ALBUMINA SERICA HUMANA:
OXIDACION DEL TIOL Y GLICACION

Tesis de Doctorado en Quimica
Facultad de Quimica - PEDECIBA Quimica
Universidad de la Repiiblica

Lic. Jenner Bonanata

Orientadora: Dra. Laura Coitiﬁo
Co-orientadora: Dra. Beatriz Alvarez

Montevideo
2017




UNIVERSIDAD
DE LA REPUBLICA PEDECIBA
URUGUAY

Tesis de Doctorado en Quimica
Facultad de Quimica - PEDECIBA Quimica
Universidad de la Republica - Uruguay

ALBUMINA SERICA HUMANA:

OXIDACION DEL TIOL Y GLICACION

Jenner Bonanata

Orientadora:

Dra. Laura Coitino

Laboratorio de Quimica Tedrica y Computacional - Instituto de Quimica Biol6gica

Facultad de Ciencias - Universidad de la Republica - Uruguay

Co-orientadora:

Dra. Beatriz Alvarez

Laboratorio de Enzimologia - Instituto de Quimica Bioldgica

Facultad de Ciencias - Universidad de la Republica - Uruguay

Montevideo, Uruguay

2017



Indice

INUAICE ettt 2
RESUIMEN....ce s 6
ADTEVIATUTAS c..rvuveeseeuserseessessessesssessesssssssesssssse s sssssssssssssss s s ssse bbb ns s 8
1. INETOAUCCION c.ceeeeeeeeerseesseeseessesssessssessess s s s s s 10
1.1. Tioles bioldgicos y ACIA0S SUIfENICOS .....veeeereereereenreesseerserseessesseersessseesseessesssssssseens 10
1.1.1. TiOleS DIOIOZICOS ..ueureureereerreerrereesreeseesseeeessessesseesseeess s s e ssssse s sssssessssssssssesssaes 10
1.1.2. Vias de oxidacion de tioles y acidos SUlfénicoS ......c.couereereenreereereereesseeseesseennes 11
1.1.3. Oxidacion de tioles pOr PErOXidOS ... nmnsnmseesesssssssssssssssssssssssssssseens 13
1.1.4. Oxidacion de acidos sulfénicos por peroxXidos .......resssessessenns 14

1.2. Glicacion de proteinas y metilglioXal.......oeniesssssssssssssenns 16
1.2.1. GENETaAlidAdES ..cooeeeereereeeerreeeeeeesee s ssesss s s s s sse e sss s es s ssnsaes 16
00 U (=51 V= D o) | PO 20

1.3. AlbUmina SErica hUMaNa ... s ssssssssssssssssssssssssssanes 22
1.3.1. GENETaAlidadeS ....ceueereeereeeesreeeeseesses s see s s ses s ssses s s sessssnses 22
1.3.2. Reactividad del tiol de la HSA y su derivado - el acido sulfénico ............. 24
1.3.3. GlicaciOn de 1a HSA ... eeeeeeereseeseessessssssesssesssesssessssessssssssssssssssssssssssssessssssssesas 25
1.3.4. Interaccion entre glicacion de HSA y oxidacidn de Cys34.......ccooreneereenes 27

2. Fundamentos MetOdOlOZICOS .....ouuueeeeemreeeerreenerseessesseessessessessssssessesssessssssesesssssssesssssssssssans 29
P20 B G730 1= =1 b o B U LT NPT 29

2.2. Métodos tedrico-computacionales para el modelado de la estructura
0010 (=Tt 1 1 =) oS 29

2.2.1. Métodos clasicos para modelar estructura molecular al detalle atémico

............................................................................................................................................................. 30
2.2.2. MELOA0OS CUANTICOS ..ccereureererersesseessesssessesssessesssessssssssssessssssssssessssssesssssssssssssssssssssssssanes 33
2.2.3. Métodos mixtoS QM /MM ... 53
2.3. Caracterizacion de especies estables y estados de transicion..........ocovceeveenne. 58
2.3.1. La superficie de energia potencial de los sistemas moleculares................ 58
2.3.2. Bisqueda de estructuras de especies relevantes: optimizacion de
Fo(10) 40 L0 o - VPSPPSR 59
2.3.3. CamiN0S A€ TEACCION ...uuvurevrerereesreesessesssessssssssssssssssessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssanees 63
2.4. Simulaciones de dindmica MOLECULAT ......oveueeeereereee s sessssesseeenns 65
2 €723 4 =) =1 e £ T L= TP 65
2.4.2. Termostatos ¥ DArOStAtOS. ..o reereereesreereesseesesssssesseessessessessssssssssssssssssssssssssssssssees 66



2.4.3. Condiciones de contorno PeriddiCas ....mmmesmmenmessssmesssmsssssssssssssesssses 67

P T AN o =Y £ B 0 TR B r= <01 0 ) o = R 68
2.5. DescripCiOn del SOIVENTE ...t sses e s sses st 69
2.5.1. Solvente eXPlICILO ..o 69
2.5.2. Solvente IMPIICITO ..o s 69
2.6. Calculo de termoquimica ¥ CINELICA ...ovvvreeueereerersersssssessesssssssssssesssesssessssssesssessens 70

2.6.1. Termodinamica estadistica, colectivos, funcién de particién molecular 70

2.6.2. La funcion de particidn y la aproximacidon del gas ideal, rotor rigido y

Lo XY= T6 (o) g1 304§ (ol o J0O PP 71
2.6.3. Teoria del estado de tranSICION. ... eereereereereesseeseesseesesseessessessesssessssssssssessessnes 73
2.7. Fundamentos de los métodos experimentales usados......umemenennenesnesnesnens 74
2.7.1. Espectroscopia iNfrarroja....essssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 74
2.7.2. Cuantificacion de tHOLES ......oeenereereereeseesees e ssses s ses s ssssssssessssssssasees 75
2.7.3. Dependencia de la cinética de reaccidn con la temperatura.........eenn. 76
2.7.4. Separacion de isoformas de HSA a nivel del residuo Cys34.......cc.ccovueneennn. 76
T 0 o) /=3 0 401 PP 79
T B0 o) 1y Ao IR =) - | PP 79
3.2. ObjetiVOS €SPECITICOS. i snses 79
4. El entorno local del tiol de 1a HSA ...t sesssessesssssssesssnnes 80
N o L= ot T 1<) o LT TSP 80
2\ (= o0 Yo () (o=t TSP 81
4.2.1. Dinamica molecular de HSA con el residuo Cys34 en las formas tiol y
110 U o OO PO OO 81
4.2.2. Espectroscopia infrarroja (FT-IR) de HSA con Cys34 en estado reducido
............................................................................................................................................................. 82
4.3. Resultados ¥ diSCUSION......cmemiereemrenersessesssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssans 82
4.3.1. Estructura y dindmica del entorno del residuo Cys34 de la HSA en las
L0 ) @0 F: T T0] U7 w o) - o LT 82
4.3.2. Espectroscopia infrarroja del tiol de 1a HSA ... 89
4.4, CONCIUSIONES...cotereeeenrereesseeeessesssessessse s s s s bbb bbb 90
5. Oxidacion del tiol de 1a HSA por peroXidos......eemesneesssessesssesssessssssesssessssssssssnns 92
5.1, ANTECEARINEES. ..oueerieeerresrerecseeses bbb bbb 92
ST/ 1Y =T o Ta (o) (oY = = OO 92
5.2.1. Preparacion de los sistemas reactivos QM /MM ........ccuommemenmesnsemssnsesssennes 92
5.2.2. CAICUI0S QM /MM.....ocirirrinersssssssnsesssssessssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes 93



5.2.3. Cinética de la reaccion de HSA—S- con Hy 0y eeevvennernnesesnsesssesssssssssssssssssnes 94

5.3. Resultados ¥ diSCUSION......uriemernessssessssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 94
5.3.1. Reaccion del tiolato de 1a HSA con Hy O .uvvevcesesencresessssnssssssssssessssessessesns 94
5.3.2. Reaccion del tiolato de la HSA con 4cido peroxinitroso........eens: 99

5.4, CONCIUSIONES. .. cuueeieeeereesreeeesseesessesssesessse s ses s s bbb s s 101

6. El entorno local del acido sulfénico de la HSA: Estructura y dindmica........c..c...... 103

6.1, ANEECEARNEES . ...uvceieeeeeeereeesserses s s bbb 103

LT (Y L 0T () (o] = - T PPN 104
6.2.1. Simulaciones de dindmica MOlECUIAT ........corverreereeereeenreereesees e 104

6.2.2 Parametrizacién de residuos no estandar: acido sulfénico y sulfenato.104

6.2.3. Determinacion de la constante de acidez del acido sulfénico de la HSA

........................................................................................................................................................... 105
6.3. Resultados ¥ diSCUSION. ... s sesssssssssssssssesssenns 108
6.3.1. Dindmica de HSA=SOH ...ttt nssesses s ssesssssssssssssssssesnns 108
6.3.2. DINAMICA A€ HSA SO .uererrctrersssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 112
6.3.3. Determinacidn del pKa del 4cido SUIféNico ......ccveenreerieneesseeeneeensessessseesseenns 114
6.4 CONCIUSIONES. ...ouierieuereesseteessessesse s ssss s s s bbbt 116
7. 0xidacion de ACid0S SUIENICOS ......uuereerereesseeseeeseesess s sessesssess s sssssssssssssees 118
0 BN o= L) 0 PP 118
W8\ =1 o Ta (o) (o o - T PP 119
7.2.1. Estudio DFT del mecanismo oxidacion de un acido sulfénico de bajo peso
MOIECUIAT POT Hyp g ettt s s ses s bbbt 119
7.2.2. Preparacion de sistemas de HSA para QM/MM........conenenmernmeeneensnsnsesnnens 120
7.2.3. Modelado del mecanismo oxidacion del acido sulfénico de la HSA por
H,0, usando un esquema de QM/MM aditiVo ......cccumrrrrmmennensesnesesressensessssssssesesnens 120
7.2.4. Modelado ONIOM del mecanismo oxidacién del acido sulfénico de la HSA
J010) & L0 2O ST OT TR 121
7.2.5. Cinética de la reaccién del acido sulfinico de la HSA con H,0;....ccevuueeeee 122
7.3. Resultados Y diSCUSION......cuueicerernirserssessees s sssessssssssssssssees 123
7.3.1 Estudio DFT del mecanismo oxidacién de un acido sulfénico de bajo peso
1000 Lot B T = gl 0 To) 3 FY O PPN 123
7.3.2. Modelado QM /MM de la reaccién del sulfenato de la HSA con H,0,....128
7.3.3. Cinética de la oxidacién del acido sulfinico de la HSA por H, 0, .............. 134
7.4, CONCIUSIONES....coueeieneereesreeeesseesessessseseessessees s ssssss s s s s s s s s e ssssesass 136
8. Interaccion entre la oxidacion de Cys34 y la glicacion de la HSA......oveereecneenee 138
8.1, ANTECEAENEES . .....ceieeeeeeereeeesreeses s er s s 138



LS 0 (Y L1 0T (o) (o] =3 = OO SPTN 138

8.2.1. Parametrizacion de residuos modificados.......comeenmeemeeeseeeneeenneesessseesseeens 138
8.2.2. Dinamica molecular de HSA glicada ......ccoerenmeeneeneeneeeneeseeseeseeseesseesesseesseenas 139
8.2.3. Modelado QM /MM de la reaccién entre HSA-S- glicada y H,0,.............. 139
8.2.4. Efectos de la oxidacion (formacidn de disulfuros mixtos con cisteina) de
Cys34 sobre la reactividad de residuos de LYS Y Arg .....comeneeenseensessesssessseenns 139
8.2.5. Calculo QM /MM de descriptores de la reactividad........curneneenrerseereense 140
8.2.6. Estudio cinético de la reaccion del tiol de 1a HSA con MGO.......ccocereuunecn. 140
8.3. Resultados ¥ diSCUSION.....uererrinerrisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees 141

8.3.1. Evaluacién de cambios en el entorno local de Cys34 inducidos por
glicacion en residuos de Arg ¥ LYS...esssssssssssssssssssssssssssssssssssssesas 141

8.3.2. Modelado QM /MM de la oxidacion del tiol de Cys34 en HSA glicada....144

8.3.3. Efectos de la S-cisteinilacién de la HSA sobre la tendencia de residuos de

ATE ¥ LYS @ BlICATSE cooveeerceeeeerreeeeeessessessensses s s s sssssesssssssssssssssssessssssessssssesssessees 145
8.3.4. Cinética de la reaccion del tiol de 1a HSA con metilglioxal........cccouerreeenen. 146

8.4. CONCIUSIONES ...t s 148
9. Conclusiones generales ¥ PerSPECiVAS. ....oresreeresseessessesseessesseessesssessssssesssessesssesees 149
REFEIENCIAS ..o iruiririririr s e 153
YN = o (=03 000D <) 0L 0 1P 180
ANEXO0: PUDIICACIONES ....vvuercrerssirsssesess s ssss s ssss s 181



Resumen

La albumina sérica humana (HSA) es la proteina mayoritaria en el plasma, y cumple
varias funciones, entre ellas atrapar especies oxidantes y electroéfilas. Esta funcion
se asocia a su residuo de cisteina libre, Cys34, el cual representa mas del 80 % de los
tioles libres en plasma. Este tiol puede reaccionar con peroéxidos (i.e. oxidarse) para
dar un &cido sulfénico de vida media larga, el cual puede seguir tres destinos:
reducirse por reaccion con un tiol para formar un disulfuro mixto, oxidarse
irreversiblemente a acido sulfinico, o decaer espontdneamente a un producto aun
no caracterizado. Por otro lado, dada su prolongada vida media, la HSA es
susceptible a ser modificada (glicada) por compuestos carbonilicos reductores
presentes en el plasma, generando productos de glicacion. Dichas modificaciones
alteran la estructura y funcion de la HSA. En particular, se ha sugerido que habria
una interaccion sinérgica entre la glicacion de la HSA y la oxidacion del tiol. En este
trabajo de tesis se us6 un conjunto de técnicas experimentales y de modelado
computacional para estudiar las propiedades del tiol de la HSA y de su derivado
acido sulfénico, y también, la interaccion entre la glicacion de la HSA y la oxidacién
del Cys34.

Seis aspectos principales fueron tratados: (1) la estructura y dindmica del entorno
del residuo Cys34 en las formas tiol y tiolato; (2) los mecanismos de las reacciones
del tiolato de la HSA con peroxidos; (3) la estructura y dinamica del entorno de
Cys34 en las formas acido sulfénico y sulfenato; (4) el mecanismo de la reaccion del
acido sulfénico de la HSA con H,0,; (5) la interaccidn entre la glicacion de la HSA 'y
la oxidacion del tiol; y (6) la reaccién del tiol de la HSA con metilglioxal.
Lateralmente, también se valido, metodologia tanto experimental como

computacional, para describir este tipo de problemas.

En primer lugar, se determiné que los residuos Tyr84 y Asp38 cumplen un papel
importante modulando propiedades del tiol tales como la acidez y la nucleofilia, y se
asigné un rol estructural a His39. Otro hallazgo importante es que el tiol(ato)
interacciona con moléculas de agua que hacen de puente con el carboxilato de
Asp38. En segundo lugar, se confirmd el caracter Sn2 del mecanismo de las
reacciones del tiolato de la HSA con pero6xidos, obteniendo energias libres de
activacion de respectivamente 14.2 y 10.4 kcal mol-1 para las reacciones con H,0, y
HOONO. Como hallazgo mecanistico importante, se aprecia que, mientras en la

reaccion con H,0, se da una transferencia proténica “post-estado de transicion”,
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esto no ocurre en su andloga con HOONO, mostrando que la naturaleza del grupo
saliente determina la naturaleza del producto de reaccién. En paralelo, se determiné
experimentalmente un valor de entalpia de activaciéon de 13.7 kcal mol-1, préximo
al valor resultante del modelado de 12.9 kcal mol-1. En tercer lugar, se lleg6 a dos
hallazgos importantes respecto al entorno del acido sulfénico de la HSA: (a) la
presencia de un enlace de hidrégeno persistente entre el acido sulfénico y el
carboxilato de Asp38; y (b) la cercania del NH peptidico de Cys34 al Sy del acido
sulfénico, que ademas se encuentra formando enlace de hidrégeno (puenteado por
agua) con el imidazol de His39. Ademas, se estimé que el pK, del acido sulfénico de
la HSA se encuentra entre 7.0 y 7.6. En cuarto lugar, el mecanismo mas probable de
la oxidacién de un acido sulfénico de bajo peso molecular por H,0,, un mecanismo
SN2 en el que el S ataca al H,0,, que lleva a la formacién de sulfenato y agua.
Teniendo en cuenta este resultado, se modelé a nivel QM/MM la reacciéon del
sulfenato de la HSA con H,0,, obteniendo un valor de la energia libre de activacién
a 300 K de 16.3 kcal mol-1. También se determin6 experimentalmente la constante
de velocidad de la reaccion del acido sulfinico de la HSA con H,0, (0.112 + 0.007
M-1s-1a25°Cy pH 7.4).

Finalmente, se realizé una primera aproximacién a céomo la glicacién afecta la
oxidacion de Cys34 y viceversa. Si bien la glicacion por glucosa en Lys195 parece
afectar el entorno del tiolato, estos cambios no alteran la reactividad frente a H,0,.
Por otro lado, la oxidacion del tiol parece favorecer la glicacién de Lys525. En
paralelo, se determiné la constante de velocidad de la reaccion del tiol de 1a HSA con
metilglioxal la cual vale (8.7 £ 0.8) x 10-* M-1s-1 (37 °C, pH 7.4).

Se espera que estos resultados ayuden a comprender las propiedades del tiol y del
acido sulfénico de la HSA, y de la interacciéon entre la glicacién de la HSA y la

oxidacion de Cys34, dos procesos cuyo aumento se asocia a diversas patologias.
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1. Introduccion

1.1. Tioles biologicos y acidos sulfénicos

1.1.1. Tioles biologicos

Los tioles (RSH) son compuestos que contienen un grupo sulfhidrilo (-SH) unido a
un atomo de carbono. Presentan caracter reductor y en solucién acuosa pueden
ionizarse para dar lugar a tiolatos (RS-), los cuales son buenos nucleéfilos. En
sistemas bioldgicos estan representados fundamentalmente por la cisteina, Cys, y
sus derivados de alto y bajo peso molecular. Los tioles pueden oxidarse por
mecanismos de uno y dos electrones dando una amplia variedad de productos (e.g.
acidos sulfénicos y disulfuros) de los cuales se hablara en mayor detalle mas

adelante. Estos productos, salvo excepciones, pueden reducirse de vuelta a tioles.

En las proteinas, los residuos de Cys se encuentran entre los menos abundantes, con
una frecuencia de aparicién de ~3 %, considerando como 100 % a los 20
aminodacidos codificados [1]. A pesar de esto, los residuos de Cys tienen varias
funciones asociadas [2]. En el caso de las proteinas extracelulares, los residuos de
Cys se encuentran por lo general oxidados, formando puentes disulfuro (-S-S-) [3],
los cuales permiten su correcto plegamiento y contribuyen a estabilizar su
estructura tridimensional. En cambio, en las proteinas intracelulares, los residuos
de Cys normalmente se encuentran en su forma reducida. Por otro lado, los residuos
de Cys también pueden coordinar iones metalicos, como ocurre en el caso de los

dedos de Zn [4], en los centros ferrosulfurados [5] y en algunas hemoproteinas [6].

La versatilidad redox del azufre hace que los residuos Cys muchas veces estén
involucrados en la catdlisis redox [7], como por ejemplo en la reducciéon de
disulfuros [8], en el plegamiento de proteinas [9], en la reparaciéon del dafio
oxidativo de proteinas [10] y en el catabolismo del H2S [11]. Por otro lado, dado el
caracter nucleofilico del grupo tiol, los residuos Cys forman parte del sitio activo de
proteasas [12] y fosfatasas [13], y también pueden actuar en la detoxificacién de
electrofilos oxidantes [14] y no oxidantes [15, 16]. Por ultimo, existen residuos Cys
que no cumplen ninguna funcién especifica, denominados residuos de Cys

huérfanos [17], los cuales no suelen estar conservados.

En los udltimos afos, los residuos Cys han cobrado especial importancia en la

sefializacion celular [18]. Por ejemplo, la acciéon de varias clases de proteinas,
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incluyendo enzimas metabdlicas [19], proteinas senalizadoras [20] y factores de
transcripciéon [21] puede ser regulada por la oxidacién de un residuo Cys. Por otro
lado, las proteinas que presentan un residuo de Cys con funciones cataliticas pueden
inactivarse, y por lo tanto ser reguladas, por la oxidacion de dicho residuo, como las

proteina tirosina fosfatasas [22].

Una propiedad muy importante de los tioles biolégicos es su acidez, dado que, al
momento de reaccionar, un tiol debe estar ionizado, ya que el tiolato es la especie
con caracter nucleofilico. El valor de pK, de un tiol peptidico ordinario es de
alrededor de 9 [23],y puede verse disminuido por la estabilizacion del tiolato debida
a interacciones electrostaticas y a la formacion de enlaces de hidrégeno. Por lo
general, los residuos Cys involucrados en la catalisis y en la detoxificacion de

especies oxidantes suelen tener valores de pK, menores a 6 [24].
1.1.2. Vias de oxidacion de tioles y acidos sulfénicos

Como se mencion6 anteriormente, los tioles pueden reaccionar con oxidantes de dos
electrones (e.g. peréxidos, ROOH; haloaminas, R,NX; acidos hipohalosos, HOX), o
con oxidantes de un electrén (especies de capa abierta como HO®, 057, NO35 y CO37).

Las vias de oxidacion de los tioles se ilustran en el Esquema 1.1.

RSH

R'"CONR'SR
RSOH RSH H*
R"coy/
0, H,O RSH R"CONHR'
RSSR <>~ RSOH ——~~RS(0)SR
R'SH R SOHH,0 A
ROOH 7 ADP + P,
RSSR fox HZO 2 ROOH '~ RSH + ATP
N RSH RSX RoH ~ RSO,H
Rsz R,NH ROOH
jk KROH
RSNO ~—-RS L rsoo RSO3H
,0
K RSH
RSOH
H*

RSSR™
Esquema 1.1. Vias de oxidacion de tioles.
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La oxidacion de un tiol por oxidantes de dos electrones suele conducir a la formacién
de un acido sulfénico (RSOH), de forma directa, como en las reacciones con
perodxidos, o indirecta, como las reacciones con haloaminas y acidos hipohalosos
para formar haluros de sulfenilo (RSX), o la reaccidn con derivados del 6xido nitrico
(e.g. N,03) para formar un S-nitrosotiol (RSNO). Estos productos pueden

hidrolizarse para dar acidos sulfénicos [25].

El 4cido sulfénico, especie que puede actuar como electréfilo o como nucleofilo,
puede seguir cuatro destinos: a) reaccionar con un tiol para formar un disulfuro
(RSSR) y agua; reaccionar con otra molécula de acido sulfénico para formar un
tiosulfinato (RS(O)SR) y agua; b) reaccionar con una amida para formar una
sulfenilamida (R”CONR’SR) y agua; y c) reaccionar con un peroxido para formar un
acido sulfinico (RSO,H) y agua, un proceso denominado sobreoxidacion de tioles
[26]. Las tres primeras especies pueden reducirse a tioles: el disulfuro RSSR puede
reaccionar con un tiol R'SH para formar un tiol RSH y un disulfuro RSSR’, en un
proceso conocido como intercambio tiol-disulfuro; el tiosulfinato puede reaccionar
con un tiol para formar un disulfuro y un acido sulfénico; y la sulfenilamida puede
reaccionar con un tiol para dar un disulfuro y una amida [22]. A diferencia de los
otros tres derivados del acido sulfénico, el 4cido sulfinico solo puede reaccionar con
un peroxido para formar un acido sulfénico (RSO3 H), el cual no puede ser reducido
por reacciéon con tioles, y agua [26]. Una excepcion la constituyen algunos acidos
sulfinicos proteicos, los cuales pueden ser reducidos por la reacciéon con un tiol a
expensas de una molécula de ATP, catalizada por las sulfirredoxinas [27]. Volviendo
alos acidos sulfénicos, por lo general se trata de intermediarios de vida corta, debido
a la posibilidad de reaccionar con tioles. No obstante, la vida media de un acido
sulfénico puede ser larga debido a impedimentos estéricos y a la ausencia de tioles

cercanos [28, 29].

