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Estructura y mecanismo de accidn de peroxirredoxinas: estudio tadyi
experimental

RESUMEN

Las peroxirredoxinas (Prxs) constituyen una familia de prateineargadas de
catalizar la reduccion de peroxidos, con funcidon antioxidante y de sefializacion redox,
entre otras. Estas enzimas se encuentran ampliamente distribuidas entre los organismos
procariotas y eucariotag,estan usualmente presentes en altas concentraciones. Todas
ellas comparten el mismo primer paso en su mecanismo catalitico basico, en el cual la
cisteina del siticacivo se oxida a acido sulfénico por sustratos peréxidos tales como
peroxido de hidrégen¢H.O,), peroxinitrito, y una gran variedad de hidroperoxidos
organicos, lo que ocurre con constantes de velocidad varios 6rdenes de magnitud
mayores que para cisteina libre. Particularmente, la alquil hidroperéxido reductasa E
(AhpE) de Mycobacterium tuberculosies una Prx que reacciona mas rapido con
peroxinitrito que con kD, y que presenta una reactividad particularmente alta frente a

hidroperéxidos derivados de acidos grasos.

El presente trabajo de tesis aporta informacion microscopica acerca de los
mecanismos de reduccién de perdxidos mediada por tioles, tanto en solucién acuosa
como en el contexto de la reaccion catalizada por Prxs. Para tal fin se emplearon una
combinacion de técnicas de simulaciones computacionales clasicas, cuanticas e hibridas
cuantico-clasicas, en combinacién con estudios experimentales de cinética rapida de

flujo detenido y de equilibrio.

En primer lugar se estudiaron las reacciones de oxidacion de tioles de bajo peso
molecular por HO, y peroxinitrito en solucion acuosa, determinando los pardmetros
termodinamicos de activacién y describiendo a nivel molecular el proceso reactivo.
Posteriormente se investigaron los determinantes moleculares de la capacidad catalitica
de Prxs, utilizando como modelo de trabajiMiBAhpE. En Ultimo lugar se analizé la
especificidad por el sustrato oxidante para el caso particuladt&lpE, comparando

la interaccion y reactividad con@&; y diferentes hidroperdxidos organicos.

Palabras clave: tioles, peréxidos, cisteina, peroxirredoxinas, dinamica molecular,
QM/MM, estado de transicion, parametros de activacion, cinética a flujo detenido.






Structure and reaction mechanism of peroxiredoxins: a theoretical and
experimental study

ABSTRACT

Peroxiredoxins (Prxs) constitute a protein family that catalyzes the reduction of
peroxides, with antioxidant and redox signaling functions, among others. These
enzymes are ubiquitous and widely distributed in prokaryote and eukaryote organisms,
and are usually found at high concentrations. They all share the same first step of their
basic catalyticmechanism; the cysteine residue in the active-site gets oxidized by
peroxides such as hydrogen perox{#®0O,), peroxynitrite and a variety of organic
hydroperoxides, which occurs several orders of magnitude faster than in the case of free
cysteine. In particular, alkyl hydroperoxide reductase (AhpE) fidytobacterium
tuberculosisis a Prx that reacts faster with peroxynitrite than wigdHand shows a

particularly high reactivity versus fatty acid derived hydroperoxides.

The present thesis work is focused in providing molecular insights about peroxide
reduction mechanisms by thiols, both in agueous solution and in the context of the
catalyzed reaction by Prxs. For this purpose, a combination of elaggiantum and
hybrid quantum-classical simulations, together with fast stopped-flow kinetics and

equilibrium experiments was performed.

First, we studied the reactions of low molecular weight thiols wit,Hnd
peroxynitrite in agueous solution, determining the thermodynamic activation parameters
and describing the reactive process at the molecular level. Afterwards, we investigated
the molecular basis of Prxs catalytic ability, usMyAhpE as a model. Finally, the
substrate specificity ditAhpE was analyzed via the comparison of the interaction and

reactivity with O, and different organic hydroperoxides.

Keywords: thiols, peroxides, cysteine, peroxiredoxins, molecular dynamics, QM/MM,
transition state, activation parameters, stopped-flow kinetics.
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| INTRODUCCION

I.1 Fisicoquimica de proteinas: un espacio de convergencia
disciplinar

La quimica es la ciencia de la materia y los cambios que esta puede experimentar
La fisicoquimica es la rama de la quimica que establece y desarrolla los principios de
las tematicas quimicas en términos de los modelos subyacentes de la fisica y el lenguaje
de las matematicas. Sus conceptos se utilizan para explicar e interpretar observaciones
sobre las propiedades fisicas y quimicas de la materia.[1] En el estudio de las ciencias
de la vida, particularmente la bioquimica y la medicina, la aplicacion de las
herramientas de la fisicoquimica, resulta en la combinacion de conceptos de la fisica, la
quimica y la biologia en un intrincado y complejo mosaico que conduce a una

comprension Unica de los procesos responsables de la vida.

Entre la gran variedad de clases de biomoléculas presentes en los seres vivos, las
proteinas juegan un rol principal. Siendo las biomoléculas mas versatiles y diversas, las
proteinas estan en el centro de la accion en los procesos biolégicos. Casi todas las
transformaciones moleculares que definen el metabolismo celular estdn mediadas por
proteinas catalizadoras (enzimas). Las proteinas también realizan funciones de
regulacion, supervision extracelulade las condiciones intracelulares y la transmision
de informacion a otros componentes celulares. Ademas, las proteinas son componentes
estructurales esenciales de las células. Una completa lista de las funciones de proteinas
conocidas contendria muchos miles de entradas, incluyendo las proteinas que
transportan otras moléculas y proteinas que generan fuerzas mecénicas Yy

electroquimicas. Y tal lista no contendria las miles de proteinas cuyas funciones todavia



no estan totalmente caracterizadas o0, en muchos casos, son completamente

desconocidas.[2]

Es asi que el estudio de las proteinas con las herramigntasdamentalmente

con la visién de la fisicoquimieaha constituido un gran aporte en el avance de la
descripcion de estos sistemas biomoleculares. Mas aun, los fisicoquimicos contribuyen
no solo dando respuestas a preguntas fundamentales, como aquellas relacionadas con las
intrincadas relaciones entre la estructura de una molécula bioldgica y su funcién, sino
también al desarrollo y la aplicacion de nuevas tecnologias en la bioquimica y las
ciencias médicas. Muchas de las técnicas hoy empleadas por los bioquimicos fueron
concebidas por primera vez por los fisicos y luego desarrolladas por los fisicoquimicos
para el estudio de moléculas pequefias y reacciones quimicas antes de que se aplicaran a
la investigacion de sistemas biol6gicos complejos. Como ejemplo basta mencionar las
técnicas utilizadas rutinariamente para la determinacién y analisis de estructuras de

proteinas, como la difraccién de rayos X y la resonancia magnética nuclear.

En cuanto a las perspectivas que esta disciplina despierta y afronta, existen
muchos grupos de investigacién en el munga@ada vez mas en Latinoaméricgue
intentan abarcar preguntas vinculadas al comportamiento de proteinas en sistemas
bioldgicos, enfrentan a este tipo de investigacion incluyendo una perspectiva
fisicoquimica, que permita muchas veces entender estos fendmenos desde un punto de
vista microscopico. Como hemos dicho, los eventos celulares que dependen del
funcionamiento de proteinas son vastos y por lo tanto, las lineas de investigacion
contenidas en este espacio multidisciplinario son muchas, incluyendo importantes temas
como el desarrollo racional de drogas, el plegamiento de proteinas o la conversion
bioldgica de la energia. En esta tesis se aborda otro tépico de gran importancia entre las

aplicaciones de la fisicoquimica a la bioquimica o la medicina, como lo es la



descripcion de las bases moleculares que determinan la capacidad catalitica de una

enzima, y cuales son los mecanismos que subyacen este proceso.

.2 Cisteina: un aminoacido particular

De los 20 amino&cidos naturales presentes en las proteinas, posiblemente el mas
intrigante y funcionalmente diverso es la cisteina (Cys), que asimismo es uno de los
menos abundantes. A diferencia de la metionina (Met), que contiene su &tomo de azufre
en forma de tioéter siendo relativamente menos reactiva, el grupo tiol (o sulfhidrilo) de
la Cys es ionizable, presentando una carga negativa centrada en el azufre al
deprotonarse, lo que controla su reactividad (Esquema I.1). Mas aun, el grupo
tiol/tiolato es capaz de sufrir modificaciones oxidativas por especies reactivas del
oxigeno (ROS del inglésactive oxygen specie® del nitrogeno (RNS del inglés
reactive nitrogen specigso sufrir alquilaciones por electrofilos, provocando una

variedad de modificaciones que pueden alterar significativamente sus propiedades

quimicas.[3]
O o
HN._*‘ : \ HN._E_
tiol H* tiolato

Esquema |.1.Equilibrio acido-base (tiol/tiolato) de la Cys, ya sea como el aminodcido libre en

solucion acuosa o como parte de un péptido/proteina.

La extensién espacial del atomo de azufre y la relativamente baja energia de
disociacion del enlace-8l, determina la habilidad de este grupo de cumplir distintas
funciones. Los valores deKp de los grupos tioles estan, generalmergkativamente
cerca del pH fisiologico (el de Cys libre en solucion es ~ 8.5).[4] Sin embargo, este

valor es muy sensible al ambiente en el que se encuentra el grupo, pudiendo tomar



valores significativamente mas altos o bajos, aportando a la variabilidad de la

reactividad de los tioles.

En sistemas biolégicos, el grupo tiol puede encontrarse en el aminoacido Cys
como parte de una proteina, o como grupo funcional de los denominados tioles de bajo
peso molecular. Estos Ultimos son importantes actores de procesos celulares de
reduccion-oxidacion (redox), sin embargo la identidad y concentracion de estos varia de
gran manera en el bioma. El mas ubicuo de los tioles de bajo peso molecular es el
glutatiéon (GSH), tripéptido formado por acido glutamico (Glu), Cys y glicina (Gly), con
un enlace amida inusual entreyetarboxilato del Glu y la amina de la Cys (Figurg.l.1
El GSH se encuentra en altas concentraciones (del orden de milimolar) en la mayoria de

las células procariotas y eucariotas.
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Figura I.1. Representacion de algunos de los tioles de bajo peso molecular de relevancia en

sistemas biolégicos.

Sin embargo, algunos organismos son capaces de sintetizar otros tioles de bajo
peso molecular que también pueden alcanzar altas concentraciones. La Figura 1.1
muestra algunos de los tioles de bajo peso molecular mas importantes, ya sea para la

mayoria de los tipos celulares u organismo especifico. Por ejemplo, los

4



microorganismos pertenecientes a los Actinomicetes (comdvii@®bacteriay no
cuentan con GSH y en su lugar sintetizan micotiol (MSH); asimismo los
tripanosomatidos sintetizan tripanotiona ademas de GSH. En todos estos casos, los
tioles de bajo peso molecular participan en la formacion de puentes disulfuros entre
ellos y/o con proteinas y tienen un amplio rango de funciones metabdlicas y de

regulacion, aunque muchas de estas todavia siguen sin ser esclarecidas.[5,6]

[.2.1 Bioquimicaredox del grupo tiol

Los tiolesreaccionan con electrofilos y oxidantes y tienen altas afinidades para los
metales,[7-10] lo que explica en gran parte la wgidad en las funciones bioldgicas
gue pueden mediar, y los coloca como potenciales actores centrales de modificaciones
que alteran procesos biologicos. Este delicado equilibrio entre productividad o
patogenicidad, resulta en un verdadero desafio para los investigadores, ya que implica la
identificacién no soélo de los productos de reaccion especificos y sitios de modificacion
gue ocurren en pequefias moléculas o proteinas, sino también del efecto funcional de
cada tipo de modificacion. Afortunadamente, las herramientas y enfoques para la
evaluacion de este complejo conjunto de reactividades y productos han mejorado

sustancialmente en la ultima década.[11]

La Figura I.2 presenta una vision general (aunque no completa) de las distintas
reacciones oxidativas que puede sufrir el grupo tiol en los sistemas bioldgicos. Estas
pueden en principio clasificarse en dos grandes ramas: oxidaciones por 1 o por 2
electrones. Las primeras conducen a la formacion del radloay pueden dar lugar
una variedad de productos o intermediarios segun con que especie reaccione 0
recombine. Se destacan la formacion de disulfuros al reaccionar con otro tiol (reaccién

IX), y la produccién dé&-nitrosotioles al recombinar con éxido nitrico (reaccién Xl).
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Figura 1.2. Reacciones redox del grupo tiol. Se muestran de manera esquematica diferentes
rutas de oxidacion del tiol/tiolato. EI comportamiento &cido-base dekdigiresenta en la
reaccion (). La reaccion (ll) muestra la oxidacion por 1 electedtiothtoa radical tiila Los

tiolatos pueden ser oxidados por hidroperéxidos, acido hipocloroso y cloraminasesoprde
oxidacion por 2 electrones que producen el acido sulfénico (lll) correspondiente, que a su vez
puede ser oxidado a sulfinico y sulfénico (V). A partir de la reaccion deido sulfénico con

otro tiol se forman disulfuros inter- e intra-moleculares (V) y, pmsteente, pueden
producirse intercambios tiol/disulfuro (VI). Los tioles proteicos también puestarganizar a
sulfenamida por la reaccion con el grupo NH del esqueleto peptidico (VII). Lioaleadtiilo

pueden reaccionar con el oxigeno molecular/superdxido u otro tiol, produciendo &cido sulfinico
y disulfuros como productos finales, respectivamente (reacciones VIl y IXEhibosotioles

pueden producirse tanto por vias radies y no radicares: por oxidacion de tiol/tiolatos por
especies reactivas de nitrégeno, tales como trioxido de dinitrdgeno o por recodmbinaci
radicabr con el 6xido nitrico (reacciones X y Xl). Estos pueden reaccionar con aties ti
intercambiando el grupo nitroso en la llamada t&ngrosacion (XIl), o liberar nitroxiloy

formar un nuevo disulfuro (XIII).



Dentro de las oxidaciones por 2 electrones, resulta de gran importancia y es objeto
central de la presente Tesis, la formacion de acido sulfénico (RSOH) a través de la
reaccion del tiolato con oxidantes como hidroperéxidos, cloraminas o acido hipocloroso
(reaccion lll). El sulfénico resulta un intermediario de gran relevancia, ya que es capaz
de dar lugar a varios productos de oxidacién como la format@énovode puentes
disulfuros (V) o de sobreoxidacion al reaccionar con otro equivalente de oxidante para
dar los &cidos sulfinicos o sulfénicos correspondientes (IV), entre otros. Aunque no se
muestra en la figura, cabe destacar que el &cido sulfénico también puede formarse a
través de reacciones de 1 electron, principalmente a partir de la reaccion del radical tiilo
con Q.[12] Otra reaccion de central importancia es la conocida como intercambio
tiol/disulfuro (VI), en la cual el puente disulfuro sufre un ataque nucleofilico de un
tiolato sobre uno de los dos azufres, formando un nuevo disulfuro y liberando el tiol
restante; lo que permite el reciclado de los grupos tioles en muchos procesos celulares.
Notese también que se pueden forigamitrosotioles a través de reacciones de tioles

con 6xidos de nitrégeno (reaccion X).

Como se menciond previamente, la Cys es uno de los aminoacidos menos
abundante en la naturaleza, sin embargo es uno de los dos mas conservados en términos
de secuencia nucleotidica; mas aun, es un residuo que se presenta con alta frecuencia en
los sitios funcionalmente importantes (es decir, catalizadores, reguladores, etc.) en las
proteinas.[3,13] Esto es probablemente debido a la gran diversidad, en cuanto a
reactividad, que presenta la Cys en comparacion con otros aminoacidos. Es asi que se
puede clasificar arbitrariamente a la Cys segun la funcion biologica a la que esta
asociada:

1) Cys cataliticas:estos residuos de Cys estan presentes en los sitios activos de

diferentes enzimas, algunas con actividad oxido-reductasa y otras que catalizan



reacciones sin involucrar cambios en el estado redox de la Cys critica (ej.
tirosina fosfatasas), y que estan implicados directamente en la catélisis. Pueden
participar en la oxidacion, reduccion e isomerizacion de enlaces disulfuro, asi
como en otras reacciones que cambian su estado redox. Estos residuos estan
altamente conservados en las secuencias de proteinas.

2) Cys regulatorias:estdn encargadas de regular o modular la actividad de la
proteina, pero no cumplen funciones cataliticas. Tales residuos estan presentes
enfactores de transcripcion,[14,15] quinasas,[16] y muchas otras protednas. L
participacion de estos residuos de Cys regulatorias puede implicar la formacién
de enlaces disulfuro reversible inter o intramoleculares, como glutationilacién
0 Shnitrosilacion;[17-19] asi como también otro tipo de modificaciones post-
traduccionales que no impliguen cambios en el estado redox, como la
formacion de enlaces tioéter por la reaccion con grupos farnesilo que resultan
en lipidacién proteica,[20] o la unién covalente a cofactores como el grupo
hemo.

3) Cys estructuralesestos residuos de Cys participan en el plegado y estructura de
proteinas a través de la formacion de enlaces disulfuro estables. Estan presentes
en numerosas proteinas.

4) Cys de coordinacion de metalesste es un grupo grande y diverso de Cys muy
conservadas que coordinan los iones metalicos. En la secuencia aparecen con
frecuencia en forma de CXX[21] Debido a eso, la discriminacién entre los
roles redox-activo y de coordinacion de metales por analisis de secuencia y
estructura es un desafio, ya que en ambos grupos se encuentran con frecuencia

tales motivos.



Cabe mencionar, sin embargo, que en algunos casos una Cys puede satisfacer los
criterios de mas de una de las categorias mencionadas. Por ultimo, hay residuos de Cys
sin ninguna funcion especifica, conocidas c&@ye huérfanasEstas Cys muestran una

baja conservacion en las secuencias de proteinas y comparten algunas caracteristicas
tales como una baja exposicion al entorno acuoso del atomo de azufre, la no proximidad
a otros residuos de Cys y un altd;fa menudo superior a 9), en acuerdo con su menor

reactividad.[22]

[.2.2 Oxidacion de tioles por peroxidos: una reaccion central

Como fue presentado en la Figura 1.2, la oxidacion de tioles mediada por
oxidantes como hidroperoxidos, cloraminas o acido hipocloroso, resulta ser de gran
importancia debido a que produce &cido sulfénico, una modificacién del grupo tiol que
puede resultar relativamente estaple dar una variedad de productos como derivados
sobreoxidados, puentes disulfuro o sulfenamidas. El destino del mencionado sulfénico
es fuertemente dependiente del entorno en el que se encuentre y la concentracion y
accesibilidad de los posibles reactivos secundarios. La presente Tesis intenta
profundizar en el entendimiento de esta reaccién, usando hidropéroxidos como sustrato
oxidante, tanto su ocurrencia a partir de tioles de bajo peso molecular en solucion
acuosa, como la reaccion catalizaheproteinas llamadas peroxirredoxinas (Prxs, ver

mas adelante), por lo que en lo posterior nos concentraremos en este tipo de oxidante.

Los peroxidos son compuestos que contienen un simple enlace covalente oxigeno-
oxigeno con formula general ROOR’, cuand@e®H se denominan hidroperoxidos. El
estado de oxidacién de los atomos de oxigeno en un grupo peroxido es -1. El enlace
O—0 es relativamente inestable y puede romperse homoliticamente para dar los

radicales correspondientes. En los sistemas bioldgicos, estas especies forman parte de



las denominadas ROS. Esta expresion colectiva involucra no solamente a los radicales
derivados del oxigeno como el anién radical superéxido) (@ el radical hidroxilo

('OH), sino también las especies no radicalares derivadas de la reduccién de los mismos,
como los peréxidos o el acido hipocloroso (HOCI). Dentro de los peroxidos relevantes
en contextos bioquimicos, nos detendremos especialmente en tres de ellos.

1) Peroxido de hidrogenoEl peroxido de hidrogeno es formado enddgenamente
principalmente por la dismutacion de superoxido en la reaccion catalizada por
las enzimas superoxido dismuta$&®D):

20"+ 2H — O, + H,0, (reaccion 1.1)
Aunque no es un radical libre, tiene una lipofilicidad que le permite atravesar
las membranas celulares y reaccionar con metales de transiciéon reducidos, para
generar el radical hidroxilo a través de reacciones de Fenton. También
reacciona rapidamente con hemo-peroxidasas generando compuesto | capaz de
oxidar distintas biomoléculas. Por esta razén se le considera un oxidante
importante en las células de los organismoshéerd. Adicionalmente, en los
ultimos afios se lo ha identificado como un importante mensajero celular,
participando de diferentes cascadas de regulacién y sefializacion.[23]

2) Peroxinitrita® Formado a partir de la reaccion controlada por difusién (k=1x10
M™s™)[24] entre el éxido nitrico'O) y Oy, el peroxinitrito es un oxidante
fuerte para algunos blancos moleculares especificos, e indirectamente es capaz
de provocar la oxidacion y/o nitracion de proteinas y lipidos.

3) Peroxidos lipidicos:Los lipidos (solubles o en membranas biolégicas) son otro
blanco de degradacion oxidativa, que da como uno de sus resultados la

peroxidacion lipidica o lipoperoxidacion. Las insaturaciones presentes en

 El término peroxinitrito es usado para referirse a la suma de las especies aniifitier¢g@NOO) y
el acido peroxinitroso (ONOOH#=6.8)
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muchos de los acidos grasos en sistemas bioldgicos, pueden ser oxidadas
radicalarmente, dando lugar a peréxidos por la posterior reaccién £on O
Alternativamente, estos peroxidos lipidicos pueden ser formados por

reacciones catalizadas por lipooxigenasas (LOX) y ciclooxigenasas.

Una de las estrategias antioxidantes mas importantes en sistemas biologicos, es la
reduccion de estos hidroperoxidos a través de la oxidacion eepioteicos o de bajo
peso molecular, a partir de la siguiente reaccion:

RS + R"OOH — RSO/RSOH + R'OH/RO (reaccion 1.2)

donde puede apreciarse que las especies reactivas son el tiolato y el hidropgréxido,
que segun cudl sea el oxidante en cuestion, la reaccién puede dar productos ligeramente
diferentes en términos de estados de protonacién. Por lo tanto, esta reaccion resulta un
acontecimiento clave no solamente relacionada a respuestas antioxidantes, sino que
también ha sido implicada en una gran variedad de procesos biol6gicos como

sefializacion redox, regulacion de diferentes enzimas y canales, etc.[8,25-27]

Si bien la reaccién de tiolatos de bajo peso molecular con hidroperdxidos es
usualmente lenta (< 20 " para HO, [28]), algunos grupos tioles en proteinas
reaccionan con constantes de velocidad varios 6rdenes de magnitud mayor. En general
estos tioles proteicos pertenecen a peroxidasas dependientes de tioles, de las que existen
diferentes familias: Prxs, glutation peroxidasas (Gpx) y proteinas de resistencia a
hidroperdxidos organicas (Ohr). En esta tesis, se estudiaran las bases moleculares de
este proceso, comparando la oxidacion de tioles de bajo peso molecular en solucidon

acuosa (reaccion no catalizada) con la del tiol peroxidatico de una Prx modelo.
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|.3 Peroxirredoxinas

[.3.1 Historia y clasificacion actual

Las Prxs (EC 1.11.1.15) constituyen una familia de enzimas ampliamente
distribuidas entre los organismos procariotas y eucariotas,[29] y usualmente presentes
en altas concentraciones, que catalizan la reduccién de peroxidos tales gosno H
peroxinitrito e hidroperdxidos organicos. Cumplen dos funciones de gran importancia,
a) la detoxificacion de los oxidantes anteriormente mencionados que se pueden formar
en diferentes circunstancias (por ejemplo por disfuncién mitocondrial neo co
mecanismo de defensa contra patdgenos)[30] y b) la de participar en vias de
sefializacion redox.[31-34]

Las Prxs se identificaron inicialmente en levadura como la enzima de 25-kDa que
proporcionda proteccién contra la oxidacion dependiente de tioles”(F®, y
RSH).[35] La proteccidn era posible porque esta proteina era capaz de re@icr H
partir de la oxidacion de la Cyd30] Debido a la actividad peroxidasa y a la
dependencia de tioles y no de otros reductores, se nombro inicialmente a estas enzimas

antioxidantes especificas de tiol@SA por sus siglas en inglés).[36]

El mecanismo catalitico de estas enAmansiste en una reaccion bisustrética de
tipo ping-pong La primera etapa es comun para todas las Prxs y se da a través de la
oxidacion por dos electrones del tiolato de un residuo de cisteina critico (cisteina
peroxidatica, @sp) por una reaccion del tipo sustitucion nucleofilica de tipo 2)S
para dar el derivado acido sulfénico (CysSOH) de la cisteina:[37]

Prx-S + ROOH — Prx-SO/Prx-SOH + ROH/RQ(reaccion 1.3)
La segunda etapa es la reduccion de la forma sulfenato a la forma tiolato. El mecanismo

de reduccion es diferente para los diferentes subtipos de Prxs, constituyendo la base de
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la clasificacidon funcional de estas enzimas. La Figura 1.3 muestra esquematicamente el
ciclo catalitico de las Prxs. Existe una desviacion del mecanismo cataiiicoal’ de

las Prxs, por la cual se da una reaccion de sobreoxidacién del sulfenato por una segunda
molécula de oxidante a sulfinico (8&H) que compite con la segunda etapa del
mecanismo catalitico. Estas Prxs sobreoxidadas representan formas inactivas, aunque el
sufinato en algunas Prxs de eucariotas es fisiologicamente relevante en la transduccion
de sefiales mediadas posQd [37-39] y puede ser reducido a sulfenato en una reaccion

dependiente de ATP catalizada por enzimas llamadas sulfirredoxinas (Srx).[40-42]

En caso de requerirse un Unico residuo de cisteina para la actividad, Prxs de
1-Cys, el sulfenato es reducido por diferentes agentes reductores dependiendo de la Prx
en particular. Por el contrario, las Prxs de 2-Cys poseen un segundo residuo de Cys
necesario para la actividad, la Cys resolutivgsgl; que puede encontrarse en la misma
u otra subunidad, (Prx 2-Cys atipica o tipica, respectivamente). En general las Prxs

2-Cys son reducidas por tiorredoxina.[37]

R'-SS-R _ Prx-G-S°  H,0,

R-s-—f @ @ H?I:\E:’%ATP
®

Prx-C,-SS-R Prx-C,-SOH Prx-C,-SO,H  Prx-C,-SO;H,

Figura 1.3. Ciclo catalitico de las Prxs con®, como oxidante. Nétese que la naturaleza del
tiol resolutivo en el paso 2 depende del tipo de Mixntras que el ciclo catalitico “canénico”
se muestra en la parte izquierda resaltado, a la derecha pueden observarse las reacciones de

sobreoxidacion y posible rescate de Prxs, importante en procesos de regulaciéon redox.

Mas recientemente se ha introducido una nueva clasificacién para esta familia de

proteinas, basada en criterios de secuencia aminoacidica y estructura de los sitios
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activos.[43] Es asi que las distintas subfamilias son denominadas a partir de un
miembro candnico, como se indica a continuacion:

o Alquil-hidroperoxido reductasa C (AhpG) Prx1: Esta subfamilia es la més
numerosa Yy distribuida, encontrandose miembroarehega bacteriay toda
clase de eucariotas. Funcionalmente son Prxs de 2-Cys tipicas y son decameros
en solucion.

« PrxQ: Estan presentes mayormentebaaterig levaduras y plantas, aunque no en
mamiferos. Pueden comportarse como Prxs de 2-Cys atipicas o de 1-Cys. Se
las ha identificado como monoémeros o dimeros.

« Tiol peroxidasa (Tpx): Presentes solo erbacteria y casi exclusivamente
clasificadas como de 2-Cys atipicas. Se presentan como dimeros en solucion.

« Prx5: Son muy ubicuas. Al igual que las PrxQ, pueden clasificarse como de 1-Cys
0 2-Cys atipicas y son diméricas.

« Prx6: Son Prxs de 1-Cys presentesbacterig plantas, levaduras y mamiferos. Se
las ha identificado como dimeros o decameros.

« Alquil-hidroperoxidasa E (AhpE)Presentes solamente en bacterias del orden
Actinomicetey algunas archeas. La Unica caracterizada hasta el momento es la
de Mycobacterium tuberculosigjue funciona como una Prxs de 1-Cys y es

dimérica.

[.3.2 Estructura y funcién

Aspectos estructurales

Las Prxs tienen una estructura globular compacta basada en un plegado tipo
tiorredoxina (Trx).[44]El ndcleo comun de la estructura terciaria de Prxs esta altamente
conservado espacialmenteagntiene siete hojas p (B1 a B7) y cinco hélicesa (al a a5);

la laminaf central formada por 5 hojas B (B5-B4-p3-p6-p7), esta cubierta por B1, B2, al
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y a4 en una cara, y por 02, a3, a5 en la cara opuesta (Figura l.4yskse encuentra en

el primer girode a2. Algunas inserciones de secuencia se encuentran generalmente en
los extremos N- y C-terminales y en los bucles entre los elementos de la conservada
estructura secundaria. Estos pequeiios cambios han generado algunas discrepancias en
la forma de nombrar estos elementos entre distintos miembros de la familia; la
nomenclatura de la Figura |.4 representa un esquema general para toda la familia que se

basa en los elementos basicos conservados, y puede ser usada consistentemente para

describir las caracteristicaa diferentes Prxs.[45]

> B

ul

Figura |.4. Estructura conservada comun a toda la familia Prx. Se presentan dos vistas
(“frontal” y “posterior”) de la estructura de un mondémero de Prx, coloreadas segun la

conformacioén del elemento de estructura secundaria.

Como se menciond, este nlcleo de estructura comun se encuentra muy
conservado no solamente entre distintos miembros de una misma subfamilia, sino entre
subfamilias, que aunque pueden presentar algunas diferencias notorias en fragmentos de
secuencia nucleotidica y con inserciones o deleciones de importantes segmentos de
bases, todas presentan los aspectos estructurales basicos que fueron presentados. La
Figura 1.5 muestra un alineamiento estructural de 6 estructuras cristalograficas de Prxs
(un representante de cada subfamilia). Puede observarse como la organizacion de la

lamina P central permanece casi invariante para los distintos representantes de las
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subfamilias, y que los flancos, con algunas diferencias en los largos de lasdhglite

arreglo de los bucles, también conservan gran parte de la estructura coman.

Para varios miembros de la familia se han descripto dos conformaciones asociadas
con la catalisis, una forma reactiva completamente plegada (FF por sus siglas gn inglés
y una donde se observa un desplegamiento parcialleéide a2 que contienda Cysp
(LU por sus siglas en inglés).[29,37] Por lo tanto, este elemento de estructura
secundaria estd necesariamente implicado en los eventos necesarios para la catélisis;
tanto es asi que algunos autores han descripto a la estructura de Prxs como una “cuna”
para la hélice a2, donde la cama de fgund esta formada pdi3 y p4, y las paredes
por las hélies a3 y a5 (Figura 1.4).[45] La“cund alrededor a2 es muy importante en la
estabilizacion de las conformaciones FEUY, como también para facilitar la transicion

entre las dos conformaciones.

