
establecido por HMMER. Se descartaron las secuencias redundantes con el programa CD-Hit,

usando un 90% de identidad como umbral mayor*?.

V.2.1.2 Alineamientos multiples de secuencias (AMS)

Se realizaron AMS proteicas con el programa Promals3D, con configuraciones por defecto e
incluyendo informacion estructural considerando los siguientes diecisiete identificadores de

PDBs: 2BKM, 1UX8, 3AQ5, 2BMM, 1INGK, 3AQ9, 1DLY, 1UVX, 2HZ2, 1569, 1IMWSB, 1IDR, 2KSC,
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2XYK, 2GKN, 1DLW, 2IG3. La inclusidn de estructuras de rayos X mejora la calidad del AMS
considerando propiedades claves del plegado proteico. Se optimizd manualmente el AMS
usando JalView2.8® de acuerdo a: i) retener solo secuencias menores a 160 aminodcidos, ii)
descartar secuencias sin la presencia tipica de la conservada HisF8, iii) mejora manual del
alineamiento. Se chequed el AMS final con las estructuras de rayos X anteriormente citadas.
Finalmente, se identificd un total de 1107 secuencias como trHbs, consistente con el trabajo de

Vinogradov y otros investigadores en el afio 20131.

V.2.1.3 Analisis filogenético

Puesto que las 1107 secuencias poseen regiones divergentes, especialmente los terminales
debido a diferentes historias evolutivas, el AMS contiene bloques de subsecuencias pobremente
alineadas. Estos bloques se removieron con el algoritmo y programa Block Mapping and
Gathering with Entropy (BMGE), el cual permite seleccionar bloques del alineamiento que son
adecuados para una inferencia filogenética apropiada. El recorte para la filogenia se realizé con
una matriz de sustitucion Blosum62, una frecuencia de gaps a 0.2 y entropia a 0.9, resultando
en un recorte de 356 a 143 columnas. EI AMS recortado se usé para construir filogenias por
maxima verosimilitud (ML, del inglés, maximum likelihood) y bayesianas, usando PhyML 3.0y
MrBayes 3, respectivamente.

Especificamente, el analisis con PhyML se realizé luego de la selecciéon de un modelo WAG
usando ProtTest!®, con proporcién estimada de sitios invariantes y un arbol de inicio de BIONJ
optimizado, con medidas de soporte SH-aLRT. El andlisis bayesiano se inicid con arboles ML
utilizando 10  perturbaciones. Se chequed la convergencia usando Awty
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17766271). Los arboles resultantes se observaron y
editaron con iTol v2.2.2%, GIMP e Inkscape (ambos con licencias GNU, www.gimp.org y
www.inkscape.org).

Como caso control, se construyd un arbol filogenético usando las secuencias disponibles en

2006. Se encontré la misma topologia reportada previamente?® (ver figura A.V.1).

V.2.1.4 Andlisis adicionales

Se llevé a cabo un analisis de posiciones determinantes de grupos y de especificidad (CDP y
SDPs, por sus siglas en inglés, Cluster and Specificity Determining Positions), para: i) analizar si
ciertos aspectos fisicoquimicos podrian ser atribuidos a aminodacidos en posiciones claves en la

estructura; ii) incluir la mayor cantidad de posiciones claves inesperadas. Las CDPs son
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posiciones en la estructura proteica, con columnas correspondientes en el AMS, que
contribuyen de manera significativa a un grupo observado. Las SDPs son CDPs que afectan a la
funcidn. Las CDPs pueden determinarse por métodos estadisticos, y las SDPs cruzando analisis
de datos obtenidos con informacién mutua (IM). Las CDPs se determinaron usando SDPfox'’, y
se utilizd Mistic!® para determinar IM. En la tabla A.V.1 se presentan los resultados de los analisis

de SDPs e IM.

V.2.2 Modelado y simulacidon

V.2.2.1 Modelos por homologia. Configuracidén de los sistemas y

parametros de simulacién clasica

Se construyeron todas las variantes de trHbs armando modelos simplificados, partiendo de
la estructura de rayos X segun el grupo filogenético al que pertenezcan: Mt-trHbN, Mt-trHbO y
Cj-trHbP (correspondientes a las entradas de PDB 1IDR, INGK y 2IG3). Se mutaron los
aminodcidos correspondientes a los sitios activos y a las topologias de tuneles, de manera in
silico. Para todas las estructuras modeladas se siguio el protocolo presente en la seccién 11.4.3
del capitulo de métodos. Las simulaciones de DM realizadas fueron de 50ns para cada sistema

generado.

V.2.2.2 Topologia y perfiles de energia libre de migracién de O;

Los calculos de ILS sobre los sistemas proteicos se realizaron siguiendo el protocolo
presentado en la seccién Il.4.3. La sonda utilizada, en todos los casos, fue una molécula de O..

La energia libre para los perfiles de energia fue configurada en 0 kcal mol~? para el O, en el
seno del solvente, a9, 13y 24 A del Fe hémico para el portal E7, el canal corto G8 y para el canal

largo, respectivamente.

V.2.2.3 Energia de union de O (4Ey, y AAE,,)

Los calculos de energia de unién de O, se computaron de acuerdo al protocolo presentado

en la seccion 11.4.4.
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V.2.2.4 Determinacién de las constantes de captacion y liberacion de

02 (kon y koff)

Como se esquematizd en el esquema IV .1, el proceso de captacidn de ligandos pequefios
involucra principalmente tres fenédmenos, migracién del ligando a través del tinel y cavidades
internas (AGi*n), desplazamiento de moléculas del solvente en el sitio activo (AGpten * Npten) Y
coordinacién al Fe (kynisn), siendo este Ultimo fendmeno no limitante de la velocidad del
proceso global. Por otro lado, la ruptura de la union Fe-O, (44E,) y la posterior migracion desde
la cavidad distal hacia el solvente (AEjut) caracterizan a la liberacion de ligandos. En el capitulo
anterior se concluyé que al momento de modelar este proceso solo es necesario considerar el
AAE,,, puesto que el AEjut no aporta informacidn para mejorar la prediccion. Aqui se utilizé el
enfoque tedrico del capitulo IV para predecir los valores de las constantes de k,,, y ko5f, Segun
ecuaciones IV.8y IV.10 (k,,chemy k,rchem, respectivamente), puesto que este enfoque no
estd sesgado a un subconjunto de proteinas, como si lo esta el basado en estadistica (ecuaciones

IV.9yIV.11, k,pstat y kyppstat).

kfr.ﬁ-l . l‘j ]‘712 -1 . kbrmd
Hb+0, == (Hb:0) == .. == (Hb:0,), == Hb-O0,
kb, kb... kb, |

Esquema V.1. Esquema cinético genérico para el modelo propuesto de cinética de O,. (Hb : O;), indica sitios de unidn

secundarios dentro de la proteina a lo largo del canal de salida (entrada) hacia (desde) el solvente.

En el capitulo anterior, para modelar k,,, se consideraron los tuneles de cada trHb de
manera independiente, y se selecciond la mayor barrera del tunel mds accesible como la barrera
de energia libre para el ingreso de O, (denotada por AGiﬁl). En este caso, para calcular la barrera
de energia libre para el ingreso de O; se consideraron los tres tuneles de manera explicita, y no
solo al de la barrera mas accesible. Cabe aclarar que ambas estrategias (considerar solo el canal
mas accesible o los tres posibles) arrojaron valores muy similares. Esto muestra que ambas
estrategias son igualmente vdlidas para las estimaciones de k,, que se desean realizar. Esta
ultima estrategia parte de un modelo cinético genérico (ver esquema V.1) que considera la
presencia de varios sitios de unidn secundarios y sus barreras energéticas asociadas®°.
Asumiendo un equilibrio rapido entre el seno del solvente y los sitios de unién de la proteina,

la velocidad de migracidn del ligando desde el solvente al sitio activo a través de un tunel dado,

esta dado por la siguiente relacidn:

_ kft
t ™ kfy+kby (1)
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donde los subindices t corresponden a cada tunel posible (LT, E7, G8), kf y kb corresponden,
de acuerdo al esquema V.1, a las velocidades con las que el ligando migra hacia el sitio activo y
hacia el solvente. Usando este esquema, se calcularon las tasas de ingreso por cada tunel de
todos los modelos de trHbs disefiados utilizando ILS. La lista completa de las constantes cinéticas
estimadas para todas las combinaciones de aminoacidos definiendo cada tunel se presenta en
laA.V.2.

Una vez obtenidas las constantes correspondientes a los tres tlneles en una trHb, se

combinaron para arribar a una constante de captacion global, de acuerdo a:

ktonetes = kit + ksrgs + kg7 (3)

Por otro lado, como se explicd en el capitulo anterior, debido a que las moléculas de H,0 en
el sitio activo estdn estabilizadas a través de puentes de hidrégeno, la energia libre para
removerlas puede considerarse de manera aproximada como el producto entre la cantidad de
puentes de hidrégeno (n,..y) entre la molécula de H,0 y los aminodcidos del sitio activo y la
energia libre de una interaccion de pteH (AGpep). Dicho de otra forma, este efecto puede
considerarse asumiendo que cada trHb existe en un equilibrio entre la molécula de agua
bloqueada y el estado reactivo del grupo hemo libre, el cual se caracteriza por la constante de

equilibrio Ky, o. De esta manera, la expresion para calcular k,;, pasa a ser:

kpT
konchem = % “ktanetes Ku,o @

_AGpteH "MpteH
donde Ky,o = € RT

V.3 Resultados

V.3.1 Identificacion de aminoacidos claves que definen la afinidad por

ligandos pequefios

Ser capaces de predecir la afinidad por ligandos partiendo solamente de la secuencia proteica
implica poder desarrollar una estrategia para obtener célculos fiables de las distintas variables
involucradas y volcarlas en un modelo. Dicha estrategia para computar las constantes de
captaciény liberacion de O, fue desarrollada y validada estadisticamente en el capitulo IV. Pero
por otro lado, si el objetivo es hacer predicciones partiendo solo de la secuencia aminoacidica,
se debe conocer qué define a cada variable a nivel molecular. Esto implica poder identificar a
aminodcidos claves cuya identidad esté estrechamente relacionada con la modulacién de las

variables de interés.

86



Dentro del proceso de liberacién de O,, se conoce que la variable AAE,, esta modulada por
la dindmica del quinteto del sitio activo (posiciones B10, CD1, E7, E11 y G8). Dicho quinteto
también es el encargado de la retencion de moléculas de agua para el proceso de captacion de
0.. Sin embargo, al momento de considerar las barreras energéticas impuestas por los canales
de migracién, una etapa crucial para el proceso de captaciéon de ligandos, no hay una
identificacion directa de aminoacidos claves. En este sentido, se analizaron las simulaciones de
DM llevadas a cabo para las trHbs presentadas en el capitulo IV. La superposicion estructural
entre las distintas proteinas permitid identificar aminoacidos claves, determinantes de las
topologias de los tuneles observados. Esto también posibilité definir la cantidad de pozos y
barreras energéticas para cada canal de migracion. En el caso del canal largo, como fue
previamente descripto para la Mt-trHbN, se observé con tres pozos y dos barreras, siendo seis
las posiciones de aminodcidos claves que lo definen, estableciendo cuan alta sera la barrera
energética y la profundidad de los pozos: H5, B2, H9, E15, E11 y G8 (ver figura V.1). Para el caso
del canal corto G8, los aminodcidos claves son H9, G8 y G9, y como muestra también la Mt-

trHbN, posee dos pozos y una barrera. En cuanto al ultimo tdnel, el denominado portal E7,

Canal largo Canal corto G8 Portal E7
2 2 2
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Figura V.1. Arriba: ejemplos de perfiles de energia libre para cada tinel. Abajesespacion esquematica de la
combinacién de aminoacidos que define tanto la topologia conpetfiles de energia libre asociados a cada tunel.
Pueden observarse tanto el tinel como el sistema de cavidades irdémadas. C1, C2 y C3 corresponden a las
cavidades (trHb:g)1, (trHb:Oy)2 y (trHb:O2)s, respectivamente.
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descripto en esta tesis en Tf-trHbO esta delimitado por los aminoacidos ocupando las posiciones
B10, CD1, E7 y E11, y presenta dos pozos separados por una barrera. Como se muestra en la
figura V.1, el tamafio, la forma y la hidrofobicidad de los aminodacidos que delimitan los tuneles
determinan tanto la barrera como los pozos energéticos a lo largo de los perfiles de energia
libre. Generalmente, barreras en el rango de 1 — 3 kcal mol~! se consideran como muy bajas
y resultan en un canal de migracion completamente abierto, mientras que barreras de entre
10 — 20 kcal mol~! repercuten en un canal bloqueado o completamente cerrado.

En esta seccidn se ha logrado identificar a los aminoacidos constituyentes de los tuneles de
migracion de ligandos pequefios en trHbs, lo que ha permitido hacer una caracterizacion
molecular de la modulacién de los mismos. Con esto, se ha completado la identificacién de
aminodacidos determinantes de las variables fisicoquimicas que permiten calcular las constantes
de kon Y kofs. En la préxima seccion se presentara una revision del érbol filogenético de trHbs,
junto a un estudio de las secuencias de cada grupo filogenético. La integracién de todos estos
resultados permitird aplicar una estrategia de modelado que permita la inferencia de posibles

funciones moleculares para los miembros de la familia de trHbs.

V.3.2 Revision del arbol filogenético de las trHbs y anadlisis de

composicion aminoacidica

La filogenia de las trHbs ya ha sido previamente descripta a través de la conocida clasificacion
enN,OyP(ol, Il ylll), derivados de un analisis de 111 secuencias disponibles hace 10 afios
atras®, como se explicité en el capitulo |. Muchas secuencias nuevas se han vuelto de acceso
publico en los ultimos afios, permitiendo elaborar un estudio y analisis mas actualizados.

Se utilizaron perfiles construidos con HMMER para extraer de las bases de datos de Uniprot
y PDB todas las secuencias correspondientes a miembros de trHbs. Se alineé utilizando
Promals3D (el cual incorpora informacion estructural) una seleccion no redundante de las
secuencias obtenidas. Este alineamiento multiple de secuencias (AMS) fue utilizado para
obtener un nuevo arbol de la familia de trHbs, en este caso, un arbol bayesiano que contiene
1107 secuencias (figura V.2A). Este arbol corrobora ampliamente la clasificacién previa,
conteniendo al grupo N con un 24% de las secuencias, al O con un 45% y al P con un 27% de
ellas. Sin embargo, la topologia también sugiere la existencia de un nuevo grupo de miembros,
el cual alberga un 4% de secuencias, aqui denominado grupo Q (o 1V).

La distribucidon taxondmica a lo largo y ancho del arbol muestra un amplio rango de filos
dentro de los super reinos de eucariotas, bacterias e incluso arqueas para el grupo N, mientras

que Py Q contienen solo secuencias bacterianas y el grupo O la mayoria bacterianas.
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Figura V.2. (A) Arbol bayesiano de la familia de trHbs, presentado como un filograma radial. Los puntos grises

indican una cobertura bayesiana mayor o igual al 80%. La barra de escala representa una distancia de 0.1 aminodcido

de una mutacién aceptada por sitio. Los asteriscos rojos indican secuencias correspondientes a estructuras 3D que se

utilizaron para el alineamiento estructural presentado en (B). (B) Alineamiento estructural de 17 trHbs (ver métodos).

Las regiones coloreadas corresponden a las regiones mas conservadas en el AMS. (C) Red de informacion mutua (IM)

de posiciones que poseen un valor de IM acumulado (IMa) > 65. El color del nodo es un indicativo de la conservacion,

informacién de Kullback-Leibler. Los nodos delimitados con rojo corresponden al SDP central, E7, y sus vecinos

directos. (D) Secuencias logo recortadas con el método de BMGE, para las 1107 trHbs y para cada grupo por separado.
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Se puede observar también un miembro de cada grupo para facilitar la localizacion de las posiciones en la secuencia.
Los aminoacidos distintivos y otras posiciones importantes estan sombreadas con gris, con sus respectivas posiciones
estructurales indicadas arriba, en rojo para aminoacidos del sitio activo y con sombreado amarillo para las SDPs
identificadas.

Aungue hay miembros de las trHbs mostrando no mas de un 15% de identidad de secuencia,
la estructura global de todas ellas estd altamente conservada (figura V.2B). Esta conservacion
estructural hace que sea posible desarrollar una estrategia para llegar a una caracterizacién de
la familia completa basada en relaciones de secuencia — estructura — funcion.

Se analizé la informacién derivada del AMS para determinar los aminoacidos claves que
definen las propiedades fisicoquimicas de las trHbs y las caracteristicas de cada grupo. Esto
queda evidenciado por las secuencias logo, asi como por los andlisis de posiciones
determinantes de grupos y de especificidad (CDPs y SDPs, respectivamente) y de IM (ver seccion
de métodos V.2.1.4 para mayor detalle). Estos resultados, presentados en las figuras V.2C, Dy
en la tabla S3, han generado una gran cantidad de informacién acerca de la relevancia de cada
posicidon estructural. La figura V.2C, por ejemplo, muestra la red de todas las posiciones con un
IM acumulado (IMa) mayor a 65, resaltando la SDP E7 y sus vecinos de IM directos (la mayoria
de los cuales también son SDPs), la cual integra posiciones estructurales del sitio activo, de
estabilizacién del grupo hemo y otras posiciones estructurales claves. De esta manera, el andlisis
de SDPs sugiere que los aminoacidos del sitio activo y los involucrados en la estabilizacién del
hemo son la principal fuerza impulsora de la diversificacién funcional en trHbs.