La oxidacién de un tiol por procesos de un electrén (i.e. especies de capa abierta
como HO®, 057, NO; y CO3") conduce a la formacién de un radical tiilo (RS®). El
radical tiilo puede tener los siguientes destinos: a) reducirse de nuevo a tiol por
reaccion con un reductor de un electrén como el acido ascérbico; b) reaccionar con
una molécula de O, para formar un radical tioperoxilo (RSO0*), que a su vez puede
ser reducido por un reductor de un electrén a acido sulfinico; c¢) reaccionar con un
tiol para formar el anioén radical disulfuro capaz de reducir el 0, a superéxido [30];

d) o reaccionar con el 6xido nitrico para formar un S-nitrosotiol.
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1.1.3. Oxidacion de tioles por peréxidos

Como se mencioné anteriormente, los tioles pueden reaccionar con peroxidos,
oxidandose, para formar acidos sulfénicos. Estudios cinéticos a distintos valores de
pH muestran un aumento de la reactividad de los tioles frente a diversos peroxidos
(e.g. H,0,; acido peroxinitroso, HOONO) al aumentar el pH, sugiriendo que la
especie reactiva es el tiolato [31, 32], lo cual también es apoyado por trabajos de

modelado computacional [33].

Las reacciones de tioles de bajo peso molecular con H,0, tienen constantes de
velocidad kindependientes del pH (i.e. las que se observarian si el tiol se encontrase
completamente ionizado) de entre 4 y 40 M-1 s-1 [31, 34, 35]. En la Tabla 1.1 se
muestra una seleccion de constantes de velocidad para reacciones de tiolatos de
bajo peso molecular con H,0,. Respecto al mecanismo de reaccion, trabajos de
modelado computacional sugieren que las reacciones de tiolatos con perdxidos
siguen un mecanismo Sn2, en el que el tiolato actiia como nucledfilo [33, 36-41]. En
el caso de las reacciones con H,0,, es de resaltar que, posteriormente al estado de
transicion, se da una transferencia protdnica, formandose sulfenato y agua en lugar
de 4cido sulfénico y OH™ [36, 37, 39], mientras que en la reaccién con HOONO no se
observa dicha transferencia protonica, formandose acido sulfénico y NO3 [40].
Posiblemente debido a que este dltimo es una base mucho mas débil que el OH™
[40], y presumiblemente mas débil que los sulfenatos (el valor del pK, del acido
cisteinsulfénico es de alrededor de 7.5 [42], mientras que el del acido nitroso es de
alrededor de 3.3 [43]).

Tabla 1.1. Constantes de velocidad independientes del pH para reacciones de
tioles de bajo peso molecular con H,0, a 25 °C. Adaptada de [35].

Tiol k (M-1s-1)
N-Acetilcisteina 39.3
2-Mercaptoetanol 24.3
Captopril 24.1
Cisteina 14.3
Cisteina etiléster 39
Glutation 31.9
Cisteinilglicina 12.0
Homocisteina 19.7
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En tioles proteicos, la reactividad frente a H,0, puede variar mucho en las distintas
proteinas. El valor de k puede ir desde el orden de los 10 M-1 s-1 en PTP1B [44] y
papaina [45, 46], pasando por 103 M-1 s-1 en GAPDH [47], hasta 104108 M-1 s-1 en
peroxirredoxinas (Prdx2, Prdx5, AhpC, AhpE) [48-52]. En la tabla 1.2 se reportan
valores de k independientes del pH para algunas reacciones de tioles proteicos con
H,0,. Los valores de k anormalmente altos en enzimas como GAPDH y
peroxirredoxinas sdlo pueden explicarse por interacciones especificas con residuos
del sitio activo que estabilizan al estado de transiciéon respecto al complejo

proteina-H,0,, mas que a la reactividad intrinseca del tiolato [38, 41, 53].

Tabla 1.2. Constantes de velocidad independientes del pH para reacciones de
tioles proteicos con H,0, a 25 °C. Adaptada de [53].

Tiol k (M-1s-1) Referencia
Papaina 62 [45, 46]
PTP1B 9 [44]
GAPDH 2.8 x103 [47]
AhpE 8.2 x 104 [52]
Prdx5 3.0 x 105 [51]
AhpC 5.8 x 107 [48, 49]
Prdx2 1.0 x 108 [50]

1.1.4. Oxidacion de acidos sulfénicos por peréxidos

Los acidos sulfénicos también pueden oxidarse por reaccién con perdxidos para dar
acidos sulfinicos. Como se menciond anteriormente, se trata de intermediarios de
vida corta cuando no estan estéricamente impedidos. Debido a esto, se cuenta con
escasa informacion de la cinética de la reaccién de acidos sulfénicos de bajo peso
molecular con perdxidos, habiendo sélo un trabajo del estudio cinético detallado de
la oxidacién del acido 9-fluoro-10-tripticensulfénico por H,0, y peroéxidos
organicos, usando metanol como solvente [54]. En el caso de la reaccién con H,0,,
el valor de la constante de velocidad independiente del pH es de 0.29 M-1s-1a 20 °C.

En solucién acuosa no se cuenta con informacién cinética de estas reacciones.

Por otro lado, se cuenta con informacion cinética de la oxidaciéon de varios acidos
sulfénicos proteicos, con valores de constante de velocidad k de entre 10-1y 104 M
s~1 [20, 28, 29, 52, 55-57], lo cual sugiere que el entorno proteico (interacciones

electrostaticas y enlaces de hidrogeno con el sulfenato y/o el H,0,, presencia de
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moléculas de agua en el sitio de reacciéon) modula la cinética de la reaccidn,
estabilizando (o bien desestabilizando) diferencialmente al estado de transicién
respecto al complejo proteina-H,0,. En la Tabla 1.3 se muestran valores de
constantes de velocidad paralas reacciones de acidos sulfénicos proteicos con H,0,,

determinadas bajo distintas condiciones de tempeartura y pH.

Tabla 1.3. Constantes de velocidad para reacciones de acidos sulfénicos de
proteinas con H,0,.

Proteina k(M-1s1) Condiciones Ref.
HSA 0.4 37°C;pH 7.4 [56]
AhpE (M. tuberculosis) 40 25°C;pH 7.4 [52]
Fosfatasa Cdc25B (C426S) 47 20°C;pH 7.0 [55]
Prdx1 57 25°C;pH 7.4 [52]
Fosfatasa Cdc25B 60 20°C;pH 7.0 [55]
MAP kinasa 3 (C218S) 101 20 °C; pH 8.0 [20]
Fosfatasa Cdc25C (C330S) 101 20°C;pH7.0 [55]
Fosfatasa Cdc25C 110 20°C;pH 7.0 [55]
NADH peroxidasa (Streptoccoccus) 390 25°C;pH 7.0 [29]
Prdx2 1.2 x 104 20°C;pH 7.4 [31]
Prdx3 1.2 x 104 20°C; pH 7.4 [31]
NADH peroxidasa (H10Q) 1.8 x 104 25°C;pH 7.0 [57]

Respecto al mecanismo de reacciones entre acidos sulfénicos y peréxidos, se cuenta
con poca informaciodn. El estudio de la cinética de la reaccién del acido sulfénico de
AhpE con H,0, a distintos valores de pH muestra un aumento de la constante de
velocidad observada al aumentar el pH, lo que indicaria o bien que la especie
reactiva es el sulfenato, o que la reaccion sufre catdlisis basica [52]. Lo mismo
sugiere el modelado computacional DFT (del inglés density functional theory, teoria
del funcional de la densidad; se explicard mas en detalle los aspectos metodolégicos
en la seccién 2) en fase gaseosa —con correcciones de energética al nivel Hartree-
Fock usando solvente implicito- de las reacciones de acido metanosulfénico y
metanosulfenato con H,0, [33]. Este trabajo, junto a otro trabajo de modelado
computacional a nivel DFT en fase gaseosa (con energias mejoradas usando solvente
implicito) considerando la participaciéon activa de las moléculas de agua [58],
sugiere que las reacciones de acidos sulfénicos con per6xidos siguen un mecanismo
Sn2 en el que el S ataca al peréxido, y también consideran la posibilidad de que se dé

un intercambio protdnico asistido por solvente (SAPE, del inglés solvent-assisted

15



proton exchange). Tanto la hip6tesis del SAPE como la de la catdlisis basica son
descartadas por la ausencia de efectos cinéticos isotépicos en la reacciéon de 9-
fluoro-10-tripticensulfénico con H,0, en metanol deuterado [54]. No obstante,
dichos trabajos no tienen en cuenta que el sulfenato es un nucleéfilo ambidentado
[59, 60], por lo que sin otra evidencia no deberia descartarse la posibilidad de que
el atomo de O del sulfenato ataque al perdxido, formando un intermediario
persulfenato (RSOO-) que rearreglaria a sulfinato. Ademas, el acido sulfénico puede
actuar como electroéfilo, y la base conjugada del H,0,, el HO;, presenta caracter
nucleéfilo [61-63], por lo que tampoco deberia descartarse la posibilidad de un
ataque nucleofilico del HO; sobre el S del acido sulfénico, para formar acido
persulfénico (RSOOH) que rearreglaria a acido sulfinico. Los posibles mecanismos

de la reaccion de un acido sulfénico con H,0, se ilustran en el Esquema 1.2.

a 0O
. Ataque por 8
el S R”7 O(H)
PN
R™"O(H) *+ H20
H,O  Ataque por R/S\O/O(H)
b. el O
S 0]
RV SOH + HOO- R/S\O/OH — 3
; R™ "OH

OH~
Esquema 1.2. Posibles mecanismos de reaccion del acido sulfénico con H,0,. a)
Acido sulfénico/sulfenato como nucleéfilo; b) acido sulfénico como electrofilo.
Finalmente, como ya se menciong, el acido sulfinico puede reaccionar con peréxidos
para formar un acido sulfénico. En el caso de la reaccion con H,0, (metanol, 20 °C),
el acido 9-fluoro-10-tripticensulfinico (que mayoritariamente se encuentra en la
forma sulfinato, RSO3 ) reacciona de forma mas lenta (k= 5.8 x 10-4* M-1 s71) que el
acido sulfénico (k= 0.29 M-1s-1) [54]. Los datos obtenidos en el contexto del trabajo
de modelado computacional ya mencionado, apoyan la idea de que la reaccién sigue

un mecanismo Sn2 en el cual el S del sulfinato ataca al OH del peréxido [33].
1.2. Glicacién de proteinas y metilglioxal
1.2.1. Generalidades

Se denomina glicacién a la modificacion no enzimatica de aminas bioldgicas por

especies que contienen grupos carbonilo tales como azicares reductores y
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a-oxoaldehidos. Estos ultimos también pueden reaccionar con los grupos tiol de los
residuos Cys. En proteinas, la glicaciéon se da a nivel del grupo amino terminal y de
las cadenas laterales de Lys y Arg, dando lugares a modificaciones
postraduccionales. Estas modificaciones pueden desencadenar cambios
estructurales que pueden llevar a alteraciones en la funcion. Entre las proteinas cuya
funcién se ve alterada por la glicaciéon se encuentran la miosina (proteina
involucrada en la contracciéon muscular) [64], la a-cristalina (proteina encargada de
mantener la transparencia del cristalino y la cérnea del ojo) [65-67], las proteinas
de choque térmico [68], el colageno [69], la hemoglobina [70] y la albimina sérica
humana (HSA, proteina que se tratard en detalle mas adelante) [71, 72]. Se ha
relacionado un aumento en los niveles de proteinas glicadas con diversas patologias
tales como diabetes [73-78], nefropatias [79], retinopatias [80], enfermedades
cardiovasculares [81, 82] y enfermedades neurodegenerativas [83], asi como con el

envejecimiento [65, 76, 79, 83].

Etapas de la glicacion temprana

(0] RN RHN
\ \
HO RNH, H,0 HO O
oH _\ 4 OH OH HO O_NHR
HO HO HO )
MOH 2 etapas OH 2 etapas OH HO b OH
OH OH

Producto de Amadori
(Forma ciclica)

OH

Azlcar Base de Producto de
(Glucosa) Schiff Amadori

\ * / \ Etapas de la glicacion
\ * / \avanzada

a-Oxoaldehidos

OH O o) 9 AGEs
Hom )Hé Hé) /

3-Desoxi-2-glucosona Metilglioxal Glioxal LyS, Arg

Esquema 1.3. Procesos de glicacién temprana y avanzada por glucosa y relacién
con la formacion de a-oxoaldehidos.

En el caso de azudcares reductores (aldosas), como la glucosa (el aziicar mas
abundante en el plasma, que llega a tener una concentracién de hasta 20 mM), el

proceso quimico comienza con el ataque nucleofilico de un grupo amino sobre el
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grupo aldehido del azucar (en su forma abierta) para formar una carbinolamina,
intermediario de vida corta que se deshidrata para formar una imina (conocida
como base de Schiff). Esta se transforma en un enodiol intermediario que a su vez
se transforma en una fructosilamina (también conocida como producto de Amadori)
que puede ciclarse [84-86]. Estas modificaciones, de naturaleza reversible,
conocidas como productos de la glicaciéon temprana, pueden sufrir una serie de
modificaciones oxidativas y no oxidativas (glicacion avanzada) para formar
productos de glicaciéon avanzada (AGEs, por la sigla en inglés de advanced glycation
endproducts) [87] y a-oxoaldehidos, tales como 3-desoxi-2-glucosona, metilglioxal y
glioxal [88] (Esquema 1.3). Estos ultimos, como se mencionara mas adelante, tienen
la capacidad de modificar irreversiblemente las cadenas laterales de los residuos de
Lys y Arg (también formando AGEs), y también pueden reaccionar reversiblemente

con las cadenas laterales de los residuos Cys, formando un hemitioacetal [89-91].

H H
Ar NN
Se Lys” + 0
o) Lys/+\)\0 y
Argpirimidina Imidazolona CML CEL Pirralina
OH
OH HO
OH
R 4
/ N | Lys N
N NLys Lys” + N-Lys ys ,
Lys™ + Lys
Dimero imidazolio Vesperlisina Crossline

N—~ Y “Arg
NN NH _
LN o S
X N A N Ar
Lys” + N rg Hd g~ TNH g
Pentosidina Glucosepano Entrecruzamiento imidazol
Esquema 1.4. Estructuras de algunos productos de glicaciéon avanzada.
Abreviaturas: CML, N-(carboximetil)lisina; CEL, N-(carboxietil)lisina.

Volviendo a los AGEs, dado que su formacidn es irreversible, es de esperar que la
mayor parte de los efectos de la glicacion sobre las proteinas se deban a la a dicho

proceso. En linea con esto, se ha relacionado la presencia elevada de AGEs con
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patologias como retinopatias [92], nefropatias [93], enfermedades cardiovasculares
[82, 87] y enfermedades neurodegenerativas [83]. Por otro lado, los AGEs y
a-oxoaldehidos se observan en algunos alimentos (el oscurecimiento durante la
coccidon se debe a la formacidon de AGEs) [94], y el consumo de estos alimentos
parece aumentar los niveles de AGEs en el organismo [95]. Existe una gran variedad
de AGEs, entre ellos productos simples como N-(carboximetil)lisina (CML),
N-(carboxietil)lisina (CEL), pirralina, hidroimidazolonas y argpirimidina, y
entrecruzamientos como dimeros de lisina, vesperlisina, “crossline”,
entrecruzamientos imidazol, glucosepano y pentosidina. Las estructuras de algunos

de los AGEs mas importantes se muestran en el Esquema 1.4.

Algunos de estos productos, como la argpirimidina y la pentosidina, son
fluorescentes [96]. Otros, como las hidroimidazolonas, CML y CEL, pueden unirse a
una proteina llamado RAGE (del inglés receptor for advanced glycation endproducts,
receptor de productos de glicacion avanzada) [95]. Dicha proteina puede
encontrarse como un receptor de membrana (mRAGE) en células endoteliales y
fagocitos, o en forma soluble (SRAGE). La unién de AGEs al mRAGE activa cascadas
de sefalizacion que terminan en un aumento de la expresion de proteinas
involucradas en la inflamaciéon, la expresién de citoquinas proinflamatorias,
moléculas de adhesidn, la produccién de especies reactivas de oxigeno y la expresiéon
del mismo RAGE [87, 97], por lo que . La funcién del SRAGE parece ser regular la
union de los AGEs al mRAGE por interferencia y favoreciendo la endocitosis de
proteinas que contienen AGEs [98]. Otros receptores de membrana -involucrados
en la endocitosis y posterior degradaciéon de proteinas que contienen AGEs-
también pueden unir AGEs, como los receptores AGE-R (AGE-R1, AGE-R2, AGE-R3)
y los receptores barrenderos A1 y A2 de los macréfagos [87, 99, 100]. Por otro lado,
la unién de AGEs al receptor AGE-R1 parece regular la accion del receptor RAGE
[101]. Finalmente, existen otros receptores que pueden unir AGEs que no estan
involucrados en la endocitosis de los mismos, como CD36 y LOX-1 [87]. La unién de
AGEs a CD36 activa vias de sefializaciéon que favorece la produccion de especies
reactivas de oxigeno, y en los adipocitos activa vias de sefializacién que desembocan
en la disminucion de la produccién de leptina (proteina que disminuye el apetito)
[102]. Por otro lado, la union de AGEs al receptor LOX-1 en células endoteliales
ademas de activar vias de sefializacion que desembocan en un aumento de la
expresion de proteinas inflamatorias y moléculas de adhesion, activa vias que

desembocan en la disminuciéon de la produccién celular de NO® (causando
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disfuncién endotelial y en la apoptosis de la célula endotelial (favoreciendo la

generacion de placas de ateroma) [103].
1.2.2. Metilglioxal

El metilglioxal (MGO) es un a-oxoaldehido muy reactivo que se produce por vias
enddgenas, tales como descomposicion de triosas fosfato [104], auto-oxidacion de
carbohidratos [105, 106], degradacion de la glucosa [107], peroxidacion de lipidos
[108] y degradacion de acidos nucleicos [109]. En individuos sanos, los valores
reportados de la concentracion de MGO se encuentran entre 120 y 650 nM [110-
124]. En condiciones patoldgicas (e.g.: diabetes, nefropatia) [115, 125, 126], la
concentracion de MGO se ve aumentada, con valores reportados desde 150 nM hasta
2.4 pM [110-124], aunque probablemente este ultimo valor esté sobreestimado
[121], esperandose que la concentracion plasmatica de MGO se encuentre por
debajo de 1 uM.

(0] H20 0] OH H>0O HO OH
Anhidro Monohidrato Dihidrato
(1%) (71 %) (28 %)

Esquema 1.5. Formas del MGO presentes en solucién acuosa.

El MGO puede formar hidratos, y en solucién acuosa se encuentran tres formas del
MGO en equilibrio en distintas proporciones (Esquema 1.5): anhidro (1 %),
monohidrato (71 %) y dihidrato (28 %) [127-129]. El MGO también reacciona de
forma reversible con las cadenas laterales de Arg y Lys presentes en las proteinas
[130], y modificaciones irreversibles posteriores pueden ocurrir como la formacién
de entrecruzamientos de cadenas laterales de Lys o entrecruzamientos MODIC (del
inglés methylglyoxal-derived imidazole crosslink, entrecruzamientos imidazol
derivados de metilglioxal, que se dan entre cadenas laterales de Lys y Arg) [130] y
CEL [65] a nivel de residuos Lys, y la formaciéon de imidazolonas como N-(hidro-5-
metil-4-imidazolon-2-il)-ornitina (MG-H1) [130].

Los mecanismos para la formacion de estos productos no estan del todo elucidados
debido a que presentan varias etapas, aunque se cuenta con trabajos de modelado
DFT en solucién acuosa que en los que se exploran varias alternativas mecanisticas
para la formacidén de entrecruzamientos entre Lys y Arg derivados de glioxal y MGO
(e.g. MODIC) [131-133]. En otro trabajo (también de modelado DFT en solucién

20



acuosa) se estudié un posible mecanismo para la reacciéon entre lisina y glioxal
monohidrato para dar CML [134]. El mecanismo consiste en la formacién reversible
de una base de Schiff, la cual sufre rearreglos irreversibles para dar lugar a CML. La
reaccion analoga con MGO podria seguir un mecanismo similar, dando CEL.
Analogamente, el MGO puede reaccionar de forma reversible con las cadenas
laterales de Cys para formar un hemitioacetal [89, 91]. Se ha sugerido que este
hemitioacetal se transformaria en S-(carboxietil)cisteina (CEC) [135], por
extrapolacion a lo observado por la reaccién de tioles con glioxal que da como
producto final S-(carboximetil)cisteina [136]. No obstante, el producto CEC nunca
se ha identificado como producto de las reacciones de tioles con MGO [89],
probablemente debido a las diferencias entre el glioxal y el MGO (el primero es un
dialdehido, mientras que el segundo es un cetoaldehido; cetonas y aldehidos
presentan una quimica diferente). En el Esquema 1.6 se muestran las vias de

formacién de productos derivados del MGO.

HN/Q:N/LVS
Arg\N)Q

N
H
MODIC

-2H20¥ Arg, Lys

HN Arg Lys Lys.+

<~ ° s o —— NJ\(’O
Arg\N)\N -H20 0 = H, O.@
H Cys
MG-H1 MGO \ CEL
OH
2Lysf O)\(

S<
Cys

Hemitioacetal
Lys< /J\/N\
YESNT>= s
Entrecruzamiento de Lys

Esquema 1.6. Vias de formacién de productos entre metilglioxal y cadenas
laterales de Arg, Lys y Cys. MGO: Metilglioxal. CEL: N-(carboxietil)lisina. MODIC:
Entrecruzamiento imidazol derivado de metilglioxal (del inglés methylglyoxal-
derived imidazole crosslink) MG-H1: N-(hidro-5-metil-4-imidazolon-2-il)ornitina.
Cabe destacar que el receptor RAGE mencionado anteriormente presenta una

elevada afinidad por el producto MG-H1 (del orden de 1 nM) [137], mientras que
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para el producto CEL (unido a las proteinas) tiene una afinidad mucho menor (del
orden de 1 uM)[138].

En el medio intracelular, el MGO es detoxificado por el sistema glioxalasa, el cual
cataliza la transformaciéon de MGO a D-lactato [139]. Dicha transformacion se da en
tres etapas. Primero el MGO reacciona de forma rapida con glutatién para formar un
hemitioacetal. Luego, éste se isomeriza a un tioéster, D-S-lactoilglutatién (catalizada
por la glioxalasa I) [140]. Finalmente, el tioéster se hidroliza a D-lactato y agua, una

reaccion catalizada por la glioxalasa II [141].
1.3. Albimina sérica humana

1.3.1. Generalidades

La albimina sérica humana (HSA) es la proteina mas abundante en el plasma,
representando alrededor del 60 % del total. Su concentracién en plasma es de
alrededor de 600 pM. Se trata de una cadena polipeptidica simple de 585 residuos,
no glicosilada, con un peso molecular de 66438 Da y una carga global de alrededor
de -14 apH 7.4.

Figura 1.1. Representacion de la estructura cristalografica de la HSA (coloreada
por subdominio) libre de ligandos y modificaciones (PDB: 1A06_A) y ubicacién del
residuo Cys34.

Se trata de una proteina globular que presenta un 60 % de hélice a y nada de hoja
plegada (3, organizada en tres dominios (I, residuos 1-195; II, residuos 196-303; III,

residuos 304-585). Cada uno de estos dominios se divide en dos subdominios, Ay B
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(Figura 1.1), cuya estructura se encuentra estabilizada por enlaces disulfuro (en
total la HSA tiene 17 de estos enlaces) [142]. Se sugiere que el origen de esta
estructura en subdominios se debe a eventos de duplicaciéon genética [143]. La HSA
tiene un unico residuo de cisteina libre, Cys34, el cual se encuentra en una
hendidura, cercano a los residuos Asp38 y Tyr84 (Figura 1.1), que representa mas
del 80 % de los tioles libres en plasma [144].