Figura I.5. Alineamiento estructural de 6 estructuras cristalogréaficas de Prxs, una por cada
subfamilia. Codigo de colores: azhisPrxIl (PBDid 1QMV); rojo,XcBcp (PDBid 3GKK);
gris, EcTpx (PDBid 3HVV); naranjaHsPrxV (PBDid 1HD?2); verdeRyPrxVI (PDBid 1XCC);
violeta, MtAhpE (PDBid 1XXU).

La conservacion estructural no sélo se observa a nivel de los elementos de

estructura secundaria. ElI micro-entorno proteico alrededor dep @&&a
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extraordinariamente mantenido durante la evolucion, tanto desde el punto de vista de
secuencia como de la conformacién tridimensional. EI atomo de azufre del tiolato de
Cys (Sp) se aloja en el fondo del sitio activo, rodeado por tres residuos adicionales,
prolina (Pro), treonina (Thr)y arginina (Arg) (Figura 1.6). La Pro, Thr, yy& se
encuentran en un segmento contiguo con un motivo de secuencia universalmente
conservada (PXXXTXXC). La Arg sin embargo se encuentra distante en secuencia a
Cys pero espacialmente muy cerca, colocando su grupo guanidinio directamente frente

a S (ver Figura 1.6).

Las funciones de estos residuos conservados (ademas y&)ladh sido objeto
de estudio desde la identificacion de estas proteinas. Las determinacionegsdielgp
Cyss en varias Prxs muestran que es hasta 3 unidades de pH menor que el
correspondiente al aminoacido en solucion (ver Tabla 1.1), por lo que originalmente,
exigi6 consenso con respecto a que la Arg seria responsable de este fenémeno,
estabilizando la formadlato —y por lo tanto la forma reactivade la misma; que la Thr
también podia jugar un rol en dicha estabilizacion a través de puentes de H y que la Pro
“escudaba” dichas interacciones del solvente u otras especies.[37,46] Sin embargo, la
disponibilidad de tiolato no podria explicar mas de un orden de magnitud en el aumento
de la velocidad de reaccion con respecto a Cys libre (en términos de constante de
velocidad de segundo orden), por lo que el rol de estos residuos debe ir mas alla de la
mera disminucion del K, de Cys.[47] Mas recientemente, a través de un estudio
sistematico de todas las estructuras determinadas de Prxs, y de la exploracion de los
detalles en las interacciones tipo enlace Hleen el sitio activo de las diversas
estructuras, se ha propuesto que el disefio del sitio activo no solamente asiste en la
estabilizacion de la forma tiolato de Gysino que también es capaz de configurar una

compleja red de puentes de H donde participan estos residuos y también grupos del
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esqueleto de la proteina, que permiten la activacion tantopdebrBo del sustrato
peroxido, estabilizando el estado de transiciéf) de la reaccion tipo sustitucion
nucleofilica bimolecular (&), explicando los varios o6rdenes de magnitud de

aceleracion de la reaccidn con respecto a la reaccién no catalizada.[48]

. "

Figura 1.6. Alineamiento tridimensional de los amino&cidos més importantes y conservados del
sitio activo de Prxs, para las mismas estructuras cristalograficas presentadas en la Fegura 1.5
Dos vistas de los residuos que contienen atomos a menos de 3 A de distapcBedesgltan

la presencia de los residuos de Pro, Thr y Arg conservados en la familia. b) Se muestra el

mismo alineamiento de (a) coloreado con el mismo cédigo utilizado en la Figura I.5.
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Tabla I.1. Algunos valoresle [K, determinados para la Gyde Prxs.

Prx pKa Referenciaﬁ

S. typhimuriumAhpC <5,5.8 [49,50]
H. sapiensPrxV 5.2 [51]
H. sapiensPrxll 5.6 [52]
S. cerevisiadsal 5.4 [53]
S. cerevisiad'sa2 6.3 [53]
A. marinaPrx6 5.8 [54]
M. tuberculosisAhpE 5.2 [55]

El rol determinante que cumplen estos aminoacidos del sitio activo de Prxs, queda
puesto en evidencia si se calcula y observa el potencial electrostatico que se genera
dentro del bolsillo que contiene a Gy§&igura 1.7). Aunque el tiolato aloja una carga
parcial negativa, el resto de los residuos del sitio configuran un “anillo” de carga parcial
positiva en las paredes del bolsillo, posiblemente favoreciendo la interaccion con el
peréxido en el complejdlichaeliano,dado que los oxigenos de los perdxidos son

portadores de cargas parciales negativas (ver Capitulo V).

Esta topologia y propiedades de los sitios activos de Prxs, dan cuenta de
velocidades de reduccién de peréxidos entfelDOmas rapidas que la misma reaccion
sin catalizar (en términos de constantes de velocidad de segundo orden). Por ejemplo,
las constantes de velocidad de segundo orden de la reducciG®gedd la Cys de
Prxs varian entre ~3a0® M? s* (Tabla 1.2) y para la reduccién de ONOOH entre
~10-10° M s, Por otro lado, la conservacion a nivel de secuencia y disposicion
espacial de los sitios activos entre los distintos miembros de la familia, arroja la dificil

pregunta de entender la gran variabilidad que se observa en las reactividades de la
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familia, como también la versatilidad que muestran algunas de estas enzimas para ser

extremadamente reactivas con algunos sustratos peréxido pero no con otros.

P

Figura I.7. Vista desde el solvente del potencial electrostatico generado dentro del sitio activo

de Prxs. Los valores de energia/carga van de positivos (azul) a negativos (rojo).

Tabla I.2. Seleccién de algunas constantes de velocidad de segundo orden de reduccion de

H,0, catalizada por Prxs.

Prxs Familia k (M7's™) Referencia
StAhpC Prx1/AhpC 3.7 x 10 [56]
TcCPx Prx1/AhpC 3x10 [57]
TcMPx Prx1/AhpC 6 x 10 [57]
HsPrxlI Prx1/AhpC Lx10 58]

1.6 x 10 [59]

HsPrxlI Prx1/AhpC 1.9 x 1d [59]
ScTsal Prx1/AhpC 2.2 x1d [53]
TpAhpC Prx1/AhpC 1.4x 10 [60]
AmPrx6 Prx 6 1.1x 10 [54]
MtAhpE AhpE 8 x 1d [55]
EcBcp PrxQ/Bcp 1.3 x 1d [61]
TmBcp PrxQ/Bcp 3.1x10 [62]
HsPrx5 Prx5 3x10 [51]
EcTpx TPx 4.4 x1d [63]
PaTpx TPx 1x10 [64]
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Un aspecto importante en la relacién estructura-reactividad de Prxs, esta
relacionado con el estado oligomérico de estas enzimas en solucién y el cambio que este
estado sufre en algunos casos durante el ciclo catalitico. La mayoria de las Prxs se
encuentran en solucién como oligdmeros, salvo algunos miembros de la subfamilia
PrxQ conocidos por ser estables y activos como monémeros. La formacién de dimeros
estables es una propiedad comun en todas las subfamilias, existiendo dos tipos de
interfaces distintas a través de las cuéles se pueden formar dimeros dependiendo de la
enzima. La interfaz tipo A (ancestral) es del tipo extremo-extremo, y se observa en las
subfamilias Tpx, Prx5, Ahpk en miembros diméricos de la subfamilia PrxQ; mientras
los dimeros de las subfamilias Prx1 y Prx6f@enan reuniendo las hojas B de dos
mondmeros de una manera antiparalela para generakmia [ extendida de 14
hojas, determinando un dimero cabeza-cola (tipo B). Ademas, los dimeros de tipo B
pueden interactuar para formar complejos toroidales, que se unen a través de
interacciones en sus interfaces tipo A para formar generalmente decameros o
dodecameros.[45] Se ha reportado también, la formacién de complejos de orden
superior bajo algunas condiciones para formar oligbmeros aiun mas grandes o bien
agregados esféricos o polimeros lineales abiertos, que se ha propuesto estan
relacionados con estados sobreoxidadpsla funciébn chaperona.[65,66] Una
caracteristica de muchas Prxs decaméricas, es la modulacion de la fuerza de las
interacciones en la interfaz tipo A segun el estado redox de s se encuentra lo
suficientemente cerca de la interfaz decamérica como para ejercer tal influencia.[48]
Esto les permitiria existir como dimeros o decameros segun el estado redox de la

enzima y la concentracion de la misma.[58]
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Funciones de las Prxs

El papel de las Prxs fue eclipsado durante muchos afios por las enzimas de
defensa de estrés oxidativo como la catalasa y la glutation peroxidasa (Gpx). Sin
embargo, estimaciones de cinética de cstenxia predicen que las Prxs serian

responsables de reducir mas del 90% gékHelular.[67]

En el inicio de los afios 2000, varios estudios ayudaron a despertar interés en estos
sistemas antioxidantes. Por ejemplo, se mostré que la presencia de tan solo 100 uM de
H,O, causa la rapida inactivacion désPrxl por sobreoxidacion durante el ciclo
catalitico (ver Figura 1.3)[68] y esta sensibilidad se demostré que era debido a algunas
caracteristicas estructurales conservadas dentro de muchas Prxs eucariotas.[69] Este
hecho aparentemente paraddjico de que una peroxidasa sea tan facilmente inactivada
por su propio sustrato llevo al desarrollo de la hipotesis de "floodgate”,[69] que postula
que la inactivacion de Psyermite la sefializacion mediadar ptyO, en eucariotas.[40]

Un estudio posterior probé que ratoke@sckouten Prxl desarrollan anemia hemolitica
severa, asi como linfomas, sarcomas, y carcinomas antes de los 9 meses de edad.[70]
Desde entonces las Prxs han atraido la atencién de los investigadores del cancer no solo
por su evidente funcibn como supresores tumorfdegn algunas circunstancias
promotores [71]), pero también porque presentan niveles elevados de expresion en
varios tipos de cancer.[72,73] Gin@laciones entre Prxs y situaciones patogénicas son
sunitracién anormal en los pacientes con enfermedad temprana de Alzheimer,[74] y su

papel en la inflamacion asociada con la promocion de lesion cerebral isquémica.[75]

En plantas superiores, la familia Prxs presenta aiun mas miembros que en otros
eucariotas (entre 8 y 10 Prxs); asi como también es mayor la complejidad de los
distintos sustratos reductores y blancos que se han demostrado que interaccionan con

Prxs en plantas.[76] Estas enzimas han mostrado jugar un rol relevante en mecanismos
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de desarrollo y adaptacion de plantas,[77] estando involucradas en mecanismos
regulatorios en tilacoides,[78] en la regulacion del ciclo de Calvin en cloroplastos a

través de la interaccion con la fructosa-1,6-bifosfatasa,[79] en el mantenimiento de la
homeostasis redox en mitocondrias,[80] y en la prevencion de la desnaturalizacién de

otras proteinas actuando como chaperona.[81]

Por otro lado resulta sumamente importante el hecho de que muchos agentes
patégenos dependen en partesde Prxs para protegerse de los oxidantes producidos
por la activaciéon del sistema inmunoldgico del organismo huésped.[82,83] Esto
convierte a estas enzimas en prometedores blancos para el desarrollo de nuevos

antibiéticos.[73,84]

[.3.3 Modelo de peroxirredoxina: la alquil-hidroperéxido reductada
de Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosigvit) es un patégeno devastador para el ser humano.
De acuerdo con el Reporte Control Global de la Tuberculosis del afio 2013 de la
Organizacion Mundial de la Salud aproximadamente un tercio de la poblacién mundial
esta infectado pdvit y 1.3 millones de personas mueren por esta enfermedad cada afio
http://mwww.who.int/tb/publications/global_report/en/. A pesar de ser definido como el
patégeno que ha causado mas muertes de seres humanos a lo largo de la historia,
todavia no se ha llegado a comprender por completo los mecanismos de patogénesis,
virulencia y persistencia ddt. Esto ha hecho dificil el desarrollo de farmacos para el
tratamiento de la Tuberculosis, de gran importancia dado la alta incidencia de cepas

multi- y extensivamente resistentes a los tratamientos actualmente disponibles.[85]

El éxito de este patdgeno es atribuible en parte a su capacidad para entrar en un

estado latente o persistente en el interior de macréfagos activados en los
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pulmones.[86,87] El macrofago es unalde células blanco mas importantes de la
respuesta antimicrobiana, que en su caso esta basadaotros mecanismos, en
respuestas dependientes de ROS y RNS, produciendo dafios nitro-oxidativos a
diferentes biomoléculas del microorganismo. La figura 1.8 muestra esquematicamente
los procesos por los cuales estas especies son generadas endégenamente.[88] Durante la
fagocitosis, la NADPH oxidasa 2 (NOX-2) transfiere electrones desde el NADPH al O
produciendo el radical O dentro del fagosoma.[89,90] Por otro lado, el interferon-
promueve la produccion dBlO que por su naturaleza neutra puede difundir hacia el
fagosoma.[91-93] El @ puede dismutar a J9,94,95] egpontdneamente o
enziméaticamente y a su vez puede reaccionar con centros de metales de transicion en
estados reducidos generan@i. Ademas, la reaccion controlada por difusion entre el
0O," y 'NO forma peroxinitrito.[24,96] En las células, se espera que el peroxinitrito
reaccione con blancos directos, tales como el didéxido de carbor p&f3ente en
concentraciones milimolares en sistemas biolégicos llevando a la formacion de radical
carbonato (C@) y 'NO,, que son especies oxidantes.[97-99] Estos radicales pueden
participar en reacciones de peroxidacién lipidica, resultando en la formacién de
hidroperoxidos lipidicos,[100] que pueden ser sintetizados también por mecanismos
enzimaticos a través de reacciones catalizadas por LOX.[101] Los hidroperéxidos de
acidos grasos pueden ser liberados de la membrana por acciéon de la fosfolipasa A2
(PLA2).[102] En resumen, dentro del fagosoma del macréfago activado se forman
diferentes peroxidos, incluyenda®b, peroxinitrito e hidropexidos de acidos grasos
(Figura 1.8). Todas estas especies han sido reportadas como citotoxicas contra

microorganismos incluidas las bacterias.[103-107]

Mt ha desarrollado varios mecanismos de supervivencia que le permiten

sobrevivir en los fagosomas de macréfagos. Dentro de las estrategias de supervivencia
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se destacan: a) su capacidad de inhibir la fusién del lisosoma con el fagosoma b) la
inhibicién de la acidificacion del fagosoma; c) la expresion de proteinas que pueden
interferir con el normal funcionamiento de la célula huésped, proteinas de virulencia y
d) la presencia en la micobacteria de diferentes sistemas antioxidantes que le permiten

eliminar las ROS y RNS a las que se ve expuesto.

L-Arginina NADPH
NADPH

INCE
NADP? NADP*
L1 0, ‘NO
AR
H‘|"

H,0; ONOO~ = ONOOH
VAG | FeCu }/Cﬂz
’.f
<---- '‘NO, + cOy- Mt

v AG-O0H —@&— AG-00H
PLAZ

%G

Figura 1.8. Fuentes de hidroperdxidos y peroxinitrito en el fagosoma del macréfago activado.

LOK

Se muestran en detalle las vias que llevan a la produccién@e pdroxinitrito e
hidroperéxidos de acidos grasos (AG-OOH) entre otras especies reactivas del oxigeno

descriptas en el texto. Esquema tomado de referencia [88].

Sistemas antioxidantes de Mycobacterium tuberculosis

Mt carece de GSH y su principal tiol de bajo peso moleeslar MSH,[108] que
se mantiene en estado reducido por la enzima micotiol disulfuro reductasa (MTR) que
recibe electrones desde el NADPH.[109] Cepas de micobacterias incapaces de sintetizar
MSH son mas susceptibles a la toxicidad por peroxidos que las cepas salvajes.[110,111]

La detoxificacion enzimatica de,Oen Mt es llevada a cabo por dos superoxido
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dismutasas, una CuzZn-SOD (Rv0432, SOD@)otra Fe-SOD (Rv3846, SODA),
habiendo sido esta Ultima reportada como esencial para la bacteria.[112] La bacteria
expresa diferentes tiorredoxinas (A, B y C), tiorredoxina reductasa y varias proteinas
con dominio glutarredoxina. Para una de estas ultimas, micoredoxina-1 (Rv3189A), se
ha demostrado su funcién en la reduccién de disulfuros mixtos proteicos que involucran
MSH.[113] La detoxificacion enzimatica de peroxidos, es llevada a cabo por una
peroxidasa dependiente de hemo, la catalasa peroxidasa (KatG) (Rv1908y,[114]
peroxidasas dependientes de tioles de la familia de las Prxs, de las que hablaremos a

continuacion.

Peroxirredoxinas de Mycobacterium tuberculosis

El genoma deMt codifica para 5 Prxs que pertenecen a cuatro subfamilias segun
la clasificacion por homologia de secuencia. La Tabla 1.3 muestra las caracteristicas de
estasMtPrxs.[88] Los niveles de expresion de estas Prxs pueden ser muy variables y
dificiles de determinar con precision, pero teniendo en cuenta las constantes de
velocidad, se puede presumir que las Prx$Mtison responsables de la reduccién de
gran parte de los peroxidos a los que se enfrenta el microorganismo en los fagosomas de

macrofagos del hospedero.

® El genoma deMt ha sido secuenciado para la cepa H37Rv, por lo que la notacién de losjgenes
usualmente se encuentra en bases de datos genomicas de este patdgeno, camiehzagafijo Rv y
luego el nUmero correspondiente.
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Tabla 1.3. Prxs codificadas en el genomaMe Se agrega informacion sobre su clasificacion,
las constantes de velocidad de segundo orden de reduccion de distintos hidroperdxidos
relevantes y caracteristicas de la parte reductiva del ciclo catalitico. Informacion rdadifica
referencia 23.

Constante de velocidad de segundc

MtPrxs Clas.lflcauony o orden de oxidacion por distirgo Sustrato
mecanismo cataliticc : " reductor
hidroperéxidos
AhpC AhpC/Prx1, MtAhpD,
P P o ONOOH (k, = 1.3 x 16M™'s™) P
(Rv2428) Prx 2-Cys tipica MtTrxC
TPX Tpx, 11 MtTrxB,
_ ONOOH(k, = 1.5 x 16M's™)
(Rv1932) Prx 2-Cys atipica MtTrxC
AG-OOH (k=2 x 16M™s? o
AhpE AhpE, 14 Micotiol y
ONOOH (k, = 1.9 x 16M™*s™)
(Rv2238c) Prx 1-Cys 11 Mrx-1
H,0, (k, = 8.2 x 16M's™h)
PrxQ
PrxQ, ND ND ND
(Rv2125}
PrxQB PrxQ, Prx 2-Cys ONOOH (k=1 x 16 M's™) MtTrxB,
(Rv1608c) atipica FA-OOH (k= 4 x 16 M*sh) MtTrxC

2ND: no determinado

Alquil-hidroperoxido reductasa E de Mycobacterium tuberculosis

Dentro de las Prxs presentes Mt este trabajo de tesis tom6 como modelo de
trabajo la alquil-hidroperoxido reductasa EItAhpE) por varias razones que se
discutirdn con mayor profundid en el Capitulo IVMtAhpE es una Prx de 1-Cys y
esta muy conservada entre otras micobacterias.[115,116] Su estructura ha sido resuelta
por cristalografia de rayos X, tanto en su estado reducide {LYPDBid: 1XXU)

como en su estado oxidado (gys) (PDBid: 1XXV).[117]

La secuencia aminoacidica de la enzima contiene 153 aminoacidos, siendo su
unica Cys (Cyg) la Cys reactiva. Al menos en su estado reducido, la enzima en
solucién a pH fisiolégico se comporta como un homodimero, con una interfaz dimérica

que involucra interacciones del tipo hidrofébicas entre residuos de isoleucinas (lle),
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fenilalaninas (Phe), prolinas (Pro) y triptéfanos (Trp) de ambas subunidades.[117] La

Figura 1.9 muestra una representacion de la estructuravitéhpE.

Figura 1.9. Representacion de la estructura tridimensional del dimekttAlepE. Se muestra
la estructura de la enzima con una representacion de cintas para destacar los elementos de
estructura secundaria que la componen. También se muestran los atomos pesados de la Cys

(Cysis). Cédigo de colores: C, celeste; N, azul; O, rojo; S, amarillo.

En el grupo de la co-directora de este trabajo, ubicado en el Centro de
Investigaciones Biomédicas (CelnBio) de la Facultad de Medicina (FMed), de la
Universidad de la Republica (UdelaR) en Montevideo, Uruguay, se comenzd una
caracterizacion cinética y funcional de esta enzima en el afio 2008. Cuando se comenzé
con el presente proyecto, ya se contaba con buena informacién sobre la cinética de
oxidacion y sobreoxidacion de la enzima con distintos sustratos y sobre constantes de
acidez de Cysen su estado tiol y sulfénico.[55,118] Estos resultados se presentaran y
discutiran méas adelante en el contexto de los obtenidos durante este trabajo, pero cabe
destacar en este momento un aspecto importante, y es que la enzima presenta una
extraordinaria reactividad frente a hidroperéxidos derivados de acidos grasos, en
comparacion con la reactividad mostrada co@Hver Tabla 1.3). El estudio de las
bases moleculares que determinan esta selectividad por el sustrato oxidante motiva uno

de los objetivos especificos de este trabajo de tesis (Capitulo V).
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l.4 Objetivos y lineamientos de esta Tesis

Como se menciond previamente, este trabajo intenta describir a nivel molecular
los determinantes de la capacidad catalitica de una enzima. Especificamente, el objetivo
general es identificar las bases moleculares de la catédlisis en la reduccién de
hidroperoxidos por Prxs, utilizando como modelo de esta familia de proteinas, la
MtAhpE. Para lograr la caracterizacion de estos determinantes moleculares, es decir, los
aspectos quimicos-que poseen tanto la enzima como sus sustratpge estan
involucrados en que la reaccién ocurra tanto mas rapido que en ausencia de catalizador,
se propone estudiar previamente la reaccion no catalizada en solucion acuosa, para
luego poder identificar las diferencias cuando la reaccion ocurre en el sitio activo de la
enzima. Es por esto que el trabajo ha sido realizado en la busqueda de contestar las
siguientes tres preguntas con un “zoom atomico”:

. ¢,como es la reaccion de oxidacion de tioles de bajo peso molecular por
peréxido de hidrogeno y peroxinitrito en solucion acuosa?

. ¢,COMo es este mismo proceso en el contexto del sitio activo de Prxs, utilizando
como modelo de trabajo a la MtAhpE?

. ¢ por qué esta enzima presenta la particularidad de mostrar una extraordinaria

reactividad en la reduccién de peréxidos derivados de acidos grasos?

Estos objetivos se abordaron mediante la utilizacion en primer lugar de
simulaciones clasicas, y posteriormente, de calculos hibridos cuantico-clasicos
(QM/MM). Estos calculos se integraron con estudios experimentales de cinética en
solucion y de reactividad enzimatica. Por lo tanto, en el proximo capitulo se presentan
los fundamentos de las metodologias utilizadas. Luego, se presarganulacionesy
experimentos realizados para caracterizar la reaccién de tioles de bajo peso molecular

en solucién acuosa (Capitulo 1l). En el Capitulo IV se muestran los resultados
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obtenidos para la reduccion de®d por MtAhpE y posteriormente aquellos referidos a

la selectividad por el sustrato oxidante en esta enzima (Capitulo V). Dada la diversidad
de técnicas y disciplinas que se exploran en cada capitulo y con el fin de mantener
siempre en claro el origen de la problematica, se decidio incluir tanto una introduccion,
como una seccién de metodologia especifica en cada uno de esos capitulos, para guiar al
lector en los antecedentes mas importantes del tema a desarrollar y los detalles
metodoldgicos de cada seccion para explorar las hipotesis de estudio. Por ultimo, en el
capitulo VI se resumen las principales conclusiones de esta Tesis, junto a las

perspectivas futuras de los temas investigados.
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I METODOS

II.1 Métodos Computacionales

[1.1.1 Acerca de simular

Las herramientas fisicoquimicas han demostrado ser véalidas en lo que a nuestro
conocimiento de la naturaleza compete, por lo que no deberia sorprender que sean
aplicables a sistemas bioldgicos en un sentido molecular. Este es el caso de los métodos
de simulacién molecular, donde se toman modelos quifismms para representar la
naturaleza de las interacciones en los sistemasgiiok) La simulacion computacional
consiste, de este modo, en el empleo de modelos fisicoquimicos (que se valen de
herramientas mateméat&dmplementados en un cédigo o programa de computadora, con
el objeto de poder realizar predicciones acerca del comportamiento del sistema molecular

gue se esté modelando.

De acuerdo con los modelos fisicoquimicos que se empleen, puede abordarse el
modelado de un sistema biolégico a escalas de aproximacion diferentes. Una
categorizacion primaria permite distinguir entre los métodos que se apoyan en los
principios de la mecanica cuéantica, y aquellos sustentados en la mecéanica clasica. Los
primeros denotan aproximaciones que han sabido responder con aceptable grado de éxito
a diversos interrogantes, e incluso realizar predicciones con plausible exactitud acerca del
comportamiento de los sistemas estudiados. Sin embargo, alcanzar este nivel de detalle
requiere la resolucién de ecuaciones complejas para un gran namero de particulas, cuyo

tiempo de cémputo (habitualmente referido como costo computacional) resulta elevado,
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sobre todo si el sistema bajo estudio se trata de una molécula de muchos atomos, por lo

gue los métodos cuanticos son inadecuados en estos casos.

Son adecuados para estos ultimos, en cambio, los métodos basados en las leyes de
la fisica clasica, en los cuales el sistema viene descripto por un conjunto de sitios
enmarcados en un potencial parametrizzgiboc Este tipo de modelos puede emplearse
para el célculo de propiedades de sistemas de enorme cantidad de atomos, aunque
presentan la limitacion de que no son capaces de representar fenbmenos reactivos: se
excluye la posibilidad de reordenar o transferir carga. A pesar de ello, presentan un buen

compromiso entre el costo computacional y la calidad de los datos obtenidos.

En los ultimos afios se han desarrollado metodologias hibridas, que se basan en la
descripcion de un sistema multi-escalarmente, es decir, con distinto grado detalle para
diferentes subsistemas del sistema global. Intentando aprovechar las bondades de los
métodos basados en la mecanica cuantica, y a su vez mantener una buena descripcion del
entorno, se desarrollaron los métodos hibridos cuantico-clasicos (QM/MM), en los cuales
una porcion del sistema (generalmente el subsistema que contiene la parte reactiva) se

trata con herramientas cuanticas y el resto responde a las leyes de la mecéanica clasica.

A continuacion se detallan estas tres grandes metodologias, y algunas de las
estrategias procedimentales que se utilizan para obtener informacion de un sistema

molecular al utilizarlas.
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[1.1.2 Métodos basados en la Mecani€uantica

Desde principios del siglo XX, y luego de los descubrimientos realizados por
Planck, Young y Einstein, entre otros, la teoria de la mecanica cuantica se posicioné
como la teoria necesaria para la descripcion de particulas de dimensiones atomicas.[1]
En este contexto, debe recurrirse a metodologias basadas en a#atpdiar sistemas
moleculaes La aplicacion de métodos basados en la mecanica cuantica a la quimica,
hasta aproximadamente mediados del siglo XX, se limitaba al estudio de las propiedades
de atomos aislados o moléculas pequefas, debido a su alto costo computacional. Con el
intenso desarrollo de la tecnologia informatica, en las Ultimas décadas la mecéanica

cuantica ha sido aplicada en la resolucién de una gran diversidad de problemas quimicos.

La utilizacion de la mecanica cuantica resulta indispensable cuando se desea
abordar un sistema en el que se requiere detalle egrgctura electronica, en particular
en cualquier problema en el que se estudie la formacién o ruptura de enlaces quimicos.
Veremos primero los principios basicos de la teoria, para luego centrarnos en la
descripcion de la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT por sus siglas en inglés),

por ser el método de eleccion para gran parte de este trabajo.

11.L1.2.1  Principios basicos

La mecanica cuantica postula que para describir el estado de un sistema basta con
conocer la funcion de onda del mismg,la cual es funcion de las coordenadas de todas
las particulasr( y del tiempo 1), y contiene toda la informacion que se puede conocer
del sistema, y=y(r,t). Esta funcibn se obtiene de la resolucion de la ecuacion

fundamental de esta teoria, la ecuacion de Schréedinger dependiente del tiempo:
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_ho¥ry _ n — V2P (r,t) +V (r,0)¥(r,t) (ec. 1.1),
i ot 2m

donde es la constante de Planck dividida poy @ es la masa de la particulay{r,t) es
la funcidn de energia potencial del sistema. Si se considera que el potencial V no depende
del tiempo, lo que ocurre cuando la fuerza externa que experimenta el sistema no

depende del tiempo, se obtiene la ecuacion de Schroedinger independiente del tiempo:

_g_zvzl}f(r)+V(r)‘P(r) =E¥Y(r) (ec.IL2).

2

Se define entonces el operador Hamiltoniano (H) del sistema bbme;l—vz +V,
m

resultando:

H¥Y(r) = E¥(r) (ec. 11.3),
donde E es la energia del sistema. La quimica cuantica debe entonces resolver esta
ecuacion para un sistema de nucleos y electrones, de esta manera conocer la funcion de
onday y por lo tanto todas las propiedades del sistema. Suponiendo que los ndcleos y los
electrones son masas puntuales, y despreciando las interacciones espin-orbita y otras
interacciones relativistas, el Hamiltoniano para una molécula de M ndcleos y N

electrones resulta, en unidades aténiicas

tEEEINEE IS ID IR IS IS )

M
25am, i a1l Tl Aiea

" En unidades atémicas, la unidad de masa es la masa del eléqgrdla, unidad de carga es la carga del

protén, €', y la unidad del momento angular Bs simplificandose la expresion del Hamiltoniano. Se
definen las unidades de enerdiartree lhartree= E, =€?/a, = €® /47 ,a, y de longitud, Bohr:

lbohr=a, =#*/m, e?
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dondei, j denotan a los electrone#y y B denotan a los nucleos, los valoresZdg m

corresponden a las cargas y a las masas de los nlcleos, respectivgmentgR,,

representan las distancias electron-nucleo, electron-electron y nucleo-nucleo. Observando
la ecuacion puede verse que el primer y segundo término corresponden a los operadores
energia cinética de los electrones y los nacleos, mientras que los tres ultimos constituyen
el operador energia potencial, V. El mismo es la suma de la interaccion Coulombica
atractiva entre los nudcleos y los electrones (tercer término), la interaccién repulsiva entre

los electrones (cuarto término) y por ultimo la repulsién entre las cargas de los nucleos.

Para los sistemas de interés quimico, resulta de gran utilidad la aproximacion de
Born-Oppenheimer.[1,2] La misma se basa en el hecho de que los ndcleos son mucho
mas pesados que los electrones, por lo cual éstos Ultimos se mueven mucho mas
rapidamente que los primeros, desacoplandose el movimiento de los nucleos y los
electrones. Esta aproximacion implica que la funcion de onda del sistema puede

escribirse como un producto de dos funciones de onda, una asociada a los elegtrpnes (

y otra asociada a los nucledg ().

Considerando entonces a los nucleos fijos, desaparece el término energia cinética
de los ndcleos, y el término de repulsion nucleo-nicleo se vuelve constante. Puede
establecerse entonces un nuevo Hamiltoniano, llamado Hamiltoniano electronico
asociado a la funcién de onda electronica:

H, Y, =E, Y, (ec. 11.5).
Por cada una de las posiciones de los nucleos podemos resolver la ecuacion 11.5,

por lo tanto la funcién de onda electronica y la energia dependeran parametricamente de
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las posiciones de los nacleos. Restara luego resolver la ecuacion equivalente para los
ndcleos, que solo dependeréd de las coordenadas de los mismos, y la energia total resultara

la suma de la contribucidn electrénica y nuclear.