De manera concluyente, los datos muestran la estrictamente conservada HF8 que coordina
al grupo hemo, cuya estabilizacién es reforzada por las posiciones estructurales de identidad
fisicoquimica basica, correspondientes a E10, [YF]EF6 y F7, con E4, F4 y H16 construyendo el
entorno hémico hidrofébico. Hay dos motivos GG, el primero entre las regiones pre-A y hélice
B, y el segundo al final de la hélice E (empezando en EF1) que estdn conservados en los grupos
N, Oy Q, pero son altamente variables en el grupo P. Un DB16 altamente conservado marca el
final de la hélice B y es, como C6 para la hélice C, importante para el plegado tipico de las trHbs.

En cuanto a los aminoacidos que permiten la caracterizacion especifica de cada grupo, la
posicion E7, con una H conservada definiendo el portal E7 (ver mds abajo), y la E15, gobernada
por W en el grupo P, permiten diferenciar al grupo filogenético P de O y N, y por lo tanto, debe
ser considerada como una caracteristica distintiva de P. El grupo O muestra un tramo basico
caracteristico (H-P-R-L-R-X-R) en el loop F. Las caracteristicas claves del nuevo grupo Q
identificado son los anteriormente mencionados motivos GG, W o F en G8 y casi un 100% de
conservaciéon de HE7, junto a caracteristicas nuevas Unicas, como lo es la E estrictamente

conservada en E17, un motivo R-X-R cercano a la posicién G8 y un extremo N terminal con una
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S altamente conservada en la posicién H22. Estas peculiaridades, por lo tanto, son consideradas
como caracteristicas especificas y distintivas del grupo Q respecto a los demas.

Los aminodcidos del sitio activo muestran una conservacién global intermedia, y también
contribuyen a la separacidon entre subgrupos. Los mas conservados son los cominmente
encontrados FB9-YB10, clave para determinar la afinidad por ligandos. G8 posee el tipico W en
los grupos O, Py Q. En CD1 hay predominantemente una F, pero dentro del grupo O también
hay una frecuencia alta de Y o H. E7 y E11 muestran altos niveles de variacién (figura V.2D).

Es interesante resaltar que hay cuatro posiciones estructurales adicionales con valores
significativos de IM, E17, EF8, G5 y G11, lejos del sitio activo y de los tineles, para los cuales su
funcién molecular es actualmente desconocida (resaltados en rojo en la figura V.2D).
Posiblemente, estas posiciones estructurales estén relacionadas con estabilidad del plegado,
interacciones proteina-proteina y/o modificaciones post-traduccionales.

Hay un ultimo punto a considerar relacionado con el largo de las secuencias, puesto que
muchas proteinas muestran extensos extremos C o N terminal. Los datos estructurales sugieren
gue, si bien éstos pueden adoptar estructuras secundarias, éstas no alteran el plegado global de

la proteina.

V.3.3 Modelado de toda la familia proteica

Sobre las 1107 secuencias de trHbs identificadas, un anadlisis de todas las posibles
combinaciones de aminodcidos en canales, usando el AMS, arroj6 460, 156 y 137 combinaciones
que definen al canal largo, al corto G8 y al portal E7, respectivamente. Combinando aminoacidos
en funcion de sus propiedades fisicoquimicas, la seleccion de las combinaciones mas
representativas resultd en 41, 36 y 17, cubriendo mas del 87% de todas las trHbs.

Por otro lado, el analisis de todas las posibles combinaciones de aminoacidos en el sitio activo
que interactian con el O, unido, o, eventualmente, con una molécula de agua, mostré un total
de 158 combinaciones diferentes de aminoacidos claves. Siguiendo la misma estrategia que para
los canales, dicha cantidad ha sido reducida a 28 combinaciones, cubriendo mas del 75% de la
diversidad de sitios activos en trHbs.

Se construyeron modelos simplificados de la mayoria de trHbs tomando a los aminoacidos
claves de canales y del sitio activo, e intercambiandolos en las estructuras de referencia de cada
grupo filogenético (cddigo de PDB 1IDR para el grupo N, 2BMM para el grupo O, 2IG3 para los
grupos Py Q, ver seccidn 11.2.2.1 para mas detalles).

Se realizaron simulaciones de DM para todos los modelos, seguidas de analisis de ILS, célculos

de energias de unién para el O, unido y para una molécula de agua. De estas simulaciones y

91



posteriores analisis se obtuvieron los valores de las variables fisicoquimicas AGi*n, Npten Y
AAE,,, requeridas por los modelos matematicos desarrollados para predecir constantes de k,,
y korr de Oa.

En la tabla A.V.2 se presentan los valores para ki1, kstcs, Ke76, Kn,0, kon Y Kofy para cada
combinacion de aminodacidos y, por consiguiente, para cada trHb.

Como control, también se construyeron modelos simplificados para todas las trHbs con
estructura de rayos X disponibles, y se compararon resultados partiendo de estos modelos y de
las estructuras cristalograficas. Los resultados para los parametros obtenidos y las constantes
cinéticas predichas resultaron equivalentes, sugiriendo que la estrategia adoptada es apropiada

para la inferencia de constantes cinéticas.

V.3.4 Analisis global de las constantes cinéticas y la afinidad por O3

Un analisis sobre la distribucién de valores de constantes de captacion para todas las trHbs
calculadas (ver figura V.3) muestra que, si bien se observa un amplio rango de valores, la
mayoria de las trHbs presenta valores en el rango de 10° - 108 M~1s~1. Este rango de

constantes corresponde a tener al menos un tlnel completamente abierto, cuyo sitio activo esta

bloqueado parcialmente por una o dos o‘
moléculas de agua. También hay un

grupo de proteinas con valores

N

mayores, llegando a
10° - 1019 M~1s~1  debido a |Ia

pérdida de moléculas de aguas

log (kpp chem)

|
N

retenidas. Finalmente hay un pequefio oD

grupo con constantes bajas, 103 —

10* M~1s™1, que corresponden a

3 5 6 7 8 10 11
aquellas proteinas cuyos tuneles se log (ko chem)
encuentran mayoritariamente Figura V.3. Gréfica de~valoreslde log(kof.jccf.len’L.) versus
log(k,nchem). El tamafio del circulo es un indicativo de la
blogqueados y con moléculas de aguas cantidad de proteinas con el mismo valor predicho.
fuertemente estabilizadas en el sitio activo.

La distribucién del logaritmo de las constantes de liberacién de O, (ver figura V.3) resulta ser
mas homogénea, pero con una predominancia de valores por debajo de cero. El rango se
extiende desde 10™% s™1, que corresponde a aquellas proteinas que unen fuertemente al O,,
estabilizandolo con varios puentes de hidrégeno, hasta 10* s~ para aquellas proteinas con una

cavidad altamente hidrofdbica.

92



La determinacién de ambas constantes cinéticas ha permitido calcular la afinidad por O,, que

habitualmente se calcula como el cociente k,,/k,rr y se expresa como p50, siendo ésta la

presion de oxigeno a la cual la mitad de la I I I

500 f— —

—_

concentracién de proteina se encuentra
con O; unido. Los resultados mostrados en
la figura V.4 muestran que la mayoria de 100 = -

trHbs muestran valores bajos o muy bajos

Cantidad de secuencias

de p50 (< 1mmHg), sugiriendo que la oll_=1 . II 7R |

1
proteina se encuentra oxigenada incluso log (p50)

en ambientes microaerdbicos. Estas Figura V.4. Histograma de valores de p50 para todas las
trHbs cuyos valores fisicoquimicos han sido calculados.

proteinas generalmente muestran valores

moderados de k,, y algunas variaciones en k,rr, con valores inferiores a 1 s™1. Un segundo
grupo con valores moderados de p50 (1-5mmHg), posiblemente esta relacionado con proteinas
involucradas en transporte de O,, el cual estd caracterizado por valores moderados de k,,
(~10° M~1s™1) y kopp (1 — 100 s71). Y finalmente, hay algunos miembros con valores altos de
P50 (con valores elevados de k,y, Y ko), sugiriendo que son incapaces de unir oxigeno. Un
analisis de correlacion de p50 con k,, Yy kofy sugiere que la p50 esta predominantemente

controlada por k,f (R* = 0.60), con un pequefio impacto de k,, (R*=0.05).

V.3.5 Combinacién de resultados fisicoquimicos y filogenéticos

Se combinaron los pardmetros fisicoquimicos calculados para todas las trHbs en un contexto
filogenético, para analizar como las propiedades de unién de O, se relacionan con el proceso
evolutivo que resulta en la diversificacion funcional de las trHbs. Para comprender el patrén
resultante, primero se analizard cémo la filogenia resulta en una agrupacion jerarquica de
secuencias de trHbs (a nivel de grupo y subgrupos) y segundo, qué propiedades se agrupan con
cada clado. La figura V.5 muestra el arbol filogenético de toda la familia proteica, junto con un
mapeo de la distribucién de estabilizacién de O, y el grado de apertura de cada canal. También
se llevaron a cabo analisis similares para los otros pardmetros calculados (ver figura A.V.2). La
imagen emergente no solo permite caracterizar mejor a cada grupo, sino también identificar
varios subgrupos (monofiléticos y parafiléticos), que comparten propiedades claves
relacionadas con sus propiedades de unidn de O, y por ende con sus posibles funciones, como
se discutira en la seccién “V.4 Discusion”.

Los cladogramas muestran la topologia derivada de la figura V.2A, con bloques de colores

indicando la clasificacién de los clados. Las propiedades fisicoquimicas se han mapeado como
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circulos concéntricos, con el primero presentando valores de AAE,, en un gradiente de color
violeta (a mayor estabilizacidn, violeta mas oscuro). También se maped la apertura de cada uno
de los tres tuneles, en circulos concéntricos rojo, celeste y verde, para el canal largo, corto G8 y
portal E7, respectivamente, cuanto mayor es el tamafio del circulo, mas abierto se encuentra el

tunel.

M Estabilizacion de O,

@ ® Canal corto G8‘

¢ ® Canal largo e @@@®@®®@®@@®@90®®@®@ g,
°® QOQ
Portal E7 ®e

Figura V.5. Arbol filogenético colapsado de las 1107 trHbs. Se muestra como un filograma circular con

caracteristicas fisicoquimicas calculadas para cada trHb mapeadas sobre él, en circulos concéntricos.

Analizando esta figura, la estabilizacién de oxigeno (asighada como alta, moderada y baja)
muestra una clara distribucién de subgrupos, resaltando la presencia de aminoacidos claves que
en determinados clados. Por otro lado, la apertura de tineles también muestra preferencias de
grupos. El canal corto G8, por ejemplo, solo esta presente (o abierto) en el grupo N, el cual

parece también estar caracterizado por no presentar al portal E7 abierto (excepto para el
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pequefio linaje cercano al grupo O en la figura V.5). Sin embargo, el portal E7 se muestra siempre
abierto para trHbs del grupo O y P. La razén molecular del bloqueo del canal corto G8 en estos
dos grupos de trHbs (incluso en el clado la), se debe a la presencia univoca de WG8 y de FGS8 en
algunas trHbs del clado la.

El clado | (N) tiene la particularidad de presentar altas o bajas afinidades por O,, pero no
intermedias, causadas en mayor medida por valores muy bajos de k,sr. La baja afinidad se
correlaciona con un componente hidrofdbico en el sitio activo, una leucina en las posiciones
estructurales E7, E11 y G8. Este clado puede subdividirse en los 4 subclados la, Ib, Icy Id, de los
cuales Ib y Id son clados monofiléticos con alta afinidad por O,, correlacionado con Q en E7 y en
E11. Una Unica mutacion a nivel nucleotidico (CTA - CAA o CTG - CAG) podria explicar el gran
cambio en k, ¢, pasando de leucina a glutamina. El subclado Ib difiere del resto de los subclados
en que éste posee solo uno, y no dos, canales abiertos.

El clado 11 (O), con un portal E7 completamente abierto y un canal largo abierto / semi abierto
como caracteristica distintiva, puede agruparse en 4 grupos, lla y Il d siendo parafiléticosy llby
llc monofiléticos. Este clado presenta trHbs con moderadas y muy bajas k,fr. La diferencia
principal entre las trHbs estd en su constante de liberacién de O, junto con la identidad de la
posicidon estructural CD1, que puede agruparse por H, Fo Y.

El clado III (P), el cual también presenta un portal E7 abierto, puede dividirse en 6 subgrupos,
teniendo 3 monofiléticos (a, d y f) y 3 parafiléticos (b, c y e). En general, la mayoria de los
subgrupos presentan constantes cinéticas moderadas, excluyendo al subgrupo Illb, con k,¢s
moderadas pero también muy bajas.

Finalmente, el grupo IV (Q) presenta solo un grupo monofilético caracterizado por valores

moderados de k,;, y muy bajos de ks .

V.4 Discusion

En este capitulo se ha presentado un analisis filogenético y estructural actualizado y detallado
de las trHbs disponibles al momento, buscando razones estructurales que gobiernen las posibles
funciones. Utilizando modelos simplificados de las trHbs se calcularon valores de constantes de
captacion y liberacidn de O,, para mas del 80% de las trHbs encontradas. En los préoximos
segmentos se analizara toda la informacion presentada de manera integrada, a fin de arribar a

un escenario general sobre la evolucién y funcion de trHbs.
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V.4.1 Razones estructurales subyacentes de la afinidad por ligandos

pequefos

El andlisis global muestra que las trHbs presentan, en general, constantes de liberacién de O,
moderadas a muy bajas, y por ende afinidades moderadas a altas, debido a la presencia de al
menos una, y usualmente varias interacciones de puentes de hidrégeno entre el ligando y la
proteina, y cuyos ejemplos mas comunes son la YB10, el WG8, Ho Y en CD1 y QE11.

En cuanto a los tuneles, tanto el tamafio como la hidrofobicidad de los aminodacidos que los
delimitan definen la profundidad de los pozos energéticos (o cavidades) y las barreras de energia
a lo largo del perfil de energia libre. Practicamente todas las trHbs muestran al menos 1 canal
abierto, y muchas de ellas, 2. Resulta importante resaltar que, en concordancia con
observaciones experimentales previas sobre mutantes directas?®?!, |la presencia de mas de un
tunel es redundante en términos de constantes de captacién, puesto que el ligando acceder3 al
grupo hemo a través del tunel con la via mds accesible. Dentro de este contexto, la pregunta
sobre cudl es la relacidén entre la presencia de multiples tuneles y la funcién de trHbs, debe ir
mas alld de la simple determinacion de k,,, e involucra también otros aspectos o posibilidades

(ver siguiente subseccién).

V.4.2 De la estructura a la funcidén

Habiendo determinado y analizado las propiedades de unién de O, y sus relaciones
filogenéticas, la pregunta ahora es si es posible inferir o al menos sugerir una posible funcién
para las trHbs. El hecho de hablar de funcién de globinas es algo controversial, puesto que
incluso para la globina estrella mioglobina, se han propuesto y validado como posibles funciones
la de transportar O,, actuar como reductasa de nitrito o como dioxigenasa de NO9?%23, Esta
cuestidn se debe a la vasta reactividad hémica, la cual permite llevar a cabo diferentes tareas
bajo diversas condiciones del entorno. Sin embargo, no todas las tareas pueden desarrollarse
con la misma eficiencia debido a que la reactividad hémica es diferencial, y entonces hay algunas
funciones que podrian ser mas probables que otras. Mas alun, como se menciond en la seccién
“V.1 Introduccion”, la presencia ubicua de oxigeno en el ambiente y la gran variacion observada
en la afinidad de las trHbs por O, (en contraposicion con CO o NO cuya afinidad es menos
sensible al entorno), permiten concluir algunas tendencias generales basadas en este fenémeno
clave. Aunque no hay una trHb para la cual su funcién haya sido indudablemente establecida, y
muchas de ellas permanecen pobremente caracterizadas mas allad de medidas cinéticas, para

algunas de ellas (que seran las elegidas como casos modelos), se pueden hacer asignaciones
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tentativas, basandose en propiedades funcionales.