Debido a que tiene numerosos residuos ionizables (36 Asp, 62 Glu, 59 Lys, 24 Arg,
16 His, 1 Cys y 18 Tyr), la HSA puede sufrir cambios conformacionales reversibles
al variar el pH. A valores de pH menores a 4.3, la HSA experimenta una transicién de
la conformacién normal (conformacién N; presente a pH 7.4) a la conformacién F
(del inglés fast, rapida, debido a que migra rapido en los geles de electroforesis), que
a su vez sufre una transicion a valores de pH menores a 2.7 a la conformacién E
(extendida). Por otro lado, la forma N sufre a valores de pH mayores a 8 una
transicion a la conformacidén B (basica), que a su vez puede sufrir una transicién a la
forma A (del inglés aged, envejecida) a valores de pH por encima de 10 [142]. Se ha
reportado que la forma B presenta una mayor capacidad de union a ligandos [145]
y que la presencia de calcio a concentraciones plasmaticas facilita la transicion de N

aBapH 7.4 [146], lo que sugiere que dicha transicién es relevante bioldgicamente.

pH < 2.7 pH ~4.3 pH ~8 pH >10
E < F < N =< B A

Esquema 1.7. Conformaciones de la HSA en relacion con el pH. E: Forma
extendida. F: Forma fast. N: Forma normal. B: Forma basica. A: Forma aged.

A la fecha, en el Protein Data Bank (PDB) se encuentran depositadas numerosas
estructuras 3D de HSA, tanto para la proteina libre (ie. sin ligandos ni
modificaciones) [147] como unida a ligandos, como por ejemplo acidos grasos [148],
hemina [149], bilirrubina [150], prostaglandinas [151] y farmacos [152]. A la fecha,
no se cuenta con estructuras de HSA con modificaciones covalentes a nivel de Cys34
detectadas experimentalmente, ni formando productos derivados de reacciones con
MGO a nivel de residuos de Arg y Lys, pero si se cuenta con una estructura de HSA
formando una base de Schiff (o un producto de Amadori de cadena abierta) a nivel
del residuo Lys195 [153] (esto se detallara mas adelante), siendo ésta la tnica

estructura de HSA con modificaciones postraduccionales.

Entre las funciones de la HSA se encuentran el transportar moléculas pequenas

(acidos grasos, bilirrubina, hormonas, farmacos, etc.) y cationes metalicos,
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mantener la presiéon coloidosmotica (asociada a su gran carga negativa) [142] y
capturar especies electrofilas, tanto oxidantes [56, 154-161] como no oxidantes [89-

91, 136, 162-164]. Esta ultima funcion esta asociada a su tiol libre en Cys34.
1.3.2. Reactividad del tiol de la HSA y su derivado - el acido sulfénico

Al igual que como se mencion6 de forma general en la Seccién 1.1 para tioles
proteicos y de bajo peso molecular, el tiol de la HSA (HSA-SH) puede oxidarse por
perdxidos como H,0, y dcido peroxinitroso para formar un acido sulfénico de vida
media relativamente larga [56, 154], el cual puede reaccionar con tioles de bajo peso
molecular (e.g. cisteina, cisteinilglicina, homocisteina) para formar disulfuros
mixtos (HSA-SS-R; cisteina: HSA-SS-Cys; homocisteina: HSA-SS-Hcy) [165],
decaer espontaneamente a un producto no caracterizado que se presume que se
trata de una sulfenilamida [165, 166], o reaccionar con peréxidos para formar un
acido sulfinico (HSA-SO2H) que no puede ser reducido in vivo y que a su vez puede

oxidarse, también de forma irreversible, a acido sulfénico (HSA-SOs3H) [56].

Por otro lado, el tiol de la HSA puede reaccionar con electréfilos centrados en
carbono, como por ejemplo carbonilos «,3-insaturados como 4-hidroxinonenal
[164] y derivados nitrados de acidos grasos insaturados [162] -siguiendo un
mecanismo tipo Michael- y a-oxoaldehidos como glioxal y MGO para formar [89,
136] para formar hemitioacetales (esto ya fue mencionado en la Seccién 1.2.2), y
con disulfuros de bajo peso molecular (eg. cistina, homocistina) para formar
disulfuros mixtos [167]. La formacion de éstos ultimos modula la union de ligandos
[168-170]. En la Tabla 1.4 se muestran valores de constantes de velocidad de

reacciones del tiol de la HSA con especies electréfilas.

Tabla 1.4. Constantes de velocidad de reacciones del tiol de la HSA con especies
electréfilas a 37 °Cy pH 7.4.

Especie k(M-1s71) Referencia
H,0, 2.26 [154]
Acido peroxinitroso 3.8 x 103 [160]
HNE 29.4 [164]
DTNB 16.1 [156]
Homocistina 0.175 [167]

Como se menciond antes, la HSA tiene ademas la capacidad de unir de 4cidos grasos

de forma no covalente. La unién de éstos -y de otros ligandos- induce cambios que

24



incrementan la reactividad del tiol frente a distintas especies (e.g. peroéxidos,
disulfuros, MGO) [90, 156].

En adultos sanos, alrededor del 75 % de la HSA circulante se encuentra en la forma
HSA-SH, mientras que el resto se encuentra mayoritariamente en la forma
HSA-SS-Cys [171, 172]. Entre el 1 y el 2 % de la HSA circulante se encuentra en las
formas HSA-SO2H y HSA-SOsH [173-177]. Un incremento en los niveles plasmaticos
de HSA-SS-R, HSA-SO2H y HSA-SOsH esta asociado con distintas patologias y
podria constituir un biomarcador de la implicacién del estrés oxidativo en procesos

patoldgicos y de la funcién de la HSA como antioxidante [144, 178].

Respecto a la acidez del tiol de la HSA, ésta es controversial, con valores de pK,
reportados de entre 5 y 8.8 [156, 179-183], principalmente debido a la
extrapolacion de lo observado en albimina sérica bovina (BSA, acrénimo del inglés
bovine serum albumin) [179, 180] a la HSA (proteinas que se comportan de forma
diferente [184]), o bien por una interpretacion errénea del grafico de la constante
de velocidad observada respecto al pH (los autores sugieren un valor de pK, de ~7,
sin embargo del grafico se obtiene un valor de ~8) [181]. Experimentos de cinética
en funcion del pH [156, 185] sugieren que el pKa tiene un valor de ~8 aunque no
queda claro si los cambios observados se deben a la ionizacién del tiol o a cambios
en el entorno debidos a la transicién N-B. Sin embargo, experimentos de titulacién
UV-visible -un método directo, ya que el tiolato absorbe a 238 nm pero el tiol no-
arrojan un valor de pK, de 8.05 [185]. Estos resultados dan mayor solidez a la idea

de que el pK, de Cys34 se encuentra alrededor de 8.
1.3.3. Glicacion de la HSA

Dada su alta concentracion, gran cantidad de residuos basicos (59 Lys y 24 Arg) y
larga vida media (alrededor de 21 dias), la HSA es altamente susceptible a glicarse
[186]. La glicacién produce cambios en la estructura, y por lo tanto, en la funcién de

la HSA, disminuyendo la capacidad de transportar ligandos [71, 187, 188].

Cuando el agente glicante es la glucosa, se han reportado modificaciones en los 59
residuos Lys de la HSA [189], no obstante, el sitio mas importante de glicacion in
vivo es el residuo Lys525 [190, 191]. Actualmente se cuenta con una estructura
cristalografica de HSA modificada por glucosa in vitro (PDB: 4IW2) formando una
base de Schiff (o un producto de Amadori de cadena abierta) con Lys195 [153].

Cuando el agente glicante es el MGO, el sitio primario de modificacién es Arg410 (y
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la modificacién que presenta es el producto MG-H1 mencionado en la Secciéon

1.2.2), aunque otros sitios minoritarios han sido identificados [188, 192].

En individuos sanos, la proporcién de HSA glicada se encuentra entreel 1 y el 10 %
del total [187], mientras que en pacientes diabéticos la proporcion suele ser dos o
tres veces mayor [193-200]. En pacientes diabéticos no controlados la proporcién
de HSA glicada puede llegar incluso al 90 % [201]. Asimismo, las alteraciones en la
estructura y funciéon de la HSA inducidas por la glicacion tienen implicaciones
clinicas. Altos niveles de HSA glicada se relacionan con dafios irreversibles asociados
con las alteraciones metabolicas observadas en la diabetes [76, 202]. Varios trabajos
muestran la importancia de la HSA glicada en condiciones de insuficiencia renal y
microangiopatia en diabéticos [79, 203-209], y también en complicaciones
vasculares de la retinopatia asociada a la diabetes [80]. Por otro lado, se sugiere que
la HSA glicada esta involucrada en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares.
Estudios in vitro apuntan a que la HSA glicada favorece la activacion y agregacion
plaquetaria [210-212] y desfavorece la agregacién de eritrocitos [213].
Adicionalmente, la HSA glicada puede afectar el metabolismo de la glucosa en el
musculo esquelético [214] y en adipocitos [215]. Se ha observado que la albumina
glicada dispara la generacidn de especies reactivas de oxigeno, las cuales llevan a la
reduccion de la sensibilidad a la insulina del adipocito [215, 216]. M&s atn, esta bien
establecido que la albumina glicada contribuye a la modificacién oxidativa de

proteinas intracelulares en adipocitos [217, 218].

La HSA glicada formando AGEs (AGE-HSA) afecta la biologia celular mediante la
interaccion del producto MG-H1 que se forma en Arg410 con el receptor RAGE
mencionado en la Seccién 1.2.1, que resulta en la activacion de cascadas de sefiales
que terminan en la expresion de mediadores inflamatorios y moléculas de adhesién
(i.e. inmunogénesis), y en un aumento en la expresion del propio RAGE [137].
Ademas, como también se menciond, AGE-HSA se une a los receptores CD36,
aumentando la producciéon de especies reactivas de oxigeno y disminuyendo la
produccion de leptina (lo que favoreceria la obesidad) [102], y a los receptores LOX-
1 de las células endoteliales, activando cascadas de sefializaciéon que desembocan en
inmunogénesis, disfunciéon endotelial y apoptosis de la célula endotelial (que se
relaciona con la formacién de placas de ateroma) [103]. Por otro lado, AGE-HSA
puede mostrar propiedades antigénicas, las cuales pueden llevar a una respuesta

autoinmune [219, 220].
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Los efectos de la HSA glicada no solo se deben a AGE-HSA. Varios tipos celulares (e.g.
monocitos, macr6fagos) presentan receptores de fructosil-lisina, a los que se une la
HSA que forma productos de Amadori (AP-HSA) [221]. En macréfagos y monocitos,
la unidon de AP-HSA a estos receptores activa vias de sefializacion que terminan en
la expresion de mediadores inflamatorios [222, 223]. El receptor IGF-1 de las células
mesangiales del rifion también une AP-HSA, activando vias de sefalizacion que
disminuyen la expresion de catalasa (una enzima con funcién antioxidante que
cataliza la dismutaciéon de peréxidos), lo cual favoreceria el envejecimiento de
dichas células [224]. Asimismo, se ha reportado que AP-HSA, mediante receptores
no identificados [225], favorece la expresion de colageno, fibronectina y de
proteinas involucradas en el crecimiento y la diferenciacién celular [206, 207, 226].
Las células endoteliales también presentan un receptor que une AP-HSA [227].
Dicha unioén activa vias de sefializacién que provocan un incremento en la sintesis
de NO* que induce la muerte celular [228, 229], lo cual podria tener un rol en el
desarrollo de enfermedades vasculares, y también activa vias de sefializacion que
inducen un aumento en la expresiéon de E-selectina, una molécula de adhesion [230].
Otras células que son afectadas por AP-HSA son las del musculo liso vascular, y los
queratocitos del ojo. La interaccion entre las primeras y AP-HSA favorece la
proliferacion de las mismas y la expresion de mediadores inflamatorios [231], y la
generacion de NO® [232]. En los queratocitos, AP-HSA también parece inducir la

expresion de mediadores inflamatorios [233].
1.3.4. Interaccion entre glicacion de HSA y oxidaciéon de Cys34

En los altimos afios, se ha sugerido que la glicacion de la albimina y la oxidacién del
tiol de Cys34 son procesos sinérgicos, es decir, que la glicacidn favorece la oxidacion

de Cys34 y viceversa [234].

Por un lado, se ha reportado que el tiol de la BSA incubada con glucosa parece ser
mas susceptible a oxidarse por especies radicalarias [193], y que la BSA incubada
con glucosa (5-100 mM, 37 °C, pH 8) por 7 semanas muestra una disminucién del
contenido de tioles de hasta un 61 % [235]. Una disminucion del contenido de tioles
similar (40 %) se ha observado cuando se incuba BSA con MGO (1 mM, 37 °C, pH
7.4) durante 150 horas (aprox. 6 dias), aunque esta disminucién puede deberse a la
reaccion del tiol con MGO [236]. En linea con estos resultados, se han observado
niveles disminuidos de HSA-SH en pacientes diabéticos (~34 %) [237] e

hiperglicémicos (~50 %) [238]. Estos trabajos sugieren que la glicaciéon aumentaria
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la tendencia a oxidarse del tiol de Cys34, aunque no se cuenta con estudios cinéticos

de las reacciones de HSA-SH (glicada) frente a especies oxidantes.

Por otro lado, se ha observado que la BSA tratada con H,0, 10 mM (pH 7.4, 37 °C)
presenta mayores niveles de glicacién por glucosa (se incubo la proteina por 4
semanas con concentraciones de glucosa de hasta 30 mM), de hasta 35 % [234].
También se ha reportado que la HSA con disulfuros mixtos a nivel de Cys34
(HSA-SS-Cys, HSA-SS—-Hcy; variantes de HSA oxidada a nivel de Cys34) presenta
una mayor reactividad del grupo amino de Lys525 frente a homocisteina-tiolactona
[239], que si bien no es un agente glicante, tiene caracter electréfilo. Esto sugiere
que el grupo amino de Lys525 presenta mayor nucleofilia en HSA que forma
disulfuros mixtos, lo que podria traducirse en un aumento en la tendencia a glicarse

de dicho residuo.

Otro aspecto a destacar es que se ha observado que los oxoaldehidos, entre ellos el
MGO, tienen la capacidad de reaccionar con el tiol de la HSA, si bien las constantes
de velocidad para este tipo de reacciones no se han determinado [89, 91], lo que

disminuiria la actividad antioxidante de la HSA.
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2. Fundamentos metodologicos

2.1. Generalidades

Los estudios llevados a cabo en el desarrollo de esta tesis constan de dos
componentes, una de modelado computacional, que comprende la mayor parte de
los estudios realizados, y otra de experimentaciéon empirica, que complementa y/o
valida los resultados obtenidos a partir del modelado. En este capitulo se
describiran los fundamentos de los métodos -tanto computacionales como
experimentales- mas importantes empleados para realizar los estudios llevados a

cabo en este trabajo de Tesis.

2.2.Métodos tedrico-computacionales para el modelado de la estructura

molecular

La quimica tedrica y computacional es la rama de la quimica que desarrolla y usa
teorias, conceptos (e.g. enlace quimico, reaccién quimica, orbitales moleculares,
superficie de energia potencial) y modelos fisico-matematicos (e.g. modelos
continuos que representan el entorno molecular) para describir la estructura de los
sistemas moleculares en conexion con el resto de sus propiedades. Dependiendo del
problema quimico a resolver, su contexto, y el grado de detalle necesario para la
descripcion de la organizacion de la materia (molecular, atémico, electrénico) se han
desarrollado distintas teorias y modelos, junto con métodos para su aplicacién e
interpretacion de los resultados, con distintos grados de aproximacién, con mayor o

menor sofisticacion y exactitud.

En forma aplicada, la quimica computacional permite el modelado y la simulacién
de sistemas moleculares, aplicando los modelos y métodos de la quimica tedrica,
valiéndose del uso de computadoras como laboratorio, para resolver los problemas
quimicos. Los resultados obtenidos aplicando la quimica teérica y computacional no
s6lo complementan aquellos provenientes de la actividad experimental, ayudando a
explicarlos, sino que también permiten predecir fendmenos quimicos complejos,
aun no observados que llevan a disefiar nuevos experimentos empiricos para
responder a nuevas preguntas que surgen de los modelos. En el Esquema 2.1 se
muestran los principales métodos de modelado de estructura molecular al detalle

atémico, incluyendo los usados para los calculos realizados en este trabajo de tesis.

29



Métodos de modelado de estructura
molecular al detalle atomico

Basados en la
aproximacion HF

ab initio Semi
HF empiricos

ab initio
Post-HF

Esquema 2.1. Principales métodos para el modelado de estructura molecular al
detalle atbmico. MM: Mecanica molecular. QM: Mecanica cuantica. HF: Hartree-
Fock. DFT: Teoria del funcional de la densidad. CC: Coupled-cluster. CI: Interaccion
de configuraciones. MP: Mgller-Plesset.

En los siguientes apartados, se explicaran las bases de los métodos computacionales

usados para los calculos llevados a cabo en este trabajo de tesis.
2.2.1. Métodos clasicos para modelar estructura molecular al detalle atémico

Los métodos clasicos, también llamados de mecanica molecular (MM) [240] se
basan en la mecanica clasica para modelar los sistemas moleculares. En el caso de la
mecanica molecular atomistica, los &tomos de la molécula son representados por
particulas esféricas con radio -usualmente el radio de van der Waals-, carga

(derivadas de calculos cuanticos, ver mas adelante) y polarizabilidad asignados por
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tipo de dtomo (atomo de un elemento quimico determinado mas informacién de su
entorno quimico) y los enlaces por resortes con distancias de equilibrio iguales a la
longitud del enlace -determinada experimentalmente o calculada- en cuestion. La

energia potencial, E, de la molécula puede describirse como:
E =E .y + Epc (2.1)

donde E,y v E,,c representan en forma global a términos covalentes y no covalentes,

respectivamente.

Los términos covalentes se describen como una suma de términos de tension o
stretching de enlaces, E;,, flexion o bending de dngulos de enlace, Ey 4, y torsion de

angulos diedros o rotacion de enlaces o grupos, Ey,:

Ecov = z Egyr + Z Epna + Z Etrs (2.2)

enlaces angulos diedros

Los términos de stretching y bending se pueden describir como potenciales
armonicos o emplear formas mas complejas que incorporan términos de mayor
orden para considerar efectos anarmonicos; en todos los tratamientos clasicos
usados en los estudios que forman parte de esta tesis se emplearon métodos que
recurren a tratamientos arménicos de la energia potencial molecular del estilo de

las expresiones que se detallan a continuacién:
Egtr = kger(x — xo)z (2.3)

Epng = kpna(6 — 6,)? (2.4)

donde kg, y kpnq SON respectivamente constantes de fuerza de stretching y bending,
X y 0 son respectivamente los valores de distancias y angulos de enlace
determinados por las posiciones de los pares/ternas de atomos involucrados en
cada tipo de interaccién entre atomos quimicamente enlazados, y x, y 6, son
parametros que corresponden respectivamente a los valores de equilibrio de esas

distancias y angulos de enlace.

Los términos torsionales pueden ser descritos como una serie de Fourier:
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Eurs Z—[1+cos<nw 9l 25)

donde n (la multiplicidad o nimero de minimos de energia potencial en una rotacion
de 360°) y 14, (altura de la barrera de rotacion) son parametros caracteristicos de
cada torsion, definida por cuatro atomos enlazados, w es el angulo diedro en
cuestion, y y es el desplazamiento de fase. Adicionalmente, para mantener la
planaridad de ciertos grupos (es decir w = 0 0 180°) se pueden incluir términos de

bending fuera del plano, E,,,,, aplicando un portencial V:

op-’
Eoop = V(1 — cos2w) (2.6)

Los términos no covalentes describen en general interacciones repulsivas y de van

der Waals, El-"jdw e interacciones electrostaticas, Eiejl:

n-—1

=2

Los términos repulsivos y de van der Waals suelen describirse como potenciales de

n
D FolE™ + (27)
=j+

i=j+1

Lennard-Jones:

(2.8)

donde R;; es la distancia entre cada par de atomos iy j, R;; es el valor de equilibrio
para la misma y €;; es la profundidad del pozo de energia potencial. Los términos

electrostaticos se describen como potenciales de Coulomb:

el _ qiqj

b 47TEORU (2.9)

Donde adicionalmente, gq; y q; son las cargas de cada par de atomos iy j,

respectivamente y €, es la permitividad o constante dieléctrica en el vacio.

Al conjunto de la forma funcional y los parametros usados para calcular la energia

potencial se lo denomina campo de fuerza, determinado por la expresion analitica
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que vincula a la energia potencial E con las posiciones atémicas (R, 8, w) o (x,y, z) a
través de expresiones como las apenas introducidas u otras similares, los tipos de
dtomos considerados en el mismo y los valores de los pardmetros introducidos,
determinados a partir de datos empiricos o de calculos de alto nivel de exactitud o
de su combinacién. Algunos campos de fuerza incluyen términos especificos para
describir enlaces de hidrégeno dentro de las contribuciones no electrostaticas, en

tanto otros los incluyen dentro de las contribuciones covalentes.

Los métodos clasicos son mucho menos costosos en términos de recursos de calculo
que los métodos cuanticos de los que se hablara a continuacidn, y permiten modelar
la estructura y energia relativa de sistemas con varios miles de atomos, como, por
ejemplo, las proteinas y su entorno. Sin embargo, como los electrones son descritos
implicitamente en ellos, los métodos clasicos no pueden ser utilizados, en general,
para el modelado de reacciones quimicas, ya que éstas involucran cambios en la
estructura electronica de los sistemas moleculares. Sin embargo, existen campos de
fuerza tales como el ReaxFF [241] y o el EVB (del inglés Empirical Valence Bond)
[242] cuyos parametros se ajustan segun la variacién de una coordenada de
reaccion y permiten estudiar reacciones quimicas. Para proteinas se han
desarrollado varios campos de fuerza, entre ellos los campos de fuerza AMBER [243]
y CHARMM [244]. Asimismo, existen campos de fuerza generalizados, como el
campo de fuerza gaff [245], para moléculas compuestas por C, N, O, H, S, P, F, Cl, Br
e I, y el campo de fuerza UFF [246], disponible para todos los elementos. Para los
calculos MM llevados a cabo en este trabajo de tesis se us6 el campo de fuerza
AMBER en su version ff99SB [247], que incluye pardmetros para los 20 residuos
proteicos estandar en diferentes estados de protonacién, complementado con el
campo de fuerza gaff que incluye parametros para grupos presentes en residuos no

estandar (e.g. el grupo acido sulfénico, ~-SOH) y moléculas pequefias como el H,0,.

2.2.2. Métodos cuanticos
2.2.2.1. Generalidades: La ecuacion de Schrédinger y su resolucién

Para modelar reactividad y reacciones quimicas como las abordadas en este trabajo
de tesis, es necesario describir el comportamiento de los electrones en las moléculas
de forma explicita, por lo que es necesario recurrir a métodos basados en la
mecdnica cudntica (QM), centrandose en la ecuacién de Schrédinger independiente
del tiempo que tiene la siguiente expresion general para sistemas en estado

estacionario:
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HY = E¥Y (2.10)

donde H es el operador hamiltoniano (los acentos circunflejos denotan operadores)
asociado a la energia total del sistema, E es la energia total del sistema y W es la

funcién de onda del sistema.

El operador hamiltoniano para un sistema molecular puede separarse en
operadores de energia cinética nuclear T,, energia cinética electrénica, T,, energia
potencial de repulsion nuclear V,,,, energia potencial de atraccién entre nucleos y

electrones, V},., y energia potencial de repulsion electroénica V.