La primera aproximacion realizada para resolver un sistema de N electrones,

consisti6 en considerar aH_, como suma de Hamiltonianos monoelectronicos,

N
despreciando completamente la interaccion electrénica, es kflgc:'tr:Zhi . Resulta
i=1

entonces que cada Hamiltoniano monoelectroriictendra su propio conjunto de
autovalorese, y autovectoresgy,, llamados espin-orbitales, siendo la funcién de onda

total el producto de las funciones de onda monoelectronicas, lo que se denominé

producto de Hartree:

P (%, %Xy ) = 26 () 7 0%)- 21 (%) (ec. 11.6).
Sin embargo, para la resolucion de la ecuacion de autovalores electronica, debe tenerse
en cuenta que los electrones son fermiones, es decir particulas con espin semientero, por
lo que su funcion de onda debe ser antisimétrica respecto al intercambio de particulas. Es

decir, P(x,, X,,.. Xy )= =¥ (X,, X,,....Xy) » dondex representa las coordenadas de cada

electron, incluyendo el espin. El producto de Hartree no satisface la condicién de
antisimetria de la funcion de onda electronica, y distingue entre electrones, dado que
identifica cada electron con un espin-orbital. En 1929, Slater demostré que esta condicion
puede cumplirse utilizando como funciéon de onda un determinante, construido de la

siguiente forma:
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Zi (%) Zj(xl) o (%)

( 1 j}/z Zi (X2) X (%)
: : (ec. IL.7).

Zi (Xy) Zj(XN) e (X))
Este determinante contiene N electrones ocupando N espin-orhitalesnstituyendo

una funciébn de onda antisimétrica y que no distingue entre electrones. Como fue
mencionado anteriormente, en el producto de Hartree la interaccion electronica no era
considerada. El determinante de Slater, si bien sigue utilizando las funciones
monoelectronicas, incorpora la correlacion de intercambio, es decir, el movimiento de
dos electrones con el mismo estado de espin si esta correlacionado, dado que si dos
electrones se encuentran en el mismo orbital, la funcion de onda se anula, por lo que tal
evento tiene probabilidad cero de ocurrir. Sin embargo, la correlacion entre electrones de

espin opuesto permanece sin considerarse.

El teorema variacional y el método variacional lineal

Una vez explicadas las condiciones que debe cumplir la funcién de onda, debemos
encontrar un método para hallarla. En este contexto, gran cantidad de los métodos que
intentan resolver la ecuacién de Schréedinger se apoyan en el teorema variaciaeal, que

describe a continuacién. En primer lugar, observemos que la ecuacion que se desea
resolver es una ecuacion de autovalokélsp) = E/®) ,*[2] donde H, el operador

Hamiltoniano, es un operador Hermitico, por lo tanto posee un conjunto completo de

& La notaciénbra-ket, también conocida como notacion de Dirac, es la notacion estandar para describir los
estados cuénticos en la teoria de la mecénica cuéntica. El producto internediadaos es denotado por

el "paréntesis angularafgle bracketen inglés)¢|i), consistiendo en una parte izquier(j@l, llamada el

bra, y una parte derechfy ) llamada eket
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funciones ortonormale|SDa> que lo diagonalizan, y sus autovalores asocia@Q9 éon
reales. Es decir:

H|®,)=E,|®,) a=0],....(ec. 1.8),

(@

®,)=5,,  (ec.IL.9).

a

Por lo tanto, cualquier funcién, que llamaremos funcion de prueﬁé )( podra
escribirse como combinacion lineal del conjunto de funcicﬂrﬁb@}

|@) =;I<Da>ca (ec. 11.10).

El teorema variacional establece que dada una funcion de prueba norm#ﬁ%ao&i,

valor esperado del Hamiltoniano para esa funcién debe ser mayor o igual que la energia
del estado fundamentak( ). Esto es:
(@|H|®) > E, (ec. 11.11).

En términos practicos, el teorema variacional nos permite saber que la energia
obtenida para cualquier funcion de prueba que hallemos, sera siempre mayor a la energia
real. En otras palabras, cuanto menor sea la energia asociada a la funcién de prueba

hallada, mejor sera esa funciébn como aproximacién de la solucién real. Por lo tanto, la

resolucién del problema consigta encontrar la funcién de pruepﬁ> gue minimice la

energia del sistema. Con el fin entonces de encontrar esta funcion, se escribe la funcion

de prueba utilizando una base de N funcidﬁé,# (Ilamadas funciones de base):

‘(5>:ZN:ci|‘Pi> (ec. 11.12).
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El problema se traslada entonces a encontrar los coeficientes que minimizan la energia, la

cual se obtiene de la siguiente expresion:

(®[H|®) = > (¥, [H[¥, )c, (ec. 11.13).

La representacion del operador Hamiltoniano en la @}isé} corresponde a una matriz

H de NxN cuyos elementos estan dados por:;(H)H; =(¥[H[¥/) , o sea,

@‘H‘@ :;Ci (¥ [H]¥))c; =3 aciH;.

i

Dado que la funcion de pruep@ esta normalizada y las funciones de d&sé

son un conjunto ortonormal, los coeficientes estan sujetos a la siguiente relacion:
<&)‘E)>=Zq0j<‘lﬂ |\PJ.>=Zc:i2 =1 (ec. 11.14).
ij i

Entonces el problema consiste en encontrar un conjunto de parér{te&rcnwe

minimicen la expresion 11.13, sujetos a la restriccion 11.14. Este problema puede

resolverse utilizando el método de los multiplicadores de Lagrange, afiadiendo a la

expresion 11.13 el términ&|(®|®) —1), lo que es equivalente a sumar cero:
p

/1(c1,cz,...cN,E)=<§)‘H‘E)>—E(<5‘E)>—1)=chjHij —E(Zcﬁ —1] (ec. 11.15).

Derivando la expresion anterior respecto de cada uno de los coefiagentgsialando a

cero se obtiene:

%ZOZZCijj+ZciHik—2ECk k=1...,N (ec.I.16).
k j i

Y dado que la matriH es simétrica, es decii; = H , resulta:

i
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> H, —Ec =0 i=1...,N (ec. I1.17).

La expresion 11.17 puede escribirse también en forma matricial, definiendo un @detor

elementosc, , resultando:
Hc=Ec (ec. 1.18).
Resolviendo la ecuacion 11.18 se obtienen entonces N vectores ortorsoefnalsus

correspondientes autovalor&s . Una vez encontrados los coeficientéspodemos

escribir las autofuncione*sff)a> como:
@,)=>c|¥) @=01..N-1 (ec 11.19).

Puede verse finalmente que los valoresEgeorresponden a los valores esperados del

Hamiltoniano para cada una de |as, )

(@, [H®,) =3¢ (B, [H|P, ) =X ¢ H ¢ =(¢) He= B(€) €= B,
| (ec. 11.20).

En particular, el menor autovalor, que denominarerags corresponde a la mejor
aproximacion al estado fundamental del sistema descripto por el Hamiltdhidewtro
del espacio de funciones generado por el conj{)nﬂ@}. Puede demostrarse también que

los siguientes autovalores corresponden a cotas superiores a las energias de los distintos

estados excitados.

En resumen, el método variacional lineal, basado en el teorema variacional, permite

encontrar las mejores soluciones a la ecuacion de Schroedinger representando al operador

hamiltonianoH en la base finitaﬂ Y, >} y diagonalizando la matriz resultarite.
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El método de Hartree-Fock

El método de Hartree-Fock (HF), se describird brevemente por los siguientes
motivos: en primer lugar, este método fue uno de los primeros métodos de estructura
electronica, y si bien en el dia de hoy no se utiliza regularmente, en este método estan
basados una gran cantidad de metodologias desarrolladas posteriormente. Por otro lado,
este método tiene una gran relevancia porque solo en el contexto de HF cobra sentido la

utilizacion de energias orbitales, concepto al cual se recurre cotidianamente en la quimica.

En primer lugar definimos el Hamiltoniano electrénico de la siguiente manera:

n 1 N N Z
Hy==3 2923 D %8s

M
i—1 i1 AL lia

ii (ec. 11.22).

N
=1 j>i b

En HF la funciébn de onda se describe como un determinante de Slater, escrito en

términos de las funcioneg, que llamaremos espin-orbitales, dado que cada una de ellas

depende de las coordenadas de un solo electron. Aplicando el teorema variacional, la

funcion de onda del sistema se hallara encontrando al conjunto de espin-ogbitales

minimicen la energia.

Definiendo a los operadores de Coulomi))( de Intercambio I( ), y el operador

h segun:

3oz ={[ e, (210 7,2} 7. (ec. 11.22),
Roza® = {[ dx,20 @17, @}, © (ec. 11.23),

h= lvf —ZZ—“ (ec. 11.24).
2 pall O
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La expresion 11.22 corresponde al término de interaccion Couldmbica entre los electrones
1y 2, el cual se calcula promediando sobre todas las coordenadas espaciales y de espin

del electron 2. En cambio, la expresion 11.23, surge debido a la antisimetrizacion de la

funcidon de onda, no pudiéndose asociarle un significado fisico simple. Por otrahparte,

corresponde a la energia cinética y la interaccion con los nucleos de un solo electron.

La expresion de la energia que se desea minimizar resulta entonces:

E=(¥|A[¥)=Yh +%§N:§N:(Jij ~K,) (ec. 11.25).

i i=1 j=1

Minimizando esta expresion sujeta a la condicion de ortonormalidad de los espin-

orbitalesy., se derivan las ecuaciones de Hartree-Fock, que se escriben de la siguiente

manera:
fly @)= ngu |7, @) (ec. 11.26),

y los valores de; corresponden a los multiplicadores de Lagrange asociados a los N

espin-orbitalesy; y f esel operador de Fock, definido como:

f=h+>(J3,-K,) (ec. 11.27).
b

Haciendo un cambio de base é]iga>} a ﬂ;{a>} puede diagonalizarse la matriz de

multiplicadores de Lagrange, resultando:

fla®)=4x®) (ec. 11.28),
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donde Iosﬂ;@} corresponden al conjunto de orbitales moleculares canénicos{gt,' }as

sus energias asociadas. De aqui en adelante notayealws orbitales canonicosgy a

sus energias orbitales asociadas.

La resoluciéon de estas ecuaciones, es decir la obtencion del conjunto de orbitales

canonicos y sus correspondientes autovalores, tiene como problema adicional que el
operadorf depende de sus propias autofunciones. Por lo tanto debe resolverse en forma
iterativa. Se realiza en principio la aproximacién de expandir al conjunto de orbitales

canolnicos en una base finit%ﬁ}, en la que cada orbital tendrd un conjunto de

coeficientes{C Y } Resulta entonces:

M . M
>, f‘¢ﬂ>:giZ;Cm
=

u=1

b,) (ec. 11.29),

donde M es el numero de funciones en la base elegida. Apliaﬁﬁnhzoambos lados de

la ecuacion anterior, se obtiene un sistema de ecuaciones homogéneas:

f‘¢y>_8i <¢v

4,)=0  u=1.M (ec.I.30).

M
Zc,ui <¢v
u=1

Esta ecuacion puede escribirse de forma matricial, definiépde <¢V|ﬂ¢ﬂ> como los

elementos de matrizdey S, = <¢V

¢y> como los elementos de matriz &te

FC=SCe (ec. 11.31),

siendoC la matriz de coeficiente€ ; y € la matriz diagonal de los coeficientgs
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En este punto, el problema de determinar los orbitales moleclarey las
energias orbitales, consiste en resolver la ecuacion matricial 11.31. Sin embargo, puede

verse que la matriz de Fo€kdepende de los coeficientes, con lo que la solucion de esta
ecuacion debe realizarse iterativamente. En un sistema simple de capa cerrada donde
cada orbital molecular esta ocupado por dos electrones, la densidad electrénica queda

determinada por:

N/2

p(r)=2> |y (ec. 11.32),

de manera que(r)dr representa la probabilidad de encontrar un electréon dentro de un

radio drder. La integral de la densidad electrénica en todo el espacio resulta el nimero
total de electrones. Insertando en esta ecuacion la expansion de la funcion de onda en

orbitales:

N/2 N/2

p(r) =23y (Nwa(r) =233 CLé (D C.d,

N/2

p(r) = Z[ZZC;@C; (04, (r)
nv a
uv
En la ecuaciom .33, se introduce la denominada matriz de densigagl (

Para la gran mayoria de las aplicaciones en quimica, resulta de utilidad obtener una
medida de la carga sobre cada atomo del sistema. Si bien no existe una Unica manera de
definir la cantidad de electrones “asociados” a cada atomo, una manera de tener una
representacion de la distribucion de carga sobre el sistema consiste en lo que se denomina

analisis poblacional de Milliken. Considerando la definicion de la matriz de defRsydad
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de la matriz de solapamient§ puede verse que el numero total de electrones N

corresponde a:

N=>>P,S, =D (P, =trPS (ec. 11.34).
uov u

Puede interpretarse entonggsS) , ,como la cantidad de electrones asociada al orgjtal

Si los orbitales utilizados estan centrados en los atomos, la cantidad de electrones
asociados a cada atomo correspondera a la suma de los electrones asociados a los

orbitales de cada atomo. La carga neta sobre cada atomo se calcula como:

da=Z,—.(PS),, (ec. 11.35),

HEA
dondeZ, corresponde a la carga nuclear del atomo A y el indice indica la suma sobre

todos los orbitales centrados en el atomo A.

Por altimo, la calidad de los resultados del método HF dependera fuertemente de la
calidad de la base usada para expandir los orbitales. Sin embargo, por mas que se agrande
infinitamente la base, en el método de HF hay aparejado un error intrinseco del método.
El mismo se origina en el tratamiento de la repulsion electron-electrén, el cual se realiza
en forma promediada, a partir de un potencial de campo medio, sin tener en cuenta las
repulsiones instantaneas. Este error asociado recibe el nombre de energia de correlacion y

se define como la diferencia entre la energia no relativista exacta, dentro de la
aproximacion de Bohr-Oppenheimék () y la energia limite de HF, correspondiente a la
energia calculada con una base completa:

E.,, =E, —Em (ec. 11.36).
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Existe una gran cantidad de métodos que permiten obtener resultados que estiman la
energia de correlacion. Entre ellos pueden mencionarse el método de interaccion de
configuraciones, los métodos basados en la teoria de perturbaciones de Moller-Plesset y
la Teoria del funcional de la densidad (DFT).[2] En la proxima seccion desarrollaremos

esta Ultima, dado que es la teoria de eleccion en los céalculos realizados en este trabajo.

[1.L1.2.2 Teoria del funcional de la densidad

La teoria del funcional de la densidad, a diferencia de las teorias anteriores, en vez
de intentar encontrar la funcion de onda que minimiza la energia del sistema, basa su
formulacion en la busqueda de la densidad electronica. Esta teoria resulta mas atractiva
en este sentido, dado que la funcion de onda carece de un significado fisico directo,
mientras que la densidad electronica si lo tiene. Otra gran ventaja de la dependencia con
la densidad electrénica, frente a la dependencia con la funciéon de onda, es que mientras
esta ultima es funcién de las coordenadas espaciales y de espin de todos los electrones, la

primera depende solamente de tres coordenadas espaciales x, vy, z.

En 1964, Pierre Hohenberg y Walter Kohn demostraron que para moléculas con un
estado fundamental no degenerado, la energia molecular del estado fundamental, la
funcion de onda y todas las demdas propiedad electrénicas, estan determinadas
univocamente por la densidad de probabilidad electronica del estado fundamental

2. (X% V¥, 2) .[3] Puede verse también que el potencial extexng , es decir el potencial

actuante sobre el electrérproducido por las cargas de los nucleos, queda determinado

por la densidad electroniga. Se dice entonces que la energia del estado fundamental
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E, es un funcional de,y se escribeE, [p, ]. El funcional energia puede escribirse de la
siguiente manera:

E[p]=T[p]+Vip]+V..lp] (ec. 11.37),

dondeT representa la energia cinética de los electrogda interaccion entre los

nucleos y los electrones,\,, la interaccion entre electrones.

En segundo lugar, los mismos autores demostraron el teorema que se conoce como
teorema variacional de Hohenberg-Kohn. El mismo es analogo al teorema variacional

mencionado anteriormente, y establece que para toda funcion densidad despragba
que satisfacej.ppr(r) =ny p, 20vr, E(p,)=E,. Es decir,p,minimiza el funcional

energia, al igual que la funcion de onda del estado fundamental minimiza la energia del

sistema.

La teoria del funcional de la densidad carecia de sentido practico hasta que Kohn 'y
Sham desarrollaron un método que permite calcular la energia del estado fundamental y
la densidad electrénica.[4] El desarrollo de Kohn y Sham se basoé en la idea de considerar
un sistema ficticio den electrones no interactuantes, todos ellos experimentando un

potencial externa (r,)tal que la densidad electronica del sistema no interactyats
es igual a la densidad del estado fundamental del sistema @ql. Entonces, el

Hamiltoniano del sistema de electrones no interactuantes puede escribirse como:

n

H, ZZ{—%V?JFUS(H)}ZE,FWKS (ec. 11.38),

i=1
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dondeﬁiKSeS el hamiltoniano de un electron de Kohn-Sham. La funcién de onda del
hamiltoniano de electrones no interactuantes puede calcularse como un determinante de
Slater de las autofunciones ﬁlés, es decir los espin-orbitale§KS tal que:

hS kS = g XS (ec. 11.39).

Kohn y Sham definieron entonces:

AT[p]=T[p]-T.[p] (ec. 11.40),

AV, [p]=Veolp]- % I Mdrldrz (ec. 11.41),

12

donde AT y AV, corresponden a la diferencia en la energia cinética y en la parte no

clasica (expresada en el segundo término de la expresion 11.41) entre el sistema real y el
sistema no interactuante. La suma de ambos términos define un nuevo funcional, llamado

funcional de intercabio y correlacioig(.), es decir:

E..(p)=AT[p]+AV[p] (ec. 11.42).

Luego, la ecuacion 11.36 puede reescribirse de la siguiente manera:

elo)=T. [+ Vol 2 [[ 222 e, + £, [o]  (ec. 1.43),

12

donde:

Ts[p]=§<ZiKS\izvs_\ZiKs> (ec. 11.44),

Vielp]= [o(r)p(r)dr (ec. 11.45).
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La energia de intercambio y correlacion contiene entonces las siguientes
contribuciones: la energia cinética de correlacié (), la energia de intercambio
(asociada al requerimiento de antisimetria), la energia de correlacion Coulémbica,
asociada a las repulsiones interelectronicas, y por Uultimo una correccion de
autointeraccion clasica (self-interaction correction SIC). Esta ultima contribucion se
origina en el hecho de que en el segundo término de la ecuacién 11.41, la cual permite la

interacciéon de un electrén con su propia densidad de carga.

Para encontrar la densidad electronica que minimiza la energia debe calcularse la

siguiente derivada funcional e igualar a cero:

Elpn]_, (ec 11.46).
op(r)

El procedimiento es anélogo al procedimiento para obtener las ecuaciones de HF, en este

caso las ecuaciones resultantes se conocen como las ecuaciones de Kohn y Sham:

{—EVf Sy fe [Py, (1)};@“ O=c70  (ec. 47)

2 a rla I’12
En la expresion 1l.48a expresion entre corchetes constituye el operépg el término
v,.corresponde al potencial de intercambio y correlacion, es decir la derivada funcional
de E,.. Los orbitales de Kohn y Sham se expresan como una combinacion lineal en un
conjunto de funciones de ba%&»}, lo cual, en fama similar a lo explicado en 11.39

I1.31, permite escribir el problema en forma matricial de la siguiente manera:

h*SC = SG¢ (ec. 11.48),
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hKS

dondeh™ constituye la matriz formada por los elementos de mbj;ﬁz: <¢V

HKS‘¢ﬂ> y

C es la matriz de coeficientes de los orbitales de KS en la base elegida. Los elementos de
h"*S dependen de la densidad y por lo tant€dpor lo que la resolucién de esta ecuacion
debe realizarse en forma iterativa. Para ello se parte de un conjunto preliminar de

coeficientes que permiten calcular la densidad, con esa densidad se cdniStgulyrego

se resuelve la ecuacion 11.47 hasta encontrar una matriz C autoconsistente.

La enorme trascendencia que ha tenido esta teoria en la quimica, ha dado lugar al
otorgamiento del premio Nobel de Quimica en 1998 a Walter Kohn, compartido con John

Pople.

Funcionales de Intercambio y Correlacion.

La calidad de los calculos de DFT responde como puede esperarse a la calidad del
funcional utilizado para modelar la energia de intercambio y correlacion. El primer
funcional de intercambio y correlacion fue propuesto por Hohenberg y Kohn.[3] El

mismo se expresa de la siguiente manera:

Eolol=[p(kc(o)r  (ec.11.49),

dondegxc(p)corresponde a la energia de intercambio y correlacion por electron en un

gas homogeéneo de electrones con denspdad.a energia de intercambio se calcula

comao:

gi=—§(§j (p(r))"® (ec. 11.50),
4\
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y la energia de correlacion puede obtenerse a través de una funcion derivada por Vosko,
Wilk y Nusair.[5] Este funcionate denomina aproximacion de densidad local (LDA), o

LSDA en la implementacion para sistemas de capa abierta.

Los modelos LDA y LSDA estan basados en un gas uniforme de electrones, por lo
gue resulta una buena aproximacion en sistemas donde la densidad electronica cambia
lentamente. Sin embargo, esto es dificil que ocurra en un sistema quimico real. Para
incorporar las variaciones de la densidad electrénica con la posicion, se desarrollaron los
funcionales corregidos por gradiente (denominados por sus siglas en inglés GGA:
Generalizad Gradient Aproximation). En estos funcionales se incorp&a(ge) en la
expresion del funcional de intercambio y correlacion. Como ejemplo puede mencionarse
el funcional de intercambio y correlacion de Perdew-Burke-Ernzerhof (PBE).[6] Al igual
que en LDA, estos funcionales pueden dividirse generalmente en un término de
intercambio y uno de correlacion. Ejemplos de funcionales de intercambio son el
funcional desarrollado por Perdew y Wang (PW86),[7] y el funcional de Becke (B),[8]
gue contiene parametros empiricos. Como ejemplos de funcionales de correlacién pueden
mencionarse el funcional de Lee-Yang-Parr (LYP),[9] y el de Perdew y Wang
(PW91).[10] Debido a que el método de HF permite obtener el intercambio exacto, se
desarrollaron funcionales llamados funcionales hibridos, que incluyen una porcion de
intercambio de HF con funcionales de intercambio y correlacion de GGA. Como ejemplo

podemos mencionar el funcional B3LYP y el funcional B3PW91.[11]

La utilizacion de la teoria del funcional de la densidad con funcionales GGA
permite obtener generalmente buenos resultados para geometrias y otras propiedades

moleculares, energias de enlace, frecuencias de vibracion, etc. Sin embargo, existen
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limitaciones en DFT que deben considerarse. En primer lugar, DFT es una teoria del
estado fundamental, por lo que no puede aplicarse para obtener estados excitados. En
segundo lugar, debido a la inclusion de un funcional de intercambio y correlacién
aproximado, la teoria deja de ser variacional. DFT es actualmente la teoria de eleccion
por los quimicos computacionales cuando se desean realizar célculos de estructura
electronica, dado que es la teoria que ofrece la mejor relacion entre la calidad de sus

resultados y el costo computacional requerido.

[1.1.3 Métodos basados en la Meca&ai Clasica

Muchos sistemas de interés en quimica y biologia requieren del estudio molecular
de sistemas de gran cantidad de atomos, como por ejemplo las proteinas. Para este tipo de
sistemas resulta, aun con el poder computacional existente hoy en dia, practicamente
imposible su tratamiento completo con mecanica cuantica. Es por esto que en gran
cantidad de problemas en los que no se requiere un detalle de la distribucién electrénica,
se utilizan métodos basados en la mecéanica clasica, lo que se denomina mecanica
molecular. En estos métodos se ignora el movimiento de los electrones, y se calcula la
energia exclusivamente en funcion de las posiciones de los ndcleos. Sin embargo, la
mecanica cuantica se utiliza para el desarrollo de los distintos parametros requeridos para

el calculo, que se explicaran en la préxima seccion.

11.1.3.1 Campos de fuerza clasicos

En los métodos de mecanica molecular, la energia potencial viene dada por lo que
se denomina campo de fuerza, que no es mas que una expresion de la energia potencial

dependiente de las coordenadas de los nucleos y una serie de parametros.[12] La
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expresion del campo de fuerza AMBER[13}I cual fue utilizado para los calculos
realizados en este trabajo— contiene dos clases de contribuciones, las contribuciones de
union y las de no unién. Las de unién, se computan para atomos formando un enlace o
como maximo a 2 atomos de distancia, e incluyen penalidades para las desviaciones
respecto de su valor de equilibrio de distancias de enlace, angulos y angulos diedros.
Mientras que las dos primeras se representan a través de un potencial arménico centrado
en la distancia de equilibrio, los angulos diedros o torsiones estan descriptos con una
funcion periddica. Las contribuciones de no unién, se computan entre atomos que estan
en diferentes moléculas 0 a mas de 3 enlaces de distancia, y se dividen en interacciones
electrostéticas basadas en la ley de Coulomb, por un lado, y un potencial de Lennard-
Jones, que describe en forma aproximada las interacciones dispersivas y la repulsion
originada por el principio de exclusién de Pauli a distancias muy cortas. La expresion de

la energia potencial resulta:

B = 3 S -n e X 204 ¥ a1+ costy—r )+

enlaces angulos torsione
PN 12 6 (ec.
Sl o] oo 2] |99
1]
i=1 j=i+1 rij rij 47[80rij
51).[14]

Analicemos en detalle cada una de las contribuciones al campo de fuerza. El primer

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

través de un potencial arménico. En édtg,corresponde a la constante de fuerza

asociada a la uniary r, a la distancia de equilibrio de la misma union. Si bien una mejor

descripcion de un enlace quimico se obtendria con un potencial como por ejemplo el
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sugerido por Morse,[15] este contiene un pardmetro adicional y no es tan comunmente
utilizado en célculos MM. Sin embargo, debe recurrirse necesariamente a un potencial
de estas caracteristicas si se desea modelar la formacion o ruptura de un enlace, aunque
seguira siendo de forma aproximada. Por otra parte, el potencial armonico resulta una
buena y sencilla aproximacion 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 armonico de conskgntg valor de equilibrog, .

Normalmente, la energia requerida para modificar un angulo es menor a la requerida para

variar la distancia entre dos atomos, por lo que los valoré&s, deelen ser menores que
los de las constantdg; . El término asociado a las torsiones o angulos diedros presenta

tres pardmetrosy/, corresponde a la barrera energética asociada a la rotacién entre dos
minimos sucesivos) representa la multiplicidad del potencial, es decir indica el nUmero
de minimos encontrados entre 0 y 360°, y por ultimague corresponde a la fase de la
funcion sinusoidal.El ultimo término de la ecuacion (11.51) contiene las contribuciones
de no union, y depende de la distancia entre pares de atgmas, primera parte,

corresponde al potencial de Van der Waals, y contiene los parametrasociado a la
profundidad del pozo de energiapy, correspondiente a la distancia entre los atomos

correspondiente al minimo de energia. La parte electrostatica contiene como parametros
las cargas sobre los atomos. En el campo de fuerzas de AMBER, la distribucion de cargas
es representada a través de cargas puntgalelsicadas en las coordenadas de cada

atomo. Estas cargas se obtienen de manera de reproducir el potencial electrostatico de la

molécula, calculado a partir de calculos cuanticos.
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Para disminuir el costo computacional asociado a los términos de no union, se
utiliza un radio de corte, tal que para los &tomos que se encuentran a una distancia mayor
gue este radio de corte estas interacciones no se computan. En el caso de las interacciones
de Lennard-Jones, al ser de corto alcance, esto no genera un problema siempre que el
radio de corte sea lo suficientemente grande. En el caso de las interacciones couldmbicas,
de mayor alcance, cuando se utilizan condiciones periodicas en la simulacg&usa u
metodologia denominada sumas de Ewald,[12] un método originalmente desarrollado
para el estudio de cristales i6nicos, en su implementacién denoniasilde Mesh
Ewald Esta metodologia se utiliza para calcular las interacciones electrostéticas totales
entre los 4tomos presentes en una celda unidad, 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 distribucién de carga
Gausiana, que neutraliza cada carga. Esta parte se calcula en el espacidifestyca
de la suma directa de las interacciones electrostéticas, la expresion resultante converge en
forma mucho mas rapida. Las correcciones necesarias debido a la incorporacion de las
densidades “neutralizantes”, se calculan en el espacio reciproco. Las sumas asociadas a
los célculos en el espacio reciproco también presentan una rapida convergencia. De esta
manera se logra tener en cuenta las interacciones electrostaticas de largo alcance més alla

del radio de corte de las interacciones de no union, en forma altamente eficiente.[12]

Es importante observar que la mera expresion de la energia potencial no es
suficiente para definir un campo de fuerza. El campo de fuerzas es constituido ademas
por la gran cantidad de parametros asociados a cada uno de los sumandos en la energia

potencial. Para el caso de simulacion de proteinas, el campo de fuerza de AMBER
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contiene los parametros asociados a los aminoécidos naturales presentes en la mayoria de
las proteinas, en sus distintos estados de oxidacion o protonacion, cuando corresponda.
En este contexto, puede hablarse de la transferibilidad del campo de fuerza. Es decir, el
hecho de que el mismo conjunto de pardmetros puede utilizarse para moléculas asociadas.
Por ejemplo, los pardmetros para un residuo de arginina seran los mismos en todas las
proteinas estudiadas, y no serd necesaria su parametrizacion en cada proteina que se
desee estudiar. En el campo de fuerza de AMBER, los atomos dentro de cada residuo
reciben un nombre de &tomo y un tipo de atomo. Los tipos de &tomo permiten que no sea
necesario incluir pardmetros para cada atomo 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 atomo, en lugar de para cada
atomo en particular. Si bien en el campo de fuerza se incluyen pardmetros para todos los
aminoacidos naturales y otras moléculas comunmente encontradas en los sistemas
proteicos, para incluir grupos prostéticos como el grupo hemo, o modificaciones post-
traduccionales de aminoacidos como el &cido sulfénico por ejemplo, sera necesario

obtener los parametros necesarios para realizar el calculo.