Posiblemente la trHb mas estudiada es la Mt-trHbN. La funcidn ampliamente conocida de
esta proteina es detoxificar NO a través de su oxidacion a nitrato, una reaccién mediada por el
oxigeno hémico. Para lograr esta tarea se requiere una alta estabilizacidn de O, y, la presencia
de multiples canales, aparentemente es un factor importante?*28, La mayoria de las trHbs del
subgrupo Id comparten estas propiedades, por lo que la detoxificacion de NO parece ser una
funcién muy probable. De manera interesante, los otros subgrupos de N (Ia y Ic) muestran una
korr grande, que reduce la afinidad por O, haciéndola mas similar a casos como la mioglobina
o la Pc-trHbN?°, Para estas proteinas, asi como para otras trHbs compartiendo grandes valores
de k,sr y la presencia de uno o dos tuneles abiertos, un rol involucrando almacenamiento y
transporte de O, parece lo mas probable, puesto que una k,, moderada y una ks grande es
un prerrequisito para permitir una captacion y liberacién de O, eficientes.

Otro caso esta representado por la Tf-trHbO o la Mt-trHbO, ambas cuyas funciones parecen
estar relacionadas con especies reactivas de O, probablemente como catalasas-peroxidasas®®3!,
Para actuar como catalasas-peroxidasas, las propiedades claves que poseen estas proteinas son:
la presencia de una red de puentes de hidrégeno fuertes, revelada por valores bajos o muy bajos
de k,fy, y el portal E7 abierto. La disponibilidad del portal E7 es el acceso al Fe hémico mas corto
y mas polar, y puede entonces ser particularmente adecuado para la entrada y salida de ligandos
cargados o polares tales como el superdxido. Otra caracteristica importante es que
habitualmente las hemoproteinas que realizan estas tareas disponen de aminoacidos polares y
aromaticos (Trp-Tyr-Arg-His) en sus sitios activos que pueden participar en reacciones redox
estabilizando especies de radicales libres. Estas funciones emergen como probables candidatas
para muchas (casi la mayoria) de trHbs del grupo O, las cuales comparten las propiedades
mencionadas.

En cuanto a los miembros del grupo P, es menos lo que se conoce al respecto, y el miembro
mejor caracterizado es la trHbP de Campylobacter jejuni (Cj-trHbP). Aunque su funcién no esta
clara, muestra propiedades estructurales y de unién de ligandos que revelan una fuerte red de
puentes de hidrégeno y la presencia del portal E7 abierto (como en el caso descripto de las trHbs
0). Estas propiedades, sin embargo, no son compartidas por todos los miembros del grupo, y se
observa una alta variabilidad en término de interacciones con el ligando, impidiendo extraer una
inferencia general acerca de sus posibles funciones. Aqui, la razén por la cual las trHbs del grupo

P forman un grupo distinto, puede explicarse por la estrictamente conservada HE7.
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V.4.3 Distribucion funcional basada en organismos

Habiendo hallado para la mayoria de las trHbs sus grupos filogenéticos de pertenencia, junto
con sus caracteristicas funcionales claves, aqui se analizard cdmo se distribuyen las trHbs en los
organismos a los que pertenecen. Las secuencias de 1107 trHbs provienen de mas de 600
especies diferentes, con la mayoria de ellas (73%) conteniendo solo un tipo de trHb, 23%
teniendo dos trHbs de diferentes grupos y algunos organismos conteniendo mas de dos. Andlisis
de la filogenia mostraron que, para aquellos organismos que albergan dos tipos de trHbs, casi la
mitad de ellas son tipos O y N, cerca de un 40% Oy P, y solo un 15% de Ny P.

Desde un punto de vista funcional, y aunque se puede hacer un andlisis de co-presencia del
organismo y distribucidon de cada propiedad calculada, ninguna de ellas analizada de manera
independiente ha mostrado una tendencia clara, y parece solo reflejar la distribucién de Ia
propiedad entre las trHbs. Sin embargo, y basado en la descripcién previa, se puede hacer una
asignacion funcional definida por: una quimica de multiligandos NO/O, (tipo Mt-trHbN),
almacenamiento y transporte de O, (tipo mioglobina) y catalasa-peroxidasa (tipo Tf-trHbN o Mt-
trHbO). Los organismos que contienen solo una trHb predominantemente poseen una del tipo
funcional catalasa-peroxidasa (64%), seguidas de almacenamiento y transporte de O, y quimica
de multiligandos NO/O; (18% cada una), lo cual es la distribuciéon esperada basada en la
abundancia relativa de cada tipo funcional. Aquellos organismos con dos tipos de trHbs también
reflejan las distribuciones esperadas. Asi, los datos disponibles no muestran evidencias claras de
diversificacién funcional para las trHbs coexistentes en un mismo organismo.

En lo que respecta a las relaciones filogenéticas — funcionales, la funcién propuesta de
catalasa-peroxidasa emerge como el candidato mas probable para la mayoria (86%) del grupo O,
todas compartiendo las propiedades mencionadas. Para el grupo N, de manera interesante,
mientras que el 57% se infiere como de tipo quimica de multiligandos NO/O,, el 43% restante se
predice involucrado en transporte y almacenamiento de O,. En cuanto al grupo P, la mayoria
(78%) comparten propiedades relacionadas con el tipo catalasa-peroxidasa, mientras que el otro
22% se ha inferido como transportadoras de O,, debido a sus altas constantes de liberacién de
0.. Finalmente, todos los miembros del grupo Q han sido asignados como catalasas-peroxidasas.
Es interesante resaltar que se encontraron tipos funcionales diferentes dentro del mismo grupo
filogenético, y por lo tanto, se debe tener cuidado en asignar propiedades funcionales partiendo

solo del andlisis de la filogenia resultante.
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Todos los resultados presentados en este capitulo estan en proceso de publicacion en el
siguiente articulo:
JP. Bustamante, L. Boechi, L. Radusky, DA. Estrin, A. ten Have, MA. Marti. Evolutionary and

Functional relationships in the truncated hemoglobin family. Bajo revisién en PLoS Comp. Biol.

V.5 Conclusiones

Los resultados aqui presentados muestran que el plegado de las trHbs parece ser lo
suficientemente flexible como para permitir cambios importantes en la afinidad por pequefos
ligandos. Habiendo determinado y analizado las propiedades de unidn de O3 y sus relaciones
filogenéticas, se han inferido posibles funciones a mas del 80% de las 1107 trHbs identificadas,
partiendo de casos modelos, que pueden variar entre almacenar y transportar O,, funcionar
como catalasas-peroxidasas o intervenir en reacciones que involucran multiligandos. Esta
asignacion funcional ha evidenciado que dentro de un mismo grupo filogenético puede haber
diferentes funciones posibles, por lo que no es posible hacer asignaciones funcionales partiendo
solo de andlisis evolutivos. Por el contrario, estos estudios demuestran que es necesario recurrir
a un enfoque integrador, donde la sinergia entre la fisicoquimica, la bioinformatica y la filogenia

pueden dar respuestas a interrogantes de este tipo.

V.6 Referencias

(1) Vinogradov, S. N.; Tinajero-Trejo, M.; Poole, R. K.; Hoogewijs, D. BBA - Proteins
Proteomics 2013, 1834 (9), 1789-1800.

(2) Milani, M.; Pesce, A.; Ouellet, Y.; Ascenzi, P.; Guertin, M.; Bolognesi, M. EMBO J. 2001,
20 (15), 3902-3909.

(3) Ouellet, H.; Ouellet, Y.; Richard, C.; Labarre, M.; Wittenberg, B.; Wittenberg, J.; Guertin,
M. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2002, 99 (9), 5902-5907.

(4) Kendrew, J. C.; Dickerson, R. E.; Strandberg, B. E.; Hart, R. G.; Davies, D. R.; Phillips, D.
C.; Shore, V. C. Nature 1960, 185 (4711), 422-427.

(5) Muirhead, H.; Perutz, M. F. Nature 1963, 199 (4894), 633—638.

(6) Ignarro, L. Semin Hematol 1989, 26 (1), 63—76.

(7) Hou, S.; Freitas, T. A. K.; Larsen, R.; Piatibratov, M.; Sivozhelezov, V.; Yamamoto, A.;
Meleshkevitch, E.; Zimmer, M.; Ordal, G.; Alam, M. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2001,
98 (16), 9353—9358.

(8) Vuletich, D. a; Lecomte, J. T. J. J. Mol. Evol. 2006, 62 (2), 196-210.

99



(9)

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)

(24)

(25)

(26)

(27)

(28)

(29)

Bateman, A.; Birney, E.; Durbin, R.; Eddy, S.; Howe, K.; Sonnhammer, E. Nucleic Acids
Res. 2000, 28 (1), 263-266.

Bernstein, F.; Koetzle, T.; Williams, G.; Meyer, E.; Brice, M.; Rodgers, J.; Kennard, O.;
Shimanouchi, T.; Tasumi, M. J. Mol. Biol. 1977, 112 (3), 535-542.

Eddy, S. PLoS Comput. Biol. 2011, 7 (10).

Huang, Y.; Niu, B.; Gao, Y.; Fu, L.; Li, W. Bioinformatics 2010, 26 (5), 680—682.
Waterhouse, A. M.; Procter, J. B.; Martin, D. M. A.; Clamp, M.; Barton, G. J.
Bioinformatics 2009, 25 (9), 1189-1191.

Guindon, S.; Dufayard, J.-F.; Lefort, V.; Anisimova, M.; Hordijk, W.; Gascuel, O. Syst. Biol.
2010, 59 (3), 307-321.

Abascal, F.; Zardoya, R.; Posada, D. Bioinformatics 2005, 21 (9), 2104-2105.

Letunic, I.; Bork, P. Nucleic Acids Res. 2011.

Mazin, P.; Gelfand, M.; Mironov, A.; Rakhmaninova, A.; Rubinov, A.; Russell, R.; Kalinina,
0. Algorithms Mol. Biol. 2010, 5 (29).

Simonetti, F.; Teppa, E.; Chernomoretz, A.; Nielsen, M.; Marino Buslje, C. Nucleic Acids
Res. 2013.

Olson, J.; Phillips, G. J. Biol. Inorg. Chem. 1997, 2, 544-552.

Scott, E. E.; Gibson, Q. H.; Olson, J. S. J. Biol. Chem. 2001, 276, 5177-5188.

Salter, M. D.; Blouin, G. C.; Soman, J.; Singleton, E. W.; Dewilde, S.; Moens, L.; Pesce, A.;
Nardini, M.; Bolognesi, M.; Olson, J. S. J. Biol. Chem. 2012, 64.

Gardner, P. J. Inorg. Biochem. 2005, 99, 247-266.

Kamga, C.; Krishnamurthy, S.; Shiva, S. Nitric Oxide 2012, 26 (4), 251-258.
Bidon-Chanal, A.; Marti, M. A.; Estrin, D. A.; Luque, F. J. . Am. Chem. Soc. 2007, 129
(21), 6782—-6788.

Bidon-Chanal, A.; Marti, M. A.; Crespo, A.; Milani, M.; Orozco, M.; Bolognesi, M.; Luque,
F.J. Proteins 2007, 464, 457-464.

Crespo, A.; Marti, M. A,; Kalko, S. G.; Morreale, A.; Orozco, M.; Gelpi, J. L.; Luque, F. J,;
Estrin, D. A. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127 (12), 4433-4444.

Lama, A.; Pawaria, S.; Bidon-Chanal, A.; Anand, A.; Gelpi, J. L.; Arya, S.; Marti, M.; Estrin,
D. A.; Luque, F. J,; Dikshit, K. L. J. Biol. Chem. 2009, 284 (21), 14457—-14468.

Ouellet, Y. H.; Daigle, R.; Laglie, P.; Dantsker, D.; Milani, M.; Bolognesi, M.; Friedman, J.
M.; Guertin, M. J. Biol. Chem. 2008, 283 (40), 27270-27278.

Das, T.; Weber, R.; Dewilde, S.; Wittenberg, J.; Wittenberg, B.; Yamauchi, K.; Van
Hauwaert, M.; Moens, L.; Rousseau, D. Biochemistry 2000, 39, 14330-14340.

100



(30) Ouellet, H.; Ranguelova, K.; Labarre, M.; Wittenberg, J. B.; Wittenberg, B. A.; Magliozzo,
R.S.; Guertin, M. J. Biol. Chem. 2007, 282 (10), 7491-7503.

(31) Torge, R.; Comandini, A.; Catacchio, B.; Bonamore, A.; Botta, B.; Boffi, A. J. Mol. Catal. B
Enzym. 2009, 61 (3-4), 303—-308.

101






V1. Bases moleculares de la adaptacion
a altas temperaturas en la trHbO de T.

fusca

V1.1 Introduccidn

Uno de los modelos representativos de trHbs ampliamente estudiados en esta tesis ha sido
la Tf-trHbO, una proteina termoestable perteneciente a una actinobacteria termdéfila que habita
en zonas de entre 55-60°Ct. Dado este escenario, seria interesante evaluar cémo se comporta
esta proteina a la temperatura fisioldgica del organismo, o mejor dicho, a la temperatura a la
cual esta proteina podria llevar a cabo su funcidn. Es por esto que aqui se presentara un primer
estudio sobre el comportamiento de esta proteina a altas temperaturas.

Entre los miembros de las trHb existen homdlogos pertenecientes a organismos adaptados a
distintas temperaturas que comparten una alta identidad de secuencia y un plegado de su
estructura proteica muy similar. Esto hace que la adaptacidn diferencial a altas temperaturas no
sea facil de explicar a nivel molecular. En tal sentido, un andlisis estructural comparativo entre
la Tf-trHbO con algunas otras trHbs (presentado en el capitulo V), ha revelado que el plegado
global de sus estructuras esta altamente conservado. En particular, con la Mt-trHbO poseen una
identidad de secuencia del 58% y, ademas, comparten muchos de los aminoacidos claves, tanto
de la composicidn de los canales como del sitio activo. Sin embargo, poseen temperaturas de
melting (T,,) muy diferentes entre si, 57°C grados para Mt-trHbO y 75°C grados para Tf-trHbO™.
Las similitudes estructurales y la notable diferencia en el valor de temperatura a la cual dichas
proteinas pierden su plegado nativo, han propulsado el estudio de la estabilidad térmica
diferencial de la Tf-trHbO.

Se ha propuesto que la termoestabilidad esta estrictamente relacionada con la flexibilidad
de una proteina®*. Asumiendo que tanto enzimas homdlogas termoestables como no
termoestables tienen la misma funcidn a diferentes temperaturas, y que la funcidn proteica esta
relacionada con cierto grado de flexibilidad, la proteina termoestable deberia tener menos
flexibilidad a temperatura ambiente. Un incremento en la rigidez del estado plegado a

temperatura ambiente podria estar relacionado con una estabilidad térmica mayor. La
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disminucién de la flexibilidad podria también explicar por qué muchas de las proteinas
termoestables e hipertermoestables son inactivas a bajas temperaturas. Aunque muchos
enfoques tedricos y experimentales han apoyado la hipdtesis de la presencia de un entorno mas

rigido en proteinas termoestables a temperatura ambiente®”’

, otros resultados provenientes de
experimentos de intercambios de amidas se han opuesto a esta hipdtesis®, abriendo asi la
discusion acerca de la relacién entre flexibilidad y estabilidad térmica. En particular, se ha
encontrado que en algunos casos la cantidad de puentes de hidrégeno y salinos correlaciona
con la estabilidad térmica®.

De acuerdo a la teoria del plegado a través del paisaje energético, la T;,, estd relacionada con
la diferencia de energia entre la energia libre o efectiva (promediada sobre todos los grados de
libertad del solvente) del ensamble de conformaciones del estado plegado versus el ensamble
de conformaciones del estado desplegado®®. Por lo tanto, cuanto mayor sea la cantidad de
contactos hidrofilicos e hidrofébicos en el estado plegado, en contraposicion con aquellos
observados para el estado desplegado, mas se favorecerd a una T, elevada.

Dentro del mismo marco tedrico, puesto que el espacio configuracional de las proteinas es
enorme en el estado desplegado y muy pequefio en el plegado, las proteinas deben perder
entropia configuracional para alcanzar el estado nativo. Cualquier proceso que ayude a
disminuir la entropia configuracional del sistema desplegado, también disminuird la brecha de
energia libre entre los ensambles plegado y desplegado, incrementando la T;,,**. Considerando
que cada aminodcido es capaz de explorar diferentes espacios configuracionales dependiendo
de su identidad quimica, se ha propuesto que la presencia de aminoacidos mds rigidos, como la
prolina, son responsables de un incremento de la termoestabilidad gracias a que reducen la

I, Sin embargo, esta hipdtesis también se encuentra altamente

entropia configuraciona
discutida en la literatura®.

Como el lector habra podido observar, se han propuesto muchas hipétesis, pero ninguna de
ellas resulta ser conclusiva o absoluta para explicar la termoestabilidad desde un punto de vista
racional.

Para comprender el mecanismo molecular a través del cual estas proteinas poseen distinta
estabilidad térmica, se realizaron simulaciones de DM a diferentes temperaturas, a 27 y 87°C,
asi como mediciones experimentales de perfiles de fusidn térmica (donde se evalia el
desplegado proteico en funcion de la temperatura) de ambas proteinas wt y de dos mutantes
disefadas para intercambiar un aminodcido encontrado por el estudio tedrico como
fuertemente implicado en la estabilidad térmica de la Tf-trHbO. Las mediciones experimentales

han sido llevadas a cabo por el grupo de investigacion liderado por el Prof. Alberto Boffi

(Universita La Sapienza, Roma, ltalia).