A~

H=T,+To+ Vpp + Ve + Voo (2.11)

La ecuacién de Schrodinger para un sistema molecular en estado estacionario no
puede ser resuelta analiticamente, ya que se trata de un problema de interacciones
de muchos cuerpos, por lo que es necesario introducir aproximaciones para
resolverla, como la aproximaciéon de Born-Oppenheimer, que se tratara en el

siguiente apartado.
2.2.2.2. La aproximacion de Born-Oppenheimer

En principio, la funcién de onda molecular ¥ depende de las posiciones de los
nucleos, R, y de las posiciones de los electrones, r, pero como los primeros tienen
una masa mucho mayor que los segundos, se puede considerar que el movimiento
de los ntcleos se da en una escala temporal mucho mas lenta que el movimiento de
los electrones, por lo que ¥ puede separarse en una funciéon de onda nuclear, y,,,

que depende solo de Ry una funcion de onda electronica, . que depende de Ry r:

Lp(rl R) = we(r; R)lpn(R) (212)

entonces, la ecuacion de Schrédinger puede separarse en una ecuacién de
Schrédinger nuclear, que solo depende explicitamente del movimiento de los
nucleos (los electrones se acomodan instantdneamente al movimiento nuclear,

contribuyendo a la energia potencial nuclear) y pasa a tener solucién exacta:

Ay, (R) = EY,(R) (2.13)
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y en una ecuacion de Shcrédinger electrénica, que no depende del movimiento
nuclear mas que en forma paramétrica (se resuelve a posiciones nucleares
congeladas, convirtiendo a ¥, en una constante, V,,,) y a la energia electrénica en
una funcién de R (lo que permite definir el concepto de superficie de energia

potencial molecular):

Heype(R,1) = Ec(R)Ye(R, 1) (2.14)

A~ ~

ﬁe = 7\we + Voe + Vee + Vin (2-15)

Esta aproximaciéon se conoce como aproximacion de Born-Oppenheimer [248] y
resuelve el problema del acoplamiento entre el movimiento de los nucleos y el
movimiento de los electrones. Resta adn resolver la ecuaciéon de Schrodinger
electronica, que no tiene solucién exacta debido al problema del acoplamiento del
movimiento de los electrones. Para abordar este problema se puede recurrir a
aproximaciones adicionales como la aproximacién de Hartree-Fock (HF), o recurrir
a teorfas no basadas en HF como la teoria del funcional de la densidad (DFT, del
inglés density functional theory). Las bases de estas metodologias se trataran en los

siguientes tres apartados.

2.2.2.3. Teoria de Hartree-Fock, método del campo autoconsistente y error de

correlacion electronica

La ecuacion de Schrodinger electrdénica sigue sin tener solucion exacta, por lo que
debe introducirse otra aproximacion para resolverla. Una posibilidad es aplicar la
aproximacion de Hartree-Fock (HF) [249], en la cual se considera que cada electrén
se mueve en un campo eléctrico promedio generado por los nucleos en una
configuracion nuclear R y por los demas electrones en posiciones representativas,
lo que lleva a simplificar H, sustituyendo el operador de repulsién electrénica
instantanea V. por un término de repulsién electrénica promedio de HF, que es una
suma de términos monoelectrénicos y permite escribir H, como una suma de n
hamiltonianos monoelectronicos, donde n es el nimero de electrones del sistema, y
separar la ecuaciéon de Schrodinger electronica en ecuaciones de Schrodinger
monoelectrénicas, cuya soluciéon da energias orbitales, ¢;, y funciones de onda
monoelectronicas ¢;(r;), denominadas orbitales moleculares (nota: por simplicidad

se omite la dependencia paramétrica con R).
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Entonces, la funcion de onda polielectrénica de HF, Wy, puede escribirse a partir de
funciones de onda monoelectroénicas s;¢;(r;) (spin-orbitales moleculares), que son
el producto de una funcién de spin s; (que para un electrén pueden representar dos
estados, a o f5, los cuales asociados a valores del numero cuantico de spin azimutal
de +Y%2 y -%, respectivamente) por una funcién de onda espacial ¢; (llamadas
orbitales moleculares). Para que se cumpla el principio de exclusion de Paulj, la
funcion de onda polielectronica puede escribirse como un determinante de Slater,
que es una combinacién lineal antisimétrica y normalizada de productos de

spin-orbitales moleculares:

S1h1(r1)  Saa(ry) 0 Spn(ry) n
lpHF=i s191(12) 52¢)2'(r2) anb.r?'(rz) =A1_[Si¢i(ri) (2.16)

\/m .. L
51¢1(rn) 51¢2(rn) Sn¢n(rn) -

donde A es el operador de antisimetria para un sistema de n electrones.

La energia electronica total (o energia HF) puede calcularse a partir de un conjunto

de n ecuaciones de Schrodinger monoelectrénicas o ecuaciones de Hartree-Fock:
Fipi(r) = &;p;(ry) (2.17)

siendo F; los operadores de Fock:
n
J

donde h; es el hamiltoniano del electrén i en ausencia de los otros electrones
(energia cinética del electron mas energia potencial de atracciéon de m nucleos del

sistema molecular con carga +Z,):

1 " Z
ﬁi = ——VI_Z _Z—M
2 “=1Tm-

(2.19)
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fij es el operador de Coulomb para la interaccién entre los electrones iy j:

Ty = {500)] 7|,) detr) (2.20)

K es el operador de intercambio —que resulta de intercambiar posiciones entre los

electrones iy j-:

Rydhu(r) = ;00| 7= |(5)) () (221)

entonces, la energia orbital, ¢;, se calcula como:

g = ihi +i(]if - K;j) (2.22)
i=1 j=1

donde h; representa las integrales monoelectrénicas que retinen la energia cinética
del electrén y la energia potencial de atraccidn nuclear para cada electrdn i con los

m nucleos en la configuracién nuclear R:
= (¢ilhi|¢:) (2.23)
Jij representa las integrales bielectronicas de Coulomb:
I GG et FAGITES) (2.24)

y K;j representa las integrales bielectronicas de intercambio:

5 = (B0 0| 7 i), (2.25)

entonces, la energia HF se calcula como:
n n

1 n
EHF = (LPHF|H|LIJHF = Z &; _Ez Z(]U - Kl]) + Vnn (226)

i=1 i=1j=1
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En el método HF, que emplea el principio variacional (el cual sostiene que cualquier
funcién de onda aproximada usada para describir un estado del sistema tendra una
energia mayor o igual que la energia de la funcién de onda exacta) se parte de una

funcién de onda aproximada, y(©) denominada initial guess:
n
PO = 4 1_[ sip® (2.27)
i=1

donde ¢i(0) son las funciones de onda monoelectrénicas (orbitales moleculares) de
partida. Entonces se resuelven las ecuaciones HF, obteniendo versiones mejoradas
de los orbitales moleculares de partida en forma iterativa, ¢>i(1), y se obtiene una
funcién de onda polielectrénica mejorada, W™, El proceso se repite k ciclos hasta
que se obtiene una funcién de onda W) que describe un estado cuya energia difiere
en menos de un umbral preestablecido (limite de convergencia) respecto al valore
de energia asociado a la funcién W*~1, Esto se conoce como método del campo

autoconsistente (SCF) [248].

Uno de los principales defectos del método de HF es que no tiene en cuenta las
interacciones instantdneas entre los electrones (aunque si lo hace de forma
promediada), fenémeno denominado correlacién electrénica y genera que todas las
estimaciones obtenidas usando HF estén por encima del valor exacto de la energia
del sistema, por lo que para corregir este error, es decir, recuperar la energia de
correlacién electrénica, se han desarrollado varios métodos, algunos basados en HF,
conocidos como métodos post-HF, como por ejemplo los de interacciéon de
configuraciones, los basados en la teoria coupled-cluster, y los basados en la teoria
perturbacional de muchos cuerpos, y en particular dentro de ella, los métodos de
Mgller-Plesset (MP) [250]. Estos métodos recuperan parcial o totalmente la energia
de correlacién electronica, con distinto costo computacional asociado. Al conjunto
del método HF y los métodos post-HF se los denomina métodos ab initio. Otra clase
de métodos que tienen en cuenta parcialmente la correlacion electrénica son los
basados en DFT [251], teoria que no se basa en HF para resolver la ecuacion de
Schrédinger electronica de un sistema molecular. De estos métodos se hablara mas

adelante dado que se han usado en el trabajo desarrollado en esta tesis.

Adicionalmente mas aproximaciones pueden realizarse a partir de la base teérica

del método HF o SCF, dando lugar a distintos tipos de métodos semiempiricos [248],
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que incluyen parametros y de los que no se tratara aqui en mayor profundidad por

no haber sido empleados en los estudios abordados aqui.
2.2.2.4. La aproximaciéon LCAO y conjuntos de base

Los orbitales moleculares, ¢;, pueden construirse como combinaciones lineales de

orbitales atomicos (LCAO, del inglés linear combination of atomic orbitals), x ; [249]:

¢ = Z CiXj (2.28)

J

donde ¢; son coeficientes de peso de los orbitales atomicos. Al conjunto de funciones
matematicas (también conocidas como funciones de base) usadas para construir los
orbitales atomicos y; se le denomina conjunto de base [249]. El conjunto de base
define la calidad de los calculos basados en HF, y a mayor cantidad de funciones de
base (i.e. tamafio del conjunto de base) usadas, el valor de energia calculado sera
mas cercano al valor de energia limite de HF (que vendria a ser el valor de energia
que se obtendria usando un conjunto de base infinito), y menor el error de
truncamiento del conjunto de base (error introducido al usar un conjunto de base

finito). Otra variable a tener en cuenta es el tipo de funciones de base utilizado.

La parte radial R(r) de estos orbitales atémicos pueden ser representada por
orbitales tipo Slater (STOs, del inglés Slater-type orbitals) [252], que son funciones
matematicas centradas en atomos que constituyen una buena aproximacién a las
funciones de onda atémicas exactas, cuya parte radial, R(r) decae en forma

exponencial con la distancia del electrén al nucleo, r:
R(r) o« e$" (2.29)

donde ¢ es una constante. Sin embargo, resolver algunas integrales bielectrénicas
sobre cuatro centros empleando STOs se vuelve muy complicado y costoso en
términos de recursos de calculo. Una solucion alternativa consiste en usar orbitales
tipo Gauss (GTO, del inglés Gauss-type orbitals) [253], cuya parte radial decae en

forma exponencial con el cuadrado de la distancia del electrén al ntcleo:

R(r) « e~$r* (2.30)
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Los GTOs permiten evaluar rapidamente las integrales bielectrénicas sobre
funciones centradas sobre diferentes atomos, debido a que el producto de dos GTOs
centrados en atomos diferentes es otro GTO centrado en un punto intermedio. Sin
embargo, los GTOs no describen bien el comportamiento del electrén cuando esta
muy cerca del nucleo, ya que se pierde la caracteristica del orbital atémico fisico (i.e.
la funcién de onda del movimiento del electrén en un atomo hidrogenoide) de tener
derivada primera en el origen que tiende a infinito (los GTOs tienen derivada cero
en el origen), o cuando esta muy lejos, donde la funcién tipo Gauss decae mucho mas
rapidamente respecto a una funcién exponencial. Una soluciéon es usar
combinaciones lineales de GTOs -gaussianas primitivas- para aproximar un STO,
dando lugar a una funcién gaussiana contraida (cGTO). Una solucién es usar
combinaciones lineales de GTOs para aproximar mejor cada STO a lo largo de un
intervalo extenso de distancias al nucleo, usando GTOs con distintos exponentes ¢
que permitan cubrir adecuadamente el comportamiento del electrén en el orbital
atomico fisico, dando lugar a un orbital contraido tipo Gauss (cGTO, del inglés

contracted Gauss-type orbital).

Dentro de los conjuntos de base tipo cGTO, se distinguen varias categorias: a)
conjuntos de base minimos, en los que cada orbital atémico es descrito por un cGTO
[254]; b) conjuntos de base extendidos (e.g. doble zeta, triple zeta) que los orbitales
son descritos por mas de un cGTO con distintos exponentes; y c) conjuntos de base
split-valence, en los que se usa un solo cGTO para los orbitales internos y mas de uno
para los orbitales de valencia [255]. Asimismo, para mejorar la descripcién de los
orbitales atémicos, pueden agregarse funciones de polarizacion, es decir funciones
de onda con niimero cuantico de momento angular mayor que el del orbital atémico
en el estado fundamental del &tomo cuya deformaciéon en la molécula se busca
describir mejor. En el caso de especies con electrones que estan muy alejados del
nucleo, como por ejemplo aniones o estados excitados, suele agregarse funciones
difusas, que son GTOs con parte angular esférica cuyo exponente { es muy pequefio,
para describir mejor la distribucién y el movimiento de esos electrones. Los calculos
cuanticos realizados en este trabajo de tesis emplearon conjuntos de base
split-valence de Pople 6-31+G(d) [255] y 6-311++G(3df,p) [256].

2.2.2.5. Teoria perturbacional de Mgller-Plesset

En la teoria perturbacional de muchos cuerpos [257], al hamiltoniano de HF, H,, se

le agrega una perturbacién externa pequefia, V, que se dirige a reintroducir parte de
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los efectos de correlacién electronica que son dejados de lado en HF, ponderada por

un parametro, 4. Entonces la ecuacion de Schrédinger queda como:
(Hy+AV)¥ = E¥ (2.31)

Si la perturbacién es fiable, la funciéon de onda y la energia perturbadas en la

ecuacion de Schrodinger puede reescribirse en series de potencias de A:

(A +/117)< ailp@):( AiE@)( Aiw@) (2.32)
)= (N

Después de reorganizar términos, los términos de acuerdo a la potencia que aparece

elevado el parametro A se obtienen las siguientes expresiones:

20 ﬁolp(o) = FOw(0)
A By 4 g = pOw® 4 pWy(0)

22 H¥@ 4 79® = pOy@ 4 pOp® 4 p@y©) (2.33)

n
A Howo 4 pyh-1) = z QNG
i=0

Un caso particular de la teoria perturbacional es la teoria de Moller-Plesset (MP)

[250] se define H, como la suma de los operadores de Fock, F;:

y la perturbacién ¥ como V,, menos dos veces su valor esperado, (V. ):

o)

(2.34)

V= IZae - 2<I7ee) = V;ae ii(]l] ij) (2.35)

entonces, multiplicando las ecuaciones por ¥(© e integrando en el espacio:
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n
E@ = (©|F,|p©®) = Z £
i=1
(2.36)
n
Z(]ij - ki)

n
i=1 j=1

ED = (9Op|p©®) = —

N =

por lo que:
Egqp = E@ +E® (2.37)

y la energia de correlacion de orden n queda como la suma de las energias de

ordenes iguales o mayores a 2:

n
Ecopy = 2 E® (2.38)
i=2

El primer término de esta serie proporciona la energia MP2, el segundo la energia

MP3 y asi sucesivamente. La energia MP2 seria:
E® = (1[’(0)|l7|‘{’(1)) (2.39)

W@ se puede construir como una combinacién lineal de funciones propias de H:

_ ©)
o = Z ci'¥; (2.40)
i>0
entonces:
_ (PO|7 @@y @ |p|y©)
E@ — Z (PO @) = z V] Lt 7] (2.41)
i>0 i>0 0 !

La energia se puede escribir basandose en determinantes de Slater doblemente

excitados (debido al teorema de Brillouin [258]), ‘Pi‘}b, con energias E{‘]‘-b:
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occ vir \P(O)|V|qjab l-IJab|V|‘-IJ(O))
F® = Z —x (2.42)
i<j a<b i

La energia puede expresarse en base a orbitales moleculares y sus energias, por lo

que la energia MP2 queda:

) _ 2 2 (¢ib,1atbs) — (bidhaldi00))’

E T & — €& — &

(2.43)

i<j a<b

La correccion MP2 recupera entre el 80 y el 90 % de la energia de correlacién
electronica dinamica [251], y es el método post-HF menos costoso, si bien presenta
la caracteristica desfavorable de no ser variacional y que la convergencia de la
energia es lenta a lo largo de la serie de perturbaciones. Si bien los métodos DFT que
se introducen en el siguiente apartado son en general una opciéon mas eficiente para
el calculo de estructuras y propiedades en sistemas moleculares de grandes
dimensiones, el método MP2 sigue siendo una alternativa muy util para describir
correctamente problemas donde las fuerzas de dispersion tienen un papel
importante en las interacciones que no se logra describir adecuadamente a otros
niveles de calculo. En parte de los estudios de llevados a cabo en esta tesis se emplea
para obtener una mejor descripcion energética que la obtenida usando métodos
basados en DFT.

2.2.2.6. Teoria del funcional de la densidad

A diferencia de la teoria de Hartree-Fock que se basa resolver la Ecuaciéon de
Schrédinger realizando aproximaciones en el hamiltoniano molecular para lograr
obtener la funcién de onda ¥ (que carece de significado fisico directo), la teoria del
funcional de la densidad (DFT, del inglés density functional theory) [249] se basa en
resolver la Ecuacién de Schrodinger en forma exacta, trabajando con la densidad
electrénica, p, que es una medida de la probabilidad de encontrar electrones en un
punto del espacio. A diferencia de la funcién de onda, que no tiene significado fisico

directo, la densidad electrdnica es un observable fisico.

El primer teorema de Hohenberg y Kohn [259] sostiene que todas las propiedades de

una molécula en su estado electrénico basal son determinadas por densidad
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electrénica del estado basal, p,(r), que es funcion de las coordenadas espaciales, r.

Esto significa que la energia, E|,, es un funcional de la densidad electrénica:

Eq = Flpo(r)] = Eq[po(r)] (2.44)

El segundo teorema de Hohenberg y Kohn [259] sostiene que, andlogamente al
principio variacional, cualquier densidad electrénica aproximada, p, dara lugar a

una energia, E, mayor o igual que la energia del estado basal:

Elp] = Eo[po] (2.45)

La densidad electronica aproximada debe satisfacer las siguientes condiciones:

p(r) =0

(2.46)
fp(r)dr =n

siendo n el namero de electrones del sistema molecular.

El problema que presenta la teoria DFT es que no se conoce el funcional de la
densidad exacto que relaciona la energia con la densidad electrénica. Entonces se
introduce el modelo de Kohn-Sham (KS) [260]. En primer lugar, se separa la energia
en una parte que se puede calcular sin usar DFT, y en otra que requiere el funcional

“desconocido”. La energia puede describirse como:

Eolpo] = Telpol + Vaelpol + Veelpol (2.47)

donde T, es la energia cinética de los electrones, V. es el potencial de atraccion entre
nucleos y electrones y V.., es el potencial de repulsion entre electrones. Aplicando la
aproximacion de Born-Oppenheimer (ver Apartado 2.2.2.2), el término V. puede

describirse como un potencial electrostatico clasico:

brelpo] = [ porv(rydr (2.48)

Para usar los otros dos términos, se introduce como referencia un sistema ficticio de
electrones que no interactdan, que da lugar a la misma densidad electrénica que el

sistema real. Entonces se definen los términos delta, AT, y AV,.. AT, se define como
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la desviacion de la energia cinética del sistema real con respecto a la energia cinética

del sistema de referencia, T.[po],:

ATe[po] = Te[po] —Te [Po]r (2.49)

AV, se define como la desviacidn del potencial de repulsién electrénica del sistema

real con respecto a un potencial clasico de repulsién de una nube cargada, /[p,]:

AVie[pol = Veelpol — J1po]

1 ([ po(r)po(rz) (2.50)
][pO] = E.ff Tdrldrz

La energia cinética de los electrones del sistema de referencia puede describirse

como el valor esperado de la suma de los operadores de energia cinética
- 2 sz . ;s .

monoelectronicos V{ respecto a la funcién de onda polielectrénica del sistema

referencia, {,:

Te[po]r = -3 <¢r|v12|¢r) (2-51)

La funcién s, se construye como un determinante de Slater (ver Ecuacion 2.16) de

funciones de onda auxiliares, denominadas orbitales de KS, gblKS.

Los dos términos delta pueden combinarse, dando lugar a la energia de
correlacién-intercambio (XC, del inglés exchange-correlation), Exc, que es un

funcional de la densidad electrénica:

Exclpol = ATe[po] + AVie[po] (2.52)

Entonces, la energia del sistema puede describirse como:

Eolpo] = Vaelpol +J1po] + Telpolr + Exclpol (2.53)

Siendo Ex( el inico término que se desconoce.
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Andlogamente a las ecuaciones de Hartree-Fock, para buscar los orbitales que
minimicen la energia, se puede recurrir a las ecuaciones de KS siendo ¢; las energias

de los orbitales de KS, qblKS:

~KS +KS _ . 4KS
hi>¢;> = &¢;

1 m Z ( ,)
- Z p(r
hI.(S = ——v2 — —k d !
l 2 L L |ri _ rkl + |]‘i —_ ["l r + UXC (254)

Vi = i + i + s
T ox?  ay? | 0z?

vxc es el potencial de correlacidén-intercambio, que se calcula como derivada del

funcional de Ex¢ respecto a la densidad electroénica:

SEXC
Uxc = Sp (255)

Dado que las ecuaciones de KS dependen de Exc, y que Exc se desconoce, para
resolverlas resulta necesario introducir aproximaciones. Exc puede descomponerse

en dos funcionales, uno de intercambio, Ex, y otro de correlacién, E:

Exclp] = Ex[p] + Eclp] (2.56)

La mas sencilla de las aproximaciones al funcional exacto de correlacion e
intercambio es la aproximacién de densidad local (LDA, del inglés local-density
approximation) [261] y su variante aproximacion de densidad de spin local (LSDA,
del inglés local-spin-density approximation) [262]. En ellas se considera que, en cada
punto del espacio molecular, la densidad de energia —energia por electron- tiene el
mismo valor que para un gas electréonico homogéneo con la misma densidad

electrénica. El funcional de intercambio LDA, ExP4, tiene la forma:

1
33\ /3
ExP[p] = ——(—) f p()/3dr (2.57)
4\m
y el funcional de intercambio LSDA (EXSP4, que introduce la polarizacién de spin):
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s
Ex*PAlpa, pp] = —2(2) f (Pa()"/2 + pp(x)*/3) dr (2.58)

donde p, y pp representan densidades electronicas de spin a y 3, respectivamente.
En un sistema de capa cerrada, LSDA y LDA son equivalentes. Se han desarrollado
varios funcionales LSDA de correlacion, siendo uno de ellos el funcional de Vosko-
Wilk-Nusair (VWN), EYWN, cuya expresién matematica resulta muy complicada
[263]. Laaproximacion LSDA introduce un error en la energia de intercambio mayor
que la energia de correlacidn, por lo que no suele usarse para sistemas moleculares.
Entonces resulta necesario introducir una aproximaciéon mejorada, la aproximacion
de gradiente generalizado (GGA, del inglés generalized gradient approximation), en
la que ademas de depender de la densidad electronica, los funcionales de correlacién
e intercambio tienen en cuenta su gradiente, Vp(r), es decir, la derivada primera de
la densidad respecto a su posicion. Ejemplos son el funcional de intercambio de
Becke (B), EL [264]:

EX = Ex°™* + AEY

. p(r)/3x?
ABxlp] = - yf 1 + 6y sinh~1 xdr (2.59)
__ v
p(r) s

donde y es un parametro, y entre los funcionales de correlacion por ejemplo el de
Lee-Yang-Parr (LYP), EEYF, cuya expresién matematica resulta muy complicada
[265],y el de Perdew-Wang de 1991 (PW91) [266]. Si bien se mejora la energia de
intercambio en dos érdenes de magnitud con respecto a la aproximaciéon LSDA, la
teoria HF describe la componente de intercambio en forma exacta, por lo que una
opcion seria usar el intercambio de HF, pero esto seria correcto sélo si los orbitales
KS fueran idénticos a los orbitales HF. Otra opcion seria usar parte del intercambio
de HF, EXF, para describir mejor la energia de intercambio (usando funcionales de
intercambio denominados hibridos, siendo un ejemplo muy exitoso el funcional B3
de Becke [267]) y otra parte usando un funcional GGA como por ejemplo el funcional
B3LYP [268]:
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EZWYP = (1 — a)EESPA + aEJF + bAEE + (1 — )EYWN + cELYP (2.60)

donde a, b y ¢ son pardmetros de ajuste a datos termodinamicos, determinados
empleando el funcional PW91 para la parte de correlaciéon (B3PW91). La inclusién
del intercambio exacto de HF suele mejorar los resultados, aunque esto depende de
la propiedad a modelar. Este tipo de funcionales hibridos, en particular B3LYP, han
sido utilizados en los estudios llevados a cabo en este trabajo de tesis (Capitulos 5,
7 y 8) dado que son adecuados para la busqueda de estructuras y calculos de modos
normales de vibracién. Una de las deficiencias conocidas es su incapacidad para
describir adecuadamente la dispersion en interacciones no covalentes y que
subestiman energias de activacidon de procesos quimicos reactivos, aspecto que se

complemento con calculos a nivel MP2.