Finalmente, cabe realizar un comentario especial referido a la forma de
representacion de las moléculas de agua en el campo de fuerza. La manera de describir
las moléculas de agua representa un factor importante en el calculo, dada la gran cantidad
de moléculas de agua normalmente presentes en el sistema. En los célculos realizados en
este trabajo, se utiliz6 un modelo de agua simple denominado TIP3P.[16] En los modelos
de agua simples, cada molécula de agua se mantiene en una geometria rigida, y la

interaccion entre moléculas de agua se describe a través de interacciones Coulémbicas y
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de Lennard-Jones En el modelo TIP3P se ubican tres cargas puntuales, una sobre cada
atomo de la molécula. La carga negativa ubicada en el &tomo de oxigeno es compensada
por las cargas positivas en los atomos de hidrogeno. La distancia entre el oxigeno y los
atomos de hidrégeno, asi como el angulo H-O-H se mantienen fijos. Otros modelos de
agua simples usualmente utilizados son por ejemplo el modelo SPC[17] o su
actualizacion SPC/E,[18] y el modelo TIP4P,[19] que utiliza cuatro puntos en vez de tres
para describir la distribucion de cargas. Los valores de los parametros asociados a los
modelos de agua simples se desarrollan de forma de reproducir las propiedades del agua
medidas experimentalmente como la densidad, la funcién de distribucion radial, y otras
propiedades fisicoquimicas. Cémo se trata de modelos sencillos, existen gran cantidad de
propiedades que no pueden ser descriptas. Existen modelos mas avanzados, como asi
también mas costosos, que incluyen efectos de polarizacion, lo que resulta de importancia
en sistemas donde se espera que el solvente experimente un efecto de polarizacion

significativo por parte del resto del sistema.

I1.1.4 MétodosHibridos cuantico-clasicos (QM/MM)

En las secciones anteriores desarrollamos las bases de los métodos basados en la
mecanica cuantica y en la mecéanica clasica. Los métodos basados en la mecanica
cuantica presentan informacion de la distribucion electrénica del sistema y son
imprescindibles cuando se desea estudiar procesos reactivos, pero traen aparejado un gran
costo computacional. Por otro lado, los métodos llamados de mecénica molecular
presentan un costo computacional extremadamente menor, y permiten estudiar
fendmenos estructurales asociados a moléculas de gran cantidad de atomos. Resulta

entonces natural pensar que pueden combinarse ambas metodologias para el estudio de
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un sistema en el que interese una descripcién de la densidad electrénica de una cierta
region, que se debe describir con mecéanica cuantica, y el resto del sistema puede tratarse
con mecanica clasica. Este tipo de enfoques hibridos en los que se combinan
descripciones a distintos niveles, se denominan en forma general de multiescala. Un
ejemplo de aplicaciéon de este tipo de metodologias es el estudio de reacciones
enzimaticas.[20-24] En ellas, el sitio activo donde ocurre la reaccion debe tratarse
necesariamente con mecanica cuantica, pero el resto de la enzima puede tratarse
cladsicamente. Esto constituye un avance significativo respecto de la utilizacién de
sistemas modelo para tratar este tipo de problematicas, en los que solo se incluia el sitio
activo y algunos grupos pequefios relevantes. En las metodologias hibridas se considera
el efecto de toda la proteina, en la mayoria de los casos crucial en el desarrollo del
fendmeno reactivo. Cabe destacarse que este tipo de metodologias han tenido una enorme
trascendencia, que se ha visto reflejada en el otorgamiento del premio Nobel de Quimica

a Arieh Warshel, Michael Levitt y Martin Karplus en 2013.

Para aplicar una metodologia QM/MM, en primer lugar es necesario definir el
sector del sistema que se tratara con mecanica cuantica, que llamaremos subsistema QM.
El resto del sistema (subsistema MM) se tratara con mecéanica clasica. Para la eleccion,
debe tenerse en cuenta que cuanto mayor sea el subsistema QM, mayor calidad tendréa el
calculo, pero también su costo se incrementara significativamente. En el caso de que la
simulacion a realizar consista en el estudio de una molécula inmersa en un solvente,
resulta natural elegir como subsistema QM a la molécula a estudiar y tratar a solvente con
MM. En el caso del estudio de una reaccion enzimatica, la eleccion es mas compleja.

Resulta imprescindible incluir en el subsistema QM todos los atomos que incluyan
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enlaces que puedan romperse o formarse durante el proceso de interés. Sin embargo, para
obtener una buena representacion del problema de estudio, normalmente se requiere
incluir una mayor cantidad de atomos que simplemente los involucrados en la reaccion

propiamente dicha.

Dentro de los métodos QM/MM, pueden distinguirse dos clases de metodologias:
los esquemas aditivos y los esquemas sustractivos.[25,26] La metodologia utilizada en
este trabajo corresponde a un esquema aditivo, por lo que nos concentraremos en este

tipo de esquemas. En los métodos QM/MM aditivos, el Hamiltoniano consiste en la suma

de la contribucion del subsistema QM ,, ), el subsistema MMK,,, ) y un término de
acoplamiento QM/MM H g, _yw )

H =Hgy +Hyw +Houwm (ec. 11.52).
Para el calculo de la energk,, (asociada aH,,, ), debe seleccionarse un método

cuantico. Los calculos presentados en este trabajo estan realizados a nivel de la teoria del
funcional de la densidad. En el Hamiltoniano cuantico no sélo se tienen en cuenta las

cargas de los ndcleos cudnticos, sino que se realiza el calculo teniendo en cuenta ademas
el potencial electrostatico generado por las cargas clasicas. La dagygsa calcula a

través del uso de un campo de fuerza. En el caso de este trabajo, el campo de fuerza

utilizado fue el campo de fuerza AMBER.[14]

El término clave en el calculo QM/MM es el término de interaceigy, _,,, - La

forma en que se define éste, da cuenta del método QM/MM particular. En forma general,
podemos decir que incluye las interacciones electrostaticas, de van der Waals y de union

de los atomos en la frontera, entre los atomos QM y los MM. En el método utilizado en
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los célculos realizados en este trabajo, el término de acoplamiento QM/MM consiste en el

descripto en la expresion 11.53 para un sistema @mmos MM yB atomos QM:

12 6
(r)d ; > 4s, || | |
o =R SR R oR)) FoR
(ec. 11.53).

En la ecuacion 11.535 corresponde a las posiciones de los nucleos MMa las
coordenadas de los nucleos QM. El primer sumando da cuenta de la interaccion
electrostética entre la densidad electronica del subsistema cuantico y las cargas sobre los
atomos MM (). El segundo término describe la interaccidén electrostatica entre los
nucleos QM, de cargd; , y los atomos MM. El tercer término describe las interacciones

de van der Waals y repulsivas a corto alcance, en la misma forma que lo realiza en campo
de fuerza clésico, descripto en la seccion anterior. Este Gltimo término implica que sea
requerido obtener los pardmetros asociados al potencial de LennardeJongpdra los

atomos del subsistema QM, los que normalmente son obtenidos del campo de fuerza

utilizado para representar el subsistema MM.

En la mayoria de los casos en que se desea aplicar una metodologia QM/MM, se
encuentra el problema adicional de que la frontera entre el subsistema QM y el MM
involucra un enlace covalente. Es decir, dos atomos que estan unidos covalentemente se
encuentran localizados uno en el subsistema QXA otro en el MM (Aum). Para el
tratamiento de este problema en los calculos QM/MM realizados en este trabajo se utilizé
el métodoSPLAM (Scaled Position Link Atom Methd@)/] En este método, un atomo
llamado atomd.ink, usualmente un atomo de Hidrégengi{H), se ubica en el enlace por

el que atraviesa la frontera. De esta manera, gt Eompleta la valencia del atomo
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cuantico ubicado en la frontera. La posicion dghkHesta forzada a mantenerse en el
enlace Av-Auwv. Para ello, la fuerza sobre elild se descompone en una componente
perpendicular y otra paralela al enlacem®um. La componente perpendicular se
redistribuye entre los atomosyéhy Aum. Por otra parte, para mantener el enlagg-A

Amm, los términos de unién, angulos y diedros involucrados en el enlace son
contabilizados a través del campo de fuerza clasico. Las interacciobesrded-Jones

que involucran a los atomosof, Hink, Awm SON anuladas para pares de atomos
separados por menos de tres enlaces. Por ultimo, para evitar una sobrepolarizacion de la
union Agu-Huink debido a la corta distancia entre gl.kly el atomo Aw , se anula la

carga sobre el atomowfy. Esta metodologia fue aplicada en diversos trabajos anteriores

gue incluyen sistemas biol6gicos.[23,25,28,29]

En esta trabajo de tesis se empled una implementacion QM/MM desarrollada en
nuestro grupo, basada en DFT con bases Gaussianas acoplada al programa AMBER,
denominada LOD[30,31] Esta implementacién ha recientemente incorporado la
posibilidad de ser ejecutada empleando placas de video, lo que la hace especialmente

eficiente.[32]

I1.1.5 Exploracion de la superficie de energia potencial

La superficie de energia potencial (SEP), definida en el contexto de la
aproximacion de Born-Oppenheimer, es una funcion escalar que define el valor de la
energia potencial del sistema en funcién de las coordenadas de los nucleos, es decir, en
un sistema d&l atomos depende @ variables, asociadas a las coordenadas cartesianas

de cada uno de los nucleos. El conocimiento de la superficie de energia potencial permite
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obtener informacién cinética y termodindmica de un sistema. Exceptuando sistemas
extremadamente simples, la SEP resulta compleja y es imposible conocerla en su
totalidad. En esta seccion nos centraremos en distintos métodos desarrollados para
explorar la SEP de forma eficiente, que permiten concentrar la atencion en el sector de la
SEP que se desea explorar. Si bien existe una gran cantidad de metodologias para realizar
esta tarea, se desarrollardn solamente las metodologias aplicadas en los calculos

realizados en este trabajo.

[1.L1.5.1 Optimizaciones de Geometria

En cualquier problema de interés quimico, siempre va a resultar importante
encontrar los puntos minimos de la SEP. En los minimos de la SEP se encuentran las
configuraciones o conformaciones estables, por lo tanto las méas relevantes para el
sistema de estudio. Para encontrar los minimos de la SEP, debe aplicarse un algoritmo de
minimizacion. El problema de la minimizacion puede verse formalmente de la siguiente
manera: se tiene una funcidifx, ,x, ,...x, . que corresponde a la SEP, en la cual se quiere
encontrar un minimo. En el minimo, las derivadas primeras respecto de cada una de las

variablesx, ...x,, valen cero, y todas las derivadas segundas son positivas:

*® . o
OX. " ox 2

>0 Viefl.3N} (ec.Il.54).

Debido a la complejidad con la que varia la SEP con las coordenadas cartesianas, se
utilizan métodos numéricos para obtener los minimos de la funcion. Dentro de los
diferentes métodos, pueden distinguirse los métodos derivativos, que utilizan las
derivadas de la funcién a minimizar, y los no derivativos. Dentro de los derivativos,

existen métodos que utilizan solo la derivada primera, llamados de primer orden, y los
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que utilizan ademas las derivadas segundas, llamados de segundo orden. Los métodos
utilizados en este trabajo corresponden a métodos derivativos de primer orden, en
particular los métodos llamaddSonjugate Gradientsy Steepest Descerts?] La
inclusion de la derivada primera en la determinacion 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 métodoSteepest Descentgaliza los movimientos en direccion paralela a la
fuerza neta, realizando pasos de una longitud arbitraria, fijada al inicio del célculo. En
caso de que se realice un paso que produzca una reduccion de la energia, la léngitud de
paso se incrementa por un factor. En caso de producirse en contrario un incremento de la

energia, se procede a reducir la longitud del paso.

El métodoConjugate Grandienfgor su parte, se diferencia del métod®steepest
Descents,en que la direccién en la que se realizan 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 modulo del gradiente del paso actual y el paso
anterior. De esta manera, no se observa el fendmeno oscilatorio que se observa en el

método deSteepest Descergs las zonas donde hay minimos muy angostos.

Por ultimo, debe tenerse en cuenta que estos meétodos intentan siempre ir en la
direccion de reduccion de la energia, por lo que el resultado final dependera fuertemente

de la configuracion de partida. En otras palabras, a través simplemente de optimizaciones
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de geometria como las descriptas en esta seccion, no se podran atravesar barreras que
conecten distintos minimos, y el minimo que 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.

Busqueda del camino de reaccion

Es de interés en quimica conocer la termodinamica y la cinética asociada a
reacciones quimicas. Para obtener barreras de activacion y moverse por la SEP desde
reactivos a productos, es necesario desplazarse del minimo. Esto no puede realizarse con
los métodos de minimizacién presentados en la seccién anterior, dado que los mismos no

permiten atravesar barreras de activacion.

En primer lugar, para poder lograr el pasaje entre reactivos y productos, debe
definirse lo que se denomina una coordenada de reaccidon. La misma puede consistir en
una distancia, un angulo, o puede ser muy compleja e involucrar distintos parametros
geométricos del sistema. Una vez elegida la coordenada de reaccion, el objetivo es
entonces obtener la variacion de la energia potencial en funcién de la coordenada de
reaccion, es decir lo que se esta calculando es el valor de la SEP a través de una curva
gue esta definida por la coordenada de reaccion. Si la misma fue bien elegida, esta
correspondera al camino de minima energia que separa los dos minimos (reactivos y
productos) y el punto maximo de esta curva correspondera al estado de transicién entre

los dos minimos, correspondiente a un punto de ensilladura en la SEP.

Para realizar este calculo, se agrega a la energia potencial un término extra, que

tiene la siguiente forma:
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V, =k(&-¢&,)2 (ec. 11.55).
La expresion 11.55 corresponde a un potencial armonico, de conktagtedondes,

corresponde al valor deseado de la coordenada de reaccion en un momento de la

simulacion, y& corresponde al valor de la coordenada de reaccion. En la préctica, el
valor de&, se va modificando a lo largo del calculo, lo que provoca que el valbrsge
vaya modificando. En cada movimiento &g se realiza una optimizacion de todo el

sistema sujeto a la restriccion dada por 11.55, lo que permite obtener el camino de minima

energia. De esta manera se puede obtener el perfil de energia para una reaccion quimica.

[1.1.5.2 Dinadmica Molecular

En los casos en que se desea estudiar un sistema complejo, como en el caso de este
trabajo en el que se realizan simulaciones de sistemas proteicos, 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 del sistema, sino que
existen una serie de conformaciones, que estaran presentes en mayor 0 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 el 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 el sistema haya podido explorar las distintas conformaciones disponibles. En
una simulacion de dinamica molecular (DM), se realiza la reconstruccién de la evolucion

temporal de la dindmica de un sistema, a través de la resolucion de las ecuaciones de
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movimiento de Newton, es decir, la trayectoria se obtiene a través de la resolucion de las

ecuaciones diferenciales asociadas a:

2 F
A% _% (ec. 1156),
m

donde se describe el movimiento de una particula de masia la coordenada , con

F, la fuerza en la direcciom, . La fuerza sobre cada una de las particulas cambia

X
cuando la particula modifica su posicion, y es funcion del movimiento de todas las otras
particulas. Esto convierte el problema en no resoluble analiticamente por lo que debe
recurrirse a métodos numéricos. El método implementado en los programas AMBER

LIO se denomina Algoritmo de Verlet,[33] basado en el método de las diferencias finitas.
En éste, la integracion se parte en pequefios 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 de la fuerza puede calcularse la aceleracion, y con ella la nueva
posicion de las particulas en el siguiente paso. Durant® ,da fuerza es considerada
constante. En el algoritmo de Verlet, se utilizan las posiciones y aceleraciones al tiempo t

(r(t)) y las posiciones al tiempo- &, (r(t—a)), para determinar las nuevas posiciones

at+a, segun:

rt+ot) = r(t)+é’t.v(t)+%é’[2a(t)+... (ec. 11.57),

rt—at) = r(t)—é‘[.v(t)+%é’[2a(t)+... (ec. 11.58).

Sumando las expresiones 2.4.4 y 2.4.5, despreciando los términos de orden superior, se

obtiene:

rt+a) =2rt) —r(t— &)+ stat) (ec. 11.59).
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Las velocidades no aparecen explicitamente, pero pueden obtenerse de la siguiente
manera:

rt+at)—r(t-ot)
25t

v(t) = (ec. 11.60).

Debe tenerse especial cuidado en la eleccion del intervalo de tiémpo
denominaddime step Cuanto menor sea #ine stepmayor seré la cantidad de pasos de
simulacion que necesitaremos para realizar una simulacion de una dada cantidad de
tiempo, con lo que incrementaremos el costo computacional. Sin embargo, un intervalo
de tiempo demasiado grande daréa origen a inestabilidades en el algoritmo de integracion.
Por otra parte, debe elegirse time stepque sea menor que las escalas de tiempo
asociadas a los movimientos que se desean observar y que permita describir el
movimiento de los atomos en la molécula. 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 clasicamente, los movimientos
mas rapidos estan asociados a las vibraciones de los enlaces, que se encuentran en el
orden de los fs. Por lo tanto, un intervalo de tiempo de 0.1-0.2 fs resulta apropiado. Las
vibraciones mas rapidas estan asociadas a los enlaces en los que uno de los atomos
involucrados en la unién es un atomo de hidrogeno. Una estrategia para auntiemear el
stepy asi acelerar los calculos consiste en utilizar el algoritmo SHRKEuUe permite

fijar estas uniones en sus posiciones de equilibrio.

Normalmente, es deseable realizar las simulacion&tla temperatura constante.

La temperatura esta relacionada con la energia cinética (K), de la siguiente manera:
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Nomv? 3Kk T
K=Zm2 -Z2N (ec. 11.61),
i=1

dondev; y m; corresponden a la velocidad y la masa de la particulld el nimero de
particulas del sistema. Por lo tanto, una manera simple de mantener la temperatura

constante consiste en escalar las velocidades.

Uno de los métodos més utilizados para regular la temperatura en una simulacién
de DM es el algoritmo de Berendsen.[35] EI mismo consiste en acoplar el sistema a un
bafio externo cuya temperatura se fija en la temperatura deseada, que remueve o entrega
calor seglin sea necesario. Supongamos que a un tiempd dbdstema posee una
temperaturdl (t). Puede verse de la ecuacion 11.61, que si las velocidades se escalan por
un factor/, el cambio asociado en la temperatura resulta:

AT=(2-1T)y  (1.62).
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:

m :E[Tbaﬁo_T(t)] (eC. ”63)’
dt T

donder 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
untime stepdt, corresponde a:

AT = ﬁ[T,,am—T(t)] (ec. 11.64).
T

Con esta expresion, el factor de escalamiento de las velocitlaeladta:
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22 :1+§(%’—1j (ec. 11.65).
T

Cuanto mas grande sea este parametro, mas débil serd el acoplamiento, por lo que la
fluctuacion en la temperatura sera mayor. Normalmente, la utilizaciéon de un factor de
acoplamiento entre 100 y 1000 veces mas grande dumeeestepelegido otorga buenos

resultados para los sistemas estudiados en esta Tesis.

Por otra parte, es también deseable realizar simulaciori@sidm condiciones de
presidon constante. Para mantener la presion constante, el sistema debe variar el volumen
de la celda en la que se realiza la simulacién. Berendsen propuso entonces un esquema
similar al planteado para la regulacion de la temperatura, por el cual se acopla el sistema

a un bafio equilibrado a una cierta presion. El volumen de la celda se escala entonces en
un factor/, lo que equivale a escalar las coordenadas atémica%’eiResulta entonces:
A
A=1- K‘—(

Tp

P-P..) (ec. 11.66),

1(oVv . .
dondex = ——(a—j es la compresibilidad isotérmicazy corresponde al factor de
T
acoplamiento del bafio al sistema.

Anélisis avanzados de las simulaciones de dindmica molecular

Luego de realizar una simulaciéon d#, el resultado principal que se obtiene es la
trayectoria de cada uno de los a4tomos que conforman el sistema a lo largo del tiempo
simulado, el cual tipicamente no excede los 100 ns en simulaciones clasicas. La
visualizacion de la misma a través de algun programa de visualizacion molecular aporta

gran cantidad de informacion sobre el sistema. Con ella se pueden analizar la evolucion
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de parametros geométricos claves, como distancias, angulos, diedros, etc.; interacciones
de puente hidrogeno e hidrofébicas. Por otro lado, en el caso de una macromolécula,
puede observarse la dinamica de la estructura terciaria, aunque los movimientos globales
asociados a ella muchas veces requieren un largo tiempo de simulacion para ser
observados. El programa de visualizacion utilizado durante este trabajo fue el programa
Visual Molecular Dynamics (VMD),[36] el cual presenta una gran cantidad de

herramientas muy utiles para el analisis de una simulacibide

Un pardmetro que permite estudiar la estabilidad de la estructura a lo largo de la
simulacién es la raiz cuadrada de desviacion cuadratica media (RMSD) de la estructura a

lo largo de la simulacion, respecto a una estructura de referencia, la cual se calcula de la

N
RMSD= /%Zaﬁ (ec. 11.67),
i=1

dondeN corresponde al numero de atomos en el sistendqayla distancia entre las

siguiente manera:

posiciones del atomo en dos estructuras distintas, una de ellas la estructura sera la
estructura de referencia. Realizando este célculo para cada una de las “fotos” de la
simulacién, se obtiene el RMSD en funcién del tiempo. La estructura de referencia puede
ser la estructura cristalogréafica, por ejemplo, o la estructura promedio, lo que otorga una

nocion de la magnitud de las fluctuaciones del sistema a lo largo de la dinamica.

En sistemas complejos como los sistemas proteicos, resulta comunmente dificil con
la simple observacion de la trayectoria lograr detectar movimientos globales de la
estructura, como puede ser la variacion en la distancia entre dos elementos de estructura

secundaria o el movimiento de umop. La determinacion de la dinamica esencial
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(Essential Dynamigg37] permite determinar los movimientos principales que ocurren
en el sistema, extrayendo principalmente los movimientos de baja frecuencia, es decir los
qgue ocurren globalmente a lo largo de la simulacion e involucran normalmente gran

cantidad de atomos.

Técnicamente, el calculo implica la diagonalizacion de la matriz de covarianza de
las posiciones, lo que corresponde a una matri2aNJe3N , siendoN la cantidad de
atomos del sistema. Si definim@scomo un vector de dimensi@N que contiene las
coordenadas, y, z,de losN atomos presentes en el sistema, la matriz de covarianza de

las posiciones en el luggr(C;) esta definida por la siguiente expresion:
c, =((x = (x)lx, ~(x,)) (ec. 11.69)

donde< > denota el promedio temporal. Los autovectores de esta matriz representan los

movimientos esenciales, mientras que los autovalores indican el peso de cada uno de
ellos en la varianza estructural global. En la mayoria de los casos, se observa que con no
mas de diez modos esenciales, puede obtenerse una representacién de mas del 60% de la
varianza estructural observada en la simulacion.[37] La animacién de la trayectoria en la
direccion dada por los autovectores de mayor peso, permite observar los movimientos

globales asociados a los modos obtenidos.

Normalmente, resulta muy Gtil para el analisis de los modos esenciales evaluar, la
proyeccion de cada uno de ellos sobre la trayectoria global. Si se grafica laiproyec
de cada uno de los modos en funcion del tiempo de la simulacion, se puede tener una
idea aproximada de la cantidad de veces que fue explorado el movimiento asociado al

modo. Se observara un comportamiento aproximadamente ondulatorio, donde cada
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“onda” representar un movimiento completo. En especial, para los modos de muy baja
frecuencia, puede observarse si el movimiento fue realizado en forma completa al menos

una vez, indicando que el mismo fue muestreado correctamente.

Por dltimo, al utilizar la técnica de dinamica esencial, no debe olvidarse que la
misma es muy sensible a la longitud de la trayectoria obtenida. Por otra parte, los
movimientos esenciales que se observaran seran exclusivamente los que ocurrieron
durante la simulacién, por lo que movimientos globales que involucren largas escalas de

tiempo (que excedan el tiempo de simulacién) no seran observados con esta técnica.

[1.1.5.3 Calculos de Energia Libre: dinamica molecular dirigida,

muestreo sesgado (umbrella sampling) y unién de ligandos

La realizacion de calculos de energia libre y su variacion a lo largo pleceso,
otorga informacién esencial de un sistema quimico. La energia libre de Gibbs es la
energia libre calculada en condiciones de niamero de particulas, temperatura y presion
constantes (NPT), las cuales son las normalmente utilizadas en las simulaci@is de

ademas de ser las condiciones experimentales mas frecuentes.

En particular, podemos estar interesados en la forma en que la energia libre cambia
en funcién de una coordenada determinada del sistema, pudiendo ser por ejemplo una
distancia o un angulo de torsion. Esto significa obtener un perfil de energia libre, es decir
la variacion de energia libre en funcion de la coordenada elegida. La superficie de energia

libre recorrida por la coordenada elegida se denomina potencial de fuerza media (PMF).

Si se desea obtener un perfil de energia libre en el que las barrerasyte ldme

gue separan los distintos minimos son similares a las fluctuaciones térmicas, se espera
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gue el sistema sea capaz de atravesar esas barreras con la energia térmica gue posee
explorar los distintos minimos asociados. En este caso, entonces, durante la simulacién
de DM observaremos que los distintos minimos son poblados en distinta proporcion

asociada a la probabilidad de cada estado dada por la distribucion de Boltzman. En este

caso, la energia libre puede obtenerse en forma directa, a través de la siguiente expresion:

— AG(&) = In[p(&)] (ec. 1.69).

En la ecuacion anterigh ™ = k, T , dondeks corresponde a la constante de Boltzmany T

a la temperatura absoluta, G es la energia libre de Gildtess yna coordenada de
reaccion asociada al perfil de energia libre que se desea calcular.

Si las barreras de energia libre superan a la energia térmica disponible no se podran
acceder a los distintos minimos de energia libre dado que el sistema quedaré atrapado en
el minimo local asociado a la estructura de partida. Se requeririan tiempos
extremadamente largos, por ahora inaccesibles computacionalmente, para explorar en
detalle la superficie de energia libre. Debe considerarse por otra parte, que para obtener la
energia libre a través de la expresion 11.69, es necesario que durante la simulacién se
obtengan gran cantidad de eventos de intercambio en los distintos minimos, para asegurar
un correcto muestro del sistema, en especial en las configuraciones que no corresponden
a los minimos de energia libre. En caso de grandes barreras de energia, resultara
imposible la observacion de estas transiciones en los tiemposDdé, laor 1o que se
necesitara recurrir a técnicas que fuercen al sistema a atravesar estas barrerfiasEntre e
podemos mencionar los métodos gerturbacion termodinamicade integracion
termodinamica el métodoFree Energy Perturbatignel método Muestreo Sesgado

(Umbrella Sampling y Dinamica Molecular Dirigida Nlultiple-Steered Molecular
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Dynamic$.[12] A continuacion explicaremos con detalle las dos Ultimas técnicas, las

cuales fueron las utilizadas en este trabajo de tesis.

Muestreo Sesgado (Umbrella Sampling)

Este método fue desarrollado para resolver el problema de muestreo explicado en la
seccion anterior modificando la funcién energia potencial, de manera que los estados
energéticamente desfavorables sean explorados.[12,38] La modificacion a la energia
potencial introducida consiste en la adicion de un término adicional:

E(r)=E(r)+k(&E-¢&,)? (ec. 11.70),
donde E(r) corresponde a la funciéon energia potencial sin modificar (dada por el
hamiltoniano) k es una constante ajustable por el usudrioprresponde a la coordenada
elegida y¢&, al valor deseado de esa coordenada. Al agregar este término, configuraciones
que se encuentren cercanas al valo£ dee veran favorecidas. En la practica, se realizan

una serie de simulaciones D&/, utilizando esta modificacion de la energia potencial, y

en cada una de las simulaciones se otorgan distintos valoggs die forma de recorrer

la coordenada de reaccion. Cada una de las simulaciones otorgara una pequefia porcion o
ventana del perfil de energia libre buscado, y el verdadero PMF se obtiene de restar al
perfil obtenido la contribucion del término armonico agregado. El perfil final sera el
resultado de la superposicion de todos los perfiles obtenidos. Para obtener buenos
resultados, debe tenerse en cuenta en primer lugar que las secciones de PMF obtenidas en
cada una de las ventanas deben superponerse. Por otra parte debe prestarse especial
cuidado a la eleccién de kaasociada a la perturbacidon arménica, para asegurar una

correcta exploracion de todos los estados asociados a la coordenada de reaccion.
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Dindmica molecular dirigida

El método deDM dirigida esta basado en la igualdad demostrada por Jarzynski en
1997.[39] De la termodinamica basica, sabemos que en un sistema cerrado conectado a
un reservorio térmico, el trabajo que se realice o sea entregado por el sistema para
realizar un proceso que lo lleva de un estado inicial A a un estado final B, es mayor o
igual al cambio en energia libre del sistema, cumpliéndose la igualdad solamente en el
caso de que el trabajo sea realizado en forma reversible. Jarzynski demostré que la
energia libre del proceso-#*B, puede obtenerse del promedio exponencial realizado
sobre el ensamble formado por infinitas medidas de trabajo irreversible asociadas a

caminos que conectan los estados A y B. Es decir:

(expEAW)) . =expl- AG/k,T] (ec. 11.71),

dondeW, el trabajo para llevar al sistema desde A hasta B, fue tomado del ensamble de
medidas realizadas desde las condiciones iniciales para el sistema en el estado A,

generadas en el ensamble canonico a la temperatura T.

La aplicacion de esta ecuacion al calculo de perfiles de energia libr&iza, ra
igual que en el método de Umbrella Sampling, a través del agregado de un término
armonico a la energia potencial. Sin embargo, a diferencia de este método, el minimo de

este potencial se mueve a lo largo de la simulacién, segun:
E'(r)=E(r)+k[g-(& +va  (ec. 11.72),
dondev corresponde a la velocidad a la que se mueve la coordenada asociada al perfil

gue desea calcularse. En la practica, deben realizarse en primer lugar simulaciones de

DM de cada uno de los estados que se desean conectar a través del perfjialétepe
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Luego de asegurarse que se ha realizado una exploracién eficiente de cada uno de los
estados (que seran los estados inicial y final del perfil de energia a obtener), se obtienen
las estructuras iniciales para el calculo. Se realizan entonces un niumero de simulaciones
partiendo del estado inicial al final, y del estado final al inicial. Debe seleccionarse con
cuidado la velocidad, dado que la trayectoria debe realizarse en forma suave, pero una
velocidad extremadamente lenta incrementa significativamente el costo computacional
del célculo. Se registra en cada una de ellas el trabajo en funcién de la coordenada, y al
finalizar se realiza el promedio exponencial para obtener la energia libre. Dado que la
ecuacion de Jarzynski es valida solamente si se realiza un nuamero infinito de
simulaciones y que esto es impracticable, debe realizarse una cantidad suficiente de
simulaciones en las que pueda considerarse que se ha logrado la convergencia del sistema,
es decir, que la realizacién de nuevas simulaciones no modifica significativamente el
resultado del perfil final. El método se encuentra implementado en el programa
AMBER,[40] utilizado para realizar los calculos ¥ clasica y perfiles de energia libre

presentados en este trabajo.

Energia libre de union de ligandos

En muchos casos resulta necesario obtener una estimacién del cambio en energia
libre asociado a la unién de un ligando en una proteina, por ejemplo, cuando se desea
comparar la afinidad por distintos sustratos o inhibidores de una enzima. Existe un
maodulo implementado en el paquete de programas de Amber denominado MM_GBSA
(Molecular Mechanics generalized Born Solvent Accesible Surfacg. AEeste médulo
se utiliza luego de una simulacién B, de la cual se colectan un namero (alto) de

estructuras gnapshotslel sistema. Este método combina el célculo de energia potencial
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dado por el campo de fuerzas de Amber con un método de solvente continuo Born
generalizado (GB). Por otro lado, la contribucién a la solvatacion no electrostatica se
trata con el método SASAGlvent Accesible Surface Aygror el cual la energia libre de
solvatacibn no electrostdtica depende linealmente de la superficie accesible al
solvente.[12] Para el célculo de la energia libre de unién se utiliza una trayecioht de

del complejo proteina-ligando. Los resultados de estos célculos si bien en forma aislada
cuantitativamente pueden resultar en valores no consistentes con los valores
experimentales, permiten obtener tendencias comparativas muy utiles en el estudio de las

interacciones proteina-ligando.