104



V1.2 Métodos computacionales

V1.2.1 Configuracién de los sistemas y parametros de simulacion

Las estructuras de inicio corresponden a las estructuras obtenidas por cristalografia de rayos
X de la Tf-trHbO (cédigo de PDB 2BMM?) y de la Mt-trHbO (cddigo de PDB 1NGK?'3). Tanto la
protonacion de los aminodcidos, como la construccidon de la caja de aguas y el resto de las
condiciones de los sistemas se establecieron segun el protocolo presentado en la seccién 11.4.3
del capitulo Métodos. Siguiendo el mismo protocolo, se construyeron las mutantes in silico
ProE3Gly de la Tf-trHbO y la GlyE3Pro de la Mt-trHbO. El tiempo de simulacién de cada una de

las DM de produccidn fue de 100ns para todos los sistemas, que se simularon a 27 y a 87°C.

V1.3 Resultados y discusidon

V1.3.1 Dindmica de las proteinas frente al cambio de temperatura

Para poder estudiar y analizar las diferencias en la estabilidad térmica entre la Tf-trHbO vy la
Mt-trHbO, se simularon 100ns de DM para cada proteina a temperatura ambiente (27°C) y a
altas temperaturas (87°C). Los analisis de RMSD y RMSF, asi como un monitoreo exhaustivo de
las simulaciones, no revelaron una diferencia significativa de movimientos estructurales entre
ambas proteinas, termoestable y no termoestable a temperatura ambiente. El valor de ARMSF
promedio entre las dos simulaciones fue de 0.08 + 0.22 A, lo gue invalida, al menos con estos
resultados, la hipdtesis de que las estructuras termoestables son menos flexibles que sus
contrapartes mesoestables a temperatura ambiente.

El andlisis de RMSD confirma que la Tf-trHbO conserva su estructura global durante toda la
simulacidn, incluso a temperaturas elevadas (ver tabla VI.1).

Ademas, estos resultados muestran que la Tf-trHbO wt concentra un alto grado de
fluctuaciones en el loop CD (figuras VI.1A y VI.2A). Por otro lado, la Mt-trHbO wt presenta un
loop CD muy rigido y concentra muchas fluctuaciones en ambos extremos de la estructura
proteica a altas temperaturas (figuras VI.1B y VI1.2B). El aumento significativo en la movilidad
de los aminodcidos terminales de la Mt-trHbO sugieren que ésta se encuentra en el comienzo

de un proceso de desplegado.
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Tabla VI.1. Valores de RMSD promedio y desvio estandar (A) para las proteinas wt y mutantes, es decir,

ProE3Gly de la Tf-trHbO y GlyE3Pro de la Mt-trHbO a diferentes temperaturas, 27°Cy 87°C. Los valores

de RMSD fueron calculados considerando la proteina completa, sin los extremos, solo considerando los

extremos, o teniendo en cuenta extremos y el loop CD. Los extremos fueron considerados como los

primeros y ultimos 12 aminoacidos.

Tf-trHbO Mt-trHbO
27°C 87°C 27°C 87°C
g Completa 1.10+£0.13 1.98+0.33 1.08+0.14 3.031+0.62
2 Sin extremos 1.00+£0.11 1.48+0.24 0.870.14 1.35+0.23
2 Solo extremos 1.25+0.19 2.18+0.44 1.37+0.24 5.21+1.30
= Extremos y loop CD 1.31+0.20 2.58+0.47 1.35+0.22 487 +1.17
W Completa 1.21+£0.24 191+041 1.51+0.32 2.03+0.37
§ Sin extremos 1.08 £0.23 1.35+0.18 1.15+0.14 1.46 £0.22
5 Solo extremos 1.37+0.30 2.65+0.90 1.63+0.31 2.84+£0.76
= Extremos y loop CD 1.40+0.31 2.46 £0.75 1.59+0.27 2.69 £ 0.65
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Figura VI.1. Andlisis de RMSF para las proteinas Tf-trHbO (A) y Mt-trHbO (B) wt a 27°C (en negro) y 87°C (en rojo).

Las diferencias significativas estan resaltadas en verde. Las regiones entre los aminoacidos 35 a 42 en la Tf-trHbO (A),

y 37 a 44 en la Mt-trHbO (B), corresponden al loop CD.

A

Mt-trHbO

Figura VI.2. Conformaciones del loop CD durante las simulaciones de DM para las proteinas Tf-trHbO (A) y Mt-trHbO

(B) wt a 87°C. Distintas fotos de la dinamica molecular han sido coloreadas de acuerdo al paso del tiempo, en una

escala de color de verde-blanco-rojo.
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La distorsion del loop CD observada en la Tf-trHbO a 87°C, esta correlacionada con una
incipiente ruptura de la hélice a E, contigua al loop CD (figura VI.3). Como es ampliamente
conocido, debido a restricciones estéricas y de su cadena lateral, la prolina es incapaz de
satisfacer los requisitos de angulos Ramachandran para la formacién de hélices a. En este
sentido, por un lado, su cadena lateral estd comprimida en el espacio del esqueleto de la hélice
a y, por otro lado, el grupo metileno esta en el espacio que normalmente es ocupado por un

protdn perteneciente a una amida que es capaz de formar un puente de hidrégeno. De esta

A B
Tf-trHbO. ‘ Mt-trHbO N

N

v Yy P E E D L A G A

Figura VI.3. Representacidén esquematica de la ruptura y formacion de la hélice a E (en rojo) para Tf-trHbO (A) y Mt-
trHbO (B) wt, respectivamente, a 87°C. La interaccidon AspCD5 - AlaE4 en Mt-trHbO reduce el largo del loop CD y
extiende la hélice a E. Debajo se encuentra la secuencia de aminoacidos acompafiada por la estructura secundaria
para el loop CD y el comienzo de la hélice a E. Los aminoacidos prolina y glicina en la posiciéon E3 se encuentran

resaltados en rojo.

manera, la prolina termina irrumpiendo en la red de puentes de hidrégeno que estabilizan a la
hélice. Como consecuencia, la PE3 parece ser la responsable de ambas, desestabilizar la
formacién temprana de la hélice a E rompiendo el puente de hidrégeno entre AspCD5 y AlaE4
(figura VI.3), e incrementar la flexibilidad del loop CD (figura VI.2). La Mt-trHbO posee una
glicina en E3 (GIyE3) que no interfiere en el puente de hidrégeno entre AspCD5 y AlaE4,
favoreciendo asi a la estabilizacion de la hélice E.

Es importante resaltar que ambas proteinas mantienen una estructura muy estable, similar
a las encontradas en las estructuras cristalinas cuando las simulaciones fueron realizadas a 27°C.

Ambos loops CD y hélices a se mantuvieron conservados.
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V1.3.2 Comportamiento de proteinas mutantes in silico

Teniendo en cuenta que el aminodcido en la posicién E3 parece ser el responsable de la gran
flexibilidad del loop CD a altas temperaturas, y que por consiguiente surge la hipdtesis de que
estaria involucrado con la estabilidad térmica de la proteina, se realizaron simulaciones de DM
de dos mutantes intercambiadas: una mutante de la Tf-trHbO en la cual la ProE3 fue
reemplazada por Gly (ProE3Gly de la Tf-trHbO), y una mutante de la Mt-trHbO en la cual la GIyE3
fue sustituida por Pro (GlyE3Pro de la Mt-trHbO).

Los resultados muestran que la presencia de la GIyE3 en la Tf-trHbO no solo restringe
significativamente la flexibilidad del loop CD, sino que incrementa la movilidad del extremo
amino (figura VI.4A) y, a su vez, dispone un reacomodamiento estructural local razonable para
la formacién temprana de la hélice a E. Por otro lado, la presencia de la ProE3 en Mt-trHbO
disminuye el grado de flexibilidad del extremo C terminal e incrementa ligeramente el

movimiento de su loop CD (figura VI1.4B).

A Tf-trHbO vs ProE3Gly B Mt-trHbO vs GlyE3Pro
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Figura VI .4. Anadlisis de RMSF para las proteinas wt (rojo) y ProE3Gly (naranja) de Tf-trHbO (A) y wt (rojo) y GlyE3Pro
(violeta) de Mt-trHbO (B), todas a 87°C. Las diferencias significativas en ambos loops CD y en los extremos estan
resaltadas en verde. Las flechas indican los cambios en la fluctuacidn luego de la mutacion in silico.

En el caso de la mutante GlyE3Pro de la Mt-trHbO, no se detectd una ruptura clara de la
hélice a E, tal vez debido a la escala temporal de la simulacién y/o a limitaciones del campo de
fuerzas utilizado. A pesar de que es importante notar que las simulaciones de DM tipicamente
en la escala temporal de nanosegundos pueden no capturar cambios conformacionales grandes,
los movimientos estructurales observados fueron suficientes para encontrar al menos una
diferencia significativa entre las proteinas estudiadas. Estas observaciones permitieron arribar a
conclusiones que se encuentran en sintonia con las mediciones experimentales mencionadas

mas adelante, en la seccién VI.3.4.
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Los resultados aqui presentados revelan que las simulaciones de las mutantes in silico apoyan
la hipdtesis de un rol clave del aminoacido E3 en la dinamica del loop CD, y sugieren una

interesante conexion con la estabilidad térmica global del plegado de estas trHbs.

V1.3.3 Impacto en interacciones polares

Un analisis de secuencias permitié destacar un enriquecimiento general en aminodcidos
cargados por parte de la proteina termoestable, respecto a su contraparte mesoestable (54
contra 41). A pesar de esta diferencia, se noté que la cantidad de interacciones polares (puentes
salinos y puentes de hidrégeno) observada a lo largo de las simulaciones de DM, se mantenian
similares a temperatura ambiente (tabla 2). Con el aumento de la temperatura a 87°C, ambas
proteinas experimentaron una pérdida de interacciones polares, principalmente las de tipo
proteina-solvente (tabla 2). La tendencia observada referida a las interacciones salinas es, sin
embargo, notoriamente distinta: la Tf-trHbO wt muestra un incremento de ~6 puentes salinos a
87°C debido a la ganancia del aumento en la flexibilidad del loop CD, lo que facilita la formacién
de interacciones de puente salinos entre aminoacidos del loop CD y la hélice a B (figura V1.5).

La mutante GlyE3Pro de la Mt-trHbO
sigue la misma tendencia y confirma que la
mutacidn de este Unico aminoacido
promueve el incremento en la flexibilidad
del loop CD y, consecuentemente, del
establecimiento de nuevos puentes salinos /
(tabla 2).

En sintesis, ambas proteinas muestran

' Giucp3

cantidades comparables de interacciones

polares en el estado plegado, y las Figura VI.5. Red de puentes salinos entre aminodcidos del
loop CDy la a-hélice B.

interacciones de puentes de hidrégeno

parecen estar afectadas de manera similar por el incremento en la temperatura, a pensar de su

termoestabilidad intrinseca. Por otro lado, se detectd una clara diferencia en la cantidad de

puentes salinos que aumentan en presencia de ProE3 y a altas temperaturas.
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Tabla 2. Cantidad de interacciones polares, puentes salinos y puentes de hidrégeno (pteH) calculados
para las proteinas wt y mutantes a 27 y 87°C durante los 100ns de DM. Los puentes salinos y los pteH
estan definidos considerando una distancia de corte de menos de 3.3 A entre dos dtomos cargados o

electronegativos, respectivamente.

Tf-trHbO Mt-trHbO

27°C 87°C 27°C 87°C

Puentes salinos 17+1 23+2 172 16+2

7§3 §  pteH-intra 53+5 50+5 57+5 46+4
' pteH - totales 230+ 12 189+ 11 24113 201+ 12

) Puentes salinos 171 18+2 172 23+1

<

g pteH - intra 54t5 47t5 55+5 50+5

= pteH - totales 233+ 14 190+ 12 238+ 14 201+12

V1.3.4 Mediciones de desnaturalizacion de proteinas wild type vy

mutantes intercambiadas

Los experimentos presentes en esta seccidn de resultados fueron todos llevados a cabo por
el grupo de investigacidn previamente citado en la seccion “VI. Introduccidon” de este capitulo.

Con el propdsito de determinar y caracterizar las propiedades termodindmicas que pueden
estar afectadas por el Unico cambio del aminoacido correspondiente a la posicién estructural
E3, se examind la sefal de dicroismo circular a 225nm en funcién de la temperatura para las
proteinas wt y mutantes para distintas concentraciones de cloruro de guanidinio (GdmCl). Se
logré medir reversibilidad en el proceso de desplegado a la concentracién de GdmCI mas alta.
Los perfiles observados, ajustados a un Unico proceso de desplegado de dos estados bajo la
suposiciéon de ACp independiente de la temperatura (ver capitulo Anexo, figura A.VI.1),
permiten obtener un claro panorama sobre los determinantes termodinamicos de la
termoestabilidad en ambas proteinas wt y sus correspondientes mutantes en E3. Como se
esperaba, el analisis de los datos de los perfiles de fusidon térmica indican que la Tf-trHbO es
significativamente mas termoestable que Mt-trHbO bajo todas las condiciones examinadas,
mostrando una T, de 75°C contra 57°C. Es también interesante resaltar que las cuatro proteinas
se caracterizan por presentar valores similares de ACp y estabilidades de solvente comparables,
como lo indican los experimentos de desnaturalizacion isotérmica por GdmCl (figura A.V1.2). En
cuanto al comportamiento térmico de la Tf-trHbO respecto a su mutante ProE3Gly, se observo
una notable disminucién en valores de T,,, y de ACp en la proteina mutante. En particular, los
valores de T,, de las proteinas wt y mutante, 75°C y 71°C respectivamente, son fuertemente

divergentes en una solucion buffer, pero se asemejan al incrementar la concentracién de GdmCl.
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En otras palabras, el GAmCI parece bloquear el efecto de la mutacién en el perfil de fusion
térmica, esto es, a concentraciones mayores a 2 M, las curvas de desplegado son practicamente
superponibles en la proteina nativa y en la mutante. En términos estructurales, las nuevas
interacciones de puentes salinos que estabilizan al estado de la proteina nativa, ahora la
desestabilizan por la presencia de un cosolvente altamente polar, donde las moléculas de GAmCI
tienen un completo acceso desde el solvente (figura VI.5). De esta manera, se obtiene el mismo
resultado que para la mutacidon de ProE3Gly, donde las interacciones de puentes salinos entre
el loop CD y la hélice a B son desestabilizadas por otra razén estructural, la reduccién del largo
del loop CD (figura VI1.3B).

En este contexto, la interpretacion termodindmica es consistente con el rol de las
interacciones polares mencionadas y su dependencia con la extension del loop CD, como fue
previamente presentado y explicado. Ademas, el balance energético hallado, AAGgespiegado (Wt
menos mutante) de cerca de 1 kcal/mol, es también consistente con el escenario propuesto.

Los datos del desplegado quimico y térmico para Mt-trHbO y su mutante GlyE3Pro indican
un escenario contrario respecto a Tf-trHbO y su mutante ProE3Gly. De hecho, la sustitucién de
glicina por prolina lleva a un incremento muy significativo en la T,,, de 57°C a 65°C, con un
incremento de AAGgespregado (Wt menos mutante) de cerca de 0,5 kcal/mol. En cuanto al efecto
inhibitorio del GAmCI, se observa en menor medida respecto a la Tf-trHbO. Sobre estas bases,
los determinantes estructurales para aumentar la termoestabilidad dada la mutacién GlyE3Pro
en Mt-trHbO, son mayoritariamente explicados en términos de un incremento en la flexibilidad
del loop CD, lo cual confiere una estructura adicional con interacciones polares estabilizantes

para la estructura proteica (como se muestra en la figura V1.5 para la Tf-trHbO wt).

Todos los resultados tedricos y experimentales presentados en este capitulo han sido
publicados en el siguiente articulo:

JP. Bustamante, A. Bonamore, AD. Nadra, N. Sciamanna, A. Boffi, DA. Estrin and L. Boechi.
Molecular Basis of Thermal Stability in Truncated (2/2) Hemoglobins. BBA General Subjects,
2014, 1840, pp 2281-2288

V1.4 Conclusiones

V1.4.1 Flexibilidad frente al cambio de temperatura

Los resultados tedricos y experimentales aqui presentados demuestran que hay importantes

diferencias estructurales y dinamicas entre las trHbs termoestable y no termoestable al

111



someterlas a altas temperaturas. Las simulaciones de DM permitieron analizar si la
termoestabilidad correlacionaba con la flexibilidad / rigidez de la estructura proteica.
Comparando trHbs wt, no se encontraron diferencias significativas en la flexibilidad de los
aminodacidos observados a temperatura ambiente. Previamente, se encontraron resultados
similares con experimentos de intercambios de amidas®, aunque otras evidencias tedricas y
experimentales han mostrado diferentes grados de flexibilidad para una proteina termoestable
respecto a su homdloga no termoestable®™. Por otro lado, se observé un claro incremento en la
flexibilidad del loop CD en la forma wt de la Tf-trHbO respecto a la Mt-trHbO wt cuando se las

sometid a altas temperaturas.