Finalmente, existen otros tipos de funcionales, como los meta-GGA, ampliacién de
los funcionales GGA [258], que ademas de incluir la derivada primera de la densidad
electrdénica respecto a la posicion, incluyen la derivada segunda, y los funcionales

doble-hibridos [269], que incluyen parte de la energia de correlacion de MP2.
2.2.2.7. Andlisis de la densidad electrénica, orbitales moleculares y orbitales de KS

A partir del andlisis de la funcién de onda y/o de la densidad electrénica p se pueden
obtener descriptores de diversas propiedades moleculares, globales y locales como
cargas atomicas, indices de enlace (densidad electrdénica entre un par de &tomos que
forman enlaces covalentes o enlaces de hidrégeno), descriptores de reactividad
global (e.g. dureza y blandura quimicas), descriptores de nucleofilia y electrofilia
(global y local), los cuales son de gran utilidad para una caracterizacion detallada
hasta el nivel electronico de una especie quimica y las interacciones con su entorno
las que pueden modular propiedades como su acidez, reactividad general o
especifica, e incluso pueden ser ttiles para seguir la evolucién a lo largo del tiempo
o de una coordenada de reaccidn especifica a su transformaciéon quimica. Este tipo

de estudios han sido incluidos en esta tesis en los Capitulos 5, 7 y 8.

La densidad electrénica puede calculares a partir de orbitales moleculares, los

cuales pueden construirse a partir de orbitales atémicos:
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n
p= Zni|¢i|2
=1

|¢i|2 = Z CiaCipXaXp
a,p

(2.61)

Reordenando queda:

n
p= Z Z NiCiaCipXaXp (2.62)

a,f i=1

Resulta conveniente definir las matrices de densidad, D, y de solapamiento, S:

S = [Sap]; Sap = Xakp

n (2.63)
D= [Da’ﬂ] ) Daﬁ = Z NiCiaCip

i=1

Para obtener cargas atémicas hace falta realizar lo que se conoce como andlisis
poblacional, en el que se calcula la cantidad de electrones que corresponde a cada
atomo integrando la densidad electrénica en el volumen que se asigna a cada atomo
segln ciertos criterios arbitrarios para definir los limites del espacio atémico dentro
de la molécula y la forma de distribuir electrones compartidos en enlaces entre dos
0 mas atomos. Las cargas atdmicas surgen de la diferencia entre la carga nuclear del

atomo y la cantidad de electrones asignados al mismo.

En el esquema mas sencillo, el esquema de Mulliken, la densidad electrénica sobre

el atomo 4, p,, se calcula como:

pa = z Z Dag Sap (2.64)
g

a€EA

y la carga atémica de Mulliken se calcula como:

4s =2~ [ pateydr (2.65)
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Las cargas de Mulliken sufren el problema de que son sensibles a variaciones en el
nivel de calculo y en el conjunto de base. Un esquema mas complicado, pero que da
mejores resultados en términos cuantitativos, deriva del andlisis de naturales de
enlace (NBO del inglés natural bonding orbital) desarrollado por Weinhold [270]. Se
trata de un procedimiento de varios pasos, que a grandes rasgos consiste en: (1) los
orbitales asociados a practicamente un solo atomo se localizan como orbitales
atomicos naturales (NAOs, del inglés natural atomic orbitals); (2) los orbitales
enlazantes/antienlazantes entre pares de atomos se localizan como NBOs usando
AOs de dichos atomos; (3) el resto de los orbitales (orbitales de Rydberg) son
identificados; (4) todos los orbitales son ortogonalizados. El resultado del
procedimiento es que los NAOs y los orbitales de Rydberg se describen usando
orbitales atémicos de un atomo, y los NBOs se describen usando orbitales atémicos
de un par de atomos (los NBOs pueden describirse sobre mas de dos atomos en
casos donde haya deslocalizacidn de electrones). Para derivar las cargas atémicas
(Natural Population Analysis, NPA), se puede realizar un procedimiento similar al de
Mulliken [271].

A partir del analisis de la funcidén de onda se pueden calcular érdenes de enlace o
indices que permiten cuantificar la fuerza del enlace. El indice de enlace de Wiberg
(WBI, del inglés Wiberg bond index) entre los atomos A y B, Bug, se calcula a partir

de los elementos de la matriz producto DS:

Bag = Z Z(Ds)aﬁ(Ds)ﬁa (2.66)

a€A BEB

Los WBIs pueden calcularse a partir de los orbitales atdmicos de base, y también a
partir de NAOs y NBOs.

Por su parte, a partir de la DFT se ha desarrollado un marco conceptual (DFT
conceptual o quimico) que permite extraer descriptores y propiedades de relevancia
quimica directamente a partir de la densidad electrénica y derivadas de distinto

orden de la misma [272].

El potencial quimico, u, es un indicador de la tendencia del sistema molecular a

intercambiar densidad electrénica con el entorno, y se calcula como:
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_0E(M)
~ on

(2.67)

donde n es el nimero de electrones del sistema. Usando el método de las diferencias

finitas queda:

U= — [E(n+1)—E(n)]=—%(I+A) (2.68)

N =

donde A e I son la afinidad electronica y el potencial de ionizacién de la molécula.
Usando la aproximacidn frozen core (donde se desprecia un eventual relajamiento
orbital en la reorganizacion de carga electrdnica) esta propiedad usando la
aproximacion frozen core se puede estimar a partir de las energias de los orbitales

de KS de frontera, egomo Y ELumo:

1
=3 (¢nomo *+ €Lumo) (2.69)

La dureza quimica, n, indica la resistencia del sistema molecular participar en
procesos de transferencia de densidad electrénica (i.e. es un indicador global de

reactividad molecular ante procesos de naturaleza covalente), y se calcula como:

_102E(n) 10u
"=279nz ~ 2on

(2.70)
1 1 1
n~= EE(TH' D—-2EMm)+EMn-1) = E(I —A) = E(gLUMO — €HoMO)
La blandura, S, indica que tan polarizable es el sistema molecular:
S= L _on 2.71

Combinando los conceptos de potencial quimico y dureza se obtiene un descriptor

la electrofilia molecular, w:

u?* (I +A4)?*  (enomo + €Lumo)?
2n 8 —A) 8(eLumo — €Homo)
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Las funciones de Fukui, f, indican la tendencia de una regiéon de la molécula a

intercambiar electrones, y se calcula:

_0p(n)
f== (2.73)

Usando el método de las diferencias finitas, se puede obtener una funcion de Fukui
electrofilica, f* (para procesos que implican una ganancia de electrones) y una
funcién de Fukui nucleofilica, f~ (para procesos que implican una pérdida de

electrones):
fr=pn+1)-pn) (2.74)
fmr=pn)—pn-1) (2.75)

Resulta conveniente definir las funciones de Fukui condensadas sobre el &tomo k (f,},

fr )
fi =q(n+1) —q(n) (2.76)
fi =ac@®) —q(n—1) (2.77)

donde gy, esla carga atémica sobre dicho atomo. La regién de la molécula con mayor
valor positivo de f;//f, mas grande serd la regién con mayor caracter
electrofilico/nucleofilico. Las funciones de Fukui sirven para comparar la electrofilia
o la nucleofilia de regiones distintas de la misma molécula. Para comparar la
electrofilia/nucleofilia de regiones distintas de distintas moléculas aparece el

concepto de blandura local, s:

_0p 0On dp

= =__. T = 2.78
s du Jdu on St ( )

Es conveniente calcular la blandura local a partir de las funciones de Fukui
condensadas, entonces se obtiene la blandura local s;, (electrofilica, s;; nucleofilica,

S, ) sobre el atomo k:

se = Sf (2.79)
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El concepto de blandura local puede extenderse a un grupo funcional, G:

Sg = Z Sk (2.80)

keaG

lo cual resulta muy util para comparar la nucleofilia/electrofilia de distintos grupos

funcionales.
2.2.3. Métodos mixtos QM /MM

En principio, para modelar una reaccién quimica, es necesario utilizar un método
cuantico (ab initio o basado en DFT). Sin embargo, dado que las proteinas son
sistemas con varios miles de atomos, describirlas en forma completa con un método
cuantico ab initio o DFT se vuelve inviable en términos de costo computacional.
Teniendo en cuenta este problema, se cuenta con dos soluciones, ambas empleadas
en distintas partes de los estudios llevados a cabo en este trabajo de tesis. La primera
estrategia consiste en realizar un recorte del sistema, dejando en el sistema material
los grupos de atomos involucrados en la reacciéon y aquéllos que interaccionan
directamente con ellos. Este tipo de aproximacién se conoce como estrategia tipo
cluster. Los efectos del entorno pueden ser introducidos usando un modelo de
solvente continuo (esto se tratarda en la Secciéon 2.5.2), usando una constante
dieléctrica € adecuada, seleccion que no es trivial (aunque se suele recomendar
valores de € de 4 [273]).

La segunda estrategia consiste dividir el sistema en dos regiones (Figura 2.1). La
primera, la region cudntica o QM, contiene los atomos involucrados en la reaccién y
aquellos grupos que interaccionan con los primeros, es decir, el recorte del sistema
anteriormente mencionado. La segunda, la regidn cldsica o MM, contiene el resto del
sistema molecular, que no esta involucrado directamente en la reaccién quimica. A

este tratamientos se les denomina métodos mixtos o QM /MM [274].
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Interfase

Figura 2.1. l[lustracion de la separacion de sub-sistemas QM y MM en un sistema
complejo descrito con estrategias QM /MM.
El sistema QM /MM presenta tres clases de interacciones que aportan al calculo de
la energia del sistema completo: a) las que se dan entre atomos de la regién QM; las
que se dan entre atomos de la regién MM; y c) las que se dan entre atomos de la
region MM y atomos de la region MM. Esta ultima clase de interacciones se

denomina acoplamiento QM-MM.

Para evaluar la energia QM /MM del sistema, se pueden distinguir dos esquemas de

calculo diferentes, el esquema aditivo, y el esquema sustractivo.

Esquema sustractivo. Este esquema, también conocido como IMOMM (del inglés
Integrated Molecular Orbital Molecular Mechanics) [275] u ONIOM(QM:MM) [276],
trata las interacciones entre las regiones QM y MM segun la ecuacion 2.81:

QM/MM _ QM MM
E =E oqt+ENt —E (2.81)

sist sist — “mod

donde Es?lvt[/ MM es la energfa del sistema real calculada a nivel integrado QM/MM;

Er?ll:fd es la energia del sistema modelo obtenida a nivel QM; EMY es la energia del

sistema real obtenida a nivel MM y EMM es ]a energia del sistema modelo a nivel MM.
Este esquema tiene la ventaja de ser facil de implementar computacionalmente,
pero presenta las desventajas de requerir parametros del campo de fuerza de MM
para los atomos de la region del sistema modelo y de tratar, en principio, el
acoplamiento QM-MM a nivel clasico (MM). Como en una reacciéon quimica las
posiciones de los atomos cambian al avanzar la transformacion, por lo general es
necesario recalcular las cargas atomicas MM a asignar a los atomos del sistema
modelo para cada especie participante de la reaccién, usualmente recalculadas a

partir del potencial electrostatico [277].
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Esquema aditivo. En este esquema, se introduce explicitamente un término explicito

de acoplamiento QM-MM, Eqy_mm:

Equ/mm = Eqm + Emm + Equ-mm (2.82)

tiene la ventaja de no necesitar parametros de mecanica molecular para los atomos
de la region QM y utilizar cargas de los &tomos QM calculadas a nivel cuantico para
las interacciones entre d&tomos de la frontera QM-MM. La desventaja es que es mas

dificil de implementar que el esquema sustractivo.

En ambos tipos de esquemas de calculo de la energia QM /MM se puede evaluar el
acoplamiento QM-MM de distintas maneras, incluyendo las interacciones enlazantes
(atomos enlazados, a cada lado de la frontera entre las regiones QM y MM) e
interacciones no enlazantes (de van der Waals y electrostaticas). Siendo crucial en el
resultado del acoplamiento QM-MM sobre los 4tomos de cada region, en particular
sobre aquéllos de la region QM, la componente electrostatica del acoplamiento
QM-MM puede tratarse de distintas formas, lo que se conoce como esquemas de

embedding.

En el mas sencillo de estos esquemas, el esquema de embedding mecdnico (ME, del
inglés mechanical embedding) [274], los calculos QM se realizan sobre el sistema
reducido sin considerar al resto del sistema y el acoplamiento QM-MM se trata a
nivel MM, con todas las componentes de interaccion previstas en el campo de fuerza
correspondiente. Las cargas de los atomos MM no polarizan al hamiltoniano QM. Los
calculos ONIOM(QM:MM) desarrollados en este trabajo de tesis para obtener
estructuras de complejos y estados de transiciéon en distintas variantes de HSA

(Capitulos 5, 7y 8) corresponden a este esquema ME.

Un esquema mas sofisticado es el esquema de embedding electrénico (EE, del inglés
electronic embedding) [278], en el que el calculo QM sobre los atomos de la region
modelo incluye en su hamiltoniano efectivo la influencia del resto del sistema, a
través de operadores monoelectronicos que describen su interaccion electrostatica.
El resto de las interacciones se describen igual que en el esquema ME, a nivel MM.
Cuando se usa un campo de fuerza de cargas puntuales, como los campos de fuerza

AMBER, las cargas de los &tomos MM polarizan al hamiltoniano QM, ﬁQM:
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iJEE _ 17 Sndn stnqn
Hom _HQM_ZZ R +ZE R (2.83)
i n m j n m

donde n, j e i denotan respectivamente los atomos MM, los atomos QM y los
electrones, g, y s, son respectivamente la carga y un factor de escalado para el

atomo n, R;, y R, son respectivamente la distancia entre el atomo ny el electron iy

la distancia entre el atomo ny el atomo j, y Z; es la carga nuclear del atomo j.

Si bien este esquema tiene en cuenta la polarizaciéon, suele sobreestimarla (ie.
sobrepolarizacion) en la interfase entre las regiones QM y MM. Este esquema de
embedding se utiliz6 en este trabajo de tesis para obtener estructuras de especies
estables y estados de transiciéon usando QM /MM aditivo (Capitulo 7), para obtener
una mejor descripcion de la energética usando ONIOM (Capitulos 5, 7 y 8), y para

los calculos QM /MM de descriptores de la reactividad intrinseca (Capitulo 8).

Para resolver el problema de la sobrepolarizacion, se cuenta con otro esquema de
embedding, que es el mas sofisticado, el esquema de embedding polarizable. En este
esquema, ademas de las interacciones ya contempladas en el esquema EE, se
considera que las cargas de los &tomos QM polarizan a las cargas de los &tomos MM,
especialmente en la regién de frontera [279]. i bien este esquema corrige el
problema de la sobrepolarizacién en la interfase QM-MM, requiere el empleo de
campos de fuerza polarizables en la descripcion MM, no siempre disponibles para
proteinas modificadas. Ademas, el calculo de las nuevas cargas MM debe realizarse
en cada paso del proceso SCF del calculo QM, por lo que este esquema de embedding

es muy costoso.

Un tercer y ultimo aspecto clave que completa la definicion de las caracteristicas del
método QM/MM a usar, es el relativo al tratamiento de la frontera QM-MM. En
reacciones que involucran proteinas, por lo general, la frontera entre las regiones
QM y MM corta uno o mas enlaces covalentes, lo que en principio dejaria &tomos con
valencia abierta en la regién QM, los cuales en realidad estan formando enlaces
covalentes con atomos de la region MM. Para resolver este problema existen
distintos tipos de soluciones, resumidas en la Figura 2.2, cuya base conceptual sera

descrita a continuacion.
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Figura 2.2. Formas de tratamiento de la frontera QM/MM. LA: Atomo de enlace.
LSCF: campo local autoconsistente. GHO: Orbital hibrido generalizado.
Atomo de enlace. La solucién mas sencilla -y mas usada- consiste en sustituir el
enlace roto por un atomo monovalente, generalmente un atomo de hidrégeno, para
completar la valencia. Este &tomo, denominado atomo de enlace, no se encuentra
presente en el sistema real, y para evitar agregar mas grados de libertad al sistema,
se encuentra en una posicion fija a lo largo del segmento formado por el enlace
covalente roto. Este es el tratamiento que utiliza n los dos métodos QM/MM

aplicados en parte de los estudios de esta tesis.

Orbitales fantasma. Otra posible solucién es reemplazar el enlace por un orbital
molecular doblemente ocupado, asumiendo que la estructura electrénica del enlace
es insensible a cambios en la region QM [280]. Las dos estrategias mas usadas son
el campo local autoconsistente (LSCF, del inglés local self consistent field) [281] y el
orbital hibrido generalizado (GHO, del inglés generalized hybrid orbital) [282]. En la
estrategia LSCF, los enlaces de frontera son descritos por orbitales de enlace
localizados definidos, denominados orbitales congelados, que son excluidos del
calculo SCF. En la estrategia GHO, se colocan orbitales hibridos sobre el atomo MM
de frontera. El orbital que forma enlace con el atomo QM es incluido en el SCF,
mientras que el resto es excluido. Este tipo de aproximaciones requieren
parametrizaciones y hacen que el sistema QM sea mds grande, por lo que la solucién

del &tomo de enlace es la mas usada.
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2.3. Caracterizacion de especies estables y estados de transicion

2.3.1. La superficie de energia potencial de los sistemas moleculares

La superficie de energia potencial (PES, del inglés potential energy surface) de un
sistema molecular establece una relacién entre la arquitectura molecular -las
posiciones de los nucleos en el espacio- y la energia potencial del sistema. Como se
mencion6 anteriormente, en el caso de los métodos cuanticos, la aproximaciéon de
Born-Oppenheimer permite separar el tratamiento del movimiento de los
electrones del correspondiente a los nucleos, lo que permite construir una PES que
relaciona la energia electrénica con las posiciones de los nucleos. En el caso de los
métodos clasicos, es la propia representacion grafica de la funcién analitica que
vincula la energia del sistema molecular con las posiciones nucleares en el campo de

fuerza la que permite obtener la PES.

Dos tipos de estructuras, asociadas a puntos de la PES, tienen relevancia quimica y
corresponden a puntos estacionarios sobre la PES (i.e.: estructuras cuyas derivadas
primeras de la energia potencial respecto a las posiciones nucleares son cero en
todas las direcciones en ese punto de la PES) [240]. Los minimos (puntos
estacionarios en los que las derivadas segundas de la energia potencial tienen valor
positivo en todas las direcciones del movimiento nuclear, correspondiendo en la PES
a un pozo de energia potencial, o lo que es lo mismo, un punto en el que la matriz
hessiana o hessiano del sistema molecular tiene exclusivamente valores propios
positivos) que se corresponden con especies estables, cuya vida media se asocia a la
profundidad del pozo de energia potencial correspondiente (a mayor profundidad,
mas estable es la especie y mayor su vida media). Los puntos de ensilladura de primer
orden (puntos estacionarios en los que las derivadas segundas de la energia
potencial tienen valor positivo en todas las direcciones del movimiento nuclear
menos una (en la que es negativo) y se corresponde con la coordenada de reaccion,
s, es decir que la PES, o lo que es lo mismo, un punto en el espacio de configuraciéon
nuclear en el que el hessiano del sistema molecular tiene 3N-7 (3N-6 en sistemas
lineales) valores propios positivos y un tnico valor propio negativo que coincide con
la direccién del proceso quimico) que se corresponden con estados de transicion (TS,
del inglés transition state) especies quimicas inestables cuya vida media se

encuentra en el rango de entre 10-18y 10-15s.
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2.3.2. Busqueda de estructuras de especies relevantes: optimizacion de

geometria

La busqueda de un punto estacionario sobre una PES en particular implica un
proceso que se denomina optimizacion de geometria. Para poder llevarlo a cabo hace
falta partir de una estructura inicial y deformarla siguiendo instrucciones presentes
en un algoritmo de busqueda hasta llegar al punto estacionario mas cercano que
reuna las caracteristicas deseadas (minimo o punto de ensilladura de primer orden),
obteniéndose como resultado por lo menos la estructura tridimensional del sistema
molecular y su energia potencial relativa (y otras propiedades en caso de utilizar
métodos QM). De acuerdo a la cantidad de informacién requerida por el algoritmo
de busqueda (estructura, energia y sus derivadas primera y segunda) existen tres
categorias de métodos [240] que permiten localizar puntos estacionarios sobre una
PES (basicamente se distinguen los que usan solamente la energia, aquéllos que
usan la energia y su gradiente y aquéllos que recurren a la energia, su gradiente y el
hessiano), cada uno con ventajas y desventajas, a continuacion se detallan aquéllos

que han sido empleados en este trabajo de tesis.

El mas sencillo de todos —que soélo sirve para la busqueda de minimos- es el método
steepest descent (SD), en el cual se minimiza la energia “moviéndose” sobre la PES
en sentido contrario al gradiente -el vector que contiene las derivadas primeras de
la energia respecto a las posiciones x,, de los nucleos-, g,,. El tamafio de paso de

busqueda, Ax, se define como:
AX = Xp11 — Xy = —8p (2-84)

Este método tiene el inconveniente que la convergencia se vuelve mas lenta al
acercarse a un minimo, al punto que nunca se llega al punto estacionario, por eso se
lo recomienda para busquedas iniciales, si se estd muy lejos del minimo la

convergencia comienza siendo rapida.

Si se desea mejor convergencia cerca del minimo, ese puede recurrir los métodos
gradiente-conjugados (CG, del inglés conjugated gradient), que son versiones
mejoradas del método SD en las que para moverse sobre la PES se tiene en cuenta

también el gradiente de puntos previos de la PES. El paso de biisqueda se calcula:

AX = —g, + ﬁngn—l (2.85)
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El coeficiente f3,, puede calcularse de varias formas, siendo la correspondiente al
algoritmo de Polak-Ribiere [283]:

_ gilAg
Bn="7F"—""
8n-18n-1 (2.86)
Ag = 8n — 8n-1

Si bien los métodos CG convergen mas rapido que el método SD, en algunos casos la
convergencia es lenta y tampoco puede ser usado para la busqueda de estados de

transicion.

Si la convergencia en la busqueda de un minimo es muy lenta, o se desea buscar un
estado de transicion, se puede recurrir al uso de métodos newtonianos como el
algoritmo de Newton-Raphson (NR) [284], en el cual se realiza una aproximacién
cuadratica de la PES (cuya validez depende de que los pasos de optimizacién no sean
demasiado grandes), donde la energia del paso Xx,,; se estima empleando
informacion de la energia, gradiente y derivadas segundas correspondientes al

punto previo en la PES segun:

1
Epi1 = E, + gFAX + = AXTHAX
2 (2.87)

Ax = —H g,

donde H es hessiano.

Una forma de controlar el tamafio de paso para asegurar la validez de la
aproximacion cuadratica es la usada en el método Rational Function Optimization
(RFO) [285, 286], en el que se introduce un denominador dependiente del tamafio

de paso que previene que los pasos sean demasiado grandes:

gIAX + %AXTHAX

E ..~ E 2.88
n+l nt 1+ AxTSAx (2:88)

donde S es una matriz de regularizacion, usualmente una matriz identidad.

Otra método de optimizacion de geometria es el método GDIIS (del inglés geometry

optimization using direct inversion of the iterative subspace) [287] en el que el
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objetivo es construir una nueva geometria, x*, como una combinaciéon de n

geometrias previas, X;, para minimizar el tamafio de paso de Newton:

n n
X* = Z CiX; Z Ci = 1 (289)
i i

donde c; son coeficientes de peso que se calculan minimizando ||x,,; — x*||?. La
geometria
n
— w* Tg*. g* —
Xnes =X~ H'g"; g* = ) cgy (2.90)

l

donde g* es el gradiente correspondiente a x*. Los coeficientes c; se calculan

minimizando ||X,,4; — x*||? resolviendo la Ecuacién 2.92:

[ ol =13)

A;j = H'g)T(H'g))

(2.91)

donde c es el vector de los coeficientes c; y A es el multiplicador lagrangiano que
corresponde a minimizar ||X,,,; — Xx*||2. Una variante de GDIIS es el método GEDIIS
(del inglés geometry optimization using energy-corrected direct inversion of the

iterative subspace) [288], que difiere en como se definen los elementos de A:

A= (g —8;)(xi —x;) (2.92)

Si bien la convergencia lograda con estos métodos es mucho mas rapida que con los
métodos CG, el calculo del Hessiano exacto suele ser muy costoso, por lo que
aparecen también los métodos cuasi-newtonianos, en los que se puede realizar una
aproximacion al Hessiano a partir de los gradientes de puntos anteriores de la
busqueda. Un ejemplo de este grupo es el método de Broyden-Fletcher-Goldfarb-
Shanno (BFGS) [289, 290] en el que el hessiano aproximado se calcula a partir del

hessiano del paso anterior:

AgAgT  H,Ax(H,Ax)T

H,., =H, + -
T T AgTAX AgTH,AX

(2.93)
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Los métodos cuasi-newtonianos tienen un costo similar a los métodos SD y CG, pero
tienen mejor convergencia. El hessiano exacto inicial puede calcularse de forma
analitica, o se pueden obtener aproximaciones del mismo usando métodos menos
costosos, como los métodos clasicos. El problema es que al alejarse del hessiano

inicial, 1a aproximacion sera cada vez menos adecuada.