[I.2 Métodos Experimentales

En el desarrollo de este trabajo, se abordé el estudio cinético de varias reacciones
de oxidacién de distintos tioles por hidroperdxidos. Esto significo el seguimiento de
cursos temporales de alguna propiedad espectroscopica (absorbancia, fluorescencia)
durante la reaccién en cuestion.

Aungue también se realizaron estudios de equilibrio, utilizando técnicas de
fluorescencia (ver Capitulo V), o probando herramientas como el dicroismo circular o
calorimetria de titulacién isotérmica (datos no mostrados), estos no fueron el centro de
este trabajo, por lo que en las proéximas secciones se introduciran los fundamentos basicos

de las herramientas cinéticas utilizadas.

I1.2.1 Cinética rapida a flujo detenido

Las reacciones estudiadas experimentalmente en el transcurso de esta tesis, tienen

tiempos de vida media menores a los segundos, por lo que fue necesario para todas las
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determinaciones de cursos temporales de dichas reacciones, el uso de un aparato de flujo
detenidd. La técnica de flujo detenido puede ser utilizada en estudios cinéticos de
reacciones quimicas que ocurren rapidamente a diferencia de otras técnicas cinéticas de
mayor tiempo de analisis.[41] En las medidas convencionales de la velocidad de una
reaccion, existe un intervalo de tiempo (“tiempo muerto”) entre el instante en que se

produce la mezcla de los reactivos y el instante en el que puede realizarse la primera
medida de algun parametro fisico o quimico que cambie con el avance de la reaccion.

Adicionalmente, la propia medida requiere tiempo adicional.

Para reacciones con vidas medias del orden de varios minutos o mayores, los
tiempos muertos y los tiempos de medida no introducen errores importantes. Sin embargo,
para reacciones con tiempos de vida media comprendidos en el rango de los milisegundos
a los segundos, los cambios de concentracidén en el transcurso de la reaccion ocurren tan
rapidamente que obligan a la utilizacion de métodos que minimicen los tiempos antes
mencionados. El aspectgucial de la técnica de flujo detenido es que logra mezclar
pequeiias cantidades de las soluciones de los reactivos en un tiempo muy breve,

comparado con el necesario para el mezclado manual.

A grandes rasgos, los aparatos de flujo detenido consisten, en un dispositivo que
mezcla dos soluciones muy rapidamente inyectandolas en una cavidad, la cual esta
ajustada con un émbolo que se mueve hacia atras a medida que los fluidos entran. El flujo

cesa cuando el émbolo alcanza un tope y la reaccion continla en las soluciones

® El término “flujo detenido” proviene del inglés “stopped-flow y en gran parte de la bibliografia en
castellano puede encontrarselo por su denominacién en inglés.
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mezcladas. Se hacen medidas en funciéon del tiempo, generalmente espectroscopicas,

sobre esta mezcla.

La figura 1.1 muestra el esquema bésico de un equipo de flujo detenido. Las
soluciones con los reactivos son depositadas inicialmente en jeringas de reservorio (R),
desde donde pueden llenarse jeringas de vidrio (J), mediante un conjunto de vélvulas (V).
Estas jeringas poseen émbolos accionables simultineamente por un martillo (A)
conectado a un circuito neumatico con aire comprimido aportado por un compresor (C).
Ambas soluciones, al ser disparado el mecanismo, son impulsadas hacia una unidad
mezcladora (M) completdndose el mezclado en unos pocos milisegundos. A su vez parte
de la mezcla queda en la celda de observacion (O); que posee ventanas de cuarzo. Al
mismo tiempo es accionado el émbolo de frenado (D). Todo el sistema de circulacion de
soluciones, excluyendo los reservorios, esta termostatizado con agua proveniente de un
termostato. Generalmente, estos equipos poseen un dispositivo espectrofotométrico
asociado. El haz de luz, proveniente de una fuente (F) es enviado a un monocromador (B).
El haz de luz(L,) cuya longitud de onda se elige de acuerdo con el sistema bajo
observacion, pasa a través de la celda de observacién (O). El haz emergente (L) incide en
un sistema de deteccién (P), la sefal resultante es registrada, y, por ultimo, es digitalizada

y analizada.

86



Lo

o M 3

P |

REGISTRO
DELA
SENAL

Esquema Il.1.Esquema de un equipo de flujo detenido.

En nuestro trabajo, todos los estudios cinéticos se realizaron en el CelnBio, ubicado
en la Facultad de Medicina de la Universidad de Republica, Montevideo, Uruguay. Alli
cuentan con un equipo de flujo detenido Applied Photophysics SX-20MV, con un tiempo
de mezclado <2 ms. El mismo puede ser acoplado a un espectrofotémetro, el cual fue
utilizado para todas las medidas de cinética de las reacciones de tioles de bajo peso
molecular con peroxinitrito (ver Capitulo Ill), o bien a un fluorimetro capaz de registrar
la emision total de la mezcla, que fue utilizado para seguir el curso temporal de los
cambios en la fluorescencia intrinseca de la enzima estudiada en este trabajo (Capitulos

IV y V).
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I1.2.2 Determinacion de parametros termodinamicos de activacion a
partir de medidas cinéticas: modelos de Arrhenius y Eyring
El incremento de la temperatura conduce al incremento de la velocidad de una
reaccion quimica, y por ende, a la constante de velocidad de la misma. Svante August
Arrhenius fue el primero en sefialar empiricamente que la variacién de la constante de
velocidad con la temperatura se puede representar por una ecuacion analoga a la usada

para las constantes de equilibrio quimico postudadaiormente por Van’t Hoff,[42] es

decir:
olnk E,
8—T: RT? (ec. 1.73),
0 en su forma integrada:
&
k= AeRT (ec. 11.74),

dondek representa la constante de velocidad de la read€ida energia de activacion de

la misma,A es el factor pre-exponencial de Arrhenilida temperatura absolutaR/la
constante de los gases. De acuerdo con esta teoria, la cinética de las reacciones no
depende de la energia de los reactivos, sino de la energia que los reactivos deben alcanzar
para transformarse a productds))( Es decir, en el camino de minima energia que
conecta los reactivos con productos (coordenada de reaccion), existe un maximo llamado
“estado de transicion” o “complejo activado”, que posee la minima energia que deben

adquirir las moléculas para pasar de reactivos a productos. Es asi que en cinética quimica,
al grafico de logaritmo natural de la constante de velocidad en funcion de la inversa de la

temperatura, se lo conoce como gréafico de Arrhenius.
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Posteriormente, Henry Eyring desarroll6 otra aproximacion a este fenomeno
basado en la mecanica estadistica, conocida coteoria del estado de transiciga3]
Esta postula que las moléculas para reaccionar deben formar un complejo activado en
equilibrio con los reactivos, y este complejo luego se descompone para dar productos.

Asi, una reaccion hipotética entre las espekig8 podria esquematizarse como:
A+Be——[4:B] %, Productos (ec. 11.75).
0 )
k

El complejo activado se supone que posee ciertas caracteristicas de una molecula
ordinaria, y cierta estabilidad temporal. Con estas ideas béasicas se demuestra que la

constante de velocidddde cualquier reaccién, esta dada por:

_RT

K=—
Nh

(ec. 1.76),

dondeN es el numero de Avogadrohyla constante de Planck. Teniendo en cuenta la
relacion termodinamica entre la constante de equilibrio y la energia libre de la reaccion,

podemos escribir:

k=—-e R (ec. I1.77),

k=—=e R eFR' (ec. 11.78),

siendoAG/, AH?, AS' la energia libre de Gibbs, la entalpia y la entropia de activacion,
respectivamente. La ecuacion 11.78 es la relacion fundamental de esta teoria, permitiendo
dar interpretaciones de indole termodinamico a procesos de activacion. El grafido de In

versus la inversa de la temperatura es conocido como grafico de Eyring.
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I OXIDACION DE TIOLES DE BAJO PESO
MOLECULAR POR PEROXIDOS: LA REACCION NO
CATALIZADA

[11.1 Introduccion

La enorme relevancia bioquimica de la oxidacion de tioles mediada por peroxidos
fue presentada en la seccion 1.2.2. Esta primer parte del trabajo de tesis, presenta
resultados referidos a la reaccion tanto g®@Homo ONOOH con tiolatos de bajo peso
molecular como metiltiolatoGH3;S o0 MeS) o L-CysS en solucion acuosa. La decision
de comenzar la exploracion de este proceso reactivo con tioles de bajo peso molecular,
responde no solamente a la importancia que este mismo pueda tener en el contexto
biolégico per se donde por ejemplo en muchos organismos el GSH siendo el tiol
celular mas abundante podria experimentar este tipo de oxidaciones, sino para sentar las
bases de posteriores secciones, donde sera necesaria una detallada descripcion de la
reaccion no catalizada para descifrar las bases moleculares capaces de explicar la

aceleracion de la reaccion en el sitio activo de las Prxs.

El H,O; es una de las principales ROS y su exceso puede causar dafio a células y
tejidos. Es un subproducto de la respiracion, un producto final de una serie de
reacciones metabdlicas, y un transmisor de sefales celulares.[1] Es un oxidante fuerte
de dos electrones, con un potencial de reduccién estarfdadéEL,32 V, por lo tanto
termodinAmicamente es tanto o mas oxidante que el acido hipocloroso o el peroxinitrito
por ejemplo (B = 1,28 y 1,20 V, respectivamente). Sin embargo, en contraste con las
dos especies anteriore;(4 reacciona lento o no reacciona en absoluto con la mayoria
de las moléculas biolégicas, incluyendo antioxidantes de bajo peso molecular. Esto se
debe a la alta energia de activacion que debe ser superada para liberar su poder

oxidante, o en otras palabras, las reacciones,@ $bn controladas cinéticamente en
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lugar de termodinamicamente. Tiene W de 11,6 por lo que se encuentra en su forma

protonada a pH fisioldgico.

La mayoria de las moléculas biol6gicas que carecen de un centro metalico no
reaccionan directamente con@®4. Los tioles de bajo peso moleculaen proteinas,
son de los pocos blancos directos, y salvo impod@xiepciones, reaccionan de forma
relativamente lenta.[2] La reduccion deQd por tiolatos en solucion acuosa ha sido
descrita desde hace muchos afios como una sustitucion nucledfila bimolgg@ilan(S
el que el tiolato actiia como la especie nucleofilica generando la ruptura del enlace
peroxido O-O y el desplazamiento @H como grupo saliente.[3] Sin embargo,
estudios teoricos recientes han sugerido que el producto de la reaccion,®ega H
lugar de OH[4-7] planteando una pequeiia diferencia con un mecanigthoE® este
contexto, Chu y Trout han investigado la reaccion entre dimetiltio}Qe, hediante
calculos DFT, analizando el efecto del ambiente acuoso incluyendo hasta tres moléculas
de agua explicita;[5] Cardey y Enescu modelda oxidacion deCHsS y CysS por
H.0,,[6,7] incluyendo los efectos del solvente a través de un modelo continuo
polarizable (PCM). Las especies reactivas son exclusivamente el anion tiolato y el
hidropéroxido:

RS + H,O, — RSO™ + H,O (reaccion 111.J),

por lo que a un determinado pH, la constante de velocidad de segundo orden
independiente del pHkigapr) S€ relaciona genéricamente con la constante apakgiite (

de la siguiente forma:

— KaRSH [H +]
kap = kinde K +[H +] K +[ H +] (ec. lIL.2).

aRrsH a RoOH

94



En el caso de que el oxidante se®¥ a pH fisioldgico la ionizacién del mismo puede
despreciarse ya que tiene Ufyle 11,6. En este caso, las constantes de velocidad de
reaccion estan en el orden de ~10sM para los tioles de bajo peso molecular.[2,8]
Recientemente se ha realizado una revision de la acidez y reactividad@odeHina

serie de tioles de bajo peso molecular, corroborando la relacién entre la reactividad y el
pKa del tiol correspondiente (ver Figura I11.1).[9] La barrera de energia libra de

reaccion de la Cys libre con®; se estimé en 15.9 kcal riig]10]

H,0, ONOOH
94 (-1
P2 y 5 ® - =
8 e AhpC m  tioles de bajo P = tioles de bajo
L peso molecular peso molecular

74 pls Tsal e tioles proteicos 8 ATE P 2<2 e tioles proteicos
6

Gpx5 GADPH
51 e | Gpxs i

112‘ 4 AhpE GADPH ;9 7 ® Tsal
< 44 . £ AhpC
- = L C.K ° ®
8 34 8 6 Tsa2
N-Acetil-L-Cys N-Acetil-L-Cys
2 SA L-C
LeysGly ® o1 . &
1 r'm A "
0 cK L-Cys etil éster o 5 L-Cys etil éster, DL-HomoCys
T ul :
° .Tnpanohona

214 METC

T T T T T 1 4 T T T T T 1

5 6 7 8 9 10 5 6 7 8 9 10

pKa (RSH) pKa (RSH)

Figura Ill.1. Graficos de Brgnsted de la reactividad de distintos tioles de bajo peso molecular
(m) y tioles proteicos seleccionadag €on HO, (izquierda) y ONOOH (derecha). Para los
tioles de bajo peso molecular, el mejor ajuste arroja,r0.3% N6tese como las peroxidasas
dependientes de tiol y otras proteinas como la GADPH no correlacionan con la tendencia
esperada para los tioles. Cabe destacar qué&lsslp los amino tioles utilizados son los que
corresponden a la ionizacion del tiol en el compuesto con el grupo amino protonado (especie
que predomina a pH cercano al fisiologic®yx2, Prx5, Prx6, AhpC, AhpE, Tsaly Tsa2 son
miembros de distintas subfamilias de Prxs; Gpx5: glutation peroxidasa (dependiente de tiol)
GADPH: gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa; CK: creatin kinasa; SA; albumina sérica

Informacion recopilada de referenciasl{912].

° La correlacion de Brgnsted se refiere a una relacion lineal empirica entreldafilicidad Kingpr) Y la
basicidad (i) de un determinado compuesto, segun la ecuacionklggX = Pnuc PKa+ C, donde Cy

Bnuc SON pardmetros empiricos que dependen de las condiciones de reaccion. Eatlaaliser ha
utilizado el parametr@, . para caracterizar la nucleofilia de grupos tioles y predecir propiedades del
estado de transicion de la reaccion.
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Por su parte, el peroxinitrito es una especie biolégicamente generada a partir de la
reaccion de recombinacion radicalar controlada por difusion @i@ey O,". Las
propiedades quimicas del peroxinitrito lo convierten en un importante oxidante
biolégico y, a través de esta quimica, un mediador patogénico central en una variedad
de enfermedades incluyendo cardiovas@galegenerativas, y trastornos inflamatorios.
Reconocer el papel patogénico del peroxinitrito no ha sido una tarea facil debido a su
muy corta vida media biolégica (~10 ms), lo que se traduce en un estado estacionario de
baja concentracion (niveles nanomolares) lo que dificulta su aislamiento directo y la
deteccionin vivo. Una combinacion de métodos que incluyen el uso de sondas
sensibles, modificacion de compuestos enddgenos, y la utilizacion de la ingenieria
farmacolégica y genética han ayudado en el descubrimiento de su participacion como
un actor clave en numerosas patologias.[13]

El peroxinitrito es un metabolito inestable, y como tal, su bioquimiéadesada
por la cinética de su formacién, descomposicion y difusion. Aunque la gran mayoria del
peroxinitrito formado termina como nitrito o nitrato, los radicales formados durante
algunas de las reacciones son mas propensos a dejar un rastro de existencia de
peroxinitrito como biomoléculas oxidadas y/o nitradas. La cinética de reduccion de
peroxinitrito mediada por tioles de bajo peso molecular como Cys y GSH,[13,15]
residuos de proteinas como albumina[16] y una variedad de Prxs[17,18] ha sido
estudiada desde que el peroxinitrito se propuso CcoOmoO una especie
fisiopatolégica.[15,19] EONOOH oxida directamente compuestos con grupos tiol para
dar acido sulfénico a través de la reaccion:

RS™ + ONOOH — RSOH +NO, (reaccion 111.2).
La reactividad de este peroxido con tioles de bajo peso molecular es al menos 3 6rdenes

de magnitud mayor (en términos de constantes de segundo orden independientes del
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pH) que la de kD,, aunque muestra una similar correlacién de Brgnsted (ver Figura
[1l.1, derech&[11] Por ejemplo, la constante de velocidad de segundo orden de la
reduccion por Cys, ha sido reportada cam®x10° M's™ (37°C), con una energia de
activacion de 9.7 kcal mol! (pH 7.5),[14,15] siendo esta reactividad fuertemente
dependiente del pH como se muestra en la ecuacion II1.2, ya que el ONOOH tiene un

pKa de 6.5-6.8.[20-22]

Por otra parte, el ONOOH decae espontaneamente para dar radical hidroxilo
('OH) y diéxido de nitrogeno ('NOs) (k = 0.9 s, pH 7.4, 37°C) con un 30% de
rendimiento,[20] por lo que resulta imprescindible tener en cuenta la ionizacion del
peroxinitrito en las distintas determinaciones cinéticas (ver seccion |II1.3.1).
Adicionalmente, los radicales GOy ‘NO, formados a partir de la reaccion de
peroxinitrito con CQ (muy abundante en sistemas bioldgicos), son capaces de oxidar a

los tioles a radical tiilo.

[11.2 La reaccion con peréxido de hidrogeno

[11.2.1 Métodoscomputacionales

Exploracion inicial de la SEP en vacio y solvente implicito

Con el fin de obtener estructuras de partida para el esquema QM/MM, de obtener
informacion acerca de la superficie de energia y el mecanismo de la reaccion y para
llevar a cabo una evaluacion de la metodologia, se realizaron varios calculos de
estructura electronica de sistemas modelo constituidos por WM&, utilizando el
programaGaussian0323] Las estructuras de reactivas)( productos €p) y estado de
transicion €f) se optimizaron tanto en vacio y en solvente implicito a través de la
aproximacion del modelo PCM,[24] empleando distintos niveles de la teoria: HF, PBE,

B3LYP, MP2, con una base doble zeta con polarizacttav(25] y calculando
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posteriormente las frecuencias para corroborar la naturaleza de la estructura optimizada.
Para investigar si una o0 mas moléculas de agua podrian estar involucrados en el
mecanismo de reaccion, también se realizaron calculos de coordenada de reaccién
intrinseca (IRC)[26] en el nivel PB&Ezvpde teoria incluyendo 4 moléculas de agua

en el sistema de QM, tanto en vacio como con el método PCM.

La geometria deer obtenida con el funcional PBE se utiliz6 como punto de
partida para una primera aproximacion del perfil de energia potencial utilizando el
modelo de solvatacion PCM, en el que la coordenada de reaccion se tom6 como la
distancia entre el atomo de (S) de azufre y el oxigeno reactivo en el peroxidoai©
el fin de obtener cargas parciales necesarias para realizar las simulaciones DBl clasica

que son necesarios para equilibrar los sistemas, como se describe a continuacion.

Simulaciones de dindmica molecular QM/MM

Las simulaciones QNUM se llevaron a cabo utilizando el programa desarrollado
en el grupo que se describié en el capitulo 11.[27] El soluto se embebié en una caja
cubica de 24 A de moléculas de agua TIP4P.[28] Los parametros de Lénnare:y
o) para los atomos de subsistema QM fueron 0.250, 0.172, 0.170 y 0.016 kcal ot
3.563, 3.399, 3.250 y 1.069 A, para S, O, C y H, respectivamente. Para la region de
QM, los calculos se realizaron con la aproximacion de gradiente generalizado, (GGA)
utilizando la combinacién de funcionalP8E de intercambio y correlacién, con una
basedzvp para la expansion de los orbitales de un electron. La densidad electronica
también se amplié en un conjunto de bases auxiliares y los coeficientes para el ajuste se

calcularon minimizando el error en la energia de repulsion de Coulomb.[25]

Todas las simulaciones QMM DM se llevaron a cabo durante al menos 4 ps

empleando el algoritmo de Verlet para integrar las ecuaciones de Newton con un
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intervalo de tiempo de 0,2 fs. Las configuraciones iniciales fueron generadas a partir de
100 ps de dinamicas clasicas de equilibrio en el que el soluto se tratd clasicamente como
un residuo rigido con las camydescritas anteriormente. En t = 0, el soluto clasico fue
reemplazado por un soluto descrito en el nivel DFT, de acuerdo con la metodologia
descrita anteriormente. Previo a la dindmica molecular de produccion, se corrid una
dinamica QM/MM de 2 ps de equilibrio adicional. Durante las simulaciones, la
temperatura se mantuvo constante a 300 K usando un termostato de Berendsen.[29] EI

soluto y el resto del sistema se acoplaron por separado al bafio.

Se empled un esquenuanbrella samplingeligiendo la coordenada de reaccion
como la diferencia entre las distancias-@s y S-On, que fue muestreada desde -1,5 a
1,5 A. Se emplearon 31 ventanas de simulacion para obtener los perfiles de energia

libre.

[11.2.2 Resultados

[11.2.2.1 Aspectos energéticos

Para obtener un primer acercamiento a los aspectos energéticos de la reaccion de
oxidacion de MeScomo tiolato modely H,O, se realizé una exploracion de la SEP de
la reaccion, optimizando los estados reactivos, productos y de transicion para las
especies en el vacio, en presencia de un medio continuo PCM e incluso en algunos
casos se incluyd la presencia de moléculas de agua en el sistema para explorar la
posibilidad de que las mismas participen del mecanismo de reaccion. La Tabla Ill.1
muestra los resultados obtenidos con los diferentes modelos testeados. Aunque pueden
observarse importantes variaciones en las energias determinadas con los distintos
métodos, todos muestran el mismo comportamiento cualitativo, con moderadas energias

de activacion y perfiles exotérmicos y/o exergbnicos. Asimismo, la inclusion del
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entorno por medio del PCM tiene un efecto significativo en todos los mpdelos
disminuyendo un ~ 20% de&energias calculadas. Ademas, para todos los calculos que
incluyen el efecto del entorno, excepto para los célculos de HF (barreras
sobreestimadas), las barreras de activacion estdn en el rango de lo determinado

experimentalmente para este tipo de reacciat@s.|

Tabla Ill.1. Comparacion de las energias y energias libres de activacion y reacciéon (Kgal mol
de la oxidacion de Me®or H0,, obtenidas a partir de optimizaciones de geometria con las
distintas metodologias exploradas. En todos los casos se llevo a cabo un célculo de frecuencias
para corroborar la naturaleza de la especie optimizada.

Método Eat AG' Enn  AGin
HF/dzvp (PCM) 43.8 419 -43.8 -44.2
PBE/dzvp (envacio) 15.1 139 -33.1 -325
PBE/dzvp (PCM) 105 84 -39.0 -39.7

PBE/dzvp (en vacio) + 1 agui 11.9 10.8 -38.8 -39.0
PBE/dzvp (PCM) + 1agua 7.2 5.9 -43.1 -43.0
PBE/dzvp (en vacio) + 4 ague 13.8 12.8 -41.1 -41.7
PBE/dzvp (PCM) + 4 aguas 13.2 11.4 -40.8 -42.2
B3LYP/dzvp (envacio) 19.8 18.0 -35.3 -35.3
B3LYP/dzvp (PCM) 151 13.3 -42.3 -38.7
MP2/dzvp (envacio) 227 21.0 431 -43.1
MP2/dzvp (PCM) 14.7 148 520 -51.8

Después de las optimizaciones de geometria de las especies aislé@las
exploraciéon inicial del sistema, se realizaron simulaciones de dinamica molecular
utilizando el esquema QM/MMmbrella samplingdonde la coordenada de reaccién se
establecié como la diferencia entre la distancigg€O@y S-Qa. El perfil de energia libre
obtenido se muestra en la Figura 1ll.2. Este perfil en solucién acuosa muestra una
barrera de energia libre de ~ 18 kcal Thojue esta en buen acuerdo con la informacién

experimental previamente reportada,[10] y los datos previos de estudios tedéricos.[5-7]
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Como era de esperar, la reaccién es claramente exergonica, con un cambio en la energia
libre de reaccién de alrededor de -52 kcal medmbién de acuerdo con informacién

previa.[6]

20

Energia libre (keal/mol)

[l (L5 | =5

L% i .:;_.‘.
coordenada de reaccion (A)

Figura lll.2. Perfil de energia libre de la oxidacién de Mp& HO, obtenido mediante
simulaciones QM/MM con un esquemabrella samplingSe muestra también una
representacion del subsistema QM con la nomenclatura escogida para los atomos nombrados en
el texto.

Vale destacar que todas las estructuras de las especies aisladas optimizadas
resultan muy comparables dentro de las diferentes metodologias aplicadas (ver Tabla
[11.2). Sin embargo, este acuerdo puesto de manifiesto en la energética puede ser
engafoso, ya que las especies optimizadas exhiben caracteristicas estructuraes en el
gue son completamente irreales para describir la situacién en soluciéon acuosa. En
particular, la inspeccidén de las geometrias mostradas por ambas estrategias evidencian
que, mientras que las estructuras en vacio y PCVetdg ep son cualitativamente
similares a las muestreados en las simulaciones QM/MEkY, allopta conformaciones
significativamente diferentes cuando las aguas estan presentes (ver Figura 111.3). Con
pequefias diferencias, cada optimizacion de geometria realizader, ddib como
resultado una conformacién "simétrica", donde las distancias entre el atomo de S y

ambos atomos de O del peréxido son practicamente las mismos; el mismo hecho se
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observa para las distancias entre los &tomos de S y los &tomos de H del perdxido, lo que

resulta en un kD, en conformacion tipaois (Figura I11.3a).

Tabla Ill .2. Comparacién de distintos pardmetros geométricos obtenidos garatsgl epcon
las distintas metodologias utilizadas (optimizacidén de especies aisladas en preseneia de 1 o

moléculas de agua y el esquema QM/MM).

distancia distancia distancia

angulo S-Q-Og

Método S-Oa(A) S-Os(A) Oa-Og(A) (grados)
Er et ep e et ep er et ep er et ep
32 21 15 32 40 35 14 18 27 e 171. 106.
HFldzvp o g 9 6 4 1 1 6 2 T7
HF/dzvp 33 22 16 33 40 33 14 18 27 e 174. 110.
(PCM) 4 0 1 4 3 6 0 3 4 4 0
30 25 16 30 42 33 15 17 26 60 165. 101.
PBEIAZY g 5 5 9 7 & 0 7 2 T8 4
PBE/dzvp 30 24 16 30 42 34 15 17 25 o 169. 6.5
(PCM) 5 8 7 5 4 6 0 8 8 8
PBE/dzvp+ 30 25 16 31 42 36 15 17 26 iy 169. 114.
1 agua 6 1 6 0 6 8 0 7 6 3 7
PBE/dzZvp 30 24 16 31 42 36 14 17 26 g 172 112
PCM)*1 v 7 7 0o 4 3 9 8 5 ' 8 3
agua
PBE/dzvp+ 41 26 16 44 43 36 14 17 25 500 178.  120.
4 aguas 8 0 7 3 1 9 9 1 5 2 4
PBE/dzvp 42 25 16 45 42 35 14 17 25 657 173. 113.
PCM)*+4 g 1§ 0o 6 7 9 5 5 0 o9 7
aguas
B3LYP/dzy 31 24 16 31 42 35 14 17 26 eE 168. 105.
p 3 6 3 3 1 6 7 8 2 6 1
B3LYP/dzy 31 24 16 31 41 35 14 17 25 6a 171. 110.
p(PCM) 1 2 5 1 9 0 7 8 8 3 0
31 25 16 31 41 34 15 17 26 6o 168. 102.
MP2fdzve 5 o 3 2 & 1 0o 1 & 49
MP2/dzvp 31 24 16 31 41 35 15 17 26 61 172, 109.
(PCM) 2 5 5 2 7 3 0 1 2 1 4
esquema 29 25 16 38 42 35 14 17 26 125, 161 110
QuMME 7 O 7 0O 8 9 7 5 0 7 2 7

#promedio de la propiedad en la ventana de muestreo correspondiente
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En contraste, la conformacién representativaedetluestreada mediante QM/MM
es "asimétrica”, en el que el Oestd mucho mas cerca al atomo de S qgleyCel
peroxido adopta una configuracién tigans (Figura 111.3b). Esto dltimo resulta
consistente con el trabajo descrito por Zlyucolaboradores,[5] en presencia d8 2-
moléculas de agua explicitas, se pueden formar interacciones especificas entre los

reactivos y el agua favoreciendo la disposicion "asimétrica
a) b) 7

* Y
“ i

L)

Figura Ill.3. Diferentes conformaciones obtenidas efeloptimizacion de especies aisladas (a)
y en presencia de aguas explicitas (QM/MM, b)

A T LR
#) -3 4 I/J‘ 3

b J - P
er?l-‘ 3 (JJ ‘)J ‘J °p J“i.J

> . ) “’.J

Figura lll.4. Estructuras dedr, tsy epen presencia de 1 (arriba) o 4 (abajo) moléculas de agua,
obtenidas mediante célculos IRC y posteriores optimizaciones de geometria al nivel de teoria
PBEHdzvgPCM.