V1.4.2 Interacciones polares frente al cambio de temperatura

No se observaron diferencias sustanciales en la cantidad total de interacciones polares
(puentes de hidrégeno y salinos) entre la trHb termoestable y la no termoestable a temperatura
ambiente. Cuando la temperatura se incrementé a 87°C, ambas proteinas perdieron varios
puentes de hidrégeno, principalmente las interacciones aminoacidos — moléculas de agua. Esto
significa que ambas proteinas se vieron afectadas de manera similar por el cambio en la
perturbacién térmica considerando los puentes de hidrogeno. Este hecho puede estar
relacionado con una observacion previa acerca de la pérdida de la primera capa de solvatacion
a altas temperaturas*®.

Ya se menciond que la T;,, estd relacionada con la diferencia entre la energia de los estados
colapsados plegado versus desplegado. A pesar de que no hay datos sobre interacciones polares
en el estado colapsado desplegado, se demostrd que la Tf-trHbO wt incrementa su cantidad de
puentes salinos con el aumento de la temperatura, lo cual es posible gracias a
reacomodamientos estructurales que permiten que aminodcidos de superficie cargados queden
disponibles para formar interacciones salinas, tal como se muestra en la figura VI.5. Este
fendmeno involucra una disminucidn en la magnitud de la energia libre de solvatacion de los
aminodcidos cargados a altas temperaturas, lo cual estd en un balance energético con un
aumento de interacciones couldmbicas y electroestaticas de cadenas laterales de estos
aminodcidos, produciendo un aumento en la estabilidad del plegado global frente a la
perturbacién de la temperatura. Sin embargo, la cantidad de interacciones de puentes salinos
no aumenta en el caso de la Mt-trHbO wt, debido a la inhabilidad estructural de formar estos
puentes salinos dado su pequefo loop CD. Puesto que en la mutante GlyE4Pro de la Mt-trHbO
el ambiente del loop CD es practicamente el mismo que en la Tf-trHbO wt, con un loop CD largo,

se observé el mismo incremento de puentes salinos, ganando interacciones que se suman al
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estado plegado. De manera interesante, un Unico aminodcido, una prolina, no solo brinda mayor
flexibilidad al loop CD, sino que ademads permite la formacién de nuevas interacciones que

estabilizan al estado nativo de la trHb.

V1.4.3 Influencia de la identidad de |la posicion E3 sobre el cambio de

temperatura

Se ha propuesto que las prolinas aumentan la T;,, reduciendo la entropia configuracional de
las proteinas, fomentando estructuras mds rigidas®®. Esta interesante hipétesis considera solo la
estructura primaria de una proteina, y no los cambios en las estructuras secundarias y terciarias
que estos aminoacidos puedan causar. A través de las simulaciones de DM realizadas, se
encontrd que la presencia de una prolina especifica, la PE3, permite al loop CD ganar flexibilidad
en el estado nativo. Las mediciones de T, de las proteinas wt y de sus respectivas mutantes
confirman que un aminoacido especifico es capaz de aumentar (en 8°C) o disminuir (en 4°C) la
T, en la proteina correspondiente. Por lo tanto, aqui se propone que el incremento de la T;,
estd relacionado con una distorsién terciaria producida solo por la ProE3. Especificamente, este
aminodacido desbloquea al loop CD, haciendo que pueda fluctuar mas activamente e interactuar
con los aminodacidos de la hélice a B, estabilizando asi al estado plegado.

En concordancia con los resultados presentados, todos los estudios previos sobre globinas
no termoestables provenientes de microorganismos mesoéfilos como M. tuberculosis (Mt-
trHbN), B. subtilis (Bs-trHbO) y P. catodon (mioglobina de cachalote), muestran la misma
tendencia que la Mt-trHbO, sus loops (y particularmente el loop CD) se observan casi rigidos*®
18 sin mostrar el cambio conformacional observado en la Tf-trHbO a altas temperaturas. Por
otro lado, con un loop CD largo y muy flexible!®, la neuroglobina humana hexacoordinada
muestra una T, de 100°C*°, donde el loop CD parece ser una region critica en su estabilidad
térmica, un hecho probablemente relacionado a hexacoordinacidon interna. De esta manera,
este estudio elucida la importancia de la flexibilidad del loop CD en la termoestabilidad de trHbs
y otros plegados globulares y abre las puertas hacia posteriores estudios que profundicen sobre

las bases moleculares de la daptacién a condiciones extremas.
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VII. Conclusiones y perspectivas
generales

Mediante la combinacidn de herramientas brindadas por la fisicoquimica, el modelado y la
simulacién computacional y, la bioinformatica, en la presente tesis doctoral se pretendié
profundizar en la comprensién sobre cuales son y cémo se modulan los determinantes
moleculares de la captacion y liberacién de ligandos en hemoglobinas truncadas. El estudio de
dos factores cruciales, las cavidades internas y el rol de las moléculas de agua presentes en el
sitio activo de estas proteinas, ha permitido mejorar la comprensiéon sobre el proceso de
captacion de ligandos pequefios. Dichos analisis integradores presentados realzan la utilidad de
simulaciones de DM complementadas con experimentos cinéticos de union de ligandos,
brindando una caracterizacion muy detallada que, de otra manera, seria dificil de obtener.

Hallar una correspondencia cuantitativa entre resultados experimentales y tedricos no es una
tarea sencilla, puesto que implica conocer el delicado balance entre las variables que
determinan un proceso y la relacién exacta entre éstas. Adentrandose en esta problematica, un
segundo objetivo fue disefiar un modelo fisicoquimico sencillo que permita estimar vy
posteriormente predecir constantes k,, y k,rr de O.. Especificamente, se modelaron los
fendmenos de captacion y liberacion de O,, identificando la minima informacién requerida para
modelar estos fendmenos de manera aceptable. Luego, se utilizaron dichos modelos para
predecir constantes k,, y k,rr de O2. Los resultados alcanzados mostraron una muy buena
capacidad para estimar dichas constantes, con diferencias maximas entre valores predichos de
1,5 érdenes de magnitud. Este error obtenido resulta ser del mismo orden que la varianza entre
constantes experimentales reportadas independientemente en la literatura por distintos grupos
de investigacion y técnicas utilizadas, lo que respalda la ausencia de cualquier equivocacion
tedrica significativa en la construccién de los modelos.

Con este poder predictivo, y dado que la mayoria de trHbs no poseen una funcién asignada,
el tercer objetivo se centrd en desarrollar un estudio evolutivo-molecular de toda la familia de
trHbs, asignando a cada miembro una posible funcion en base a su capacidad para captar y
liberar O,. Se asignaron posibles funciones moleculares y se analizé a esta familia de proteinas
en un contexto evolutivo-funcional, caracterizando a cada grupo filogenético. En particular, los

aportes de este estudio se resumen a continuacion:
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Se realizo una revision del drbol filogenético de trHbs, considerando 1107
secuencias halladas luego de una exahustiva busqueda y posterior filtrado. La
distribucidn de las secuencias en los grupos N, O y P en el drbol bayesiano generado
fue la misma obtenida por el primer arbol realizado en el afio 2006 por Vuletich y
Lecomte, con 111 secuencias. En el afio 2013, en un estudio liderado por
Vinogradov sobre globinas se mencioné que la cantidad de trHbs anotadas en bases
de datos habia aumentado a aproximadamente 1200 y se presentd un arbol
filogenético con un conjunto seleccionado de secuencias.

Se hallo un cuarto grupo de trHbs, denominado Q (o 1V). Ademas de la divergencia
evolutiva observada por la ubicacién en el arbol, este grupo mostrd caracteristicas
a nivel de secuencia distintivas que lo diferencian del resto de los grupos, cada uno
de ellos con sus aminoacidos claves.

Se construyeron modelos de trHbs representativos con combinaciones de
aminodcidos claves definiendo los procesos de captacion y liberacion de O;. Esto
permitio, utilizando, en principio, los modelos fisicoquimicos desarrollados en el
capitulo 1V, la asignacién a cada miembro de valores cinéticos predichos de k,,, y
kogy-

Se mapearon caracteristicas fisicoquimicas sobre el drbol filogenético. Este
contexto evolutivo-fisicoquimico permitié estudiar la diversificacion funcional
presente en la familia de trHbs, ademas de la identificacién de algunas diferencias
entre distintos subgrupos dentro de los cuatro grupos N, O, P y Q respecto a sus
capacidades para captary liberar O,.

Se estudié la posible diversificacion funcional. En base a casos estudiados
previamente por otros autores e incluso por el grupo de investigacién en el que se
desarrollé esta tesis doctoral, se asignaron tres posibles funciones a las trHbs,
considerando la reactividad predicha frente a O,. Las funciones posibles son: una
guimica de multiligandos NO/O; (tipo Mt-trHbN), almacenamiento y transporte de
O, (tipo mioglobina) y catalasa-peroxidasa (tipo Tf-trHbN o Mt-trHbO). Esta
asignacion funcional evidencié que dentro de un mismo grupo filogenético puede
haber diferentes funciones posibles, por lo que no es posible hacer asignaciones
funcionales partiendo solo de andlisis evolutivos. Por el contrario, estos estudios
demuestran que es necesario recurrir a un enfoque integrador, donde la sinergia
entre la fisicoquimica, la bioinformatica y la filogenia pueden dar respuestas a

interrogantes de este tipo.

116



Cabe destacarse que este ultimo punto es, posiblemente, la contribucién mas novedosa de
esta tesis, dado que no existia hasta el momento un estudio evolutivo-funcional de toda la

familia de las hemoglobinas truncadas.

En el ultimo capitulo de esta tesis se presentd un primer estudio sobre termoestabilidad de
una trHb, siendo éste un punto de partida para posteriores estudios que profundicen sobre las

bases moleculares de la adaptacion a condiciones extremas en estas proteinas.
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Figura A.lll .1. Histograma de la distancia TyrCD1-TrpG8 en la Tf-trHbO, muestreando ambas conformaciones

espaciales (A y B) de la YCD1 durante la simulacion de DM.

Tabla A.IV.1. Valores de log(k,,) y los hallados utilizando los modelos de log(k,,chem) y

log(konstat) para todas las proteinas estudiadas. Los valores de k,, poseen unidades de M~1s™1,

Organismo log(kon) log(konchem) log(k,,stat)
trHb - wild type o mutante
Mycobacterium tuberculosis

5,04 5,02 5,33
trHbO — wt
Mycobacterium tuberculosis

6,43 6,81 6,45
trHbO - YCD1F
Mycobacterium tuberculosis

7,10 7,31 6,83
trHbO - WGS8F
Mycobacterium tuberculosis

7,36 8,39 7,55
trHbO - WGS8F - YCD1F
Mycobacterium leprae

5,04 5,09 5,29
trHbO - wt
Thermobifida fusca

5,95 5,38 5,65
trHbO - wt
Thermobifida fusca

6,53 7,46 7,01
trHbO - WGS8F
Thermobifida fusca

6,58 8,30 7,08
trHbO - WGS8F - YB10F - YCD1F
Pseudoalteromonas haloplanktis

5,95 5,31 5,56
trHbO - wt
Agrobacterium tumefaciens

5,30 5,09 5,29
trHbO - wt
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Bacillus Subtilis

trHbO - wt

Geobacillus Subtilis
trHbO - wt

Campylobacter jejuni

trHbP - wt

Campylobacter jejuni

trHbP - YB10F
Campylobacter jejuni

trHbP - YB10F - HE7L
Synechocystis

trHbN - wt

Mycobacterium tuberculosis
trHbN - wt

Mycobacterium tuberculosis
trHbN - YB10F
Mycobacterium tuberculosis
trHbN - YB10L
Mycobacterium tuberculosis
trHbN - QE11V
Mycobacterium tuberculosis
trHbN - QE11A
Mycobacterium tuberculosis
trHbN - YB10L - QE11V
Chlamydomonas eugametos
trHbN - wt

Paramecium caudatum
trHbN - wt

Mioglobina de cachalote
Mb - wt

Mioglobina de cachalote
Mb - HE7G

7,48

7,88

5,96

5,08

7,62

8,38

7,40

7,73

8,79

7,51

7,57

9,26

6,00

7,48

7,20

8,18

7,39

7,17

5,24

6,24

9,26

7,41

7,05

8,48

8,12

7,26

7,55

10,39

6,82

7,12

7,33

8,68

6,92

6,77

5,47

6,23

8,39

7,69

7,36

8,28

7,96

7,50

7,87

8,82

6,83

7,45

7,47

7,79
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Tabla A.IV.2. Valores de log(koff) y los hallados utilizando los modelos de log(kaffchem) y

log(koffstat) para todas las proteinas estudiadas. Los valores de k, s poseen unidades de s™".

Organismo
trHb — wild type o mutante

log(kopr) log(koprchem) log(k,ssstat)

1

Mycobacterium tuberculosis
trHbN - wt

Mycobacterium tuberculosis
trHbN - YB10A
Mycobacterium tuberculosis
trHbO - wt

Mycobacterium tuberculosis
trHbO - WGS8F
Chlamydomonas eugametos
trHbN - wt

Campylobacter jejuni

trHbP - wt

Campylobacter jejuni

trHbP - WG8F
Campylobacter jejuni

trHbP - HE7L

Bacillus Subtilis

trHbO - wt

Thermobifida fusca

trHbO - wt

Paramecium caudatum
trHbN - wt

Mioglobina de cachalote
Mb - wt

Mioglobina de cachalote
Mb - HE7G

-0,70

1,65

-2,85

-0,26

-1,85

-2,39

-1,48

-3,52

-2,32

-1,15

1,40

1,18

3,20

-1,74

0,07

-1,59

0,71

-4,15

-2,64

-1,44

-3,27

-1,59

-1,55

1,29

1,56

3,84

-1,46

0,01

-1,33

0,53

-3,42

-2,19

-1,22

-2,70

-1,34

-1,30

1,01

1,22

3,08
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Tabla A.V.1. Analisis de posiciones determinantes de especificidad (SDPs), informacién mutua (IM) y IM acumulada

(IMa) con sus posiciones estructurales correspondientes. Se muestran los datos obtenidos con SDPfox y Mistic. Las

SDPs se ordenaron de acuerdo a su valor de IM con la SDP E7.

SDPfox Mistic Posicién
Orden
Puntaje Z p-valor IM con E7 IMa  estructural

1 86,90 -3775,22 NA 223,82 E7
2 56,57 -6400,31 19,67 208,72 E15
3 81,76 -6683,97 15,34 214,79 G12
4 33,81 -8009,17 15,24 119,32 H9
5 35,42 -6903,53 14,59 189,96 G8
6 29,97 -8995,46 14,10 96,49 G11
7 59,80 -5363,92 12,77 164,15 F4
8 41,87 -5257,86 11,84 154,70 E4
9 30,50 -8845,49 10,71 64,19 (63
10 51,02 -6506,17 10,56 124,83 G5
11 33,07 -8208,31 8,80 225,91 E20
12 38,29 -5865,07 8,66 130,37 E18
13 34,63 -7200,55 7,68 127,17 EF8
14 36,63 -6039,21 7,45 61,20 F7
15 30,64 -8460,71 7,42 72,42 F5
16 31,74 -8066,83 6,55 85,80 H13

31,61 -8502,18 5,53 77,03 H16

35,94 -6459,36 5,19 63,01 FG1

33,85 -7452,90 4,46 64,40 H12

40,95 -5868,73 4,04 36,43 E17
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0.1

Figura A.V.1. Arbol de maxima verosimilitud con las secuencias tomadas del trabajo de Vuletich y Lecomte del afio
2006. Se obtuvo la misma divergencia filogenética. Puede observarse la clasificacion de trHbs en los tres grupos

conocidos hasta ese momento, N, Oy P.

kon

ko

log(k o)

O 0 N

Figura A.V.2. Arboles filogenéticos bayesianos de cada uno de los cuatro grupos de trHbs, mostrados como filogramas
circulares con valores mapeados de log(k,,chem) y log(k,sschem). Los cladogramas muestran la topologia

derivada de la figura V.2A. Los valores de k,,, y k,rs poseen unidades de M~1s71ys~1, respectivamente.
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Aminoéacidos

del sitio k. .rchem
activo off = Ku,o Especies
B10-CD1- [s]
E7-E11-G8
YHTLW 3,52E03 30405 O: Xanthobacter autotrophicus Py2, marine gamma proteobacterium HTCC2143
P: Rhizobium leguminosarum bv trifolii, Agrobacterium sp ATCC 3174@pBacterium tumefaciens F2, Sinorhizobium medicae WSM419,
YEMKW 4,47E04 3,04E05 Agrobacterium tumefaciens CCNWGS0286, Sinorhizobium fredii NGR234, RhinadpuPDO1-076, Rhizobium etli CFN 42, Rhizobium etli CIAT
652, Rhizobium leguminosarum bv viciae, Sinorhizobium meliloti CCNWSRO002
N: Acidithiobacillus caldus SM-1, Limnobacter sp MED105, Halothiolh#sheapolitanus c2, Oxalobacteraceae bacterium IMCC9480, Burkholderi
VELLL 2 69E+04 1,87E01  bacterium JOSHI_001, Cupriavidus necator N-1, Candidatus Nitrospira defluvdidagus Nitrospira defluvii, Candidatus Nitrospira defluvi,
Candidatus Nitrospira defluvii, Acidovorax sp NO-1
YHMLW 2,35E+01 3,04E05 O: Sphingobium sp SYK-6, marine gamma proteobacterium HTCC2148
LEFEV 1,08E+02 1,87E01  N:Halomonas sp TDO1, Congregibacter litoralis KT71
YFKVW 2,93E+00 527E04 P:Leadbetterella byssophila DSM 17132, Leadbetterella biygadpSM 17132
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YYALW