Finalmente, uno de los métodos mas robustos para optimizaciones de geometria es

el de Schlegel (también conocido como Berny) [288, 291]. En este algoritmo se

construye una serie de pasos que llevan a un punto estacionario que conducen a un

punto estacionario. Cada paso consta de las siguientes acciones:

e Se estima el hessiano de la geometria actual a partir del hessiano de su valor
anterior.

e Cualquier componente del gradiente que corresponde a variables congeladas se
fija en cero.

¢ Si se busca un minimo, se actualiza el radio de confianza (i.e. el tamafio maximo
permitido para un paso NR).

¢ Si se busca un minimo, se realiza una busqueda lineal entre el punto actual y el
punto anterior de menor energia. Si se cuenta con hessiano de ambos puntos, se
ajusta una funcién quintica a las energias y a los gradientes direccionales de
ambos puntos, con la condicién de que las derivadas segundas sean cero en el
minimo. En caso de no cumplirse esta condicion o si el paso resultante (quintico)
no es aceptable, se ajusta una funcion cuartica. Si esto falla o el paso resultante
(cuartico) no es aceptable, se ajusta una funcion cibica. Si todos los ajustes fallan
y el ultimo punto no es el de menor energia, se toma un paso lineal al punto medio
de la linea que conecta el ultimo punto con el de menor energia. Un paso quintico
o cuartico se considera aceptable si el ultimo punto es el de menor energia o si el
ultimo paso no es el de menor energia y la busqueda lineal da un punto entre el
ultimo paso y el de menor energia. Un paso cubico es aceptado si se encuentra
entre los dos puntos, o es mas pequefio que el paso previo.

¢ Si el ultimo punto es el de mas baja energia, o se busca un estado de transicion, se
toma un paso cuadratico usando el hessiano actual. Si se hizo una buisqueda lineal,
el paso cuadratico se toma desde el punto extrapolado usando la busqueda lineal
y usa fuerzas (i.e. los opuestos de las derivadas primeras) estimadas interpolando
entre las fuerzas en los dos puntos usados en la biisqueda lineal. Para este paso
se puede usar los métodos NR, RFO, GDIIS y GEDIIS.

62



e Cualquier componente del paso cuadratico que corresponda a variables
congeladas es fijado en cero.

e Si el paso cuadratico excede el radio de confianza y se busca un minimo, la
longitud del paso se reduce buscando un minimo de la funcién cuadratica en la
esfera que tiene como radio al radio de confianza. Si se busca un estado de
transicion, el paso cuadratico se reduce a la del radio de confianza.

¢ La convergencia se determina comparando con criterios para la fuerza maxima,
la fuerza media cuadratica, el componente maximo del paso y la media cuadratica
de las componentes del paso. Dicho paso es la suma de los pasos cuadraticos y

lineales.

El método de Schlegel se us6 para todas las optimizaciones de geometria a nivel QM
y QM/MM, con excepcidn de las optimizaciones usando QM /MM aditivo, en las que

se usé el método RFO (Capitulo 7).
2.3.3. Caminos de reaccion

En la representacion de una reaccion hay tres puntos estacionarios importantes de
la PES: los minimos que corresponde a los reactivos, el punto de ensilladura de
primer orden que corresponde al TS y los minimos que corresponden a los
productos. Una vez que se encuentra el TS de un proceso, se debe corroborar que
conecta con reactivos y productos. Para ello se debe determinar el camino de minima
energia (MEP, del inglés minimum energy path), también conocido como camino de
reaccion desde el TS hasta los minimos. Si el MEP esta dado en coordenadas pesadas
por la masa, éste se denomina coordenada de reaccién intrinseca (IRC, del inglés
intrinsic reaction coordinate) [292] y al recorrerlo se puede también verificar si hay
intermediarios en el mecanismo entre reactivos y productos. El IRC se calcula

resolviendo la ecuacién diferencial:

dx g

x__8 _, 2.94
&5~ gl (2:94)

donde x es el vector de las coordenadas, s, es la longitud del camino (representa la
coordenada de reaccidn), g es el gradiente y v es el gradiente normalizado. El
meétodo mas simple para resolver la ecuacidon es el método de Euler [293], en el que
se toma una serie de pasos a una distancia As en direcciéon opuesta al gradiente

normalizado:
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Xp41 = Xp + Asv (2.95)

Un método mas preciso para resolver la ecuacidn diferencial es el método de la
aproximacion cuadrdtica local (LQA, del inglés linear quadratic approximation) [294,

295], que ademas usa informacion del hessiano. Un paso LQA tiene la forma:

Xn+1 = X + A8
(2.96)
A = UaUT

donde U es la matriz de los vectores-columna propios del hessiano y a es una matriz

diagonal cuyos elementos ¢;; son:

ay = —— (2.97)

donde A;; son los valores propios del hessiano. El pardmetro t se puede obtener

integrando la ecuacion:

ds
== Dl e
i (2.98)

Otro tipo de métodos de integracién son los llamados predictor-corrector (PC) [296].
En los métodos PC, primero se realiza un paso predictor (P), uno o mas pasos de
evaluacion de la energia y el gradiente (E), y un paso corrector o de integracién (C).
Usando la informacién del paso E y de otros puntos previos del IRC, se construye
una superficie local y se integra la ecuacion diferencial usando el método de Euler.
Segun el algoritmo usado en el paso predictor, se tienen dos variantes del método:
HPC y EulerPC, donde el paso P corresponde a un paso LQA o a un paso de Euler,
respectivamente. Si bien el método HPC es mas preciso -debido a que usa
informacion del hessiano- que el método EulerP(, este tltimo es mas adecuado para
sistemas grandes (eg. proteinas) dado que requiere de menos recursos
computacionales. Ambos métodos PC Se utilizaron en la generacién de caminos de

reaccion en este trabajo de tesis.
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2.4. Simulaciones de dinamica molecular

2.4.1. Generalidades

Las simulaciones de dindmica molecular (MD) son métodos que permiten estudiar
la evolucion temporal de atomos que forman parte de un sistema molecular bajo
distintas condiciones. Se considera a los nucleos suficientemente pesados como para
comportarse como particulas clasicas, entonces la dindmica de los nucleos puede

estudiarse resolviendo la segunda ecuacién de Newton:

dU d?r

Cemis (2.99)

donde U es la energia potencial, r es el vector de las posiciones nucleares, m es la
masay tes el tiempo. Las posiciones después de un paso At estan dadas por la serie

de Taylor:
kKoo
_\Ldr 2.100
oyt —ZE@M (2.100)

i=0

Considerando que la derivada primera es la velocidad v,, y la derivada segunda es la

aceleracion a,;:
1 2
Ippq = Iy + VA + EanAt + - (2.101)

Uno de los algoritmos mas usados para resolver la ecuacion de Newton es el velocity

Verlet [297] en el que se trunca la serie de Taylor en k=2:

1
Ipp1 = I + VAL + EanAtZ

1
Vpe1 =V + 2 (a, +ay)At (2.102)
3 d?r 3 dU
=z T M ar
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2.4.2. Termostatos y bardstatos

En una simulacion MD estandar el nimero de moléculas N, el volumen Vy la energia

total E son constantes, pero la temperatura T'y la presién P varian.

mllv;|I2 + U (2.103)

N =

-3

N
=1

. s s s . av,
La temperatura es proporcional de la energia cinética promedio, Ey g,

T « Eg"® (2.104)

Si se desea controlar la temperatura, se puede recurrir al termostato de Berendsen
[298] que gradualmente agrega o quita energia cinética al sistema para que la
temperatura se mantenga en el valor deseado, T,, con una constante de

acoplamiento de temperatura t; y un factor de escalado de velocidad 4,,:

dT (T, —T)
dt 17
(2.105)

Analogamente, si se desea controlar la presion (ensemble NPT), se puede recurrir al

baréstato de Berendsen:

dP (P, —P)
dt 1p
(2.106)

2 = 3 1+ kAt(Py — P)

Tp
donde P, es la presion deseada 7 es la constante de acoplamiento de presion, 4, es
el factor de escalado de las coordenadas y k es la compresibilidad del sistema. Con
el termostato (baréstato) de Berendsen la temperatura (presién) se mantiene
aproximadamente constante. Si se desea un control mas estricto se puede recurrir
al termostato/baréstato de Nosé-Hoover [299, 300], que si mantienen la

temperatura/presion constante. Otra forma de controlar la temperatura
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(termostato de Langevin) es usar la ecuacion de Langevin [301] en lugar de la de

Newton:

dzr_F dr
Mz~ Vg

+ Frng (2.107)

donde F, es la fuerza intramolecular, y es un coeficiente de friccién y F.,4 es una
fuerza aleatoria con promedio cero. La fuerza aleatoria y el coeficiente de friccién
dan lugar a un control de temperatura estricto. Una forma alternativa de controlar
la presiéon es mediante el bardstato de Monte Carlo [302], en el que la presion se
mantiene realizando cambios de volumen AV, los cuales se aceptan o se rechazan

usando el algoritmo de Metrépolis [303] con una probabilidad P(AV):

1 V-AV
P(AV) = min (1,(@“5“’”‘”"3““ v ]) (2.108)

siendo AE el cambio en la energia asociado a cambiar el volumen. Cabe destacar que
para una simulaciéon MD a temperatura y presion constantes, como las realizadas
para la HSA en este trabajo de tesis (Capitulos 4, 6 y 8), en términos de tiempos de
calculo, la combinacion del termostato de Berendsen y el bardstato de Monte Carlo es

la menos costosa.
2.4.3. Condiciones de contorno periddicas

Para simular un sistema grande -practicamente infinito- como es el caso de una
solucién, es necesario realizar aproximaciones. Una de estas aproximaciones es
aplicar condiciones de contorno periddicas (PBC), en la que las moléculas son
colocadas en una caja -la celda unidad-, 1a cual es replicada en todas las direcciones.
Si una molécula de solvente sale de la caja, ingresa a la misma por el lado opuesto,
desde una caja contigua. Las interacciones electrostaticas (ecuacion 2.9) son de
largo alcance, por lo que se extienden mas alld de la celda unidad y el costo
computacional escalaria con N2. Una solucién serfa truncar las interacciones,
introduciendo un cutoff -generalmente de 8-12 A-, pero esto darfa lugar a
artefactos. Una forma de eliminar estos artefactos, el método de Ewald [304],
consiste en dividir las interacciones electrostaticas en interacciones de corto alcance
(dentro del cutoff) e interacciones de largo alcance (mas alld del cutoff). Las
interacciones de corto alcance se tratan en el espacio real, mientras que para las de

largo alcance son tratadas como una transformada de Fourier. Una variante del
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método de Ewald, llamada Particle-mesh-Ewald (PME) [305], reduce el costo

computacional de N>a NIn N.
2.4.4. Analisis post-trayectoria

La trayectoria de una simulacion MD muestra la evolucion de las posiciones de los
atomos del sistema a lo largo del tiempo, es decir, contienen toda la informacién del
comportamiento dindmico del sistema durante el tiempo estudiado [306]. Del
analisis de la trayectoria se puede obtener la evolucién de parametros estructurales,
tales como distancias, dngulos, diedros y superficie de exposicion al solvente (SASA),
asi como parametros que indican la convergencia de la trayectoria, como la
desviacién media cuadratica de las posiciones atémicas (RMSD), y pardmetros que
indican qué regiones del sistema son mas o menos rigidas, como la fluctuacién
media cuadratica de las posiciones atémicas (RMSF). Para cada tiempo hay un valor

de RMSD, y éste se calcula como:

N
1
RMSD = N.Z”“’f .k (2.109)
1=

donde r;; es la posicion del atomo i a tiempo t; y rj, es la posicion del atomo i a

tiempo t,. Para cada atomo hay un valor de RMSF, y éste se calcula como:

t
1
RMSF = ?zurij — 1y ||° (2.110)
=

En el caso de las proteinas, tanto para el RMSD como para el RMSF suelen usarse las
posiciones de los carbonos alfa (Ca-RMSD; Ca-RMSF). Para obtener estructuras
representativas, las estructuras correspondientes a cada tiempo pueden agruparse
y ser analizadas (analisis de clustering). Hay varios algoritmos de clustering, uno de

los mas usados es el algoritmo jerarquico aglomerativo [307].

También se puede estudiar la evolucion de presuntos enlaces de hidrogeno (EdH)
de acuerdo a criterios geométricos [306]. Si se tiene un presunto EdH D-H---A (D es
el &tomo dador de EdH y A es el atomo aceptor) se considera que el EdH esta

presente cuando la distancia entre D y A es menor que un valor de corte (por lo
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general 3-4 A), y el 4ngulo formado entre D, H y A es mayor que un valor de corte
(por lo general 120-150°).

2.5. Descripcion del solvente

2.5.1. Solvente explicito

Dado que las reacciones quimicas de interés bioldgico ocurren en solucion, es
necesario describir, de alguna forma, al solvente. Una forma consiste en incluir
explicitamente las moléculas del solvente en el sistema. Esto suele hacerse cuando
se realizan calculos MM (o QM/MM).

2.5.2. Solvente implicito

Cuando se realizan calculos QM, resulta inviable describir explicitamente al
solvente, por lo que es necesario modelarlo de forma implicita. Para ello se puede
recurrir a un modelo continuo [308], en el que se considera al solvente como un
medio polarizable con constante dieléctrica € (cuyo valor puede ser uniforme o
cambiar con la orientacién y/o la posicién respecto a los atomos del soluto) que
rodea a una cavidad en la que se encuentra el soluto [309]. La energia libre de

solvatacion, AGg, se calcula como:
AGg = AGeyy + AGy, + AG (2.111)

donde AG,,, es el costo en energia libre asociado a generar la cavidad (componente
de cavitacion), AG4, es la componente de dispersion-repulsion (interacciones de van
der Waals y repulsion entre atomos del soluto y del solvente) y AG, es la
componente electrostatica. Actualmente, para calculos QM, el tipo de modelo de
continuo mas usado es el del campo de reaccién auto-consistente (SCRF, del inglés
self consistent reaction field) [248], en el que la interaccién entre el solvente y el
soluto se calcula iterativamente -el solvente polariza al soluto y viceversa. Dentro
de los modelos SCRF, esta el modelo del continuo polarizable en su implementacion
IEF (IEF-PCM) que se resuelve en forma analitica [310, 311], y en el que se construye
una cavidad de forma adaptada al sistema molecular intersecando esferas centradas
en las posiciones atomicas del soluto, generadas usando distintos tipos de radios
(e.g. losradios de Van der Waals determinados experimentalmente por Bondi [312])

y se usa una descripcién detallada del potencial electrostatico y las componentes de
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dispersion, repulsion y cavitacion se parametrizan basandose en la superficie

molecular.
2.6. Calculo de termoquimica y cinética
2.6.1. Termodinamica estadistica, colectivos, funcion de particién molecular

Los experimentos por lo general se realizan sobre muestras macroscopicas, por lo
que resulta necesario conectar las propiedades del sistema corpuscular a nivel sub-
microscépico con las de la muestra. Esta conexion la provee la Termodindmica
Estadistica (TE) [248]. Una vez que se determinan las condiciones del sistema (NVE,
NVT, NPT) y el tipo de colectivo o ensemble que corresponde, el conocimiento de la
funcion de particién molecular, q, permite llegar al calculo de todas las propiedades

macroscoépicas, y se calcula:

oo

q(N,V,T) = Z ¢ FaT (2.112)

i
donde ¢; representa la energia de los estados del sistema molecular.

La entropia (molar, n = 1 mol) del sistema, S, se calcula como:

ding
S=R[1+lnq+T( )] (2.113)
aT /v

La energia interna (molar, n = 1), E, se calcula:

(2.114)

La entalpia (molar, gas ideal), H, y la energia libre de Gibbs (molar), G, se calculan

usando las formulas de la termodinamica clasica:

H =E +nRT (2.115)

G=H-TS (2.116)
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2.6.2. La funcion de particion y la aproximacion del gas ideal, rotor rigido y

oscilador armoénico

Entre las aproximaciones mas populares empleadas en la quimica tedrica y
computacional para evaluar la energia molecular ¢; y a partir de alli la funcidn de
particion molecular q (segin la Ecuacion 2.112) se incluyen junto a la aproximacion
de Born-Oppenheimer otras aproximaciones tales como las del gas ideal, rotor rigido
y oscilador arménico [248, 313], que permiten evaluar cada tipo de contribucién
energética molecular en forma sencilla. En condiciones de validez de la
aproximacion de Born-Oppenheimer y ausencia de acoplamiento vibro-rotacional,
la energia de los estados moleculares puede escribirse como suma de términos de
energia traslacional, el-t, rotacional, €], vibracional, &/, y electrénica, €, y la funcion
de particién puede escribirse como un producto de funciones de particién

traslacional g, rotacional q,, vibracional, q, y electrénica, q.:
g ~ef +ef+ef +¢f (2.117)

qd ~ 4tqrqyvQe (2.118)

Teniendo en cuenta la aproximaciéon del gas ideal, la funcién de particién

traslacional y su derivada parcial respecto a la temperatura quedan:

27kaBT 3/2 kBT
9= ( h2 ) P

<alnqt> 3
oT /)y 2T

donde kg es la constante de Boltzmann, m es la masa del sistema, h es la constante

(2.119)

de Planck, T es la temperatura del sistema y V es el volumen del sistema.

Las contribuciones a la entropia y a la energia interna quedan:

5
S, =R (1nqt +§) (2.120)

3
Ei =2 RT (2.121)
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Usando la aproximacion del rotor rigido para una molécula no lineal, la funcion de

particion rotacional y su derivada quedan:

3
VT (812kgT /2
qr = — InyIz

o h?
(6 In Qr> 3
or /), 2T

donde I, I, e I, son los momentos de inercia del sistema molecular en las

(2.122)

direcciones x, y y z, y o es un factor de simetria rotacional. Las contribuciones a la

entropia y a la energia interna quedan:
3
S, =R (1n g + 5) (2.123)

3
E, = ZRT (2.124)

Usando la aproximacién del oscilador armoénico, la funcién de particién vibracional
se calcula como el producto de las funciones de particiéon de los modos normales

vibracionales (los cuales se calculan a partir del hessiano):
hvk
e 2kgT
4, = H—hk (2.125)

1—e ksT

La derivada respecto a la temperatura queda como:

hvk
01n hv hv,e k8T
( qV Zz . o (2.126)
kBTZ (1 — e kBT)

donde vy, es la frecuencia vibracional del modo normal k.

Las contribuciones vibracionales a la entropia y a la energia interna se calculan

como:
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s, = RZ s ) “In (1 - e‘zn:_'%) (2.127)

hvk h.Vk
E, = Rzk - o (2.128)
B |kgT <e kBT — 1)

Considerando que a temperatura ambiente las moléculas se encuentran en su estado

electronico fundamental, funcién de particion electrénica es:
e = Wy (2.129)

donde w, es la multiplicidad del sistema. La derivada respecto a la temperatura es
cero por lo que la contribucion electronica a la energia interna es cero, y la

contribucién a la entropia es:
Sy =Rlng, (2.130)

2.6.3. Teoria del estado de transicion

La constante de velocidad de una reaccion, k, es una propiedad macroscépica que
puede ser vinculada con las propiedades microscépicas usando la teoria del estado
de transicién (TST, del inglés transition state theory) [314]. Esta teoria asume que, al
evolucionar segiin una coordenada de reacciéon desde reactivos a productos pasando
a través de una especie inestable, el estado de transicién (TS), el sistema que
reacciona se movera clasicamente sobre el camino de minima energia en la PES
pudiendo haber efectos cuanticos sobre las coordenadas transversales a dicho
camino. Esta teoria asume la separabilidad de la coordenada de reaccion y las
restantes coordenadas transversales y que el TS es un cuello de botella dindmico.
Una vez que el sistema llega a dicha configuracion no hay otra evolucion posible que
transformarse en productos, por lo tanto, no considera la posibilidad de que haya
recruzamiento (ie. trayectorias que una vez que llegan al TS en lugar de
transformarse en productos regresan a la region de reactivos). La probabilidad de

encontrar un estado a lo largo de ese camino sigue una distribucién de Boltzmann.

73



En la formulacioén inicial de esta teoria, se asumio que el estado de transicién esta en
cuasi-equilibrio con los reactivos (hipo6tesis que se demostré innecesaria en las
formulaciones dindmicas mas modernas de esta teoria), la constante de velocidad, k,

se puede calcular como:

= (2.131)

donde AG* es la energia libre de activacién, que se calcula a partir de las energias

libres de los reactivos, Gg, y del estado de transicion, Grg:
AG* = Gpg — Gy (2.132)

La Ecuacion 2.131 se conoce como ecuacion de Eyring-Polanyi [315], y permite
también (en su forma inversa) calcular energias libres de activacion a partir de datos

experimentales de constantes cinéticas y asi comparar experimento y teoria:

AG* RT1 Kh (2.133)
= — n .
kgT

2.7. Fundamentos de los métodos experimentales usados

2.7.1. Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia trata la interaccion de la radiacidon electromagnética con las
moléculas. En la espectroscopia de absorcion, la muestra se irradia con un haz

monocromatico, y se mide la absorcidn neta, A:

I
A =logyo (2.134)

Donde I es la intensidad del haz incidente e I es la intensidad transmitida. A nivel
corpuscular, una molécula absorbe un fotén de energia hv y experimenta una
transicion desde un estado molecular que corresponde a un nivel de energia inferior
a otro superior. La espectroscopia infrarroja (IR) trata las transiciones vibracionales
de las moléculas. Las moléculas poliatdmicas presentan 3N-5 o 3N-6 (siendo N el

numero de atomos) modos normales de vibraciéon independientes, los cuales
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pueden corresponder a tension de enlaces (stretching), flexiones de angulos de
enlace (bending) y diedros (torsiones), o una combinacién de flexiones y tensiones
caracteristicos, que se reflejan cada uno en una tUnica sefal especifica de esa
transicion en el espectro IR. Estos modos normales de vibraciéon pueden ser activos
o no en la espectroscopia IR, segin que la transicion vibracional considerada
implique o no reorganizacion de carga neta en la molécula. Por ello la espectroscopia
IR resulta util para identificar -y cuantificar- grupos funcionales. En proteinas, el
enlace S-H del grupo tiol es activo en el infrarrojo, absorbiendo en el rango de 2550
a 2620 cm~1, presentando una sefial muy débil [316-318]. En este trabajo de tesis,
se usO esta técnica para verificar el estado de protonacion del tiol de la HSA

(Capitulo 4) y para seguir la formacién de acido sulfénico en la HSA (Capitulo 7).
2.7.2. Cuantificacion de tioles

Como se mencioné anteriormente, los tioles pueden reaccionar con disulfuros. Uno
de los posibles métodos para cuantificar tioles es el método de Ellman, que consiste
en hacer reaccionar el tiol con 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoato) (DTNB) para dar 5-

tio-2-nitrobenzoato (TNB) y un disulfuro mixto (Esquema 2.2) [319].

-0,C

Esquema 2.2. Reaccidon de un tiolato con DTNB para dar TNB y un disulfuro mixto.

El TNB asi formado es cuantificado por espectroscopia electrénica (UV-Visible) a
412 nm, longitud de onda a la que esta especie absorbe con un coeficiente de
extincion de 14150 M-1s-1, en tanto el DTNB, el tiol y el disulfuro mixto no presentan
absorcion. Como el equilibrio en estas reacciones en general esta desplazado hacia
la derecha -salvo en el caso de tioles excepcionalmente acidos- y se suele agregar
un exceso de DTNB, se considera que la concentracion inicial de tioles es
practicamente igual a la concentracion de TNB medida. Otro método similar de
cuantificacion de tioles es el de la ditiodipiridina (dtdpy), otro disulfuro que
reacciona de forma mas rapida con los tioles -incluso aquellos que son
excepcionalmente acidos- y de forma irreversible [319] formando un producto tiol
4-mercaptopiridina que tautomeriza a una tiona, la 4-tiopiridona. En este trabajo de

tesis se us6 el método de Ellman para cuantificar tioles de HSA (Capitulos 4 a 8).
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2.7.3. Dependencia de la cinética de reaccidon con la temperatura

La ecuacién de Arrhenius (Ecuacion 2.134) vincula la constante de velocidad de la
reaccion, k, con la temperatura, T:

k= Ao~ RS (2.135)

donde E, es la energia de activacion de la reaccidn y A es un factor pre-exponencial
caracteristico de cada reacciéon. Transformando la Ecuacién 2.135 a su forma

logaritmica, queda:

Ink=1InA— (2.136)

> | £
~| -

Graficando In k en funciéon de 1/T (grafico de Arrhenius) se puede determinar los
valores de E, y A. La pendiente del grafico corresponde a —E,/R mientras que la
ordenada en el origen corresponde a In A. Este tipo de andlisis se conoce como

andlisis de Arrhenius.