Con el fin de explorar la posibilidad de que moléculas de agua estan invaducrada
en el mecanismo de reaccion, se realizaron calculos IRC incluyendo 1 o 4 moléculas de
agua en el sistema QM, tanto en vacio como con el modelo PCM. La presencia de

moléculas de aguas modifica la geometriaedele una manera similar de la observada
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en la simulacion QM/MM, pero sin participar de las rupturas y formaciones de uniones

covalentes que tienen lugar durante la reaccion (ver Figura 111.4
l11.2.2.2 Mecanismo de reaccion

Durante la reaccion se producen tres eventos importantes: la ruptura del enlace O-
O del peroxido, la formacién de la union entre el azufre (S) y el oxigeno reactiyg (O
la transferencia del protdi;). Un examen detallado de la estructtiemprand del et
revela una alineacion entre S, § Og (ver Tabla I11.2). Ademas, testa todavia unido
a O, como se muestra en el grafico de distancias en funcion de la coordenada de
reaccion (Figura l11.5). Este andlisis también indica que la transferenciasgelleva a

cabo “cuesta abajo”, sin barreras, después de que el sistema ha alcanzzdo el

= {31 uwinn il o —_— ),
_..h\'—' —_ =0}
| — 3,-H,

241 - -H

distancia (A)

A3 09 hg 03 0 03 D& 09 1.2
coordenada de reaccion (A)

Figura Ill.5. Evolucion de las distancias durante la reaccion. Las distancias S—O4 (negro),
0a—0g(rojo), Ox—H; (azul), @—H; (verdg expresadas en A se muestran en funcion de la

coordenada de reacciéon. En el recuadro violeta se delimita la zogta del

Por lo tanto, a pesar de que el producto acido sulfénico aparece en su forma no
protonada, desde un punto de vista cinético el grupo saliente de la reaccion podria
considerarse como un grupo hidroxilo, que esta de acuerdo con la correlacion entre las
velocidades de reaccion de tioles de bajo peso molecularks depacido conjugado

del grupo saliente.[30]
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La dependencia de las poblaciones de Mulliken de los diferentes grupos quimicos
de las especies involucradas se muestra en la Figura 111.6 eErlaetarga negativa del
sistema esté localizada principalmente en el atomo de S, mientras que los &tomos de
oxigeno de KO, poseen cargas negativas de aproximadamente -0,5 e cada uno.
Nuestros resultados indican una redistribucion de carga significativa durante los
primeros estadios de la reaccion, determinando que la carga negativa del sisteana esté,
la altura delet, distribuida entre ambos oxigenos del peroxido y el atomo de S. Esto
concuerda con datos experimentales recientes que determinan un P, de ~0.3 para la

reaccion de diferentes amino-tioles de bajo peso molecular £x#]

‘”l::' fnns .
el wi 5
e — 10,

0.4 =0

=] hﬂm — grupo -CH,
= h-“‘--‘

“-1F 00 -0n 03 0 j
coordenada de reaceion (A)

03 06 09 12

Figura lll.6. Evolucién de las cargas (como poblaciones de Mulliken) en funcién de la

coordenada de reaccion. Como en la Figura lll.4 el recuadro violeta indica la zeha del

Aunqgue en eép, ambos atomos de O muestran una carga de aproximadathente -
e como seria el caso en una ruptura homolitica, la reorganizacién de los cargas de
oxigeno no es totalmente simétrica Sufre una disminucion mas rapida (alcanzando
un estado final consistente con la carga de un atomo de oxigeno del agua), mientras que
Oa no llega a su carga final hasta que se une con S, adquiriendo la mayor parte de la
carga negativa de la especie 32 El grupo metilo conserva su carga cerca de cero a

lo largo de la totalidad del proceso.
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Estudios previos han modelado los efectos de la solvatacion en este tipo de
reacciors utilizando modelos de continuo o la inclusidbn de un pequefio niamero de
moléculas de agua explicitas por medio de optimizaciones de geometria.[®l7,31]
enfoque QMMM DM permite obtener una imagen mas realista de solvatacién en agua
a temperatura ambiente. Se analizé la estructura de solvatacién a lo largo del proceso,
para evaluar como los patrones de solvatacion pueden afectar a la energética de
reaccion. En las figura 111.7 se muestran las funciones de correlacion radial entre atomos
seleccionados con atomos de oxigeno del agua en (planel izquierdo)get (panel
central) yep (panel de la derecha), junto con las estructuras representativas de cada

estado.

er et

3 3 5 B ¥

distancia radial (A)
‘ o

‘- ?
s e oF 2T
A

L ; D,

Figura Il .7. Cambios en la estructura de solvatacién de las especies durante la reaccion.
Arriba: funciones de correlacion radial de los atomos,Sy Os con los oxigenos del agua,
para reactivos, estado de transicion y productos. Abajo: estructuras representativas del

microambiente acuoso para los tres estados antes mencionados.

Las funciones de correlacion ratide S muestrata pérdida de su hidrofilicidad a
lo largo de la reaccion. El efecto opuesto se observa en ambos atomos de oxigeno.

Mientras que en @r los oxigenos estan pobremente solvatados, se solvatan mejor en el
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et debido a la temprana redistribucién de cargas y estan fuertemente solvatados en
productos. Por otra parte, los madximos de ambos atomos de oxigeno de perdxido
observados enl ety epse encuentran en ~ 2,8 A (distancia radial), mientras que el pico

S en eler se encuentra en ~3,2 A, confirmando que es més favorable solvatar &tomos de

O que S. Esto conduce a apmucho mejor solvatado qee o et

En resumen, esta exploracion microscopica de la reaccion entre un tiolato modelo
y H,O, esta de acuerdo con un mecanismo tigd Bero sumado a una transferencia de
proton interna, posterior @ty sin barrera energética. Por lo tanto, una molécula de
agua aparece en los productos. A pesar de que el ataque inicial del tiolato reactivo a
atomo de oxigeno de,B, es un atague entre dos centros cargados negativamente, la
electrofilia del oxigeno peroxitiéo es el verdadero motor de este proceso como lo
demuestra la importante donacion de electrones desde el tiolato al perdéxideten el
Aunque los célculos realizados sugieren que no hay moléculas de agua involucradas
directamente en el proceso, el solvente juega un papel importante en la reaccion, en
particular en la estructura de los reactivos. Ademas, la energia de activacion se debe a
dos eventos principales: la alineacion del &tomo de azufre con los &tomos de oxigeno
del peroxido y una redistribucion significativa de carga, que se correlaciona con
importantes cambios en el perfil de solvatacion. Esto hace hincapié en el papel clave del

entorno en la modulacién de la reactividad del tiol.
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[11.3 La reaccion con peroxinitrito

[11.3.1 Métodos experimentales

Reactivos

Las sales L-cisteina, 4cido 4cido dietilentriaminapentaacético (DTPA), 5,5 -
ditiobis(2-nitrobenzoato) (DTNB), y fosfato de sodio provienen de Sigma-Aldrich. El
peroxinitrito se sintetizd a partir de H,O, y &cido nitrico siguiendo el protocolo descrito
anteriormente.[15,19] Las soluciones stock de peroxinitrito fueron tratadas con didéxido
de manganeso para eliminar el H,O, restante. La contaminacion de estas soluciones por

nitrito se mantuvo < 30% de la concentracion de peroxinitrito.[32]

Experimentos cinéticos

Todos los experimentos se realizaron en buffer fosfato de sodio 100 mM en
presencia de 0.1 mM DTPA (quelante de metales). Para obtener los distintos pHs
necesarios, se realizaron diferentes mezclas de buffers fosfato mono- y di-basicos. La
fuerza i6nica se mantuvo constante (0.15 mM) mediante el agregado de NaCl. La
concentracion de peroxinitrito se determind espectrofotométricamente a pH alcalino a
302 nm (g30=1670 M'ecm™) y fue igual a 0.1 mM en la mezcla final. El contenido de
tioles de las soluciones de Cys se determind mediante el ensayo de Ellman (&41,=14150

M em™)[33] y vari6 entre 6.0 y 13.0 mM en la mezcla final.

Los cursos temporales de descomposicion del peroxinitrito se siguieron por
espectroscopia de absorbancia (A=302 nm) en un equipo de flujo detenido (ver Capitulo
II). El pH de la mezcla final fue determinado después de cada experimento dentro del
bafio a cada temperatura (10, 25, 37 and 50°C). Cada constante de pseudo primer orden

dependiente del pH observada (ki,,) de decaimiento de peroxinitrito, se determind

108



ajustando funciones mono-exponenciales al promedio de al menos 5 cursos temporales.
Primeramente, en ausencia de Cys, se determinaron las constantes independientes del
pH de la auto-descomposicion del ONOOH a cada temperatura, ajustando ki, versus

pH:

=] L (e
" e KaONOOH+|:H+] ‘ o

Luego, se determinaron las constantes de segundo orden dependientes del pH (k»4,) para
la reaccion entre Cys y peroxinitrito, siguiendo el decaimiento de peroxinitrito en
presencia de concentraciones crecientes y en exceso de Cys, bajo las diferentes
condiciones de pH y temperatura. Las constantes observadas ko se obtuvieron del
ajuste de los cursos temporales a funciones mono-exponenciales. Como en este caso
kobs=k1apT k2ap*[Cys], kaap s determiné restando la constante de auto-decaimiento al pH
correspondiente y dividiendo por la concentracion de Cys (en general se utilizaron dos
concentraciones diferentes de Cys al mismo pH y temperatura con idénticos resultados).
Se prefiri6 esta metodologia a la opcion de determinar kqps para varias concentraciones
de Cys a cada pH (para cada pH y temperatura), para controlar rigurosamente el pH al
usar soluciones acidas de Cys y para evitar la oxidacion de las soluciones de Cys, lo que
puede ocurrir si la Cys se neutraliza. De todas maneras, esta metodologia alternativa se
probéd para algunos pHs y temperaturas seleccionados, obteniendo resultados
indistinguibles. Posterior a este analisis, las constantes de segundo orden independientes

del pH, se obtuvieron de ajustar la ecuacion II1.1 en el grafico de k., versus pH.

La determinacion de los parametros termodindmicos de activacion se realizod
mediante analisis de Arrhenius y Eyring sobre las constantes independientes de pH

obtenidas.
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[11.3.2 Métodos computacionales

Tanto la exploracion inicial de la superficie de energia potencial y el mecanismo
de reaccion en vacio y utilizando un solvente implicito(,f24] como las dindmicas
moleculares QM/MM fueron llevadas a cabo con protocolos similares a los descriptos

en la seccioén 111.2.1.

En todos los casos el sistema QM consistio en la molécula completa deg @gsS
ONOONH. La eleccion de utilizar la Cys como tiolato modelo se debié no solamente a
utilizar exactamente el mismo sistema con el cual se llevaron a cabo las
determinaciones cinéticas, sino también que para este momento del trabajo, el programa
LIO habia sufrido actualizaciones que nos permitieron acceder al tratamiento de
subsistemas QM de mayor tamafio y por mas tiempo de simulacion. Para las
simulaciones de dindmica QM/MM, el subsistema QM se embebid en una caja
conteniendo 3250 moléculas de agua TIP4P,[28] y se generaron configuraciones
iniciales para cada ventana de muestreo a partir de corridas de termalizacién sucesivas
donde se traté al soluto primero como un residuo clasico rigido y luego al nivel
semiempirico AM1 (como estd implementado en el paquete AMBER).[34] El perfil de
energia libre se exploré mediante un esquamhrella samplingdonde la coordenada
de reaccion se establecid como la diferencia entre la distangi@s ® S-Oy y se
muestred entre -1.8 y 1.0 A, divida en 29 ventanas de simulacién de al menos 5 ps de

produccion.
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[11.3.3 Resultados y discusion

[11.3.3.1 Parametros termodindmicos de activacion

Como se ha descrito antes,[22,35] el proceso de oxidacion por dos electrones se
produce entre el anién tiolato y ONOOH, por lo tanto, la fraccion de las especies
reactivas dependen fuertemente del pH del medio. La Figura 111.8 muestra el gréfico de
Arrhenius de la reaccion entre Cyss ONOOH. Notese que el analisis se realiza
considerando las constantes de velocidad independientes del pH, deteraitd2s,

37 y 50 C. Este andlisis determina una energia de activacion independiente del pH de
8,2 + 0,6 kcal met, ligeramente menor al valor de 9,7 kcal thokportado por
Koppenol y colaboradores a pH 7,5.[14] Esta diferencia podria ser debida al hecho de
que en el rango de temperaturas y pHs explorados,Kglde la Cys varia
significativamente mas que eKp del ONOOH (ver Tabla 111.3), disminuyendo a
medida que aumenta la temperatura y permitiendo asi una mayor proporcion
tiolato/tiol.[36] A partir de los datos mostrados en la Tabla 111.3 y utilizando la ecuacién
de van't Hoff, se puede estimar una entalpia estandar de ionizacién de 7,8 Kcal mol
para Cys, muy similar al valor previamente reportado.[36] Contrariamente, la ionizacion
del ONOOH se vio menos afectada por la temperatura, consistentemente con su menor
entalpia de ionizacion, que ha sido reportada como (4,1+1,6) kcal[37p|Ademas,

cabe sefialar que repetimos sistematicamente la determinadigra®7°C y pH 7,4,
obteniendo un valor de (6260,3) x 1G M's™ (ver Figura 111.9), ligeramente superior a

la reportada antes,[15] probablemente debido a ligeras diferencias en las condiciones

experimentales.
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Figura 111.8. Determinacion de los parametros de activacion independientes del pH para la

oxidacion de Cysor peroxinitrito. a) Perfiles tipo “campana” de la dependencia de la constante

de segundo orden con el pH, determinados a T = 10, 25, 37 y 50°C. Las constantes

independientes del pH surgen del ajuste de estos experimentos a la ecuacion Ill.1. b) Gréfico de

Arrhenius correspondiente y parametros de activacion determinados mediante andlisis de

Arrhenius y Eyring4G* calculado aa 37 ° C.

Tabla 111.3. Parametros determinados del ajuste de la ecuacion lll.1 a cada temperatura.

Temperatura (°C) kjingpn (M'1 s x 105) PKacy PKaonoon
10 1.83 (0.15) 8.65(0.03) 6.66 (0.02)
25 3.13(0.25) 8.32(0.03) 6.47(0.02)
37 6.61 (0.43) 8.24 (0.02) 6.35(0.02)
50 10.1 (1.14) 7.86 (0.04) 6.12 (0.04)

El analisis Eyring (no mostrado) da umd’ = 7,4 + 0,7 kcal moly 45'= -8,3 +

0,5 cal K mol, por lo tanto, lo que determina una energia de activacién de Gibbs

independientes del pH en 9,9 + 0,7 kcal @alculado a 37 ° C). Como se mostrara

en la siguiente seccion, el valor negativaddé es consistente con @t mucho menos

flexible que los reactivos en el estado fundamental. Ademas, a esta temperatura el factor

-TAS" constituye un cuarto de¢G* total, por lo que es esencial tener en cuenta esta

112



contribucion en la comparacion de esta reaccién acuosa con entornos de enzimas, y sus

capacidades cataliticas para estabilizat glpor lo tanto disminuin G*.[38)]

8) o

In [(A-ALMA -AL)]
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Figura Ill. 9. Cinética de la oxidacion de Cyg®r ONOOH a T = 37°C y pH 7.4. a) Curso

temporal del decaimiento de peroxinitrito. A, AA, representan las absorbancias de

peroxinitrito a un tiempo t, a &=y t=0, respectivamente. Cada trazo representa el promedio de

al menos 5 registros. La concentracion de Cys (mM) se indica en cada curva. b) Lasesonstan

observadas deseudgorimer orden graficadas en funcion de la concentracién deCys. De la

pendiente de este grafico se obtiene la constante aparente (pH 7,4) de segundo orden de la

reaccion.

Usando el esquema QM/MM descrito anteriormente, se realizaron calculos de

umbrela samplingcon el fin de obtener el perfil de energia libre de la oxidacion de

CysS por ONOOH, el cual se representa en la Figura HL.EH) analisis muestra un

proceso claramente exergénico cond@iy, ~ -46 kcal mof, de acuerdo con célculos

QM en fase gaseosa (ver Tabla 111.4). El perfil también muesteatamprano asociado

con una energia libre de activacién de aproximadamente 5 kchlatgd menor que la

determinada experimentalmente.
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Figura lll. 10.a) Perfil de energia libre de Gibbs de la oxidacién de G@SONOOH
obtenido mediante las simulaciones QM/Mixhbrella samplingLa coordenada de reaccion

(A) se establecio como la diferencia entre las distangia®gy S—Oa. b) Correcciones de la

energia libre obtenida, calculadas cc AGy,,w —AGe° +AGyrs % v C) Representacion

ilustrativa del subsistema cuantico y nomenclatura de los atomos importantes en la reaccion.

El estudio de la estructura electrénica de peroxinitrito y sus derivados, es bastante
sutil; incluso métodos que incluyen efectos de correlacion electronica como MP2
exhiben fallas en la descripcion de ciertas propiedades de estos sistemas.[39]
Particularmente, los métodos DFT en el nivel GGA dan lugar a barreras subestimadas
relacionadas con la subestimacion de la estabilidad del enlaceperoxi (O-O) en este tipo
de sistemas. De todas maneras, utilizando métodos postHF o aproximaciones DFT
hibrides se obtienen mejes resultadosen el célculo de las barreras (ver Tabla
[11.4).][40,41] Para comprobar que el camino de reaccibn muestreado en estas
simulaciones QM/MM no es distinto del que se obtiene utilizando otras metodologias,
se compararon las geometrias delet y ep determinadas mediante varios métodos,
obteniendo resultados similares en todos los casos (Tabla 11.5). Se propone entonces
una correccion en el célculo ds’ y 4G, con el fin de mejorar las predicciones

energéticas del funcional PBE (Figura Il1.J0b
AGyy_ym —AGRE°+AGis % e (ecuacion 111.3).
El resultado corregido con MP21@'= 8,4 kcal mol) se encuentra en muy buen

acuerdo con la determinacion experimental.

114



Tabla Ill.4. Energias de reaccion y activacion (kcal Maleterminadas para las especies
aisladas (en presencia de 4 moléculas de agua)
Método  E.x AG Enn AGy,
HF/dzvp 27,6 27,0 -59,4 -56,1
PBE/dzvp 5,7 59 -452 -425
B3LYP/dzvp 79 7,9 -57,6 -52,7
MP2/dzp 89 93 -61,4 -60,2

[11.3.3.2 Mecanismo de reaccion

La Figura 11.11 muestra la evolucién de las distancias importantes a lo largo de la
coordenada de reaccion. También, en la Tabla Ill.5 se pueden comparar los valores de
los pardmetros geométricos determinados con las distintas metodologias QM utilizadas
en esta seccion. En los reactivos, la interaccion entre” Qy€BIOOH es debida al
enlace deH entre S y @, interaccidn que se conserva durante todo el muestreo de este
estado del sistema. En et “temprano”, se puede observar un alineamiento de los
atomos S, @y Og, junto con una concomitante disminucion del enlagdNOComo se
describi6 en la seccion 111.2.2.2, en la oxidacion de tioles por el peréxido de hidrégeno,
se observa una transferencia de proton después de alcaesiz@aeh dar una molécula
de agua como producto.[6] Cabe sefalar que no se observa esta transferencia en la
reaccion con peroxinitrito. Ademas, la distancia-HD se mantienecercana a 1 A

durante todo el camino, resultando CysSOH y M3 productos del proceso.
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Figura Il .11. Evolucion de las distancias durante la reaccion. Las distancias S—Oa (negro),
0,—0g (rojo), On—H (azul), Q—N (verde) y Q—-N (celeste) expresadas en A se muestran en
funcién de la coordenada de reaccion. En el recuadro violeta se delimita la zetha del

Tabla Il .5. Comparacion de distintos parametros geométricos obtenidos eayatsi
epcon las distintas metodologias utilizadas (optimizacion de especies aisladas en presencia de 4
moléculas de agua y el esquema QM/MM

distancia angulo S-Q-Og diedro Q-Og-N-
S-O. (A) (grados) Oc (grados)
er et ep er et ep er et ep er et ep

distancia

Método

PBE/dzvp +4
aguas

430 298 169 145 1.62 257 1315 167.8 1093 25 58 9.9

B3LYP/AZVD 39 579 168 143 1.62 2.63 1344 1709 107.8 2.7 63 -29.2
+ 4 aguas

MP2/dzvp+4 ) o) 560 168 145 162 262 1274 1696 1085 3.1 1.3 9.7
aguas
esquema
319 290 1.72 1.49 1.82 272 130.7 170.1 1065 -2.4 35 -12.6
QM/MM?

#promedio de la propiedad en la ventana de muestreo del estado correspondiente

En la Figura 1l11.12 se observa la distribucion y reordenamiento de cargas durante
la reaccion. El ataque inicial del &tomo S sobgdi€ne lugar entre dos centros de carga
negativa, sin embargo, es un ataque nucleofilico, ya guactbDa como un electrofilo,
convirtiéndose en un atomo cargado mas negativamente a lo largo de la reaccion. A
pesar de que la disociacion final del peréxido dedg es homolitica, la reorganizacion
de los cargas de los oxigenos no es totalmente simétrica. Durante las primeras etapas de
la reaccidn, la carga que pierde el &tomo de S se localiza principakemedie Solo

después deet, la carga negativa del sistema se distribuye en el &mn Como era de
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esperar, el atomo Len el producto CysSOH tiene una fuerte carga negativa, y la carga
-1 en el anidn nitrito se distribuye por igual entgeydDc. Estos datos estan de acuerdo
con la correlacion de Brgnsted determinada experimentalmente entmn$tantes de
velocidad de segundo orden pH-independiente de la reduccién de peroxinitrito por
tiolatos, que muestra una constante nucleofilicidad de ~0.3,[42] lo que indica una

donacién parcial de un par de electrones del nucledfilo (tiolato)etn el

cona el o
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Figura lll. 12. Evolucion de las cargas (como poblaciones de Mulliken) en funcién de la

coordenada de reaccion. Como en la Figura Ill.11 el recuadro violeta indica la zeha del

Como puede observarse en la Figura 111.13, los cambios en los perfiles de
solvatacion estan intimamente asociados con la distribucion electronica. Mientras que el
atomo de S pierde su hidrofilicidad durante el curso de la reaccion, un atomaeed O
mucho mejor solvatado ya ened] y ambos @ y Oc mejoran considerablemente sus
estructuras de solvatacion en los productos. Una mirada global permite observar como

los productos mejoran la interaccion del sistema con el medio acuoso en comparacion

con los reactivos.

En resumen, la reaccion se produce a través del ataque nucleofilico del atomo de S
del tiolato sobre el atomo deaQlel peroxido, con el anion nitrito como el grupo

saliente, a través de una sustitucion nucleofilica bimolecwlarls barrera de energia
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libre se debe principalmente a la reorganizacion electronica apreciable junto con los
cambios en la estructura de solvatacién, asociados con la alineacion de atomog de S, O

y Og, el acortamiento de los enlaces $y00s-N y el alargamiento de 0.
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Figura Ill. 13. Cambios en la estructura de solvatacion de las especies durante la reaccion.
Arriba: funciones de correlacién radial de los atomos,S@@y N con los oxigenos del agua,
para reactivos, estado de transicion y productos. Abajo: estructuras representativas del

microambiente acuoso para los tres estados antes mencionados.

[11.4 Conclusiones

Los resultados presentados en las secciones previas, muestran que los mecanismos
de reduccion de distintos peroxidos por tioles de bajo peso molecular poseen
caracteristicas similares, aunque se pueden destacar algunas diferencias importantes. La
mas significativa desde el punto de vista mecanistico, esta referida a los productos de la
reaccion cuando se compara entg©Hy ONOOH como oxidantes; en el camino de
reaccion del primero ocurre una transferencia de proton para dar sulfenato y agua como
productos primarios de la reaccidn, mientras que no se observa esta transferencia en el
caso de peroxinitrito, probablemente debido al meKgdel acido conjugado del grupo

saliente (14 en el caso del agua y 3.4 en el casiNd®)H
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Estos cambios cualitativos también se ven acompafados en diferencias en la
energética de la reaccion. Como es de esperarse dadas las diferencias en las velocidades
de reaccion de peroxidos con tioles de bajo peso molecular, la energia de activacién de
la reaccibn con ONOOH es sensiblemente menor que la correspondientg;a H
probablemente debido en gran medida a la mayor labilidad del enlace O-O en el
peroxinitroso. En este punto cabe sefialar, que aunque los métodos DFT son capaces de
identificar estas diferencias energéticas, los resultados c¢@a &irojaron mejor
acuerdo con las determinaciones experimentales y tedricas previas que para el caso del
peroxinitrito, para el que ya se habian sefialado deficiencias a la hora de la descripcion

de su estructura electronica con métodos basados en DFT.[40]

La determinacion de los parametros termodindmicos de activacién a partir de la
dependencia de la constante de velocidad con la temperatura, es una medida
experimental que se complementa con la descripcion del mecanismo a partir de las
simulaciones. En particular, para el caso de la reaccion de Cys con ONOOH, se agregd
la dificultad de determinar estos parametros independientes del pH, ya que ambas
especies reactivas presentan equilibrios &cido-base Kg muy cercanos al pH
fisiologico, haciendo que la dependencia con pH sea de gran importancia para esta

reaccion en contextos bioldgicos.
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IV REDUCCION DE PEROXIDO DE HIDROGENO EN
PEROXIRREDOXINAS: BASES MOLECULARES DE LA
CATALISIS

V.1 Introducciéon

Como se describié en el Capitulo I, las Prxs son peroxidasas ubicuas de amplio
espectro. Catalizan la reduccion de peroxidos tales como peréxido de hidrog@es)o (H
hidroperdxidos organicos y peroxinitrito, a través de la oxidacién de un residuo de Cys
(Cys), que se produce a una velocidad varios érdenes de magnitud mayor que para la
Cys libre. Aunque esta reaccion ha sido ampliamente estudiada en diferentes Prxs, las
bases moleculares que subyacen la catalisis de reduccion del peréxido llevada a cabo

por estas enzimas, siguen siendo poco conocidas.

Es importante destacar que el sitio activo de Prxs esta altamente conservado (ver
Figura 1.6), y todas comparten una primera etapa del ciclo catalitico en la que el tiolato
de Qs se oxida a acido sulfénico:

Cys-S + ROOH — CySOH + RO (reaccion 1V.)
Este evento rapido, e interesante desde el punto de vista quimicotecemsisa §2
sobre el atomo de oxigeno reactivo del peréxido. Por lo tanto, la pregunta clave sobre
las bases moleculares de la capacidad catalitica de Prxs es entender cémo el
microambiente del sitio activo de estas enzimas puede acelerar en el ordéd@e 10
veces la reduccion de,8, (en términos de constantes de velocidad de segundo orden)
en comparacion con la reaccion no catalizada, es decir, la de Cys libre en solucion
acuosa. En primer lugar, la reactividad rapida se atribuyé al b&jode G/sp,
asegurando la disponibilidad de tiolato a valores de pH fisiologicos, sobre todo debido a

un par de residuos estabilizadores de carga, Arg y Thr, muy conservados en el sitio
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activo. Sin embargoa este fenomeno sélo puede atribuirse una aceleracion de hasta
diez veces en la velocidad de reduccion g@xh pH 7,4.[1] Recientemente, por medio

de un analisis estructural exhaustivo de miembros de diferentes subfamilias de Prxs, se
ha obtenido una vision completa de la estructura del sitio activo y su interaccion con el
sustrato peréxido.[2] Ademas, los autores proponen un modelo de estado de transicion
(et), en el que la formacion de una red compleja de enlaces de hidrégeno es responsable
de la estabilizacion dett Esta evidencia sugiere que tedas Prxs comparten el

mecanismo de reduccion de los hidroperéxidos.

En este Capitulo se presenta una investigacion del mecanismo de reaccién de
oxidacion de Prxs, utilizandgtAhpE como modelo. Esta enzima es una Prx de 1-Cys
que en solucién se encuentra como un dimero.[3] El andlisis estructural muestra la
semejanza, no solo en el nivel de secuencia, sino también desde un punto de vista
estructural, del sitio activo de esta Prx con otras proteinas de la familia.[3] Previamente,
se ha llevado a cabo una completa caracterizacién cinética,[4,5] encontrando que
MtAhpE reduce KO, con una constante de velocidad igual a 8.2%M&s* a pH 7.4y
25°C. La razon de nuestra elecciébn es que -mas alld de poder obtenerla en forma
recombinante y tener puesto a punto el protocolo de purificabldhpE muestra
cambios en la intensidad de fluorescencia intrinseca que se producen durante la
oxidacion proteica, facilitanddas determinaciones cinéticas directas, que no son
posibles en la mayoria de los otros casos, y para las que se necesitan enfoques
indirectos.[6] Por otro lado, la reduccion dgd4 por esta enzima es mucho mas rapida
que para la Cys libre, pero aun asi, no es tan rapida como para impedir la realzacion
experimentos cinéticos muy precisos utilizando metodologias de flujo detenido. Este
hecho nos permite determinar los parametros termodinamicos de activacion para la

oxidacion de la enzima, lo que no ha realizado antes para ninguna proteina de la familia.
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Ademas, también se utilizd un enfoque tedrico con el fin de identificar y caracterizar las
bases moleculas capaces de explicar la capacidad catalitica de estas enzimas. En
concreto, se calcul6 el perfil de energia libre para la reaccion, por medio de métodos
QM/MM con un esquema de muestrambrella sampling de forma similar a lo

descripto en el Capitulo anterior.

V.2 Métodos experimentales

Expresion y purificacion de proteinas.

MtAhpE se expres6 eitscherichia coliBL21 (DE3) (vector de expresion
pDEST17) como proteina recombinante marcada con His y se purific6 como se ha
descrito previamente.[3] La enzima fue reducida inmediatamente antes de ser utilizada,
por incubacién durante 30 min en frio en presencia de 2 mM de DTT. En caso de ser
necesario, el exceso de reductor fue removido por cromatografia de exclusion molecular
utilizando una columna de desalado Hi-Trap (Amersham Bioscience). La concentracion
de proteina se determin6 espectrofotométricamente a 280 nm, utilizando un coeficiente
de absorcién molar de 23950 %™, calculado de acuerdo con la secuencia de la
proteina utilizando la herramienta ProtParam en EXPASY,

http://web.expasy.org/protparamla determinacion de tioles se realizd6 mediante la

técnica de Ellman.[7] Todos los experimentos se realizaron en buffer fosfato de sodio
100 mM con 0,1 mM de DTPA a pH 7,4 y 25°C, a menos que se indique lo contrario.

Determinacion de los parametros termodinamicos de activacion de la oxidacion de
MtAhpE por H,O,

Las constantes de velocidad de la oxidadé\hpE por HO, a diferentes
temperaturas se determinaron aprovechando la disminucion de la intensidad de
fluorescencia intrinseca de la enzima que se producestrasidacion, como se

describié anteriormente.[#fIitAhpE se redujo por incubacién con ditiotreitol (DTI)
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mM durante 30 minutos a 4°C. El exceso de agente reductor se elimino por filtracién en
gel utilizando una columna HiTrap (Amersham Bioscience).MtAhpE reducida

(1uM) se mezclo6 rapidamente con exceso de concentracion d©H(8, 20, 40, 6QuM)

en buffer fosfato de sodio (0,1 M) mas 0,1 mM de DTPA, pH 7,4, utilizando un
espectrofluorimetro de flujo detenido a diferentes temperaturas (que van desde 10°C a
37°C), y siguiendda disminucion total de intensidad de fluorescengia £ 295 nm).

Las constantes de velocidad observadas fueron determipadajuste de los datos
experimentales a curvas exponenciales individuales. De las pendientes de los graficos
de constantes de velocidad observadas en funcién de la concentraci6@,deseH
calcularon las constantes de velocidad de segundo orden a diferentes temperaturas. En
esta reaccion, el tiolatoedMtAhpE y el peroxido protonado son las especies reactivas.
Dado que el valor deKa del residuo Cysen MtAhpE ha sido determinado en 5,2 a
25°C,[4] y el valor de I§; de HO, es 11,7[8], mas del 99% del tiol se encuentrao

tiolato y del perdxido esta protonado a pH 7,4, y por lo tanto, las constantes de
velocidad medidas a pH 7,4 son iguales a las constantes de velocidad independientes del
pH, de acuerdo con la ecuacion Ill.1 (ver Capitulo anterior). La energia de activacion
(Es) de la reaccion se obtuvo por ajuste de los datos obtenidos a la ecuacion de
Arrhenius. La entalpiaAH?) y la entropia de activacion®’) se obtuvieron a partir de

la pendiente y la ordenada al origen de la curva de Eyring, respectivamente.