YHALW

YYAFW

6,65E03

4,92E03

9,49E+00

3,04E05

3,04E05

3,04E05

O: Mycobacterium tuberculosis NCGM2209, Clavibacter michiganensis subsp sepedonicuspddigsduteus SK58, Corynebacterium efficiens YS-
314, Streptomyces sviceus ATCC 29083, Microbacterium laevaniformans OR2&ihadjerium rhodesiae NBB3, Leifsonia xyli subsp xyli,
Actinoplanes sp SE50110, Mycobacterium intracellulare MOTT-64, Cellulosritmagena DSM 20109, Corynebacterium glutamicum ATCC 14067
Streptomyces venezuelae ATCC 10712, Blastococcus saxobsidens DD2, Xyksiretulosilytica DSM 15894, Gordonia effusa NBRC 100432,
Janibacter sp HTCC2649, Streptomyces zinciresistens K42, Beutenbergia cavernae DEMra28& alni ACN14a, Segniliparus rotundus DSM
44985, Mycobacterium tusciae JS617, Corynebacterium amycolatum SKg6eBacterium variabile DSM 44702, Corynebacterium accolens ATCi
49725, Arthrobacter arilaitensis Re117, Saccharomonospora marina XMU1Sadteaum parascrofulaceum ATCC BAA-614, Mycobacterium avit
104, Streptomyces ghanaensis ATCC 14672, Mycobacterium vanbaalenil MN@Rardia farcinica IFM 10152, Corynebacterium diphtheriae NCTC
13129, Saccharomonospora cyanea NA-134, BrachybacterigiarfaBSM 4810, Mycobacterium colombiense CECT 3035, Corynebacterium
lipophiloflavum DSM 44291, Corynebacterium resistens DSM 45100kfrap CN3, Streptomyces griseoaurantiacus M045, Mycobacterium absc
subsp bolletii, Nakamurella multipartita DSM 44233, marine actinobactétd8C20C1, Isoptericola variabilis 225, Jonesia denitrificans DSM 206(
Frankia sp EAN1pec, Thermobifida fusca, Corynebacterium ammoniagene2@&04, Dietzia cinnamea P4, Algoriphagus machipongonensis,
Corynebacterium casei UCMA 3821, Mycobacterium gilvum PYR-GCK, Streptaatdeya NRRL 8057, Gordonia araii NBRC 100433,
Saccharomonospora paurometabolica YIM 90007, Streptomyces grisedilad@@0, Streptomyces viridochromogenes DSM 40736, Corynebacteril
pseudogenitalium ATCC 33035, Micromonospora sp ATCC 39149, Corynebattgitamicum ATCC 13032, Stackebrandtia nassauensis DSM 4«
Saccharomonospora glauca K62, Frankia sp Ccl3, Mycobacterium rhodfe8eStreptomyces hygroscopicus subsp jinggangensis, Mycobacteriul
thermoresistibile ATCC 19527, Gordonia sputi NBRC 100414, Mycobacterium leprar@ootitidis NBRC 100426, Nocardia brasiliensis ATCC
700358, Mycobacterium sp MCS, Kocuria rhizophila DC2201, Corynetaatistriatum ATCC 6940, Corynebacterium jeikeium K411,
Corynebacterium glucuronolyticum ATCC 51866, Micromonospora aurarsisC& 27029, Streptomyces violaceusniger Tu 4113, Microbacterium
testaceum StLB037, Streptomyces sp SPB78, Mycobacterium marinummdig=sp Eullc, Saccharopolyspora erythraea NRRL 2338,
Saccharomonospora viridis DSM 43017, Streptomyces himastatinicus ATCG, &3@%lonia alkanivorans NBRC 16433, Corynebacteriu
aurimucosum ATCC 700975, Salinispora tropica CNB-440, Mycobacteriunmsatisgstr MC2, Streptomyces bingchenggensis BCW-1,
Saccharomonospora azurea NA-128, Mycobacterium sp JDM601, Styeptosp el4, Frankia sp EUN1f, Gordonia neofelifaecis NRRL B-59395,
Kytococcus sedentarius DSM 20547, Gordonia bronchialis DSM 43247, Cocymeéla ulcerans 809, Salinispora arenicola CNS-205, Cellulomone
fimi ATCC 484, Nocardiopsis dassonvillei subsp dassonvillei, CatenulispotiplatadSM 44928, Nocardia cyriacigeorgica GUH-2, Gordonia
polyisoprenivorans VH2, Thermomonospora curvata DSM 43183, Geogimias obscurus DSM 43160, Mobilicoccus pelagius NBRC 104925,
Corynebacterium pseudotuberculosis 106-A, Planctomyces limnophilus DBW Bankia symbiont of Datisca, Corynebacterium genitalium ATCC
33030, Brevibacterium mcbrellneri ATCC 49030, Streptomyces scabiei 872tiermus cellulolyticus 11B

O: Methylotenera versatilis 301, Methylotenera versatilis 301, Bordetella petriiI2BM, Methylobacter tundripaludum SV96, Alicycliphilus
denitrificans K601, Methylomonas methanica MC09, Novosphingobiumaditisorans DSM 12444, Novosphingobium aromaticivorans DSM 1244
Marinomonas mediterranea MMB-1, Methylovorus sp MP688, Beijerinckiaarsubsp indica, Acidovorax ebreus TPSY, Novosphingobium
nitrogenifigens DSM 19370, Novosphingobium nitrogenifigens DSM 19&Zi@lovorax delafieldii 2AN, Methylotenera mobilis JLW8, Curvibacter
putative symbiont of, Bacteriovorax marinus SJ, Methylomonas sp 16a

O: Arthrobacter aurescens TC1, Streptomyces sp AA4, Arthrobacter sp FB24, Streptolayglgerus ATCC 27064, Arthrobacter chlorophenolicus
A6, Kribbella flavida DSM 17836, Streptomyces sp Mgl, Dermacoccus sfi8lj Streptomyces albus J1074, Kitasatospora Eda6054,
Streptomyces sp SirexAA-E, Streptomyces griseus XylebKG-1, Streptosporangium RSEUA8021, Amycolicicoccus subflavus DQS3-9A1,
Streptomyces avermitilis MA-4680 =, Actinosynnema mirum DSM 438&Hhrobacter phenanthrenivorans Sphe3, Streptomyces sp SPB74,
Microlunatus phosphovorus NM-1, Streptomyces pratensis ATCC 33331, Arthrodabiérrgnis NBRC 12137, Streptomyces coelicolor A3(2),
Streptomyces sp C, Amycolatopsis mediterranei S699
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O: Bacillus clausii KSM-K16, Bacillus megaterium QM B1551, Bacillus cytotoxicus NVH 39B&6@|lus cereus Rock3-44, Geobacillus sp WCH70,

YFTQW 2,29E04 5,27E04  Bacillus thuringiensis serovar huazhongensis
YFQQV 6,91E04 2,28E04 N: Plesiocystis pacifica SIR-1, Plesiocystis pacifica SIR-1, Cyanothece sp&02C 8
YELKW 4,62E+00 3,04E05 P: Novosphingobium aromaticivorans DSM 12444, Sphingomonashiiifd#/1, Sphingomonas wittichii RW1, Afipia sp 1INLS2
N: Shewanella denitrificans 0S217, Marinobacter manganoxydans MM@rBobacter adhaerens HP15, Marinobacter sp ELB17, Marinobacter
LFFLL 3,54E+03 1,87E01 algicola DG893, Halomonas sp HAL1
P: Alicycliphilus denitrificans K601, Acidovorax avenae subsp avedPakromonas naphthalenivorans CJ2, Polaromonas naphthalenivorans CJ2,
Burkholderia cenocepacia PC184, Lautropia mirabilis ATCC 51599, Roseibiunch@KD4, Burkholderia gladioli BSR3, Burkholderia ambifaria
YELVW 5 24E02 527E04 MEX-5, Mucilaginibacter paludis DSM 18603, Burkholderia multivorans ATCC @&76phingobacterium sp 21, Bordetella bronchisefRiBa0,
' ' Nitrosomonas eutropha C91, Nitrosomonas eutropha C91, Acidovorax &#a0-1, Hahella chejuensis KCTC 2396, Azoarcus sp BH72,
Burkholderia glumae BGR1, Burkholderia vietnamiensis G4, Burkholderia sp, Acidosjoifso-1
N: Pseudomonas psychrotolerans L19, Haliscomenobacter hydrossis DSM 1iid0oniseas syringae Cit 7, Pseudomonas syringae pv oryzae,
Pseudomonas syringae pv maculicola, Idiomarina sp A28L, Parvulasmtaiteensis HTCC2503, Pseudomonas fulva 12-X, Pseudomonas savaste
savastanoi, Pseudomonas fluorescens SBW25, Xanthomonas oryzgeaey ¥anthomonas albilineans GPE PC73, Pseudomonas mengtapina
LFLLL 1,44E+01 1,87E01  Salinisphaera shabanensis E1L3A, Xanthomonas gardneri ATCC 19865, Xan#socampestris pv campestris, Pseudomonas syringae pv aptata,
Pseudomonas syringae pv morsprunorum, Pseudomonas syringae pv Xanttomonas vesicatoria ATCC 35937, Ricinus communis, Xanthomon
citri pv mangiferaeindicae
N: Mycobacterium intracellulare MOTT-64, Mycobacterium parascrofulaceum ATE& ®L4, Mycobacterium bovis BCG str, Mycobacterium
YFLQV 3,26E01 9,85E05  colombiense CECT 3035, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium ulcerans Agy99
O: gamma proteobacterium HTCC5015, Pseudoalteromonas haloplanktis TAGERBo0alteromonas haloplanktis TAC125, Shewanella pealeana
ATCC 700345, Shewanella woodyi ATCC 51908, Shewanella loihicd PRhiobacillus denitrificans ATCC 25259, Shewanella denitrificans 0S217
Shewanella frigidimarina NCIMB 400, Gemmatimonas aurantiaca T-Ziy&tella sp MR-7, gamma proteobacterium IMCC2047, Pseudoaltessmo
YHSLW 3,96E03 3,04E05 sp BSi20429, Nitrosospira multiformis ATCC 25196, Shewanella oneidensis BRetyanella amazonensis SB2B, Bermanella marisrubri, Shewan
sp HN-41, Acidovorax sp NO-1, Acidovorax sp NO-1, Saccharaphdggradans 2-40, Shewanella piezotolerans WP3, Psychromonas ingdahamii
Shewanella baltica 0S625
O: Vitis vinifera, Paenibacillus mucilaginosus KNP414, Paenibacillus deondniig C454, Carica papaya, Arabidopsis thaliana, Zea mays, Medicag
truncatula, Medicago truncatula, Wolffia australiana, Physcomitrella patens, Riitystta patens, Arabidopsis lyrata subsp lyrata, Desmospora sp 8
YFAQW 5.79E02 5.27E04 Selaginella moellendorffii, Picea sitchensis, Triticum aestivum, Paenibacilbralgaxon, Datisca glomerata, Populus trichocarpa, Eutrema halophi
' ' Thalassiosira pseudonana, Oryza sativa Japonica Group, Glycin&lyere max, Paenibacillus larvae subsp larvae, PaenibacillukseplA, Ricinus
communis, Phaeodactylum tricornutum CCAP 10551, Paenibacilliss 1&e
Aminoécidos
claves del _
portal E7 kgs¢ Especies
B10-CD1-
E7-E11-G8
O: Bacillus clausii KSM-K16, Bacillus megaterium QM B1551, Bacillus cytotoxicus NVH 39B&&llus cereus Rock3-44, Geobacillus sp WCH70,
YFTQ 1,22E03 Bacillus thuringiensis serovar huazhongensis
YELK 1,18E41 P: Novosphingobium aromaticivorans DSM 12444, Sphingomonashiif@gV1, Sphingomonas wittichii RW1, Afipia sp 1INLS2
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YFLV

YFLQ

LFFF

YHSL

YFAQ

LFFL

YFMK

LFLL

YHML

VFLL

YHAL

1,18E411

4,00E21

2,69E415

6,48E03

9,04E03

2,69E45

2,69E45

2,78E07

2,28E04

1,18E11

6,48E03

P: Alicycliphilus denitrificans K601, Acidovorax avenae subsp avePakromonas naphthalenivorans CJ2, Polaromonas naphthalenivorans CJ2,
Burkholderia cenocepacia PC184, Lautropia mirabilis ATCC 51599, Roseibiunch@KD4, Burkholderia gladioli BSR3, Burkholderia ambifaria
MEX-5, Mucilaginibacter paludis DSM 18603, Burkholderia multivorans ATCC &76phingobacterium sp 21, Bordetella bronchiseptica RB50,
Nitrosomonas eutropha C91, Nitrosomonas eutropha C91, Acidovorax é#@D0-1, Hahella chejuensis KCTC 2396, Azoarcus sp BH72,
Burkholderia glumae BGR1, Burkholderia vietnamiensis G4, Burkholderia sp, Acidosjoifs€-1

N: Mycobacterium intracellulare MOTT-64, Mycobacterium parascrofulaceum ATE& ®L4, Mycobacterium bovis BCG str, Mycobacterium
colombiense CECT 3035, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium ulcerans Agy99

N: Halomonas sp TDO1, Congregibacter litoralis KT71

O: gamma proteobacterium HTCC5015, Pseudoalteromonas haloplanktis TAG&RHpalteromonas haloplanktis TAC125, Shewanella pealeana
ATCC 700345, Shewanella woodyi ATCC 51908, Shewanella loihicd PRhiobacillus denitrificans ATCC 25259, Shewanella denitrificans 0S217
Shewanella frigidimarina NCIMB 400, Gemmatimonas aurantiaca T-Ziy&tella sp MR-7, gamma proteobacterium IMCC2047, Pseudoalteasmo
sp BSi20429, Nitrosospira multiformis ATCC 25196, Shewanella oneidensis lRetyanella amazonensis SB2B, Bermanella marisrubri, Shewan
sp HN-41, Acidovorax sp NQ; Acidovorax sp NO-1, Saccharophagus degradans 2-40, Shewginettolerans WP3, Psychromonas ingrahamii 37,
Shewanella baltica 0S625

O: Vitis vinifera, Paenibacillus mucilaginosus KNP414, Paenibacillus dendnii C454, Carica papaya, Arabidopsis thaliana, Zea mays, Medicag
truncatula, Medicago truncatula, Wolffia australiana, Physcomitrella patens, Riitystta patens, Arabidopsis lyrata subsp lyrata, Desmospora sp 8
Selaginella moellendorffii, Picea sitchensis, Triticum aestivum, Paenibaciltuslis@xon, Datisca glomerata, Populus trichocarpa, Eutrema halophi
Thalassiosira pseudonana, Oryza sativa Japonica Group, Glycin&lyere max, Paenibacillus larvae subsp larvae, PaenibacillukseplA, Ricinus
communis, Phaeodactylum tricornutum CCAP 10551, Paenibacillis 1&e

N: Shewanella denitrificans 0S217, Marinobacter manganoxydans MMa@rBobacter adhaerens HP15, Marinobacter sp ELB17, Marinobacter
algicola DG893, Halomonas sp HAL1

P: Rhizobium leguminosarum bv trifolii, Agrobacterium sp ATCC 3174fipBacterium tumefaciens F2, Sinorhizobium medicae WSM419,
Agrobacterium tumefaciens CCNWGS0286, Sinorhizobium fredii NGR234, RhinadpuPDO1-076, Rhizobium etli CFN 42, Rhizobium etli CIAT
652, Rhizobium leguminosarum bv viciae, Sinorhizobium meliloti CCNWSE002

N: Pseudomonas psychrotolerans L19, Haliscomenobacter hydrossis DSM 1iid0oniRses syringae Cit 7, Pseudomonas syringae pv oryzae,
Pseudomonas syringae pv maculicola, Idiomarina sp A28L, Parvulasuataitensis HTCC2503, Pseudomonas fulva 12-X, Pseudomonas savaste
savastanoi, Pseudomonas fluorescens SBW25, Xanthomonas oryzgegay ¥anthomonas albilineans GPE PC73, Pseudomonas menytopina
Salinisphaera shabanensis E1L3A, Xanthomonas gardneri ATCC 19865, idantsocampestris pv campestris, Pseudomonas syringae pv aptata,
Pseudomonas syringae pv morsprunorum, Pseudomonas syringae pv X@ntiomonas vesicatoria ATCC 35937, Ricinus commurastiomonas
citri pv mangiferaeindicae