Transformando la ecuacion de Eyring-Polanyi (Ecuacién 2.131) y combinandola con

la Ecuacion 2.116 se obtiene la siguiente ecuacion:

kyT AH* —TAS* 1

Ink =1In " R T

(2.137)

=t R TR T
Donde AH* y AS* son la entalpfa y la entropia de activacién de la reaccion,
respectivamente. Graficando In k/T en funcién de 1/T (grafico de Eyring) se puede
obtener el valor de AH* a partir de la pendiente (—AH*/R) y el valor de AS* a partir
de la ordenada en el origen (AS*/R + kg/h). Este tipo de andlisis se conoce como
andlisis de Eyring y se aplicé en la determinacion de la entalpia de la reaccion del tiol

de HSA con H, 0, presentada en el Capitulo 5 de esta tesis.
2.7.4. Separacidn de isoformas de HSA a nivel del residuo Cys34

En los ultimos afios, se desarroll6 un procedimiento cromatografico

(cromatoenfoque) para separar distintas isoformas de la HSA, de acuerdo a su punto
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isoeléctrico (pI) [178]. Este procedimiento fue puesto a punto para separar
isoformas de HSA oxidadas a nivel de Cys34 [320].

El procedimiento consiste en hacer pasar la HSA por una columna de intercambio
aniénico débil, aplicando un gradiente de pH externo. Considerando que el pl de la
HSA es de alrededor de ~4.9, se aplica un gradiente de pH de negativo (disminuye
el pH) partiendo de un pH de 5.35. Para ello se usa una mezcla de amortiguadores
NH4Ac 0.01 M, el amortiguador A (pH 5.35) y el amortiguador B (pH 3.95). Se
comienza con 100 % de amortiguador A, y se aumenta el porcentaje de
amortiguador B hasta llegar a 40 %, llegando a un pH aproximado de 8.3. Las
isoformas eluiran segun su pl, de mayor a menor, por lo que es posible separarlas.

Esta técnica permite separar isoformas cuyos valores de pl difieren en 0.02.

W
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1
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Figura 2.3. Cromatograma de HSA. El pico a corresponde a las isoformas HSA-SH,
HSA-SOH y HSA-SX, mientras que el pico b corresponde a la isoforma HSA-SO2H.
Los picos @’y b’ corresponden a HSA a la que le faltan los dos primeros residuos.
Dado que los acidos sulfinicos son relativamente fuertes, se espera que la isoforma
HSA-SO2H eluya antes que las isoformas HSA-SH, HSA-SOH y HSA-SX. En un
cromatograma tipico de HSA tratada con H,0, se observan dos picos importantes
(Figura 2.3), uno que corresponde a las isoformas HSA-SH, HSA-SOH y HSA-SX
(pico a) y otro que corresponde a la isoforma HSA-SO2H (pico b), por lo que es
posible cuantificar la formacion de acido sulfinico por este método. Los picos a’y b’
son andalogos a los picos a y b, pero corresponden a variantes de HSA a las que le

faltan los dos primeros residuos.
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En este trabajo de tesis se us6 esta técnica para cuantificar el acido sulfinico de la

HSA, y el producto de decaimiento del 4cido sulfénico (Capitulo 6).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general

En este trabajo se plantea abordar mediante un conjunto de técnicas experimentales

y de modelado computacional la reactividad del tiol en Cys34 y la estructura y

dinamica del entorno local de la albumina sérica humana (HSA) y de su derivado

oxidado, el acido sulfénico. Asimismo, se plantea estudiar la interaccién entre la

glicacion de la HSA y la oxidacion del tiol.

3.2. Objetivos especificos

1.

Estudiar la estructura y dinamica del entorno local del residuo Cys34 en HSA libre

cuando éste se encuentra en las formas tiol y tiolato, y evaluar la acidez del tiol.

. Determinar los elementos que modulan la reactividad de Cys34 en HSA libre,

elucidando aspectos del mecanismo y cinética de las reacciones de oxidacién de

este tiolato con peroxidos (H,0, y HOONO).

. Estudiar la estructura y dindmica del entorno local del residuo Cys34 en HSA

oxidada a las formas acido sulfénico y sulfenato, aportando indicios sobre cual
podria ser el producto del decaimiento espontaneo, y evaluar la acidez del acido

sulfénico.

. Determinar los elementos que modulan la reactividad del sulfenato en Cys34 de

HSA libre, elucidando aspectos del mecanismo y cinética de las reacciones de

oxidacién de este sulfenato con de la reaccion del sulfenato de la HSA con H,0,,

. Validar esquemas de modelado QM/MM sustractivo y aditivo en la descripciéon

del mecanismo de la reaccion de oxidaciéon del derivado sulfénico de HSA libre

con H,0,.

. Estudiar el efecto de la glicacion de HSA por glucosa en Lys195 y por metilglioxal

en Arg410 sobre el entorno y reactividad del tiol en Cys 34 de HSA.

. Evaluar la influencia de la oxidacion de Cys34 de HSA (en la forma de disulfuro

mixto con Cys) sobre la tendencia a glicarse en residuos Arg y Lys.

. Caracterizar en forma computacional-experimental el proceso reactivo entre

MGO con el tiol en Cys34 de HSA libre.
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4. El entorno local del tiol de la HSA

4.1. Antecedentes

Como ya fue mencionado en la Seccién 1.3.1, con respecto al entorno del residuo
Cys34 en HSA-S(H), se cuenta con informacién estructural previa proveniente de
experimentos cristalograficos, que muestran que el Sy de Cys34 se encuentra
ubicado en un hendidura del dominio I de 1a HSA, cercano a las cadenas laterales de
los residuos ionizables Tyr84, Asp38 e His39 [147]. Ademas, en la literatura hay
estudios de cinética (a 10 °C) a diferentes valores de pH para la reaccién de HSA-SH
con DTNB usando las mutantes Tyr84Phe e His39Leu y la proteina nativa [181],
donde se observa que a pH entre 6 y 8, la reacciéon en la mutante Tyr84Phe es
aproximadamente 4 veces mas rapida que en HSA nativa, mientras que en His39Leu
la reaccién es mas lenta. Al aumentar el pH a 10.2, la reaccion es 170 veces mas
rapida en Tyr84Phe, mientras que en His39Leu la reaccion es tres veces mas rapida.
Asimismo, se observa que el pK, del tiol en ambas mutantes es 0.5 unidades mayor
que en HSA nativa. Los autores plantearon que la reactividad del tiolato se veria
principalmente modulada por interacciones del atomo Sy de Cys34 con el grupo OHn
de Tyr84 y en menor proporcion por His39, no quedando claro en qué estado de
ionizacién estaria presente este ultimo residuo (se presume neutro en el rango de
valores de pH estudiados). No obstante lo anterior, y si bien se han realizado varios
estudios de simulaciones MD de HSA abarcando escalas de tiempo que superan los
100 ns [321-323], no se cuenta hasta el momento con informacién estructural y
dindmica detallada del entorno de Cys34 en HSA en solucién, ya que ninguno de

estos trabajos esta centrado en estudiar el entorno de Cys34.

Por otro lado, tal como se mencion6 en la Seccion 1.3.1 existe controversia sobre el
estado de protonacion del Sy, con valores de pK, reportados para el tiol de Cys34 en
de entre 5.0 y 8.8 [156, 179-183], aunque los experimentos mas recientes sugieren
valores de pK, de alrededor de 8.1 [185]. Sin embargo, en todos estos trabajos, el
pK, se estim6 de forma indirecta, exceptuando los experimentos de titulaciéon UV-

visible, lo que da cierta robustez a dicho valor.

Debido a esto, en funcion del Objetivo especifico N.2 1, se estudié mediante
simulaciones MD la estructura y dinamica mayores a 100 ns (sub-microsegundo) del
entorno del residuo Cys34 en HSA-S(H), y también se intenté determinar el pK, del

tiol de Cys34 en forma directa usando espectroscopia infrarroja.
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4.2. Metodologia

4.2.1. Dinamica molecular de HSA con el residuo Cys34 en las formas tiol y

tiolato

Partiendo de una estructura cristalografica de HSA sin ligandos ni modificaciones
(PDB: 1A06, cadena A) [147] se construyeron dos sistemas, HSA con Cys34 tiol
(HSA-SH) y con Cys34 tiolato (HSA-S-). Se determin¢ el estado de protonacién a pH
7.4 de residuos ionizables -excepto Cys34-y la posicion del atomo de H unido al de
N imidazélico en residuos His usando el servidor H++ [324]. S Se agregaron los
atomos de H y enlaces disulfuro faltantes, solvatando los sistemas con cajas
octaédricas truncadas de agua, extendidas hasta 12 A alrededor de la proteina. Se
neutralizé con iones Na* (14 para HSA-SH y 15 para HSA-S-) con el médulo leap del
programa AMBER 14 [325]. Previo a las dindmicas de produccién, ambos sistemas
se minimizaron siguiendo un protocolo por etapas: 500 pasos steepest descent (SD)
con un potencial arménico de 500 kcal mol-! A-2 sobre los 4tomos de la proteina,
mas 500 pasos SD y 500 pasos CG sin restricciones; luego se calenté a 310 K (i.e. 100
ps de MD clasica NVT, termostato de Langevin [326] con constantes de colision y
acoplamiento de T de 2 ps~1y 1.0 ps, respectivamente) y se equilibro la densidad de
cada sistema a 1 atm (ie. 1 ns de MD clasica NPT, termostato de Langevin con
constantes de colisiéon y acoplamiento de T de 2 ps~1 y 1.0 ps respectivamente,
bardstato de Berendsen [298] con constante de acoplamiento de P de 1.0 ps). Las
dinamicas de produccion fueron simulaciones MD clasica de 200 ns en ensemble
NPT, termostato de Berendsen [298] con constante de acoplamiento de temperatura
de 10.0 ps, y el bardstato de Monte Carlo [302] con constante de acoplamiento de
presion de 10.0 ps. Se usé el algoritmo SHAKE [327] para restringir enlaces y
angulos que involucran atomos de H y un paso de integracién de 2 fs. Para las
minimizaciones y MD se asigné el campo de fuerza AMBER ff99SB a los residuos de
HSA y usaron los mddulos pmemd y pmemd.cuda del programa AMBER 14,
respectivamente. Las interacciones electrostaticas de larga distancia se trataron con
el método Particle Mesh Ewald (PME) [305], cutoff de 8.0 A. El analisis de trayectoria
se realizé con el médulo cpptraj del programa AmberTools 15. Sobre los tramos
convergidos de cada MD se realiz6 analisis de clustering con el algoritmo
jerarquico-aglomerativo, agrupando las estructuras de cada sistema en 5 clusters,

tomando como criterio de agrupamiento la desviaciéon media cuadratica de los Ca
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(Ca-RMSD) de los residuos 1-100, extrayendo estructuras representativas de los

clusters con mayor poblacion.
4.2.2. Espectroscopia infrarroja (FT-IR) de HSA con Cys34 en estado reducido

Preparacion de soluciones de HSA con Cys34 en estado reducido. Se us6 HSA de Sigma-
Aldrich, deslipidada por el método del carbon activado [328] y reducida por
incubacién con 3-mercaptoetanol (10 mM) a T ambiente (t = 15 min.) y gel-filtrada
en columnas PD10 (GE Healthcare) equilibradas con amortiguador de fuerza iénica
constante (4cido acético 0.01 M; MES 0.01M; tris 0.02 M). Las muestras se
concentraron por centrifugacion a 12000 g usando concentradores VivaSpin 500
(GE Healthcare), obteniéndose una soluciéon muy viscosa con concentracion de HSA
de 3.84 mM (determinada por absorbancia a 279 nm, € = 32579 M-1 cm1, dilucién
10:1000) y concentracion de tioles de 3.54 mM (determinada por el método de
Ellman [319] en amortiguador pirofosfato 0.1 M pH 9, dilucién 20:1000, t = 5 min).
El pH de la solucion se determiné usando papel pH (pH ~7) y electrodo de pH en
una dilucion 1:10 de la muestra (pH 6.8). Como control, una alicuota de la solucién

concentrada se alcaliniz6 hasta pH 8.8 con NaOH.

Espectroscopia infrarroja de soluciones de HSA y glutation. Se colocaron alicuotas de
50 pL de las muestras de HSA entre dos ventanas de CaF: sin separacion. Se
registraron espectros IR entre 2500 y 2600 cm-1 con un espectrofotometro FT-IR
Shimadzu IR Prestige 21. Para construir los espectros se acumularon 1000
interferogramas con 4 cm-! de resolucién. Como blanco se utilizé el amortiguador
HAc/MES/tris usado para preparar las soluciones de HSA. Como control -espectro
infrarrojo de un tiol de bajo peso molecular- se hizo lo mismo con una solucién de
glutation 6 mM en agua. Los experimentos de FT-IR se llevaron a cabo en el
Laboratorio de Biomateriales del Instituto de Quimica Biolégica, Facultad de

Ciencias (UdelaR) bajo supervision de los Dres. Santiago Botasini y Eduardo Méndez.
4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Estructura y dindmica del entorno del residuo Cys34 de la HSA en las

formas tiol y tiolato

Los valores de la desviacién cuadratica media de las posiciones de los carbonos o
(Ca-RMSD) respecto al primer punto de la simulacion se estabilizan a los 60 nsy a

los 100 ns para las simulaciones de los sistemas HSA-SH y HSA-S- respectivamente,
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lo que indica que las trayectorias se estabilizan en dichos tiempos. Dado esto, sélo
se analizd el tramo comprendido entre 100 y 200 ns para ambos sistemas (Figura
4.1A). Se observa que los valores de la fluctuacién cuadratica media por residuo de
las posiciones de los carbonos o (Ca-RMSF) son bajos -salvo en la regién C-
terminal- para ambos sistemas (Figura 4.1B). Esto quiere decir que la estructura
de la HSA es mas bien rigida independientemente del estado de protonacion de
Cys34, con excepcion de la region comprendida por los residuos 500-585 (region C-
terminal del subdominio IIIB). Entrando en detalle, en HSA-S- se observa una
reduccion en el Ca-RMSF -por lo tanto, una reduccioén en la flexibilidad- del loop en

el que se encuentra Cys34 y en la region comprendida por los residuos 80-140.
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Figura 4.1. Ca-RMSD de los sistemas HSA-SH y HSA-S- a lo largo de la simulacién
(A); Ca-RMSF de los sistemas HSA-SH y HSA-S- en el intervalo comprendido entre
100y 200 ns (B).

Del analisis de clustering de la trayectoria de HSA-SH (100-200 ns) se obtuvieron
tres clusters con poblacion significativa: c0 (45 %), c1 (32 %) y c2 (20 %). Las

estructuras representativas de los clusters se muestran en la Figura 4.2. La
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estructura representativa del cluster cO corresponde a los intervalos en los que el
atomo Sy se encuentra en posicion de formar enlaces de hidrégeno (EdH) actuando
como aceptor desde el grupo HOn de Tyr84, al mismo tiempo que se encuentra en
posicion de formar enlace de hidrogeno -esta vez como dador- con el carboxilato de
Asp38, puenteado por una molécula de agua. En los clusters c1 y c2 el EdH entre el
Sy y el OHn de Tyr84 no se encuentra presente, pero el EdH entre el tiol y el

carboxilato sigue presente, puenteado por una (c1) y por dos (c2) moléculas de agua.

c0 (45 %) c1 (32 %)

Figura 4.2. Estructuras representativas de los clusters con poblacion apreciable de
la simulaciéon de HSA-SH en el tramo comprendido entre 100 y 200 ns.

Consistente con lo observado en las estructuras de los clusters, el andlisis geométrico
a lo largo de la trayectoria muestra que el EdH Cys34-Sy---H-On-Tyr84 se
encuentra presente solamente durante un 19 % del tiempo, mientras que el EdH
Cys34-Sy-H---OHz se observa durante 64 % del mismo (Tabla 4.1). La presencia de
esta ultima interacciéon en forma persistente plantea un posible camino para la

desprotonacion del tiol.
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Tabla 4.1. Ocupacidn de presuntos EdH relevantes en el entorno de Cys34 durante
el intervalo comprendido entre 100-200 ns de las simulaciones de HSA-S(H)

Enlace de hidrégeno® Ocupacion®
HSA-SH

Sycys3a---H-0mnTyras 19 %
Sycys3a—H---OHz2 64 %
Sycsa---H-OH’ 47 %
Sycysza—H---O(H)-H’:--08(1,2)asp3s 43 %
Nenis39—H:+-0=CLeu31 69 %
Nenis3o—H---0=CLeu24 18 %
HSA-S-

Sycys34---H-0n1yrs4 86 %
Sycys3a---H-OH’ 381 %
Sycys34---H-0-H’---06(1,2)asp3s 107 %
Nenis3o-H---0=ClLeu31 61 %
Nenis3o—H:--0O=Ccys34 16 %

a Criterio de corte de distancia D-+-A de 4 A y de 4ngulo D-H---A de 120°. » La ocupacién se
define como el porcentaje del tiempo que la interaccién esta presente. Valores de mas del
100 % indican interacciones con mas de una molécula de agua.
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Figura 4.3. Evolucion de la superficie expuesta al solvente del Sy de Cys34 en los
sistemas HSA-SH (A) y HSA-S- (B). Evolucién de las distancias Sycys34---Ontyrss y
Sycys3a---Hnryrs4 en los sistemas HSA-SH (C) y HSA-S- (D).
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Con respecto a la exposicién al solvente, el Sy de Cys34 presenta en HSA-SH valores
de superficie de exposicidn al solvente (SASA) que varian a lo largo del tiempo
(Figura 4.3A), habiendo intervalos en los que el atomo Sy se encuentra
moderadamente expuesto (valores de SASA promedio de 20-30 A2) y otros en los
que se encuentra oculto (valores de SASA promedio menores a 5 A2), lo cual es
consistente con la baja tendencia del grupo -SH a formar enlaces de hidrogeno
fuertes, que tiene origen en la posibilidad de rotacién del enlace Ca-Cf3 de Cys34
(Figura 4.4).

180 -
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Figura 4.4. Evolucion del dngulo torsional definido por el enlace Ca-Cf3 de Cys34
en el tramo comprendido entre 100 y 200 ns de la dindmica de HSA-SH.
En HSA-S-, el andlisis estructural muestra un cluster (c0) principal, con una
poblacién de 68 %. La estructura representativa de cO (Figura 4.5A) muestra que
el atomo Sy se encuentra formando EdH con el grupo OHn de Tyr84, y con moléculas
de agua, que actian como puente con el carboxilato de Asp38 (W1 y W2) y con el
carbonilo del backbone de Gln33 (W3). Asimismo, la estructura de cO muestra que
el Sy se encuentra protegido en una hendidura (Figura 4.5B), lo que explicaria que
no se observe la formacién de dimeros HSA-SS-HSA. Esto también explicaria la
observacion de que frente a moléculas grandes como el DTNB, el tiol de Cys34
reacciona de forma lenta en comparacién a tiolatos de bajo peso molecular [156,
329], debido al impedimento que representa tal ubicaciéon para una aproximacion
adecuada al Sy. Siendo consistente con el andlisis de clustering, el analisis de
parametros geométricos a lo largo de la trayectoria de la simulacién muestra que el

EdH Cys34-Sy---HOn-Tyr84 se encuentra presente el 86 % del tiempo y que el
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atomo de Sy forma EdH con mdas de una molécula de agua durante el intervalo
estudiado (Tabla 4.1). Respecto a la accesibilidad al solvente del Sy, superados los
115 ns de simulaciéon de MD éste presenta un valor de exposicién al solvente
moderado (valores de SASA promedio de alrededor de 30 A2, Figura 4.3C) debido a

la formacién del enlace de hidrégeno con el OHn (Figura 4.3D).

A co0(68%)

Figura 4.5. (A) Estructura representativa del entorno de Cys34 en HSA-S- extraida
del cluster mayoritario del andlisis del tramo 100-200 ns de la simulacién de MD.
(B) Ubicacion de Cys34 en la superficie molecular, coloreada por elemento.
Estos resultados sugieren que Tyr84 cumple un papel fundamental modulando la
accesibilidad del tiolato a otras especies reactivas del medio, ademas de
estabilizarlo. Esto es consistente con los experimentos de mutagénesis mencionados
al abrir este capitulo, que ya se sefial6 dieron pie para considerar que Tyr84 tiene
un rol fundamental en modular la reactividad y acidez de Cys34, dado que la
mutacion Tyr84Phe aumenta el pKa de Cys34 y la reactividad del tiolato frente a
DTNB [181]. Por otro lado, la carga negativa de Asp38 podria desestabilizar al
tiolato, a menos que, como se plantea previamente en este capitulo a partir de los
hallazgos estructurales, sea el destino del protéon del tiol que lo neutraliza, en un
camino de desprotonacion de Cys34 mediado por una o dos moléculas de agua. En
la albumina sérica bovina (BSA), la posicion de Asp38 la ocupa un glutamato [182],
el cual es mas flexible y puede alejarse del Sy. En BSA el pKa de Cys34 es algo menor

que en HSA.
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Figura 4.6. Evolucidn temporal de las distancias relevantes para un presunto EdH
entre el NHe de His39 y el O carbonilico de Leu31 en los tramos de 100 a 200 ns de
las dinamicas de HSA-SH (A) y HSA-S- (B).

Conrespecto al grupo imidazol de His39, del cual se habia sugerido que podria tener
un rol modulando las propiedades de Cys34 [181], a partir de los estudios de esta
tesis, se llega a que el mismo parece tener un papel estructural tanto en HSA-SH
como en HSA-S-, estableciendo EdH con el carbonilo del backbone de Leu31l
(Oreus1--*H-Ng2nis39, Figura 4.6, Tabla 4.1) y estabilizando asi el loop en el que se
encuentra Cys34 entre dos a-hélices (una de ellas contiene a Asp38 ) y manteniendo
a Asp38 en posicidon adecuada para formar parte de lared de EdH (que involucra 1-3
moléculas de agua) y pronto para recibir el protdn del tiol. En tanto en HSA-S- este
EdH estructural entre His39 y el backbone de Leu31 esta presente a lo largo de todo
el tramo convergido de la simulacion (y tiene una ocupacién de 61 %) alterna en la
funciéon de enganche estableciendo también un EdH con el carbonilo de Cys34
(ocupacién 16 %). En HSA-SH se aprecia que la interaccion Oveus1---H-Ng2his3o se
interrumpe en el tramo comprendido entre 145 y 165 ns, durante el cual el grupo
imidazol de His39 se encuentra formando EdH con el carbonilo de Leu24 (ocupacién

18%, Tabla 4.1).

88



4.3.2. Espectroscopia infrarroja del tiol de la HSA

En el espectro infrarrojo de la HSA a pH ~7 (Figura 4.7A), especificamente en la
derivada segunda de la absorbancia respecto al nimero de onda, se encontré una
sefial a 2553 cm~! (Figura 4.7B), la cual fue asignada al estiramiento del enlace S-H
del tiol de Cys34, teniendo en cuenta datos reportados en proteinas, incluyendo HSA
[316-318] asi como el espectro infrarrojo de glutation a pH 7.4 (Figura 4.8). En un
control de HSA a pH 8.8 (Figura 4. 7C) no se observo6 dicha sefial.
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Figura 4.7. Espectro infrarrojo de HSA-SH 3.54 mM (RSH) en amortiguador
HAc/MES/tris 0.01/0.01/0.02 M pH ~7 (A). Derivada segunda del espectro
infrarrojo de HSA-SH a pH ~7 (B) y a pH ~8.8 (C).
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No obstante, no se pudo obtener datos cuantitativos precisos, debido a varios
factores tales como la baja intensidad de la banda del estiramiento S-H -que ademas
llev6 a que se usaran muestras de HSA muy concentradas, por lo tanto, viscosas y
dificiles de manejar-, el ruido caracteristico de los espectros infrarrojos en solucién
acuosa, la imposibilidad de medir el pH de manera precisa -debido a la viscosidad-
y a que no se pudo usar un paso optico constante. Sin embargo, estos resultados son
consistentes con experimentos de reactividad del tiol frente a H,0, dependiente del
pH y titulacién por espectroscopia UV-visible que sugieren un valor de pK, de 8.1
para el tiol de la HSA [185] y que fueron realizados en el Laboratorio de Enzimologia
(Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica) en forma previa a los estudios

de esta tesis.
A -0.064 4
-0.066

-0.068 -

Absorbancia

-0.070

-0.072 T T T T 1
2580 2570 2560 2550 2540 2530

N° de onda (cm ™)

B 1.5+
1.0+

< 0.5
0.0
054
104

d*A/dv? (10 cm?