V.3 Métodos computacionales

Detalles de las simulaciones de dindmica molecular clasica.
La estructura cristalina del dimero N#AhpE (PDBIid: 1XXU)[3] fue utilizada

como estructura de partida. La @g® configuré en su form@deprotonada. El sistema
se colocd en una caja octaédrica pre-equilibrada de 25 A de radio con moléculas de

agua TIP3P.[9] Todos los parametros de los residuos utilizados corresponden al campo
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de fuerza Amber parm99, con excepcién de los correspondientes en la molécula de
H.O,, que fueron desarrollados por un procedimiento estandar: las cargas parciales se
computaron utilizando el modelo de potencial electrostético restringido (RESP por sus
siglas en inglés) y calculos de estructura electronica por DFT con el funcional PBE. Las
distancias y los angulos de equilibrio, asi como las constantes de fuerza, se calcularon
utilizando los mismos métodos utilizados para @@kulos de cargas. Todas las
simulaciones se realizaron en condiciones periédicas de contorno con un valor de corte
de 15 A y el método de sumas de Ewald (PME) para el tratamiento de las interacciones
electrostaticas. Las longitudes de enlace de hidrégeno se mantuvieron en su distancia de
equilibrio utilizando el algoritmo SHAKE, mientras que la temperatura y la presion se
mantuvieron constantes con un termostato y bardstato de Langevin, respectivamente, tal

como se aplica en el programa AMBER.[10]

En el caso d&tAhpE libre—es decir, sin perdxido en el sitio activo-, el protocolo
de equilibracién consistio en (i) termalizar lentamente todo el sistema de 0 a 300 K
durante 20 ps a volumen constante, con restricciones armoénicas de 80 Keaf para
todos los atomos G (ii) equilibrando la presion de todo el sistema simulado durante 1
ns a 300 K con los mismos atomos restringidos. Después de estos dos pasos, se realizd
una simulacion d®M de 50 ns sin restricciones a temperatura constante (300 K). El
docking del peroxido al sitio activo de la enzima se llevo a cabo por conversion de una
molécula de agua seleccionada dentro del sitio activo en una moléculaOgde H
Después de realizar el mismo protocolo de equilibrio descrito anteriormente, se realizo

una simuhdén de DM de 20 ns restringiendo la distancia sSa®@aloresmenoesque 6

A

® El término docking se utiliza para describir el proceso computacional para predecir o generar una
conformacion de una molécula, al estar unida a otra
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Detalles de las simulaciones de dinamica molecular QN¥

Las simulaciones QM/MM se realizaron utilizando el codigo desarrollado en el
grupo de trabajo descrito en el Capitulo 11,[11] con protocolos y parametros similares a
los utilizados para las reacciones en solucion acuosa (Capitulo IIl). El si€ma
consiste en la molécula de®} y las cadenas laterales de los residuosi3y#\rgi16
(ver Figura IV.2). Para la region QM, los célculos se realizaron en el nivel de
aproximacion de gradiente generalizado (GGA), utilizando la combinacion de
funcionales PBE de intercambio y correlacion, con una tagepara la expansion de
los orbitales de un electréon.[12] La densidad electronica también se expandié en un
conjunto de bases auxiliar y los coeficientes para el ajuste se computaron minimizando
el error en la energia de repulsion de Coulomb. Con el objeto de explorar la energia
libre y el mecanismo de la reaccion, empleamos un esquema de muesinedla
sampling eligiendo como coordenada de reaccion la diferencia entre las distagcias O
Og y S-On (ver Figura IV.2), que fue muestreada de -1.7 a 1.4 A, dividido en 32
ventanas de simulacién, utilizando un potencial arménico con una constante de 200 kcal
molA?. Las configuraciones iniciales se gememaa partir de equilibraciones
preliminares clasicas de 1 ns en la que el soluto se traté clasicamente como un sistema
rigido, seguido por una simulacion QM/MM de 2 ps. Para cada ventana, las
simulaciones QM/MM de produccion se llevaron a cabo durante al menos 10 ps. Se
empled el algoritmo de Verlet para integrar las ecuaciones de Newton con un intervalo
de tiempo de 1 fs. Durante las simulaciones, la temperatura se mantuvo constante a 300

K usando el termostato Langevin.
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IV.4 Resultados y discusion

IV.4.1 Pardmetros termodindmicos de activacion
La dependencia con la temperatura de la velocidad de reducciopCdepét
MtAhpE a pH 7,4, se presenta en la Figura IV.1. Como se ha descrito previamente,[4] la
enzima cataliza la reaccién ~ 6 X*104s rapido en términos de constantes de velocidad
aparentes a pH 7,4 y ~ 5 x*1Méas rapido en términos de constantes de velocidad

independientes del pH, en comparacién con la reaccién con Cys libre a 25°C.[13]

a} b}ns- wlt

11.4

11.2 4

Inik)

11.0 4

10.8

0 10 220 30 40 S50 60 00032 0.0033 nn‘o:lu 0.0035
H,0, (1M) T (K
Figura IV.1. Dependencia con la temperatura de la reduccion,@g por MtAhpE a pH 7,4. a)
kobs (S7) en funcién de la concentracion dgdda T=9.5, 17, 25, 31 y 37°C; b) Gréficos de
Arrhenius y Eyring (inserjoconstruidos a partir de la informacién dé.as figuras
corresponden a un unico experimento que fue repetido 3 veces con resultados practicamente

idénticos.

Tabla IV.1. Constantes cinéticas de segundo orden y parametros termodinamicos de activacion
para la reduccion de B, por Cys libre o por la Cys reactiva SAhpE. Las desviaciones

estandar se muestran para los valores que se encuentran disponibles.

Cys libre? 14.9 17.0 16.4 (0.3) 1.7 (1.2) 15.9
MtAhpE- 8.2 x 10
5.7 (0.7 4.8 (0.5 -19.1 (1.9 10.5
Cys (1.5) (0.7) (0.5) (1.9)

& Informacién tomada de referencg]
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Sorprendentemente, el analisis de los parametros termodindmicos de activacion en
comparacion con los obtenidos para Cys libre (Tabla 1V.1), ilustran que la disminucion
de AG' se explica por medio de dos términos opuestos; si bien esta Prx es capaz de
disminuir en gran medidaH# —que es casi cuatro veces menor en presencia de la
enzima que en soluciénla contribucién entrépica desfavorableAst = 5,7 + 0,7 kcal
mol ™), significa que el término A represente mas de 50% del totaldd# a 25 °C
Esto puede indicar que el sitio activo de Prxs esta disefiado para mejorar
significativamente la interaccién con el de la reaccion, que deriva en ahmuy

ordenado (como se describe a continuacién), causando una disminuciénf@ta de

IV.4.2 Determinantes moleculares de la catalisis en MtAhpE

Previo a la exploracion del perfil de energia libre de la reaccion, el estudio de la
estructura y el comportamiento dindmico del dimdidhpE se realizé por medio de
simulaciones clasicas de DM. Como ocurre en todas las Prxs,s€ysbica en el
extremo N-terminalde la hélice a2 en la parte inferior del sitio activo y la carga
negativa de su tiolato se estabiliza principalmente por residuos conservados de Thr y
Arg (Thrs2 y Argiis enMtAhpE). En particular, la Arge se posiciona fuertemente hacia
Cyse a través de la interaccion con otros dos residuos: lg Glyormente conservada
y el esqueleto de Prg. Aunque & Cyse se encuentra en la base del sitio, el tiolato
muestra una significativa solvatacion, ya que no es un sitio activo hich@fétor otra
parte, en presencia de;® en el complejo de Michaelis (estado reactigg, 2-3
moléculas de agua también estan presentes, pero el grupo tiolato pierde parte de la

solvatacién (ver Figura IV.2).

El er se caracteriza por una fuerte interaccién de tipo enlace de hidrogeno entre S

y Oa, con un angulo A-0OB de ~90° (Ver Figuras IV.3 y tabla IV.2). Ademas de la
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interaccion entre el atomo de azufre de (Qy$1,0,, el peréxido se encuentra en esta
posicion particular en el interior del sitio activo, debido a dos enlaces de H débiles con
el atomo deN de la amida de ¥ y con N3 de Argie Una comparacion de este
complejo de Michaelis con el obtenido por cristalografia de rayos X en la TPx de
Aeropyrum perniXla Unica estructura determinada experimentalmente de una Prx con
H,O, en su sitio activo),[14] muestra algunas diferencias sutiles; aunque el peréxido se
mantiene por interacciones muy similares en ambos casos, el colpldta:HO;
presenta una distancia S-On poco mas larga y un angulo ®-Og cuasi-lineal. Estas
diferencias son posiblemente atribuibles a que como fue discutido por Hall y
colaboradores,[2] el modelo obtenido para el compgbPx:H,O, corresponde a una

situacién con ~75% de los cristales en estado reactivo y el 25% restante como producto.

air)

ar) ini-ﬁgradu

distancia radial (A

Figure IV.2. Correlacion radial entre el atomo de S desGp®s oxigenos de moléculas
de agua para la enzima libre (negro) y para el sitio activo ocupade@o(rbjo). En linea
punteada se muestra también la integracion de las mismas.

Las simulaciones QM/MM con muestrembrella samplingse iniciaron a partir
del er modelado clasicamente (ver Figura 1V.3), y la reaccidén se consider6 como una
Sa2, eligiendo como coordenada de reaccion la diferencia entre las distagedasyO
S-Oa. El perfil de energia libre obtenido se representa en la Figura 1V.4. La reascion

claramente exergobnica, con un cambio en la energia libre de reaccién de aldededo
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38 kcal mof', también de acuerdo con la informacién para la reaccién no catalizada.[15]
Incluso aunque muestra ud&’ de ~14 kcal mél, resultando en una sobreestimacion
modesta en comparacion con la determinacion experimental (véase la Tabla IV.1),
representa una disminucién de ~4 kcal tneh comparacién con lo mostrado en el
capitulo previo para un tiolato modelo en solucion acuosa, lo que es coherente con la
determinacién experimental defG’ = 5,4 kcal mol y con el incremento de ~5000

veces en la reactividad observada respecto a la reaccion no catalizada.

Figure IV.3. Representacion del compléytAhpE:H,O,, junto con una representacion

esquematica del subsistema cuaniieo)as cadenas laterales de ¢ysArgi1s Yy la molécula
de HO,. Cédigo de colores: H, blanco; C, cele€erojo;, N, azul S, amarillo. Los atomos link

Se muestran en gris.

Como se discutié anteriormente, este esquema de simulacion permite obtener una
visiébn microscopica del mecanismo de reaccion, asi como una descripcion detallada de
las propiedades del sistema en diferentes etapas del proceso. Segun lo propuesto por
Hall y colaboradores,[2] la reaccidén consiste, al menos en las primera etapas, en una
sustitucion {2 bimolecular simple, con S como nucleodfilo ¥ @mo electroéfilo. El
conjunto de factores moleculares que determina la catalisis puede ser interpretado en el
marco tedrico de la estabilizacion @[16] para lo cubuna descripcion detallada del

comportamiento deetes de gran importancia.
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Figure IV.4. Perfil de energia libre (kcal/mol) para la reduccién g@,Hhor MtAhpE. Nétese

que la coordenada de reaccion elegida (A) es la diferencia entre las distangigOs-Q.

=

Figure IV.5. Estructuras representativas del sitio activo en estado de reactivos (a) y productos
(b) obtenidas mediante las simulaciones de dinamica QM/MM.

En primer lugar, como se esperaba para este tipo de sustitucioeegseatasi
“lineal", con un angulo (S-Q0g) de ~160°, donde el enlace perotida esta
practicamente roto y el enlace X-6sta en proceso de formacién (véase la Figura IV.5
y la Tabla IV.2). El acercamiento y la alineacién de los &tomos de oxigeno del peréxido
con el tiolato, es guiado por cambios en las interacciones eiidseyHa enzima que se
describieron para @r. En elet, Oy se localiza por un fuerte enlace de H con el &tomo

de N de la amida dey& y por la interaccidén con Aigs Esta Argisjunto con la Thy,
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retienen el atomo de S en la posicién reactiva.g@eda por fuera del bolsillo e
interactia con moléculas de agua. De hecho, los residuos del sitio activo presentan una
compleja red de enlaces de H intra e intermoleculares (Figura IV.5). Si bienyNagy
colaboradores informaron que un segundo residuo de Arg conservado en algunas
familias de Prx (Prx1, Prx6 y AhpE),geria un papel clave en la catalisis,[17] el papel

de este ultimo residuo es objeto de debate.[2,18] Estas simulaciones indican que si hay
un papel de esta segunda Arg es indirecto, ayudando en la construccién de la
arquitectura del sitio activo. Las interacciones fuertes con los residugg Arghra,

son las princip@sresponsables de la estabilizacioh eley la concomitante reduccion
significativa de4H’, que a su vez resulta en una disminuciérdén, a pesar de la

contribuciéon entropica desfavorable.

Figure IV.6. Dos vistas de una estructura representativa del sitio activo en el estado de
transicion obtenidas mediante las simulaciones de dinamica QM/MM.

Similarmente a como se describié en el capitulo previo, la reaccion es conducida
por la tendencia de un atomo de oxigeno del perdoxido que esta ligeramente cargado a
ser aun mas negativo, por lo tanto, el sistema debe experimentar una significativa
redistribucion de carga. La dependencia de las poblaciones de Mulliken de los atomos

pertinentes en la reaccion se muestra en la Figura IV.7. Al mismo tiempo que el atomo
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de S pierde carga negativa, su carga es adquirida por los dos atano©L El
conjunto de interacciones descritas anteriormente, guia este proceso, lo que permite que
la redistribucion de carga tenga lugar con un costo energético menor en comparacion
con la reaccion en solucidn acuosa.

Tabla IV.2. Evolucién de los parametros estructurales relevantes durante la reaccion. Los

valores son calculados como el promedio de dicha propiedad durante la simulacion QM/MM

correspondiente a cada estadn €t, ep). Distancias en angstroms, angyadiedros en grados.

pardmetro estructural

distancia(Se-O,) 3.08 231 1.67
distancia(Ox-Og) 148 191 276
angulo (Se-0a-Og) 94.1 161.6 114.2
distancia(Og-Hy) 1.94 2.00 1.01
diedro (Oa-Se-N-Ny) -14 81 -73.9
distancia(Sp-N,) 3.38 3.28 4.8
distancia(Sp-N3) 3.32 348 343

distancia(Se-Ogiconol e~ 3.01 3.07  4.19

distancia(Oa-N3) 3.81 322 258

distancia(Og-N3) 3.20 4.03 4.68

distancia(OA-Namigacyss3  3.08 2.31  1.67

distancia (NZ'Qarboxilico GIU4Q 3.99 385 3.77

distancia (N2-Q139) 2.80 2.78 2.85

Después de que el sistema ha alcanzadst, edle produce una transferencia de
proton de Q a s, como se inform6 anteriormente para la oxidacion de tiolato modelo
de bajo peso molecular por®h.[15] Por lo tanto, la reaccion produce la oxidacion de
Cys a la forma deprotonada del acido sulfénico fgy3 y una molécula de agua. El
estado de productogq) se caracteriza por importantes cambios en el microambiente
del sitio activo, la Arghg Se mueve dentro del sitio activo con el fin de mantener los

contactos con los atomos de S y, @& cadena lateral de Gys recién oxidada pierde
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su interaccion con Thr y la carga negativa concentrada en el atomo gee$da
estabilizada por Args (tanto que un proton puede ser considerado como "compartido”
por estos dos residuos) y la fuerte interaccion con el N amida y las aguas que llenan el

bolsillo (véase la Figura IV.4).

carga (e)

LK}

b I| !;_' L1 s

covrdenada de reaccion (A)

Figure IV.7. Evolucién de las poblaciones de Mulliken (e) de S (negrofr@p) y Os

(azul), en funcién de la coordenada de reaccion.

IV.5 Conclusiones

En resumen, los calculos sostienen la idea de un mecanismo de tipo sustitucion
nucledfilica bimolecular &, con una transferencia de protén interna. No se observé
evidencia de catdlisis acido-base. Por lo tanto, la extraordinaria capacidad catalitica de
estas enzimas en la reduccién de peréxido de hidrégeno no esta relacionada con un
cambio en el mecanismo general en comparacion con la misma reacciéon en solucion
acuosa. El poder de las Prxs radica en su capacidad para estabdtzaaglque eér,
debido a su disefio del sitio activo, que es capaz de ensamblar una compleja red de
enlaces de H activando ambas especies reactivas, es ggcy € sustrato peroxido.

En particular, la evidencia sugiere que los residuos de Arg y Thr presentes en el sitio
activo —y corservados en toda la familia Prx—, son los maximos responsables de esta

estabilizacion diferencial. La importancia de estos residuos en la catalisis ha sido
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testeada por mutagénesis sitio dirigida en otros miembros de la familia.[19] Los
parametros de activacion determinados experimentalmente estan en buen acuerdo con
este tipo de estabilizacién det e indican que la gran disminucién déG’ en
comparacion con la reaccién no catalizada, puede ser explicada sobre todo por el
término entélpico, cuya disminucion es tan importante que es capaz de superar la

desfavorable contribucion entrépica.
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V SELECTIVIDAD POR SUSTRATO OXIDANTE EN

MtAhpE
V.1 Introduccion

En capitulos anteriores se presentd y ahond6 en aspectos importantes de la
funcion, estructura, dindmica y catdlisis en Prxs. En esta parte del trabajo se
profundizara sobre un aspecto diferente en el conocimiento de esta familia de enzimas,
relacionado con la variabilidad que presentan los miembros de esta familia en la
velocidad con la que catalizan la reduccion de distintos peroxidos, brindandole a las
diferentes subfamilias de estas proteinas especificidad por el sustrato oxidante

particulares.

Las Prxs catalizan la reduccion de diferentes peréxidos tales como el peréxido de
hidrégeno, los hidroperdxidos organicos y peroxinitrito.[1,2] Los tiolatos de bajo peso
molecular, asi como los tiolatos de proteinas no peroxidaticas, son mas reactivos hacia
perdxidos con menorkp en su grupo saliente.[3] Por el contrario, la selectividad por
peroxidos difiere entre subfamilias de Prxs. Por ejemplo, se han reportado que las
constantes de velocidad para la reduccién g8, ONOOH por el tiolato de Cysle
la subfamilia Prx1-AhpC (Prxs de 2-Cys tipicas) son similares o incluso superiores para
H.O,, a pesar de ser OHIn peor grupo saliente que nitrito.[4-8] Por otra parte, la
reduccion de &cido peroxinitroso pesPrxV es ~18 veces mas rapida que la reduccion
de HO,, de acuerdo con la tendencia esperada mencionada anteriormente. Sin embargo
en esta subfamilia, la reduccion de hidroperéxidos artificiales organicos, cdsre el
butilhidroperdxido BuOOH) y el derivado de cumeno (CumeneOG#s$ynucho méa
rapida de lo esperado de acuerdo a Idss gle los alcohek correspondientes.[9,10]

Estos hidroperoxidos organicos también resultaron ~ 100 veces mas reactive®gue H

en los miembros de la subfamilia tiol peroxidasa (Tpx).[11] En las dos subfamilias,
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PrxsV y Tpx, el aumento de reactividad hacia hidroperdxidos organicos se ha
relacionado con la presencia de un collar hidrofébico de cadenas laterales apolares
alrededor del sitio activo que podria interactuar mejor con estos sustratos,[12] como fue
sugerido inicialmente a partir de la estructura cristalografiddsBexV co-cristalizada

con benzoato en estrecha cercania al bolsillo del sitio activo.[13] Sin embargo, las bases
moleculares de la especificidad de sustrato oxidante en Rsksomo en otras

peroxidasas dependientes de tioles,[14] no han sido determinadas adn.

Loumcncy

Flugy =

T T T T T T T ¥ T
2 4 E 8 10 12 LE] 16 18

pK (ROH)

Figura V.1. Gréfico de Brgnsted de la oxidacionMBAhpE con varios oxidantes. Se muestra
la relacion entre el logaritmo de la constante de segundo orden independiente del pH con
respecto al i§, del acido conjugado del grupo saliente de la reaccion. Los peréxidos que se
muestran son ONOOH (grupo saliente NAHCO, (grupo saliente C£), CumeneOOH
(grupo saliente Cumené®H,O, (grupo saliente Oly t-BuOOH (grupo salienteBuO). Se
muestra también como los hidroperéxidos derivados de acidos grasos (grupo salientaéG-O
se comportan dentro de la tendencia esperada (rojo). Modificada de refet8cia [

En el caso dMtAhpE, la velocidad de reaccion con hidroperdxidos derivados de
acidos grasos es extremadamente rapida, con constantes de velocidad del orflen de 10
M7s?, siendo 1810* veces mayor que para.®h.[15,16] Esta reactividad con
hidroperédxidos de &cidos grasos no concuerda con la esperada sel§udetigrupo

saliente (ver plot de Brgnsted en la Figura V.1), considerando que si biég, bs lps
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alcoholes de estos &acidos grasos no han sido determinados, no deberian ser

significativamente distintos a los de otros alcoholes alifaticos (>10).[17]

En base a la estructura informada de la enzima,[18] se sugiri6 que un surco
hidrofobico superficial presente en la interfaz entre las subunidades de la enzima
dimérica, podria facilitar la interaccién B#AhpE con este tipo de hidroperoxidos.[15]

En las siguientes secciones se presenta una combinacidén de experimentos de cinética y
equilibrio, junto con simulaciones computacionales clasicas e hibridas QM/MM, con el
fin de comprender a nivel molecular la selectividad MIEAhpE por sus sustratos

oxidantes.

V.2 Métodos experimentales

Reactivos

El sulfonato de 1-anilino-8-naftaleno (ANS) proviene de Molecular Probes. El
DTT y el DTPA fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. El &cido 12S-hidroperoxi-5Z, 827,
10E, 14Z-eicosatetraermmm5,6,8,9,11,12,14,15-d8 (12-HpETE), 4-hidroxi-2E-nonenal
(4-HNE) y 4-hidroperoxi-2E-nonenal (4-HpNE) se obtuvieron de Cayman Chemicals.
La expresion, purificacion y reduccion BNBAhpE se realiz6 como fue descripto en el
Capitulo anterior. Todos los experimentos se realizaron en buffer fosfato de sodio 100

mM con 0,1 mM de DTPA a pH 7,4 y 25°C, a menos que se indique lo contrario.

Mediciones cinéticas de oxidacion MtAhpE

Las constantes de velocidad de oxidaciorMd&hpE por 4-HpNE y 12-HpETE
se determinaron siguiendo la disminucion de intensidad de fluorescencia intrinseca
proteica (Aexc = 295 nm), que se produce durante la oxidacion.[16] M&AhpE
reducida tipicamente 0,1 UM se mezclé rapidamente con hidroperoxido en exceso

usandoel equipo de flujo detenido (Applied Photophysics SX20) como se describio
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previamente. Las constantes de velocidad observadas de disminucién de fluorescencia
(kob9 Se determinaron mediante el ajuste de una funcion monoexponencial a los datos
experimentales, y las constantes de velocidad de segundo orden para las reacciones
fueron obtenidas a partir de la pendiente de la recta del gkgfia@rsus concentracion

de peroxido. Como 4-HpNE es un aldehido, que podria reaccionar como un electrofilo
con Cys u otros residuos nucleofilicos en las proteinas,[19] se realizaron experimentos
de control de mezclBItAhpE con 4-HNE. Para obtener los pardmetros termodinamicos

de activacién de oxidacion ddtAhpE por 12-HpETE, se realizd el experimento a
cuatro temperaturas diferentes (que van de 8°C a 25°C). El rango de temperatura se
limitd entre 8-25° C debido al hecho de que las velocidades de reaccion son demasiado
rapidas para ser seguidas en este equipo de flujo detenido (tiempo de mezcla <1,1 ms) a
temperaturas mas altas. La entalpid#( y la entropia AS) de activacién se
obtuvieron de la pendiente y la ordenada al origen de la curva de Eyring,

respectivamente, utilizando un andlisis de datos basado en la ecuacion de Eyring.

Ensayos fluorimétricos con ANS

Las mediciones de fluorescencia se realizaron utilizando un espectrofluorémetro
Jasco FP-6500 con una cubeta de cuarzo de 3 x3 mm. Los anchos de banda de
excitacion y de emision se fijaron en 4 nm. La excitacion se realiz6 a 295 nm para
excitar los residuos triptéfano (Trp) de la proteina y/o a 380 nm para excitar al ANS. La
eficiencia de la transferencia de energia de resonancia de Foérster (FRET) se evalud
mediante la determinacion de la intensidad de fluorescencia total de los residuos de Trp
de MtAhpE (en presencia de DTT 1 mM) después de afiadir concentraciones crecientes
de ANS. El experimento se repitido a tres concentraciones diferentdsAtpE (1,5
UM, 3 uM y 8 pM). Asumiendo un modelo desitios de union idénticos y no

interactuantes, la disminucion relativa de fluorescencia total puede ser descrita por:
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—1-K,[AhpElrx—nK4[AhpE]r— \/ (1+K4[ARDE]Tx +nK4[ARDE]r)2—4nKZ[AhpE]2x

1-L£ =
Fo —2Kq[AhpE]T

(ecuaciorV.1, ver Apéndice I)
donde F es la fluorescencia tota, ¢orresponde a la intensidad de fluorescencia de
MtAhpE en ausencia de ANE, es la constante de asociacidnes el coeficiente
estequiométrico de ANS por monomero BBRAhpE y x = [ANS]/[AhpE];. Esta
ecuacion fue inicialmente ajustada de forma independiente para cada concentracion de
MtAhpE, y después se realiz6 un ajuste global (donde la ecladids®e ajusto a todo

el conjunto de datos). No se observaron diferencias significativas entre los dos ajustes.

V.3 Métodos computacionales

Docking y dinamica molecular clasica

La estructura cristalina del dimefdtAhpE en el estado reducido (PDBid:
1XXU)[18] fue utilizada como estructura de partida. Se configur® @¥& = 5,2)[16]
en la forma desprotonada reactiva. El sistema fue solvatado con las moléculas de agua
TIP3P utilizando el método habitual, en una caja octaédrica de 12 A de dimensién.[20]
Todos los parametros de los residuos utilizados corresponden al campo de fuerza
AMBER parm99,[21] a excepcidn de los sustratos de peroxido, que fueron
desarrollados por un procedimiento estandar. Las cargas parciales se calcularon
utilizando el método de potencial electrostatico restringido (RESP) y los calculos DFT
de estructura electrénica con el funcional PBE y el conjunto de losfs Las
distancias y angulos de equilibrio, asi como las constantes de fuerza, se calcularon
utilizando los mismos métodos y conjunto de bases utilizados para el calculo de las
cargas.

Con el fin de obtener las estructuras iniciales del compiefdhpE:peréxido, se

realizd un experimento de docking sesgado[22] para el sustrato 15-HpETE utilizando la
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informacion obtenida previamente para la interaccion gl@, lén el sitio activo de la
enzima (ver Capitulo V). Por lo tanto, la posicion del grupo peroxido fue fijada y sobre

el resto de la molécula se realiz6 el docking. Las estructuras iniciales para los complejos
MtAhpEt-BuOOH y MtAhpE:4-HpNE se obtuvieron a partir de estructuras
termalizadas del complejptAhpE:15HPETE. Todas las simulaciones se realizaron
bajo condiciones periddicas de contorno utilizando el método de particulas de Ewald
(PME) para el tratamiento de las interacciones electrostéticas con un valor de corte de
10 A. Las longitudes de enlace de hidrogeno se mantuvieron en su distancia de
equilibrio utilizando el algoritmo SHAKE, mientras que la temperatura y la presion se
mantuvieron constantes con un termostato y barostato de Langevin, respectivamente, tal
como se aplica en el programa AMBER. En todos los casos, el sistema se optimizé
durante 1000 pasos. Luego, se termalizé lentamente de 0 K a 300 K durante 20 ps a
presion constante, con el termostato de Berendsen, y la presion se equilibré a 1 bar por
5 ps. Después de estos dos pasos, se realiz6 una simulacion de DM de 10 ns a
temperatura (300 K) y volumen constante. También se realizaron simulaciones de DM
en elensembléNTP para cada sustrato libre (es decirHE=TE, 4-HpNE t-BuOOH y

H.0,). Posteriormente, se realizaron dos trayectorias de 100 ns en las que se aplicé una
restriccién “tipo mun” para las distancias entre el atomo de azufre y el 4&tomo de
oxigeno peroxidatico a un valor menor a 3,5 0 a 10 A. Los célculos de energia libre de
asociacion se realizaron en el nidM/GBSA,[23] seleccionando 200 estructuras con

una distancia entre los atomos reactivos menor o igual a 3,5 A. Se utilizé el mismo
conjunto de estructuras para calcular la diferencia en el area superficial accesible al

solvente (SASA) tras la union de los sustratos, definidos como:

ASASA= SARMneroon—( SARA SASH) (ecuacion V.2)
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Simulaciones hibridas QWIM

Las simulaciones QM/MM se llevaron a cabo con idénticos protocolos y
parametros a los que se describieron en el Capitulo IV. El sistema QM consistié en el
motivo HsCOOH del 15-HETE (dos de los 4&tomos de H del grupo metilo Kok
atomg junto con las cadenas laterales de la;sC¥8ysp) vy la Argiis Se empled el

método de posicion escalada para describir los limites QM/MM.[24]

Para determinar el perfil de energia libre y el mecanismo de reaccion, sé emple
un esquema de muestrembrella samplingeligiendo como coordenada de reaccion la
diferencia entre las distancias-Qg y S-Oa, que fue muestreada de -1,7 a 1,2 A,

dividida en 31 ventanas de simulacion.

V.4 Resultados y discusion

V.4.1 Reduccion de peroxidos por MtAhpE

Con el fin de evaluar si la reactividad de los hidroperoxidos derivados de &cidos
grasos depende de la longitud de la cadena alifatica, se determind la constante de
velocidad de segundo orden de la reduccion de 4-HpNBVIp®hpE, como se hizo
previamente para una variedad de sustratos.[15,16] En el tiempo caracteristico de
oxidacion por el hidroperéxido no se observo reaccion con 4-HNE (ver Figura.V.2,a)
Esto es consistente con el hecho de que las reacciones de residuos de Cys con este
electréfilo son mucho mas lentas, y, por ejemplo, la constante de velocidad de
oxidacion de la unica Cys libre en albumina de suero humano se ha reportado como 30
M™s[25] El cambio de fluorescencia intrinseca de la enzima en el transcurso del
tiempo se muestra en la Figura V.2,a, junto con la dependencia de la constante de

velocidad observada con la concentracion de hidroperéxido (Figurg.V.2,b
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Figura V.2. Cinética de oxidaciéon ddtAhpE por 4-HpNE. a) Las mediciones en flujo
detenido de los cursos temporales de oxidacion se realizaron en presencia de buffer 200 mM
NaPi pH 7.4 mas 0.1 mM DTPA y 25°C. Llkag se determinaron a partir del ajuste de
funciones monoexponenciales a los datos experimentales. En rojo se muestra un curso temporal
de la mezcla con 4-HNE, demostrando que en el tiempo de incubacion no se produce cambio de

intensidad de fluorescencia. b) Dependencik,gieon la concentracién de 4-HpNE.

Tabla V.1. Resumen de las constantes de oxidaciavt#dpE por diferentekidroperoxida.