O: Sphingobium sp SYK-6, marine gamma proteobacterium HTCC2148

N: Acidithiobacillus caldus SM-1, Limnobacter sp MED105, Halothiolh#sheapolitanus c2, Oxalobacteraceae bacterium IMCC9480, Burkholderi
bacterium JOSHI_001, Cupriavidus necator N-1, Candidatus Nitrospira defluwiiid@ars Nitrospira defluvii, Candidatus Nitrospira defluvii,
Candidatus Nitrospira defluvii, Acidovorax sp NO-1

O: Methylotenera versatilis 301, Methylotenera versatilis 301, Bordetella petriiI2Bd4, Methylobacter tundripaludum SV96, Alicycliphilus
denitrificans K601, Methylomonas methanica MC09, Novosphingobiumaditiiorans DSM 12444, Novosphingobium aromaticivorans DSM 4,244
Marinomonas mediterranea MMB-1, Methylovorus sp MP688, Beijeidrioklica subsp indica, Acidovorax ebreus TPSY, Novosphingobium
nitrogenifigens DSM 19370, Novosphingobium nitrogenifigens DSM 19&gidlovorax delafieldii 2AN, Methylotenera mobilis JLW8, Curvibacter
putative symbiont of, Bacteriovorax marinus SJ, Methylomonas sp 16a
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YFKV
YHTL

YYAF

YYAL

YFQQ

7,95E06
7,95E06

6,48E03

9,04E03

1,15E49

P: Leadbetterella byssophila DSM 17132, Leadbetterella biygadpSM 17132
O: Xanthobacter autotrophicus Py2, marine gamma proteobacterium HTCC2143

O: Arthrobacter aurescens TC1, Streptomyces sp AA4, Arthrobacter sp FB24, Streptolayakgerus ATCC 27064, Arthrobacter chlorophenolicus
A6, Kribbella flavida DSM 17836, Streptomyces sp Mgl, Dermacoccus sg8j Streptomyces albus J1074, Kitasatospora setae KM-6054,
Streptomyces sp SirexAA-E, Streptomyces griseus XylebKG-1, Streptosporangium EBSEU48021, Amycolicicoccus subflavus DQS3-9A1,
Streptomyces avermitilis MA-4680 =, Actinosynnema mirum DSM 438&RArobacter phenanthrenivorans Sphe3, Streptomyces sp SPB74,
Microlunatus phosphovorus NM-1, Streptomyces pratensis ATCC 33331, ArthroHabiésrgnis NBRC 12137, Streptomyces coelicolor A3(2),
Streptomyces sp C, Amycolatopsis mediterranei S699

O: Mycobacterium tuberculosis NCGM2209, Clavibacter michiganensis subsp sepedonicuspddicsduteus SK58, Corynebacterium efficiens YS-
314, Streptomyces sviceus ATCC 29083, Microbacterium laevaniformans OR2&ihadjerium rhodesiae NBB3, Leifsonia xyli subsp xyli,
Actinoplanes sp SE50110, Mycobacterium intracellulare MOTT-64, CellulomonéageftayDSM 20109, Corynebacterium glutamicum ATCC 14067
Streptomyces venezuelae ATCC 10712, Blastococcus saxobsidens DD2, Xgkmicedulosilytica DSM 15894, Gordonia effusa NBRC 100432,
Janibacter sp HTCC2649, Streptomyces zinciresistens K42, Beutenbergia cavernae DEMWra2&8 alni ACN14a, Segniliparus rotundus DSM
44985, Mycobacterium tusciae JS617, Corynebacterium amycolatum SK#6eBacterium variabile DSM 44702, Corynebacterium accolens ATC
49725, Arthrobacter arilaitensis Re117, Saccharomonospora marina XMU15adyedum parascrofulaceum ATCC BAA-614, Mycobacterium avit
104, Streptomyces ghanaensis ATCC 14672, Mycobacterium vanbaalenii, MN@Rardia farcinica IFM 10152, Corynebacterium diphtheriae NCTC
13129, Saccharomonospora cyanea NA-134, BrachybacterigarfaDSM 4810, Mycobacterium colombiense CECT 3035, Corynebacterium
lipophiloflavum DSM 44291, Corynebacterium resistens DSM 45100kkrap CN3, Streptomyces griseoaurantiacus M045, Mycobacterium absct
subsp bolletii, Nakamurella multipartita DSM 44233, marine actinobactd?t8C20C1, Isoptericola variabilis 225, Jonesia denitrificans DSM 206(
Frankia sp EAN1pec, Thermobifida fusca, Corynebacterium ammon&@Sid 20306, Dietzia cinnamea P4, Algoriphagus machipongonensis,
Corynebacterium casei UCMA 3821, Mycobacterium gilvum PYR-GCK, Streptanoatdeya NRRL 8057, Gordonia araii NBRC 100433,
Saccharomonospora paurometabolica YIM 90007, Streptomyces grisedisd@@0, Streptomyces viridochromogenes DSM 40736, Corynebacterit
pseudogenitalium ATCC 33035, Micromonospora sp ATCC 39149, Corynebattgtitamicum ATCC 13032, Stackebrandtia nassauensis DSM 4«
Saccharomonospora glauca K62, Frankia sp Ccl3, Mycobacterium rhode6aeStreptomyces hygroscopicus subsp jinggangensis, Mycobacteriul
thermoresistibile ATCC 19527, Gordonia sputi NBRC 100414, Mycobacterium leprar@ootitidis NBRC 100426, Nocardia brasiliensis ATCC
700358, Mycobacterium sp MCS, Kocuria rhizophila DC2201, Corynetiattistriatum ATCC 6940, Corynebacterium jeikeium K411,
Corynebacterium glucuronolyticum ATCC 51866, Micromonospora aurarsisC& 27029, Streptomyces violaceusniger Tu 4113, Microbacterium
testaceum StLB037, Streptomyces sp SPB78, Mycobacterium marinumriag=sp Eullc, Saccharopolyspora erythraea NRRL 2338,
Saccharomonospora viridis DSM 43017, Streptomyces himastatinicus ATCG, &3&%lonia alkanivorans NBRC 16433, Corynebacteriu
aurimucosum ATCC 700975, Salinispora tropica CNB-440, Mycobacteriumnsatisgstr MC2, Streptomyces bingchenggensis BCW-1,
Saccharomonospora azurea NA-128, Mycobacterium sp JDM601, Styeptosp el4, Frankia sp EUN1f, Gordonia neofelifaecis NRRL B-59395,
Kytococcus sedentarius DSM 20547, Gordonia bronchialis DSM 43247, Cocyera ulcerans 809, Salinispora arenicola CNS-205, Cellulomone
fimi ATCC 484, Nocardiopsis dassonvillei subsp dassonvillei, CatenulispoiiplatadSM 44928, Nocardia cyriacigeorgica GUH-2, Gordonia
polyisoprenivorans VH2, Thermomonospora curvata DSM 43183, Geadbgtmiias obscurus DSM 43160, Mobilicoccus pelagius NBRC 104925,
Corynebacterium pseudotuberculosis 106-A, Planctomyces limnophilus DB Bankia symbiont of Datisca, Corynebacterium genitalium ATCC
33030, Brevibacterium mcbrellneri ATCC 49030, Streptomyces scabiei 872@tiAermus cellulolyticus 11B

N: Plesiocystis pacifica SIR-1, Plesiocystis pacifica SIR-1, Cyanothece sp802C 8
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Aminoéacidos
claves del
canal corto
G8
H9-G8-G9

kSTGS

Especies

FWL

LvVvV

AWV

LLV

AWL

AWL

2,69E45

1,22E03

2,69E45

2,28E04

2,69E415

2,69E415

O: Vitis vinifera, Janibacter sp HTCC2649, Arthrobacter arilaitensis Re117, Carica papdydopss thaliana, Nitrosospira multiformis ATCC 2519¢
Algoriphagus machipongonensis, Zea mays, Medicago truncatula, MedicacgtatanWolffia australiana, Beijerinckia indica subsp indica,
Physcomitrella patens, Physcomitrella patens, Arabidopsis lyrata subsp lyrata, Selagdedindorffii, Picea sitchensis, Triticum aestivum, Kocuria
rhizophila DC2201, Corynebacterium glucuronolyticum ATCC 51866ci&opolyspora erythraea NRRL 2338, Datisca glomerata, Populus arigap
Eutrema halophilum, Oryza sativa Japonica Group, Glycine magin@lynax, Kytococcus sedentarius DSM 20547, Curvibacter putativs@ynof,
Bacteriovorax marinus SJ, Acidovorax sp NO-1, Acidovorax sp NO-1, Ricinusiaois, Brevibacterium mcbrellneri ATCC 49030, Acidothermus
cellulolyticus 11B

N: Mycobacterium intracellulare MOTT-64, Mycobacterium parascrofulaceum ATE& @®L4, Mycobacterium bovis BCG str, Mycobacterium
colombiense CECT 3035, Halomonas sp TD01, Congregibacter litoralis KT71pktteoum tuberculosis

P: Acidovorax avenae subsp avenae, Acidovorax citrulli AACOBeldovorax sp NO-1

N: Acidithiobacillus caldus SM-1, Limnobacter sp MED105, Halothiolh#siheapolitanus c2, Pseudomonas psychrotolerans L19, Haliscomenobac
hydrossis DSM 1100, Pseudomonas syringae Cit 7, Shewanella deniri®&217, Pseudomonas syringae pv oryzae, Oxalobacteraceae bacteriur
IMCC9480, Marinobacter manganoxydans Mnl7-9, Pseudomonas syrimga&cplicola, Idiomarina sp A28L, Parvularcula bermudensis HTCC250:
Pseudomonas fulva 12-X, Marinobacter adhaerens HP15, Pseudoma@starea\pv savastanoi, Burkholderiales bacterium JOSHI_001, Pseudomc
fluorescens SBW25, Xanthomonas oryzae pv oryzae, XanthomonasezlbdiGPE PC73, Pseudomonas mendocina ymp, Salinisphaerzeskaba
E1L3A, Cupriavidus necator N-1, Marinobacter sp ELB17, Marinobacter algicola D&8aghomonas gardneri ATCC 19865, Xanthomonas campe
pv campestris, Candidatus Nitrospira defluvii, Candidatus Nitrospira defluvigi@atus Nitrospira defluvii, Candidatus Nitrospira defluvii,
Pseudomonas syringae pv aptata, Pseudomonas syringae pv morspriseudonmonas syringae pv tomato, Acidovorax sp NO-1, Xanthomonas
vesicatoria ATCC 35937, Ricinus communis, Halomonas sp HAL1, Xanthomonas citarmiferaeindicae

O: Novosphingobium aromaticivorans DSM 12444, Novosphingobium gicweeians DSM 12444, Sphingobium sp SYK-6, Novosphingobium
nitrogenifigens DSM 19370, Novosphingobium nitrogenifigens DSM 19370

P: Rhizobium leguminosarum bv trifolii, Agrobacterium sp ATCC 3174ffjpBacterium tumefaciens F2, Sinorhizobium medicae WSM419,
Agrobacterium tumefaciens CCNWGS0286, Alicycliphilus denitrificans K601, Nihingobium aromaticivorans DSM 12444, Polaromonas
naphthalenivorans CJ2, Polaromonas naphthalenivorans CJ2, Sinorhizobiutd®&B@i84, Burkholderia cenocepacia PC184, Lautropia mirabilis A1
51599, Roseibium sp TrichSKD4, Rhizobium sp PDO1-076, Burkholderia §IB&R3, Burkholderia ambifaria MEX-5, Mucilaginibacter paludis DS
18603, Burkholderia multivorans ATCC 17616, Sphingobacterium sp 2dibettarella byssophila DSM 17132, Leadbetterella byssophila DRI&21
Bordetella bronchiseptica RB50, Nitrosomonas eutropha C91, Nitrosomonas e@édpiRhizobium etli CFN 42, Hahella chejuensis KCTC 2396,
Azoarcus sp BH72, Burkholderia glumae BGR1, Rhizobium etli CIAT 652,Hldkria viethamiensis G4, Sphingomonas wittichii RW1, Sphingom:
wittichii RW1, Afipia sp INLS2, Rhizobium leguminosarum bv viciae, Burkbolisp, Sinorhizobium meliloti CCNWSX0020
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LWL

FWV

AVV

2,69E45

2,69E45

1,57E01

O: Mycobacterium tuberculosis NCGM2209, Clavibacter michiganensis subsp sepedoniaobastén aurescens TC1, Micrococcus luteus SK58,
Corynebacterium efficiens YS-314, Streptomyces sviceus ATCC 29083, Microbacteramifaenans OR221, Streptomyces sp AA4, Arthrobacter
FB24, Methylotenera versatilis 301, Methylotenera versatilis 301, gamneopaaterium HTCC5015, Mycobacterium rhodesiae NBB3, Leifsonia x
subsp xyli, Methylobacter tundripaludum SV96, Paenibacillus mucilag;BNP414, Actinoplanes sp SE50110, Paenibacillus dendritiformi, C45
Pseudoalteromonas haloplanktis TAC125, Pseudoalteromonas halopl#tkii25; Shewanella pealeana ATCC 700345, Streptomyces clavuligeru:
ATCC 27064, Mycobacterium intracellulare MOTT-64, Cellulomonas flavigena R&M9, Corynebacterium glutamicum ATCC 14067, Streptomyc
venezuelae ATCC 10712, Methylomonas methanica MCQ9, Blastococcus samsiizie Xylanimonas cellulosilytica DSM 15894, Arthrobacter
chlorophenolicus A6, Gordonia effusa NBRC 100432, Kribbella flavida DSM@, Marinomonas mediterranea MMB-1, Streptomyces zinciresister
K42, Beutenbergia cavernae DSM 12333, Shewanella woodyi ATCC 51@0kid-alni ACN14a, Segniliparus rotundus DSM 44985, Mycobacteriu
tusciae JS617, Corynebacterium amycolatum SK46, Corynebacterium variabile478®| €orynebacterium accolens ATCC 49725, Streptomyces
Mg1, Shewanella loihica PV-4, Thiobacillus denitrificans ATCC 2525%hMevorus sp MP688, Saccharomonospora marina XMU15, Mycobacteri
parascrofulaceum ATCC BAA-614, Mycobacterium avium 104, Streptomycesighsis ATCC 14672, Shewanella denitrificans 0S217,
Mycobacterium vanbaalenii PYR-1, Dermacoccus sp Ellin185, Nocardiai€a¢iFM 10152, Corynebacterium diphtheriae NCTC 13129,
Saccharomonospora cyanea NA-134, Shewanella frigidimarina NCINIBG¥mmatimonas aurantiaca T-27, Streptomyces albus J1074, Kitasatos
setae KM-6054, Brachybacterium faecium DSM 4810, Mycobacterium ca@os®CECT 3035, Corynebacterium lipophiloflavum DSM 44291,
Streptomyces sp SirexAA-E, Corynebacterium resistens DSM 45100, Streptomyaes ¥ylebKG-1, Frankia sp CN3, Streptomyces griseoaurantia
MO045, Xanthobacter autotrophicus Py2, Mycobacterium abscessus subsp bialletmurella multipartita DSM 44233, Shewanella sp MR-7,
Streptosporangium roseum DSM 43021, marine actinobacterium PHSC20&éritsda variabilis 225, gamma proteobacterium IMCC2047,
Pseudoalteromonas sp BSi20429, Jonesia denitrificans DSM 20603, FraBKiB Spec, Thermobifida fusca, Corynebacterium ammoniagenes DSN
20306, Dietzia cinnamea P4, Bacillus clausii KSM-K16, Corynebacteriumd@d¢A 3821, Amycolicicoccus subflavus DQS3-9A1, Mycobacterium
gilvum PYR-GCK, Shewanella oneidensis MR-1, Streptomyces cattleya NREL, 8@eptomyces avermitilis MA-4680 =, Gordonia araii NBRC
100433, Saccharomonospora paurometabolica YIM 90007, Strep®gyseoflavus Tu4000, Actinosynnema mirum DSM 43827, Streptomyces
viridochromogenes DSM 40736, Corynebacterium pseudogenitalium ATQ&53Blicromonospora sp ATCC 39149, Corynebacterium glutamicum
ATCC 13032, Stackebrandtia nassauensis DSM 44728, Saccharomorglapoaak 62, Desmospora sp 8437, Shewanella amazonensis SB2Ba Fra
sp Ccl3, Arthrobacter phenanthrenivorans Sphe3, Mycobacterium rhodg6éiaeStreptomyces hygroscopicus subsp jinggangensis, Mycobacteriun
thermoresistibile ATCC 19527, Gordonia sputi NBRC 100414, Bermanella marisruloopligterium leprae, Gordonia otitidis NBRC 100426, Nocat
brasiliensis ATCC 700358, Mycobacterium sp MCS, Corynebacterium striatum ATCC@&®48¢ebacterium jeikeium K411, Micromonospora
aurantiaca ATCC 27029, Streptomyces sp SPB74, Streptomyces violaceusnddi3T Microbacterium testaceum StLB037, Streptomyces sp SPB
Mycobacterium marinum M, Frankia sp Eullc, Microlunatus phosphovorus Nh&dnibacillus sp oral taxon, Shewanella sp HN-41,
Saccharomonospora viridis DSM 43017, Streptomyces himastatinicus ATCG, B&f%llus megaterium QM B1551, Gordonia alkanivoran&RRB
16433, Corynebacterium aurimucosum ATCC 700975, Salinispora tropica @0|B4ycobacterium smegmatis str MC2, Bacillus cytotoxicus NVH
391-98, Streptomyces bingchenggensis BCW-1, Saccharomonospora azul@8Natreptomyces pratensis ATCC 33331, Mycobacterium sp JDM¢
Bacillus cereus Rock3-44, Streptomyces sp el4, Frankia sp EUN1f, Gordomiifarcs NRRL B-59395, Paenibacillus larvae subsp larvae, Gordo
bronchialis DSM 43247, Corynebacterium ulcerans 809, Salinispora arenicola@iNBlethylotenera mobilis JLW8, Cellulomonas fimi ATCC 484,
Nocardiopsis dassonvillei subsp dassonvillei, Arthrobacter globiformis NBRC 1213no8tyees coelicolor A3(2), Streptomyces sp C, marine gam
proteobacterium HTCC2148, marine gamma proteobacterium HTCC2143, Cateraudisigliphila DSM 44928, Paenibacillus sp Aloe-11, Nocardia
cyriacigeorgica GUH-2, Saccharophagus degradans 2-40, Gordorigopodyivorans VH2, Thermomonospora curvata DSM 43183, Geodgtmiato
obscurus DSM 43160, Mobilicoccus pelagius NBRC 104925, Geobacillus sp WEH&®anella piezotolerans WP3, Bacillus thuringiensis serovar
huazhongensis, Methylomonas sp 16a, Corynebacterium pseudotuberdfesisAimycolatopsis mediterranei S699, Planctomyces limnophilus DS
3776, Psychromonas ingrahamii 37, Frankia symbiont of Datisca, Gagteeium genitalium ATCC 33030, Shewanella baltica 0S625, Streptemyc
scabiei 8722, Paenibacillus lactis 154

O: Bordetella petrii DSM 12804, Alicycliphilus denitrificans K601, Acidovorhreeis TPSY, Thalassiosira pseudonana, Acidovorax delafieldii 2AN
Phaeodactylum tricornutum CCAP 10551

N: Plesiocystis pacifica SIR-1, Plesiocystis pacifica SIR-1, Cyanothece sp&02C\ycobacterium ulcerans Agy99
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Aminoacidos
claves del
canal largo
H5-B2-H9-

E15-E11G8

kLT

Especies

LFFLLW

LILLQW

LFFLQW
LIAFQV

LFLLFW

LIAEVW

LILLLL

LILLLW

LILSLL

2,21E42

6,48E03

4,26E05
3,37E02

6,33E41

1,22E03

1,22E03

1,49E06

1,49E06

O: Janibacter sp HTCC2649, Arthrobacter arilaitensis Re117, Kocuria rhizophila DC2201, @otgrietm glucuronolyticum ATCC 51866,
Saccharopolyspora erythraea NRRL 2338, Kytococcus sedentarius DSM Be&dBacterium mcbrellneri ATCC 49030, Acidothermus cellulolyticus
11B

O: Paenibacillus mucilaginosus KNP414, Paenibacillus dendritiformis, @&sdllus clausii KSM-K16, Desmospora sp 8437, Paenibacillus sp oral
taxon, Bacillus megaterium QM B1551, Bacillus cytotoxicus NVH 391-98, Bacilkesisdrock3-44, Paenibacillus larvae subsp larvae, Paenibacillu
Aloe-11, Geobacillus sp WCH70, Bacillus thuringiensis serovar huazhongersighadalus lactis 154

O: Zea mays, Medicago truncatula, Medicago truncatula, Triticum aestivutasSiosira pseudonana, Oryza sativa Japonicagsro
N: Mycobacterium ulcerans Agy99

O: Arthrobacter aurescens TC1, Streptomyces sp AA4, Arthrobacter sp FB24, Strestahayaligerus ATCC 27064, Arthrobacter chlorophenolicus
A6, Kribbella flavida DSM 17836, Streptomyces sp Mgl, Dermacoccus s 8lj Streptomyces albus J1074, Kitasatospora Edta6054,
Streptomyces sp SirexAA-E, Streptomyces griseus XylebKG-1, Streptosporangium @SbuaB8021, Amycolicicoccus subflavus DQS3-9A1,
Streptomyces avermitilis MA-4680 =, Actinosynnema mirum DSM 438&hrobacter phenanthrenivorans Sphe3, Streptomyces sp SPB74,
Microlunatus phosphovorus NM-1, Streptomyces pratensis ATCC 33331, Arthrobbabifermis NBRC 12137, Streptomyces coelicolor A3(2),
Streptomyces sp C, Amycolatopsis mediterranei S699

P: Roseibium sp TrichSKD4, Mucilaginibacter paludis DSM 18603, Sphimggtoam sp 21, Leadbetterella byssophila DSM 17132, Leadbetterella
byssophila DSM 17132, Hahella chejuensis KCTC 2396

N: Haliscomenobacter hydrossis DSM 1100, Pseudomonas syringae Cit 7n8lfeedenitrificans 0S217, Pseudomonas syringae pv oryzae,
Marinobacter manganoxydans Mnl7-9, Pseudomonas syringae pv megudamarina sp A28L, Parvularcula bermudensis HTCC2503, Marinobac
adhaerens HP15, Pseudomonas savastanoi pv savastanoi, Pseudomdaesiangmp, Salinisphaera shabanensis E1L3A, Cupriavidus necator N-:
Marinobacter sp ELB17, Marinobacter algicola DG893, Candidatus Nitrospira defluvdjdasus Nitrospira defluvii, Pseudomonas syringae pv apta
Pseudomonas syringae pv morsprunorum, Pseudomonas syringae py £anamieorax sp NO-1, Halomonas sp HAL1

O: Methylotenera versatilis 301, Methylotenera versatilis 301, gamma protedbacHTCC5015, Methylobacter tundripaludum SV 96,
Pseudoalteromonas haloplanktis TAC125, Pseudoalteromonas halisplak®125, Shewanella pealeana ATCC 700345, Methylomonas methanice
MCO09, Marinomonas mediterranea MMB-1, Shewanella woodyi ATCC &190ewanella loihica PV-4, Thiobacillus denitrificans ATCC 25259,
Methylovorus sp MP688, Shewanella denitrificans 0S217, Shewanigitiirharina NCIMB 400, Gemmatimonas aurantiaca T-27, Xanthobacter
autotrophicus Py2, Shewanella sp MR-7, gamma proteobacterium IMCR28dudoalteromonas sp BSi20429, Shewanella oneidensis MR-1,
Shewanella amazonensis SB2B, Bermanella marisrubri, Shewanella-4p, Hilthylotenera mobilis JLW8, marine gamma proteobacterium
HTCC2148, marine gamma proteobacterium HTCC2143, SaccharophagusadedtatD, Shewanella piezotolerans WP3, Methylomonas sp 16a,
Planctomyces limnophilus DSM 3776, Psychromonas ingrahamii 3waBk#a baltica 0S625

N: Acidithiobacillus caldus SM-1, Limnobacter sp MED105, Halothiolhasiheapolitanus c2, Burkholderiales bacterium JOSHI_001, Candidatus
Nitrospira defluvii, Candidatus Nitrospira defluvii
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LIALLW

LFLLLW

LILFLL

FIASVW

LIASVW

LIALQV

LIFLLW

4,26E05

1,49E06

3,37E02

1,22E03

6,48E03

6,48E03

7,95E06

O: Novosphingobium aromaticivorans DSM 12444, Novosphingobium aicweeians DSM 12444, Sphingobium sp SYK-6, Novosphingobium
nitrogenifigens DSM 19370, Novosphingobium nitrogenifigens DSM 19370

O: Mycobacterium tuberculosis NCGM2209, Clavibacter michiganensis subsp sepedonicuspddicsduteus SK58, Corynebacterium efficiens YS-
314, Streptomyces sviceus ATCC 29083, Microbacterium laevaniformans OR2&ihadjerium rhodesiae NBB3, Leifsonia xyli subsp xyli,
Actinoplanes sp SE50110, Mycobacterium intracellulare MOTT-64, CellulomonéageftayDSM 20109, Corynebacterium glutamicum ATCC 14067
Streptomyces venezuelae ATCC 10712, Blastococcus saxobsidens DD2, Xykmiretulosilytica DSM 15894, Gordonia effusa NBRC 100432,
Streptomyces zinciresistens K42, Beutenbergia cavernae DSM 12333, Frankia alni AGNbgaBus rotundus DSM 44985, Mycobacterium tuscie
JS617, Corynebacterium amycolatum SK46, Corynebacterium variabile BB 4Corynebacterium accolens ATCC 49725, Saccharomonospora
marina XMU15, Mycobacterium parascrofulaceum ATCC BAA-614, Mycobacteaiviom 104, Streptomyces ghanaensis ATCC 14672,
Mycobacterium vanbaalenii PYR-1, Nocardia farcinica IFM 10152, Corynetiam diphtheriae NCTC 13129, Saccharomonospora cyanea NA-13¢
Brachybacterium faecium DSM 4810, Mycobacterium colombiense CECT B08#ebacterium lipophiloflavum DSM 44291, Corynebacterium
resistens DSM 45100, Frankia sp CN3, Streptomyces griseoaurantiacus MO4batlgham abscessus subsp bolletii, Nakamurella multipartita DS
44233, marine actinobacterium PHSC20C1, Isoptericola variabilis 225, Jongsidicns DSM 20603, Frankia sp EAN1pec, Thermobifida fusca,
Corynebacterium ammoniagenes DSM 20306, Dietzia cinnamea P4, Comgnielpacasei UCMA 3821, Mycobacterium gilvum PYR-GCK,
Streptomyces cattleya NRRL 8057, Gordonia araii NBRC 100433, Saccharom@paprometabolica YIM 90007, Streptomyces griseoflavus Tu4(
Streptomyces viridochromogenes DSM 40736, Corynebacterium pseitdbgenATCC 33035, Micromonospora sp ATCC 39149, Corynebacteriur
glutamicum ATCC 13032, Stackebrandtia nassauensis DSM 44728, Saccharamregtaca K62, Frankia sp Ccl3, Mycobacterium rhodesiae JS6
Streptomyces hygroscopicus subsp jinggangensis, Mycobacterium thermoregi3i@@el 9527, Gordonia sputi NBRC 100414, Mycobacterium lepr
Gordonia otitidis NBRC 100426, Nocardia brasiliensis ATCC 700358, Mycobacterium spGb8@ebacterium striatum ATCC 6940,
Corynebacterium jeikeium K411, Micromonospora aurantiaca ATCC 27029, Stgeps violaceusniger Tu 4113, Microbacterium testaceum StLBC
Streptomyces sp SPB78, Mycobacterium marinum M, Frankia sp Eullta@Bacmnospora viridis DSM 43017, Streptomyces himastatinicus ATCC
53653, Gordonia alkanivorans NBRC 16433, Corynebacterium aurimue®s0@ 700975, Salinispora tropica CNB-440, Mycobacterium smegmati
MC2, Streptomyces bingchenggensis BCW-1, Saccharomonospora azufeB8N@ycobacterium sp JDM601, Streptomyces sp el4, Frankia sp ELl
Gordonia neofelifaecis NRRL B-59395, Gordonia bronchialis DSM 43247, Cmagterium ulcerans 809, Salinispora arenicola CNS-205, Cellulom:
fimi ATCC 484, Nocardiopsis dassonvillei subsp dassonvillei, CatenulispoiiplataddSM 44928, Nocardia cyriacigeorgica GUH-2, Gordonia
polyisoprenivorans VH2, Thermomonospora curvata DSM 43183, Geadibgtmiias obscurus DSM 43160, Mobilicoccus pelagius NBRC 104925,
Corynebacterium pseudotuberculosis 106-A, Frankia symbiont of Datiscaygbanterium genitalium ATCC 33030, Streptomyces scabiei 8722

N: Pseudomonas psychrotolerans L19, Oxalobacteraceae bacterium IMCC9480nitses fulva 12-X, Pseudomonas fluorescens SBW25,
Xanthomonas oryzae pv oryzae, Xanthomonas albilineans GPE R@mBomonas gardneri ATCC 19865, Xanthomonas campestris pvstas)pe
Xanthomonas vesicatoria ATCC 35937, Ricinus communis, Xanthomonas citringNfenaeindicae

P: Burkholderia cenocepacia PC184, Burkholderia gladioli BSR3, Burkholteh#daria MEX-5, Burkholderia multivorans ATCC 17616, Burkholder
glumae BGR1, Burkholderia viethamiensis G4, Burkholderia sp

P: Alicycliphilus denitrificans K601, Acidovorax avenae subsp avdhakromonas naphthalenivorans CJ2, Polaromonas naphthalenivorans CJ2,
Lautropia mirabilis ATCC 51599, Bordetella bronchiseptica RB50, Nitrosomonas eutrophiiZ@domonas eutropha C91, Acidovorax citrulli
AACO00-1, Azoarcus sp BH72, Acidovorax sp NO-1

N: Plesiocystis pacifica SIR-1, Plesiocystis pacifica SIR-1, Cyanothece sp&92C 8

O: Bordetella petrii DSM 12804, Alicycliphilus denitrificans K601, Nitrosospira multifeTCC 25196, Algoriphagus machipongonensis, Beijerinc
indica subsp indica, Acidovorax ebreus TPSY, Acidovorax delafieldii 2AN, iBacter putative symbiont of, Bacteriovorax marinus SJ, Acidovorax
NO-1, Acidovorax sp NO-1
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LILLFV 1,81E09
FIASKW 6,48E03
LFFFQW 6,48E03
LILFQV 3,37E02

N: Halomonas sp TD01, Congregibacter litoralis KT71

P: Rhizobium leguminosarum bv trifolii, Agrobacterium sp ATCC 3174fpBacterium tumefaciens F2, Sinorhizobium medicae WSM419,
Agrobacterium tumefaciens CCNWGS0286, Novosphingobium aromaticivoranslR&4, Sinorhizobium fredii NGR234, Rhizobium sp@®1076,
Rhizobium etli CFN 42, Rhizobium etli CIAT 652, Sphingomonas wittichii R\&phingomonas wittichii RW1, Afipia sp 1INLS2, Rhizobium
leguminosarum bv viciae, Sinorhizobium meliloti CCNWSX0020

O: Vitis vinifera, Carica papaya, Arabidopsis thaliana, Wolffia australiana, &mytsella patens, Physcomitrella patens, Arabidopsis lyrata subsp lyr
Selaginella moellendorffii, Picea sitchensis, Datisca glomerata, Populus trighoEatrema halophilum, Glycine max, Glycine max, Ricinus conis
Phaeodactylum tricornutum CCAP 10551

N: Mycobacterium intracellulare MOTT-64, Mycobacterium parascrofulaceum ATE& ®L4, Mycobacterium bovis BCG str, Mycobacterium
colombiense CECT 3035, Mycobacterium tuberculosis

Tabla A.V.2. Combinaciones de aminoécidos de sitios activos y de canales con sus respectivos pardmetros calculados para calcular las constantes k,,chem y k,rrchem para todas las trHbs de cada

organismo.
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Figura A.VI.1. Curvas de desplegado térmico seguidas por dicroismo circular a 225nm, para la Tf-trHbO wt (A) y su

mutante Pro74Gly (B), en comparacion a la Mt-trHbO wt (C) y su mutante Gly43Pro (D).
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GdmCl [M]

Figura A.VI.2. Perfiles de desnaturalizacion utilizando GdmCl seguidos por dicroismo circular a 225nm, para la Tf-

trHbO wt (O) y su mutante Pro74Gly (m) y para la Mt-trHbO wt (0) y su mutante Gly43Pro (e).
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XI. Abreviaturas

Hemoglobina, Hb; hemoglobinas truncadas, trHb o 2/2 Hb; dindmica molecular, DM; método
hibrido de mecénica cudntica / mecanica clasica, QM/MM (por su sigla en inglés, Quantum
Mechanics / Molecular Mechanics); muestreo del ligando implicito, ILS (por su sigla en inglés,
Implicit Ligand Sampling); perfil de energia libre, FEP (por su sigla en inglés, Free Energy Profile);
canal largo, CL; canal corto G8, CCGS; portal E7, PE7; sensores acoplados a globinas, GCS (por su
sigla en inglés, globin coupled sensors); mioglobina, Mb; neuroglobina, Ngb; Citoglobina, Cgb;
alineamiento multiple de secuencias, MSA (por su sigla en inglés, Multiple Sequence Alignment);
verosililitud maxima, ML (por su sigla en inglés, Maximum Likelihood); Thermobifida fusca, Tf;

Mycobacterium tuberculosis, Mt; Basillus subtilis, Bs.
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