: . k (M's?) :
Hidroperdxido Referencia
pH 7.4, 25°C
H.,0, 8.2 x 1¢ [16]
ONOOH 1.9 x 10 [16]
t-BUOOH 8.0 x 14 [15]
CumeneOOH 4.0 x 1d [15]
4-HpNE 6.0 x 10 esta tesis
15-HpETE 1.8 x 16 [15]
12-HpETE 3.5x 16 esta tesis
hidroperéxidos derivados
o o 2.7x 10 [15]
del acidoa-linolénico®

*mezcla de hidropéroxidos formados por la reaccion catalizada por lipooxigenasa

La constante de velocidad de segundo orden resulté de (6,0 + 0,AMx'€8 3
veces menor que las determinadas parBldiBTE,[15] pero 3 ~ 4 6rdenes de magnitud

mayor en comparacion con la reactividad dgO4l t-BuOOH o CumeneOOH
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informadas anteriormente,[15,16] confirmando la significativa preferencia de esta Prx
para este tipo de sustratos, y lo que sugiere que la longitud de la cadena alifatica puede
desempefiar un papel clave en la modulacion de la reactividad, siendo mayor cuanto
mas larga es la cadena carbonada. Ademas, la posicion del hidroperoxido en la cadena
alifdtica no parece ser tan importante para la reactividad, ya que la oxit#ébpE

por 12- y 15HpETE ocurrié a velocidades similares (Tabld). Una comparacion de

la constante de velocidad de la oxidacion ge-Qkox) para un conjunto representativo

de sustratos se presenta en la Tabla

14.00 -

13.75 1

——— T ——T——
G2 G4 08 08 1.0 1.2 14 18 148 20

13.50 4 [12-HpETE] (M)

In (k/T)

13.251

13.00

T N T T T i T T T N 1
0.00335 000340 000345 000350 000335 0.00360
1T (K™

Figura V.3. Determinacién de los pardmetros de activacion de la oxidacibtAleE por 12-
HpETE. Los parametros de activacion se determinaron a partir de este gréafico de Eyring a partir
de las constantes de segundo orden determinadas a distintas temperaturas (valorestpromedio
desvio estandar a partir de 3 experimentos distintos). Recliggd(s?) en funcion de la

concentracion de 12-HpETE a T=%7(m), 15°C (A), 18.9°C (@) y 25°C (#).

La dependencia de la constante de velocidad de oxidadtdmpE por 12-
HpETE con la temperatura se muestra en la Figura V.3. En la V&bke reportan los

parametros termodinamicos de activacion obtenidos por analisis de Eyring, en
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comparacion con aquellos determinados previamente pa@ KCapitulo V)
Curiosamente, la disminucién neta&ié’ para hidroperéxidos de alquilo se debe a un
efecto entrépico, que compensa en exceso los valores observadoa/paen
comparacion con #D,. Esto probablemente se debe a una sutil combinacién de
cambios en las interacciones proteina-hidroperoxido, la dinamica de la proteina (ver

abajo) y los efectos del solvente.

Tabla V.2. Parametros de activacion de la oxidacion de MtAhpE por H,O, y 12-HpETE.

Hidroperéxido AH(kcal/mol) A4S (cal/Kmol) 4G’ (kcal/mol)

H,0,* 48+0.5 -19.1+1.9 10.5

12-HpETE 8.2+0.3 8.0x1.0 5.8

& Informacién tomada del Capitulo IV

V.4.2 Caracterizacion del surco hidrofébico

Una caracterizacion estructural y dindmica d&tAhpE reducida muestra una
region hidrofébica expuesta en la interfaz de dimerizacién, que comprende cadenas
laterales no polares de las dos subunidades, que a su vez han sido sefialadas como
posibles participantes en la interacciébn con hidroperéxidos de acidos grasos en el
complejo de Michaelis, localizando al perdoxido en una conformacion reactiva.[15] Con
el fin de caracterizar este parche, se analizé la interaccion de la enzima reduacida ¢
ANS.[26,27] Se ha demostrado que esta sonda fluorescente proporciona valiosa
informacion sobre la existencia de bolsillos hidrofébicos accesibles al solvente y con
una carga positiva cercana.[27] Estos sitios de union promueven el aumento del
rendimiento cuantico del ANS con un corrimiento concomitantgudsmision hacia el
azul. En concreto, sélo algunas proteinas nativas presentan este comportamiento; entre

ellas podemos mencionar proteinas de membrana y proteinas de unidén a acidos grasos
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(u otros ligandos hidrofobicos).[28,29] Observamos inactivacion de la fluorescencia
intrinseca de la proteina con cantidades crecientes de ANS (Figura V.4, recuadro) y un
aumento concomitante del rendimiento cuantico de la fluorescencia de ANS
(informacibn no mostrada), ambos fenémenos mostraron dependencia con la
concentracién de ANS. Utilizamos estas propiedades para determinar los parametros de
union para esta interaccion como se describe en Métodos. La Figura V.4 muestra las
curvas de union a tres concentraciones diferentes de proteina, para las que la ecuaciéon 1
se ajustd a cada serie de datos por separado y también a todo el conjunto de datos en un

ajuste 3D, sin observar diferencias significativas.

0.8+

0.6+

0.4 4

Flouresoencia (u.a.)

0.2

I.'ﬂ.|n|:|'||

nn 1 T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35
[ANS] /[MtAhpE],

Figura V.4. Isotermas de unién de ANSVWAhpE. Las curvas se determinaron a 25°C y pH
7.4. Laenzima 1.5 uM (m), 3 uM (@) y 8 uM (A), se incubo con concentraciones crecientes de
ANS. La dilucién total se mantuvo siempre debajo del 15%. La disminucién del rendimiento
cuantico de fluorescencia de los Trps se detect6 capdm295 nm y registrando los espectros
entre 305 y 400 nm (recuadro). El descenso relativo de la fluorescencia se grafico en funcion de
la relacion [ANS}[MtAhpE];. Se ajusté la ecuacion V.l a los puntos experimentales, con
parametros globales ae= 1.04 + 0.01 ¥, = (0.16 + 0.02) puM.

El analisis de las curvas de unidbn muestra una estequiometria de un equivalente de
ANS por mondmero de enzima con una constante de asociacion termodinamica de (0,16
+ 0,02) pM'. Estos resultados confirman la presencia de un parche hidrofébico

expuesto. Ademas, la constante de asociacion medida esta en el orden de las proteinas
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de unién a &cidos grasos tales como sero-albimina bovina (0,3R[26Y! pero no
dentro del rango de valores usualmente atribuidos a la union de ANS a estados “globulo
fundida’ (1-5 x 10%) uM™,[30] lo que sugiere fuertemente la presencia de un sitio de

unién bien definido.
V.4.3 Bases moleculares de la interaccion enzima-sustrato

La interaccion de diferentes sustratos@b t-BuOOH, 4-HpNE y 13-pETE)
con la enzima se estudi6 mediante simulaciones de DM de 100 ns, después de un
docking molecular sesgado para obtener las estructuras de los complejos. El
peroxinitrito no se incluyd en este analisis comparativo ya que hemos demostrado que la
quimica y la reactividad de este peréxido podrian ser algo diferentes en comparacion
con los sustratos aqui analizados (Capitulo 1ll). Por lo que se observo previamente para
H.O, en el complejo de Michaelis, el grupo peréxido interactia directamente con los
diferentes elementos estructurales del sitio activo de la enzima, generando una compleja
red de enlaces de H que involucran principalmente a los residuesT@ks y Argiie
Estas interacciones localizan al electréfilge ©@n contacto muy estrecho con el
nucledfilo ($), como se observé para los diferentes sustratos. No obstante, la porcion
"no reactiva" de los sustratos de cadena mas larga que interactian con la enzima,
también pueden desempenfar un papel importante en la reactividad diferencial observada
(efecto Circe).[31-33] Ademas, como la reactividad se correlaciona con la longitud de la
cadena alifatica de los hidroperéxidos, se analiz6 como esta caracteristica estructural
podria modificar la interaccion con los sustratos. Una comparacién del comportamiento

de estos hidroperoxidos se presenta en la Figura V.5.
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Figura V.5. Interaccion entre la enzima y sus distintos sustratos. a) Distribucion de las
distancias 0, para los distintos sustratos, obtenidas a partir de DMs de 100 ns. b) Se
muestran las energias libres de union determinadas con el modelo MM/GBSA (barrgs/negras

las ASASAcalculadas (barras grises), ambas relativas al valor calculadoaard 6k valores
absolutos para #,: 4Gynien = -3.2 kcal mof; ASASA= -160 A2, Los valores promedios y
desvios estandar corresponden al calculo realizado para un conjunto de 200 estructuras

muestreadas durante la DM.

La distribucion de la distancia-®a se representa en la Figura V.5,a. Aunque
todos los hidroperoxidos considerados muestran una probabilidad méxima a
aproximadamente 3 A, que es la distancia reactiva para este par en el complejo de
Michaelis, se observan distribuciones muy estrechas pakHpBBE y 4-HpNE, con
frecuencia casi nula para cualquier distancia mayor que 3,5 A, mientras que
hidroperoxidos mas pequefios, tales corpOty t-BuOOH, fueron proclivea explorar
otras conformaciones del complejo no reactivo. Esto principalmente se debe a la
interaccién colectiva de la cadena alifatica larga de 4-HpNE RpESFE con el surco
hidrofébico deMtAhpE, que permite que el grupo peroxido se ubique firmemente en el
sitio activo. Para cuantificar ain mas este fenomeno, se calcularon las energias libres de
uniodn con el esquema MM/GBSA,[23] que son 5y 7 veces mas grande para 4-HpNE y
15HpETE que para bD,, respectivamente (Figura V.5,b). Ademas, como se esperaba
para este tipo de interacciones hidrofobicas colectivas, la energia libre de union se
correlaciona con el area superficial que queda excluida del solvente tras la union

(ASASAIla Figura V.5,b).
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La Cyss de MtAhpE se encuentra en el extremoteNninal de la hélice a2,
ubicando al &tomo de azufre a una distancia de aproximadamente 10 A desde la interfaz
entre las subunidades del dimero. Como ha sido descrito por Li y colaboradores,[18]
esta interfaz se caracteriza por una serie de interacciones hidrofébicas entre residuos de
ambas subunidades. Ademas, la regién interfacial cercana a dagp@genta varios
residuos no polares, dando lugar al parche hidrofébico superficial expuesto mencionado
anteriormente. El andlisis estructural y dinamico de la interaccion de 4-HpNE vy
15-HpETE con la proteina, muestra cémo las cadenas hidrocarbonadas alifaticas son
contenidas por el parche, manteniendo numerosos contactos con residuos no polares
como llas, Prag y Lewsg de la subunidad dey& y Pragg, Pros y Phes de la otra
subunidad (Figura V.6). La proximidad entre esta region hidrofébica ypeysnite que
este tipo de sustratos localicen la mayor parte de sus cadenas alifaticas sobre el surco,

favoreciendo la interaccion directa del grupo peréxido con el grupo tiolato reactivo.

Para explicar la selectividad por hidroperdxidos organicos en otros miembros de
la familia, tales como PrxsV y Tpx, que presentan una reactividad ~10-100 veces mayor
con hidroperéxidos organicos modelo, corBuOOH o Cumene-OOH, que con®,
se ha propuesto que una serie de residuos apolares que rodearfed 2ysado collar
hidrofébico), facilitarian la reaccién.[10,12,34] Este no es el casoMitapE, dado
que la selectividad parece estar dirigida hacia perdxidos derivados de &cidos grasos de
cadena larga y no hacia peréxidos organicos modelo (véase laVI aplaebido a la
presencia del parche hidrofébico antes mencionado, que esta constituido por residuos
apolares en las proximidades dgsk hasta ~ 15 A de distancia. Esto alerta sobre la
interpretacion de resultados de experimentos realizados utilizando hidroperoxidos
artificiales como analogos de hidroperdxidos organicos naturales, tan extendida en la

literatura.
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Figura V.6. Estructura representativa del complgjftAhpE:15-HpETE Arriba: la superficie
molecular del dimero ddtAhpE reducida se coloreé segun el tipo de residuo (azul, basico;
rojo, acido; verde, polar; blanco, no polar) y £38 muestra en amarillo. Los carbonos del

sustrato se muestran en celeste y los oxigenos en rojo. Abajo: dos vistas detalladas de las
interacciones del sustrato corsalco hidrofébico, resaltando los residuos responsables de las
mismas. Por claridad, solo se muestra el hidrogeno del grupo hidroperéxido.

Ademas de localizar el sustrato en una conformacion reactiva, la interaccion de
hidroperéxidos derivados de acidos grasos con el parche hidrofébico descrito
anteriormente, afecta el comportamiento dinamico de la enzima. La figurauésira
las fluctuaciones cuadraticas medias (rmsf) por residuo para la proteina libre, y para los
complejosMtAhpE:H,O, y MtAhpE:15HpETE. Las fluctuaciones medias de residuos
en el sistema libre y en el complejo cogOp son muy similares, excepto por cambios

sutiles, incluyendo la reduccién de la movilidad de algunos residuos que rodggn a C
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(residuos 43-55 de la subunidad A). Sin embargo, tras la union tpEBE, se
observan cambios significativos, no sdélo involucrando el microentornysie dtie se
vuelve mucho mas rigido, sino también disminuyendo la flexibilidad de partes centrales
de la enzima, como el sistemaldga f mixta central, principalmente 3 (Figura V.7
superior, areas azules), lo que sugiere que esta interaccion modifica significativamente

aspectos dinamicos.
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Figure V.7. Analisis de fluctuaciones proteicas. Abajo: se muestran las desviaciones cuadraticas
medias (rmsf) por residuo para las dos subunidades del dimero para los sistemas: preteina libr
(negro),MtAhpE:H,0, (rojo) y MtAhpE:15-HpETE (verde). Arriba: La estructura del dimero se
colore6 desde el rojo (valores positivos) al azul (valores negativos) por la diferencia
MtAhpPE:15-HpET Eysi— MtAhPE libremss .

Vale la pena aclarar que algunos cambios son también apreciables en la subunidad
B tras la union de 15-HPETE, hecho que no es sorprendente, ya que el parche
hidrofébico involucra residuos de ambas subunidades. El comportamiento de las

fluctuaciones de la subunidad B es mucho mas complejo, ya que no mostré una
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reduccion general de su movilidad después de la union, tal como la subunidad A, sino
que también algunos residuos ganaron una significativa flexibilidad. Este hecho esté
relacionado con la asimetria entre subunidades frecuentemente presentes en este tipo de

sistemas de homo-oligdmeros, como se discutié anteriormente &i35%88]

V.4.4 Mecanismo de reaccion: comparacion con la reduccion de

peroxido de hidrégeno

Las bases molecules de la reaccion de oxidacion d&tAhpE por 15HpETE
fueron estudiadas mediante simulacionesDd&¢ QM/MM, con el mismo protocolo
planteado en el Capitulo IV. El perfil de energia libre obtenido puede observarse en la

Figura V.8 y en la Figura V.9 se muestran representaciohes, tiey ep.

=20

Energia libre (kcal/mol)

=30+

; P U N H U SRR R B
40—2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5

coordenada de reacciéon (A)

Figure V.8. Perfil de energia libre para la reduccion de 15-HpETE catalizaddtpbpE,
obtenido poumbrella samplindQM/MM. El subsistema QM se muestra tambien, donde los
link atomsse colorean en naranja. La coordenada de reaccion se tomé como la diferencia entre
las distancias Q0g y $-O,, Y fue explorada desde -1.7 hasta 1.2 A.

La reaccion es exergonica, con un cambio de energia libre de reaccion dd -35 kca
mol™. La energia libre de activacion es ~ 11 kcal abroximadamente 3 kcal rifol
inferior a la obtenida para,B®, (Capitulo 1V), de acuerdo con #4G* determinado

experimentalmente (véase la TaM&). Esto sugiere que no solo la formacion del
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complejo puede ser importante para explicar esta reactividad diferencial, sino que el
proceso reactivo después de la formacion del complejo, también puede presentar

diferencias significativas en términos de las barreras de energia libre.

et ep
b e 7[‘/ rm.,:( -— T\
CySas ; ("‘ "7({35'5...
Y-a'%:: > Gluua
" k-). G'Um 3 J .\ y
st %
— 4 ) 7
K -.Y s ArQgg,
:'{.
-~ .

Figura V.9. Arriba: estructuras representativas del sitio activo de la proteina y 15-HpETE en
los estadosr, tsy ep, obtenidas mediante el esquemmabrella samplinddM/MM. Abajo:

vistas aumentadas de los tres estados.

El er secaracteriza por la interaccion del grupo perdxido con los residuos del sitio
activo a través de enlaces de hidrégeno, principalmentg, Tys;s y Argiize, COMO Se
ha determinado para varios miembros de la familia de proteinas por estudios
cristalograficos.[39,40A medida que avanza la reaccién, la unién O-O en el peroxido
se estira y se observa el alineamiento de los atomos,d&.@ Sp, hasta alcanzar el,
donde el angulo ©Oa-Sp es practicamente 180°, la distancia@) es 0.6 A mas larga
y SOp 04 " mas corta (ver Tabla V.3). En ekt la compleja red de enlaces de
hidrogeno se redefine sutilmente, cambiando un par de interacciones respe¢teal
Tabla V.3). Como se menciond anteriormente, las numerosas interacciones que estan

presentes en estt, son capaces de estabilizar este estado en comparacion con su
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homologo en solucién acuosa,[39,41] que en el castiddpE da cuenta de la
aceleracion en la reduccion de hidroperoxidos derivados de &cidos grasos, por un factor
de al menos ~f0(en términos de constantes de velocidad de segundo orden), en

comparacion con la reaccién no catalizada.

Tabla V.3. Parametros geométricos de las especies relevantes durante la oxidadidinpE
por 15-HpETE, obtenidos por simulaciones QM/MM. Los valores representan el promedio de la

propiedad dentro de la ventana de muestreo correspondiente. Distancias en A y angulos en

grados.

parametro estructural er et ep

distancia ($-Oa) 3.08 240 1.65
distancia (Q- Og) 148 180 2.64
angulo ($-Oa- Og) 105.6 170.2 123.1
distancia (Q-Hy) 197 212 1.02
distancia ($-N,) 332 321 333
distancia ($-N3) 3.32 3.39 3.50
distancia ($-Ogrupo alcohol Thrad 3.14 3.28 3.32
distancia (Q-Na) 3.58 3.07 275

distancia (Q'O grupo alcohol Thr43 4.22 2.98 3.76
distancia (Q-O grupo aicohol Thrazg ~ 4.10  3.75  4.18

distancia (Q-Namida cysa3 427 339 292
distancia (N-Ogrupo carboxio cluad ~ 3.14  3.95  3.94
distancia(Ns-Opro139 287 279 281

Asimismo, también se observa para estos hidroperoxidos derivados de acidos
grasos el mismo mecanismo de reaccion global informado para la reduccié@®de H
tanto en solucién (Capitulo 1lI) como por Prxs (Capitulo 1V), que implica una
transferencia de protones a partir dg ® G que se produce después del estado de
transicion. Como resultado, ep muestra a la Cysreactiva oxidada a la forma no
protonada del acido sulfénico (Gys) y la forma protonada del correspondiente

alcohol araquidonico derivado (Figura V.9). El hecho de que el mecanismo de
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reduccion global para este tipo de sustratos es el mismo que el descritoaresth

de acuerdo con la idea de que la reactividad diferencial de la enzima hacia diferentes
peroxidos se debe, al menos en parte, a la interaccién de la parte "no readtiva" d
sustrato con el parche hidrofébico de la proteina, que afecta de manera importante la

dinamica de logr (Figura V.7.

V.5 Conclusiones

Se confirmd que esta enzima presenta una clara preferencia por hidroperéxidos
derivados de &cidos grasos, que se podrian generar endégenamente por reacciones de
peroxidacién lipidica a través la produccion y propagacion de radicales peroxilo en
acidos grasos,[42,43] o por reacciones catalizadas por LOXs o ciclooxigenasas.[44]
Esta reactividad parece correlacionar con el largo de la cadena alifatica del
hidroperoxido. Ademas, el mecanismo global de la reduccion de este tipo de sustratos es
el mismo que para 4@,, por lo que las principales razones de este comportamiento

provienen de la naturaleza de la interaccién proteina-sustrato.

Los ensayos fluorimétricos con ANS confirmaron la presencia de un parche
hidrofébico expuesto al solvente. La presencia de este surco junto con las propiedades
de las cadenas alifadticas de los acidos grasos, explica como estos sustratos pueden
interactuar con la enzima de una manera especifica, ubicando el grupo peréxido en el
sitio activo, en una posicion reactiva hacia el tiolato reactivo. Por otra parte, esta
interaccion modifica significativamente la dinamica de la proteina, restringiendo la

movilidad de los residuos del sitio activo, favoreciendo que se produzca la reaccion.

Desafortunadamente, no ha sido posible medir la union de peroxidos para
sistemas de Prxs (con la excepcion de un trabajo reciente para Ahp&numnella

typhimuriun),[45] probablemente debido a que la disociacion del complejo proteina
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sustrato no es el paso limitante de la velocidad en las condiciones experimentales
consideradas,[2] Sin embargo, los resultados de las simulaciones computacionales
sugieren que tanto la unién de sustrato como la reactividad intrinseca, estan afectados
cuando se compara,8, a hidroperoxidos de acidos grasos. Especificamente, las

energias libres de union calculadas son indicativas de una interaccion mas fuerte,
mientras que el perfil de energia libre de reaccién es consistente con una mayor

reactividad de los Gltimos sustratos.

La familia de Prxs exhibe un comportamiento complejo en términos de
selectividad de sustrato, con algunos miembros mas reactivos h@giapEroxinitrito
o hidroperdxidos orgénicos.[46] A pesar de que se han hecho grandes progresos en la
descripcion de la estructura y funcion de Prxs, las bases moésogler subyacea
esta variabilidad, es decir, como las propiedades quimicas de los sustratos y la enzima
podrian afectar a su reactividad, siguen siendo un tema de estudio. Esta parte del trabajo
aporta nuevas ideas sobre la comprension de los factores moleculares que determinan la

selectividad de sustratos oxidantes en esta familia de proteinas.
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VI CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS GENERALES

VI.1 Conclusiones generales

El estudio de proteinas desde un punto de vista fisicoquimico, ofrece la
posibilidad -y el desafie, de trabajar de forma interdisciplinar, no simplemente
aprendiendo y utilizando diferentes técnicas para profundizar en el entendimiento de
nuestros sistemas, sino también permitiendo que las diferentes herramientas se
potencien por su uso aplicado para un mismo fin. De esta manera, se ha modificado la
forma de pensar y/o disefiar un experimento o una simulacién, enriqueciendo la
interpretacion de los resultados obtenidos a partir de la discusion constructiva entre
participantes que provienen de distintas especialidades. En este contexto, este trabajo de
Tesis logro integrar grandes areas: la cinética de reacciones en solucion y catalizadas
por enzimas, aspectos estructurales-biofisicos de proteinas y simulaciones
computacionales a partir de la quimica teérica. En particular, como se puede observar a
lo largo de los capitulos 1ll, IV y V, el enfoque combinado de la determinacion de los
pardmetros termodinamicos de activacion, con la exploracion de los perfiles de energia
libre de reacciébn mediante calculos hibridos QM/MM, resulté de gran utilidad y muy
novedoso para la descripcion de las bases moleculares de los procesos reactivos

estudiados.

Desde el punto de vista metodolégico, cabe destacar que este trabajo fue
simultdneo kprogreso deprograma LIO desarrollado en el grupo de investigacion.
Aunque no se trabajo directamente en el perfeccionamiensofteiare los diferentes
sistemas estudiados mediante metodologias QM/MM fueron, en varias oportunidades,

utilizados para la evaluacion y prueba de nuevas mejoras implementadas. Por lo tanto,
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este trabajo pudo realizarse, en parte gracias a este desarrollo, que permiti6 avanzar

accediendo a mejoras sustaresan las escalas de tamafo y tiempo simulados.

A modo de revision sucinta, esta Tesis ahonda en la descripcion microscépica de
reacciones de oxidacion de tioles por distintos hidroperoxidos, buscando entender por
qué las Prxs son capaces de catalizar este proceso de forma tan eficiente. En el capitulo
[ll, se presentan y comparan los mecanismos de reaccion de diferentes tioles de bajo
peso molecular con 4@, y ONOOH. En este sentido, se encontré que ambos peréxidos
reaccionan mediante mecanismos similares, presentando sutiles diferencias, referidas a
la observacion (o no) de una transferencia de proton interna, que determina la naturaleza
de los productos observados. Asimismo, esta primer parte permitié evaluar y validar la
metodologia QM/MM que fue utilizada en los siguientes sistemas, presentando algunas
limitaciones en la descripcion del ONOOH (ya observadas en trabajos publicados
previamente). En particular para el caso de ONOOH, se determinaron
experimentalmente los pardmetros termodinamicos de activacion independientes del
pH, lo que resulta importante debido a que ambas especies reactivas presentan

equilibrios acido-base en el entorno del pH fisioldgico.

En el capitulo IV se estudio la reduccion d®kbtatalizada por Prxs, utilizando la
MtAhpE como representante modelo de la familia. Los pardmetros de activacion
indicaron un importante descenso dé’ con un concomitante costo entrépico, en
comparacion con los correspondientes a la reaccidén no catalizada, capaces de explicar la
aceleracién de ~fGen términos de constante de velocidad. Aunque no se observaron
diferencias en cuanto a los eventos que ocurren durante la reaccion, con respecto a lo
determinado en solucién acuosa, se encontro que la catélisis viene dada por la capacidad
de esta enzima para estabilizae#eias que eér, debido al disefio del sitio activo, que

configura una red de enlaces de H que activa ambas especies reactivas. En particular, la
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evidencia sugiere que los residuos de Arg y Thr presentes en el sitio activo —y
conservados en toda la familia Prx—, son los principales responsables de esta
estabilizacion diferencial, lo cual esta de acuerdo con lo sugerido previamente por

estudios de cristalografia y mutagénesis en la familia.

El capitulo V versa sobre los determinantes moleculares que explican la
selectividad preferencial por hidroperéxidos derivados de acidos grasdtAkpE.
Los resultados presentados muestran que el mecanismo global de reduccién de estos
sustratos seria el mismo que pargOfl y que las diferencias en las reactividades
podrian explicarse, al menos en parte, por la existencia de un surco hidrofébico en la
interfaz dimérica de la enzima, capaz de ‘“acomodar” estos sustratos, en una
conformacion reactiva que favorece la reaccibsgo también se ve reflejado en un
marcado ascenso en la entropia de activacion y cambios en la dinAmica del cemplejo

en comparacion a lo observado coi©OH

En resumen, las preguntas planteadas, el enfoque llevado a cabo y las
herramientas utilizadas en esta Tesis, nos permitieron hallar nuevas evidencias
tendientes a explicar la capacidad catalitica de esta familia de enzimas. Cabe destacar
que los resultados presentados son totalmente complementarios a las evidencias que
usualmente se encuentran en la literatura desde la bioquimica basica y la biologia
estructural. M&s aun, el desarrollo de este trabajo permitié el planteamiento de nuevas
hipotesis y nuevas preguntas que permitiran seguir profundizando en estos aspectos del

conocimiento.

VI.2 Perspectivas

A lo largo de este camino, los distintos resultados obtenidos y el mayor

entendimiento de los sistemas en estudio, fueron ayudando al surgimiento de nuevas

165



preguntas, algunas mas concretas —que incluso ya estén siendo investigadas en nuestros
laboratorios—, y otras mas generales que necesitaran pensarse y desarrollarse a futuro.
Podriamos clasificar estas perspectivas en dos grupos: uno que incluya las que
involucren especificamente aNHAhpPE vy otro referido a aspectos de la familia Prxs en

general.

Con respecto al primer grupo, aunqudiRAhpE resulta ser una de las Prxs de la
que mas informacion se cuenta a niirelvitro, desde el punto de vista cinético,
estructural y mecanistico, siguen quedando aspectos a develarse. En este sentido,
pueden enumerarse algunos de estos tépicos:

» de este trabajo se desprenden las contribuciones entélpicas y entropicas de la
energia libre de activacidén en la catalisis, por lo que seria interesante contar
con una descripcion de las bases moleculares de estas contribuciones, para lo
gue es necesario utilizar/desarrollar una metodologia computacional que
permita estimarlas;

* se conoce que la enzima es susceptible a inactivacién por sobreoxidacién de su
tiol peroxidatico a acido sulfinico, modificacién de relevancia en la regulacion
de diferentes funciones llevadas a cabo por estas enzimas. Se carece de datos
acerca de los mecanismos moleculares de esta modificacion y su descripcion,
como se detall6 anteriormente, puede ser de especial importancia en Prxs;

* Jla evaluacion de la presencia o0 no de un equilibrio conformacional tipo
FFSLU en esta enzima, su potencial importancia en la catalisis y la posibilidad
de que se vea afectado diferencialmente por distintos sustratos;

» el entendimiento a nivel molecular de los cambios en la emision de
fluorescencia que se observan relacionados al estado de oxido-reduccion de la

enzima;
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* la importancia biolégica de |aMtAhpE en la reduccion de peroxidos
citotoéxicos a los que la bacteria es expuesta en el fagosoma de macréfagos
activados, es aun desconocida. Seria de gran importancia conocer el efecto de
cambios en los niveles de expresion de esta enzima en cuanto a la
susceptibilidad de la bacteria aislada a estos peroxidos, asi como también en
cuanto a su capacidad de establecer infecciones en macréfagos o enfermedad

en modelos animales.

Con respecto a la familia Prxs, la utilizacion de metodologias similares a las
aplicadas en este trabajo, podria aportar nuevas evidencias en los siguientes aspectos:

» |os detalles moleculares capaces de explicar la variabilidad en la reactividad de
diferentes miembros de la familia frente al mismo sustrato, es decir, por qué
algunas Prxs son capaces de reducl®.Hpor ejemplo, con constantes de
velocidad 4-5 6rdenes de magnitud mayor que otras;

* la importancia y consecuencias (estructurales y dindmicas) de las distintas
estructuras cuaternarias que estas enzimas adoptan;

* la descripcion de los distintos equilibrios tipo HEU en las distintas
subfamilias, junto con la posibilidad de que estos sean influenciados por

modificaciones post-traduccionales como nitracion, acetilacion, etc.

Légicamente, esta lista es incompleta y sélo refleja algunas de las observaciones
=iy por qué no, deseos?—, que se han ido despertando durante el transcurso del trabajo.
Por lo tanto, parte del objetivo esta cumplido, si esta Tesis sirve de puntapié inicial para

nuevos esfuerzos en el area.
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Apéndice |

Deduccion ecuacion V.1
Asumiendo la existencia desitios idénticos (misma afinidad) e independientes,
la fraccion de sitios ocupadog,(viene dada por las siguientes ecuaciones:

_ nK,[ANS],
Y =1+ K [ANS],

[ANS]y = y[AhpE]r
donde los subindicds, Sy U, representan libre, unido y total, respectivamenti, y
representa la constante de asociacion de dichos sitios de AhpE por ANS. Considerando
el siguiente balance de masas:
[ANS], = [ANS]r — y[AhpE]r;
sustituyendo en la primer ecuaciéon y despejando la ecuacién cuadratica en

—K,[AhpE]l;y? + y(1 + K,[ANS]; + K, [AhpE];) — nK,[ANS]; = 0

Resolviendo esta ecuacion cuadratica:

_ —1—K,[ANS]; — nK,[AhpE], + J (@ + K,[ANS]; + nK,[AhpE];)? — 4nKZ[ANS]2
B —2K,[AhpE];

y

multiplicando los términos que tienen el fact&fNg+ por 1= AhpH+{/[AhpHt VY
llamandox a la relacion ANS+/[AhpH~, la dependencia dg (la sefal) com y K,

viene dada por:

_—1-K, [AhpE]rx — nK,[AhpE] — \/(1 + K [AhpE]rx + nK,[AhpE];)? — 4nKZ2[AhpE]2x
Y= —2K,[AhpE];

donde se selecciond la expresion con sentido fisico de las dos posibles.
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