-1.54
-2.04

'2.5 T T T T 1
2580 2570 2560 2550 2540 2530

Ne° de onda (cm™)

Figura 4.8. Espectro infrarrojo de glutatién 6 mM en agua (A) y derivada segunda
de la absorbancia respecto al numero de onda (B).

4 4. Conclusiones

En esta seccidn se presentaron los resultados del abordaje del estudio del entorno
de Cys34 en las formas tiol (HSA-SH) y tiolato (HSA-S-) desarrollado mediante
simulaciones de dinamica molecular y experimentos de espectroscopia infrarroja
del tiol de la HSA.
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Con respecto a HSA-SH, se determiné que el grupo SHy se encuentra préximo a los
residuos Tyr84 y Asp38 y levemente expuesto al solvente. Durante la mayor parte
del tiempo, el grupo tiol establece EAH con moléculas de agua presentes en la
hendidura que lo alberga que con alta frecuencia actiian como puentes entre el SHy
el carboxilato de Asp38, proporcionando un camino para la desprotonacién aun
dentro del entorno protegido y poco accesible en que se encuentra este tiol. En
HSA-S-, se observa que el tiolato se encuentra moderadamente expuesto al solvente,
formando EdH con el hidroxilo de Tyr84 (el cual se presume modula reactividad y
basicidad del tiolato) y con moléculas de agua que lo estabilizan interactuando con
el backbone de GIn33 y el carboxilato de Asp38. Por otro lado, si bien His39 no
establece interacciones directas con el tiol(ato), tiene un papel estructural

estabilizando el loop donde se ubica Cys34.

De la espectroscopia infrarroja, si bien no se pudo obtener resultados cuantitativos,
si se puede decir que Cys34 a pH 7 se encuentra fundamentalmente en la forma tiol,

mientras que a pH 8.8 se encuentra en la forma tiolato.

Todos estos resultados ayudan a comprender en profundidad la estructura y
dinamica del entorno de Cys34 en las formas tiol y tiolato, y explican y apoyan

resultados experimentales previos que sugieren un pK, de 8.1 para el tiol de la HSA.
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5. Oxidacién del tiol de la HSA por peroxidos

5.1. Antecedentes

Como se menciond en la Seccion 1.1.3, se cuenta con numerosos estudios de
modelado de la reacciéon de tiolatos, tanto de bajo peso molecular como proteicos,
con peroéxidos. En lineas generales los mismos sugieren que estas reacciones siguen
un mecanismo tipo Sn2. En el caso particular de la reaccién con H,0, se han
reportado calculos de trayectorias a partir de simulaciones QM/MM o bien de
caminos de reaccion IRC determinados a nivel QM para este tipo de procesos donde
ha sido puesta en evidencia —-con mayor o menor atenciéon a discutir origen e
implicancias de este fendmeno- la presencia de transferencias proténicas post-estado
de transicion entre el acido sulfénico formado tras la sustitucion nucleofilica y el
grupo hidroxilo saliente como parte del mecanismo global de estos procesos [36-39,
41]. En general, como resultado combinado de la reaccion Sx2 y esas transferencias
protoénicas, se suele llegar a obtener agua y sulfenatos como productos. Para el caso
particular de la enzima peroxirredoxina 5 (Prdx5) se ha aportado por su parte
evidencia acerca de una segunda transferencia proténica que ocurriria desde el
grupo guanidinio de un residuo Arg127 altamente conservado en el sitio activo hacia
el sulfenato resultante de la primera transferencia protdnica, formando finalmente
un acido sulfénico y un grupo guanidino [38]. Por su parte, cuando el peréxido es el
acido peroxinitroso (HOONO) en la reacciéon con cisteina libre no se observa la

transferencia protdnica, y los productos son acido sulfénico y NO; [40].

En esta parte de los estudios de la tesis, en funcidn del Objetivo especifico N.2 2, se
model6 a nivel QM /MM la reaccién de oxidacion del tiolato de Cys34 de HSA por dos
hidroperoéxidos diferentes: H,0, y acido peroxinitroso, teniendo especialmente en
cuenta el entorno cercano a Cys34. También se realiz6 para la reaccién con H,0, un

estudio cinético a distintas temperaturas.
5.2. Metodologia

5.2.1. Preparacion de los sistemas reactivos QM /MM

Los complejos iniciales HSA-H,0, y HSA-HOONO se construyeron a partir de la
estructura representativa del cluster mas poblado en la simulacién MD de HSA-S-.
Se eliminaron moléculas de agua e iones Na* y por docking manual se colocé una

molécula de H,0, o HOONO en posicién de formar EdH con el atomo Sy de Cys34.
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Se solvaté con una caja octaédrica de agua TIP3P extendida hasta 12 A alrededor de
la proteina, neutralizando con 15 iones Na* con la utilidad leap de AMBER 14 [325].
Luego, se minimizé la energia de cada sistema (10000 pasos SD aplicando
restricciones sobre la proteina y H,0,/HOONO y 5000 pasos SD seguidos de 5000
pasos CG del sistema sin restricciones) usando el modulo pmemd de AMBER 14. Se
describieron los residuos estandar de HSA con el campo de fuerza ff99SB, mientras
que el H,0, y el HOONO se describieron con el campo de fuerza gaffy sus cargas MM

se determinaron usando el procedimiento RESP [277].

5.2.2. Calculos QM /MM

Para modelar la reaccién a nivel QM/MM, se utilizé el método ONIOM(QM:MM)
implementado en Gaussian 09 [330]. La region QM esta comprendida por Cys34 y
Pro35 completos, backbone de GIn33, cadena lateral de Tyr84 y cuatro moléculas de
agua cercanas, junto a H,0, en HSA-H,0, (o residuos Cys34 y Pro35, backbone de
GIn33, cadena lateral de Tyr84 y tres moléculas de agua cercanas junto a HOONO en
HSA-HOONO) y la regién MM comprende el resto del sistema. Se eliminaron las
moléculas de agua ubicadas a mas de 12 A de cualquier &tomo QM. Se optimizaron
parcialmente con el algoritmo de Schlegel [288] las estructuras de reactivos (RC),
estado de transicion (TS) y productos (PC) al nivel ONIOM-ME (B3LYP/6-
31+G(d):AMBER96) flexibilizando inicamente la posicion de los 4tomos de la region
QM y residuos con atomos ubicados hasta 8 A de los primeros. La naturaleza de las
especies se verifico por andlisis de valores propios del hessiano analitico. La
termoquimica a 298 Ky 1 atm se calculé mediante el analisis de modos normales de
vibracion, usando aproximaciones usuales de la termodinamica estadistica. Para
conectar el TS con RC y PC se calcul6 el camino de reaccién IRC [292] usando el
algoritmo EulerPC [296]. Dado que el acoplamiento QM-MM se evalia aqui a nivel
MM, las cargas parciales de los atomos de la region QM se actualizaron (calculadas
con el procedimiento RESP [277]), y se optimizd la geometria nuevamente. Para
mejorar la estimacién energética, se aplicaron calculos single-point ONIOM-
EE(MP2/6-311++G(3df,2p):AMBER96) sobre las estructuras optimizadas.
Asimismo, para estudiar cambios sobre la densidad electrdnica y evaluar el grado
de asincronia de los procesos involucrados en la reaccién en el TS, se obtuvieron
cargas atémicas NPA e indices de enlace de Wiberg (WBI) a partir de un andlisis de
orbitales naturales de enlace NBO realizado a nivel single-point B3LYP/6-31+G(d)

sobre el sistema modelo con los enlaces de frontera cerrados con atomos de enlace
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(hidrégeno). El grado de avance de la reaccion, X, se calcul6 usando la Ecuacion 5.1
[331]:

Brs — Bgg
X=— 5.1
Bpc — Bge (1)

Donde Brs, Brey Bec son los indices de enlace WBI para TS, RC y PC, respectivamente.
5.2.3. Cinética de la reaccion de HSA-S- con H,0,

Se incub6 HSA reducida y deslipidada (0.173-0.238 mM; 0.100-0.190 mM RSH) con
H,0, (2.22 mM) en amortiguador fosfato (0.05 M, pH 7.4, 0.1 mM dtpa) a distintas
temperaturas (25, 30, 35 °C). Se tomaron alicuotas a intervalos de tiempo crecientes,
se detuvo la reacciéon con catalasa (actividad 0.46 s-1 [332], suficiente para
descomponer 90 % del H,0, en 5 s) y se midieron las concentraciones de tioles
usando el método de Ellman y a partir de éstas se determinaron las constantes de
velocidad de pseudo-primer orden, k.,s. Las constantes de velocidad de segundo
orden independientes del pH, k, se calcularon asumiendo un valor de pK, de 8.1 para
HSA-SH:

kobs 1

= [H,0,] 1+ 10PKa—PH

(5.2)

A partir de los valores de k se realizaron andlisis de Arrhenius y de Eyring para

determinar los valores de la entalpia, AH ¥ y entropia, AS * de activacion.
5.3. Resultados y discusion

5.3.1. Reaccidn del tiolato de la HSA con H,0,

La reaccion ocurre a través de un mecanismo Sn2, con un estado de transicién lineal
(TS, Figura 5.1) que involucra la formacién del enlace Sy-Oprox ¥ la ruptura del
enlace Oprox—Qdist. Se trata de un proceso ligeramente asincrono a nivel del TS, ya que
la ruptura del enlace Oprox—Odist Se encuentra ligeramente mas avanzada (X = 0.49)
que la formacién del enlace Sy—0prox (X = 0.40), como muestran los indices de enlace

de Wiberg para dichos pares de atomos (Tabla 5.1).

94



PC (-53.9 kcal mol-1)

Figura 5.1. Estructuras del entorno de Cys34 y el H,0, en los puntos estacionarios
(RC, TS, PC) de la reaccion de HSA-S- con H,0, optimizadas al nivel de teoria
ONIOM-ME(B3LYP/6-31+G(d):AMBER96). Los valores entre paréntesis
corresponden a entalpias a 298 K calculadas al nivel ONIOM-EE-(MP2/
6-311++G(3df,2p):AMBER96)// ONIOM-ME(B3LYP/6-31+G(d):AMBER96).
Respecto alared de EdH, a nivel del TS se pierde el enlace de hidrégeno establecido
entre los &tomos de Hprox y Sy, que esta presente en RC, mientras que la fuerza del
resto de los enlaces de hidrégeno que involucran al tiolato en Sy y/o a la molécula
de H,0, varia de forma poco significativa, como muestran los indices de enlace de

Wiberg correspondientes (Tabla 5.1).

Es de resaltar que se observa la presencia de un hombro en el perfil energético
analizado a lo largo del camino de reacciéon IRC (Figura 5.2A). El mismo esta
asociado a una transferencia proténica post-estado de transicion de Oprox a Odist,
segin muestra la evolucion de las distancias Oprox-**Hprox ¥ Hprox*++Qdist a 1o largo del
mismo (Figura 5.2B), por lo que los productos de esta reacciéon con HSA son
sulfenato y agua (PC, Figura 5.1) en lugar de acido sulfénico y anién hidr6xido como
se determin6 peviamente en nuestro grupo para el caso de la peroxirredoxina Prdx5

[38]. El comportamiento del tiol de HSA es en este sentido similar a lo que muestran
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trabajos previos de modelado de la reaccién de tioles de bajo peso molecular con
H,0, [36, 37, 39], lo cual es consistente con que el anién hidréxido es una base
fuerte (pKa = 15.7), mientras que los sulfenatos son bases relativamente débiles (pKa

= 7.5 en el caso de cisteinsulfenato [42]).

Tabla 5.1. Distancias (A)¢ e indices de enlace de Wiberg (a.u., en negrita)? de pares
de 4tomos seleccionados para los puntos estacionarios de la reaccion entre HSA-S-

y H,0,.
Par atomico RC TS PC
Coordenada de reaccion
Sy=Oprox 3.17/0.039 2.27/0.459 1.61/1.085
Oprox—0Oaist 1.46/1.005 1.84/0.529 2.63/0.031
Enlaces de H
Sy---Hprox 2.19/0.124 2.42/0.004 2.90/0.004
Sy---Hntyrs4 2.14/0.139 2.15/0.125 2.22/0.108
Sy---Hw1 2.32/0.080 2.50/0.047 2.47/0.066
Odist---Hw2 2.05/0.031 1.78/0.074 1.84/0.060
Odist---Hws3 1.95/0.037 1.79/0.063 1.84/0.052
Haist*--Owa 1.79/0.072 2.02/0.032 1.95/0.041
Ow1---H'w2 1.92/0.039 2.21/0.014 2.03/0.025
H'wa-+-OcIn33 1.79/0.051 1.83/0.041 1.83/0.042
H'w1:--08asp3s 1.68¢ 1.61¢ 1.65¢

a Al nivel ONIOM-ME(B3LYP/6/31+G(d):Amber96). ¢ Sobre la regiéon QM al nivel B3LYP/6-
31+G(d) ¢ WBI no calculado debido a que Asp38 se ubica en la regién MM.

De manera similar a lo que se observa en la enzima Prdx5 [38], se observa un
aumento en la nucleofilia del tiolato de HSA hasta llegar a un maximo en el punto del
IRC donde la coordenada de reaccién vale —3.0 Bohr, disminuyendo posteriormente
hasta llegar al TS (Figura 5.2C).
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Figura 5.2. Evolucion de la energia ONIOM (A), de los parametros estructurales
relevantes (B) y de la nucleofilia del tiolato de Cys34 (C), dada por eyomo, a lo largo
del camino de reaccion IRC calculado al nivel ONIOM-ME(B3LYP/6-
31+G(d):AMBER96) para la reacciéon de HSA-S- con H202.

Con respecto a las barreras de activacién, los valores calculados para AH* y AG* de
lareaccion con HSA son 12.9 y 14.2 kcal mol-1, respectivamente, lo que indica que la
misma tiene un costo entrépico asociado (—TAS*) de 1.3 kcal mol-1, que
posiblemente se deba al ordenamiento de las moléculas de agua en el sitio de
reaccion. Paralelamente se realizé el estudio experimental de la cinética de la
reaccion a distintas temperaturas. Del andlisis de Arrhenius (Figura 5.3) se obtiene
un valor de energia de activacion, E,, de 13.1 + 1.3 kcal mol-1, que se traduce en un
valor de AH* de 13.7 1.3 kcal mol-1 a 298 K, por lo que los valores provenientes
del modelado y el experimento son consistentes entre si (la diferencia es de apenas

0.8 kcal mol-1).

Del andlisis de Eyring (Figura 5.3, inserto) se obtiene un valor de AS* de -11.3 + 4.3
cal mol-1 K-1, que se traduce en un costo entrépico de 3.4 * 1.3 kcal mol-1 a 298 K,
llevando a un valor de AG* de 17.1 + 1.8 kcal mol-1. En este caso el valor calculado
se desvia del valor experimental en mayor medida (2.9 kcal mol-1) pero corresponde
sefialar que la determinacién experimental de AS* es mas propensa a acumular un

error mayor, porque depende de los valores de la k independiente del pH (el de AH*
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se puede obtener a partir de valores de k,,s) y ademads se obtiene extrapolando a
1/T = 0. De todas formas, el signo de AS* es consistente con el obtenido para la
misma magnitud evaluada por modelado computacional, marcando wuna

coincidencia semi-cuantitativa entre teoria y experimento.
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Figura 5.3. Graficos de Arrhenius y de Eyring (inserto) para la reaccién entre
HSA-SH (0.173-0.238 mM; 0.100-0.190 mM RSH) y H,0, (2.22 mM) a 25,30y 35
°C. Los simbolos corresponden a los promedios de In k determinados en 4-5
experimentos independientes. Las constantes k fueron determinadas siguiendo la
reaccion (en amortiguador fosfato 0.05 M pH 7.4) por la disminucién en la
concentracion de tioles y asumiendo un valor de pK, de 8.1 para HSA-SH.

Con respecto a la redistribuciéon de densidad electronica (Tabla 5.2), a nivel del TS
se observan cambios importantes de direccion opuesta sobre Odist (Aq = -0.263 a.u.)
que aumenta y sobre el Sy (Ag = +0.372 a.u.) que disminuye. También se observa un
aumento de menor magnitud (Ag = -0.118 a.u.) sobre Oprox. Fen6menos similares se
observan en tiolatos de bajo peso molecular y proteicos [38, 39, 41].

Tabla 5.2. Cargas atomicas NPA (a.u.) sobre atomos seleccionados para los puntos

estacionarios de la reaccién de HSA-S-con H,0,, calculadas sobre la region QM al
nivel B3LYP/6-31+G(d).

Atomo RC TS PC

Sy -0.564 -0.192 +0.454
Oprox -0.517 -0.645 -1.032
Odist -0.580 -0.843 -1.085
Hprox +0.486 +0.513 +0.536

Resumiendo, a grandes rasgos, la reactividad del tiolato de la HSA es similar a la de
los tiolatos de bajo peso molecular, principalmente debido a la falta de

caracteristicas de sitio activo que tiene el entorno de Cys34 para estabilizar
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diferencialmente al TS. En enzimas especializadas para catalizar esta reaccién (i.e.
peroxirredoxinas como Prdx5), el sitio activo presenta un residuo de Thr y un
residuo Arg altamente conservados [333]. En las peroxirredoxinas, el grupo
guanidinio del residuo Arg conservado interactia con el H,0, mediante enlaces de
hidrégeno, y la carga positiva del primero, estabilizaria diferencialmente al TS, que
concentra mayor densidad electrénica en Oudist [38, 41]. Por otro lado, en Prdx5, el
Hprox se encuentra formando EdH con el residuo Thr44 en lugar de hacerlo
directamente con el Sy, y dicho EdH se encuentra presente ain en el TS, lo cual no
sucede en HSA. Mas aun, el modelado ONIOM(QM:MM) de la reaccién
correspondiente en una Prdx5 mutante Thr44Val, muestra un aumento en la energia
libre de activacion y EdH entre el H, 0, y el tiolato (S. Portillo-Ledesma y E. L. Coitifio,
comunicaciéon personal, sin publicar) en forma consistente con el comportamiento
cinético determinado experimentalmente para la misma [38]. El entorno de Cys34
en la HSA no presenta las caracteristicas tipicas de los sitios activos en proteinas
eficientes frente a la reduccion de H,0,, molécula que llega a un sitio de reaccién
bastante ordenado en la hendidura alrededor del tiolato (que esta protegido por una
red de EdH con moléculas de agua que puentean con Asp38 y una interaccion directa
con Tyr84) y forma EdH solamente con moléculas de agua y el Sy de Cys34. Estos
aspectos podrian explicar por qué las peroxirredoxinas son tan eficientes y el tiol de

la HSA se comporta como un tiol ordinario.
5.3.2. Reaccidn del tiolato de la HSA con acido peroxinitroso

Al igual que la reaccion con H,0,, la reaccion ocurre a través de un mecanismo Sn2,
con un estado de transicion lineal (TS, Figura 5.4) e involucra la formacion del
enlace Sy-Oprox y la ruptura del enlace Oprox—Odist. La reaccion es asincrona a nivel
del TS, estando mas avanzada la ruptura del enlace Oprox—Odist que la formacion del
enlace Sy—Oprox, como muestran los indices de enlace de Wiberg para dichos pares
de 4tomos (Tabla 5.3). También se observan durante la reaccion el fortalecimiento
del enlace Odist—N y el debilitamiento del enlace N-Ono. No se observa transferencia
protdnica post-TS, a diferencia de lo que ocurre en la reacciéon analoga con H,0,, por
lo que los productos son acido sulfénico y nitrito (Figura 5.4)., similar a lo
observado en la reaccién de cisteina con HOONO Esta diferencia probablemente se
deba a que a diferencia del ion hidréxido, el nitrito (pK,= 3.3) probablemente sea
una base mucho mas débil que los sulfenatos (pK, = 7.5 para el acido

cisteinsulfénico).
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Figura 5.4. Estructuras del entorno de Cys34 y el HOONO en los puntos
estacionarios (RC, TS, PC) de la reaccion de HSA-S- con HOONO optimizadas al
nivel de teoria ONIOM-ME(B3LYP/6-31+G(d):AMBER96). Los valores entre
paréntesis corresponden a entalpias a 298 K calculadas al nivel ONIOM-EE-(MP2/
6-311++G(3df,2p):AMBER96)// ONIOM-ME(B3LYP/6-31+G(d):AMBER96).

Respecto alared de enlaces de hidrégeno (Tabla 5.3), se observa un debilitamiento
importante del enlace de hidrégeno entre Sy y el Hprox (—0.176 a.u.) a nivel del TS
con respecto a RC, mientras que el resto no sufre cambios relevantes. La entalpia de
activacién a 25 °C es 9.8 kcal mol-1, 3.1 kcal mol-1 mas baja que para la reaccién con
H,0,. Esto puede deberse a la naturaleza del grupo saliente, el nitrito, que es una
base mucho mas débil que el aniéon hidréxido. Asimismo, se observa un costo
entrépico muy pequeino de 0.6 kcal mol-1, la mitad de lo observado para la reaccién
con H,0,, que da lugar a una energia libre de activacién de 10.4 kcal mol-1. A partir
de un valor experimental de k de 3.8 x 103 M-1s-1 (pH 7.4, 37 °C) [160], asumiendo
valores de pK, de 8.1 para el tiol y 6.8 para el HOONO, usando la Ecuacion 2.133, se
estima un valor de energia libre de activaciéon de 11.0 kcal mol-1, lo que indica que

el valor obtenido a partir del modelado es consistente con los datos experimentales.
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Tabla 5.3. Distancias (A)? e indices de enlace de Wiberg (a.u., en negrita)’ de pares
de 4tomos seleccionados para los puntos estacionarios de la reacciéon entre HSA-S-

y HOONO.
Par atémico RC TS PC
Coordenada de reaccion
SY—Oprox 3.01/0.065 2.74/0.178 1.66/0.964
Oprox—Odist 1.43/0.967 1.57/0.750 2.66/0.034
Odist—N 1.39/1.110 1.31/1.289 1.27/1.472
N-Ono 1.19/1.849 1.21/1.730 1.25/1.562
Enlaces de H
Sy-+-Hprox 1.97/0.247 2.29/0.071 2.25/0.007
Sy-+-Hntyrs4 2.12/0.142 2.12/0.140 2.28/0.092
Sy---Hw1 2.52/0.049 2.52/0.051 2.71/0.027
Odist---Hw2 2.21/0.016 2.24/0.015 1.89/0.048
Ono---Hws 2.07/0.023 2.13/0.021 1.90/0.053
H'w1-:-O8asp3s 1.67 1.64 1.63

a Al nivel ONIOM-ME(B3LYP/6/31+G(d):Amber96)
b Sobre la region QM al nivel B3LYP/6-31+G(d)

5.4. Conclusiones

En esta seccién se modelaron a nivel QM/MM las reacciones del tiolato de la HSA
(HSA-S-) con dos peroxidos distintos, por un lado el H,0, y por otro el acido
peroxinitroso (HOONO). Asimismo, se realiz6 un estudio cinético dependiente de la
temperatura de la reaccién de HSA-S- con H,0, para validar los resultados del
modelado QM /MM.

Ambas reacciones siguen un mecanismo Sn2, con un estado de transicion lineal. En
la reaccion con H,0, se observa una transferencia protonica post-estado de
transicion, analogamente a lo observado en tiolatos de bajo peso molecular y en
otras proteinas y que no se observa en la reaccion con HOONO. Esto se debe
posiblemente a que el NO; (pK, = 3.3 para el HNO,) es una base mucho mas débil
que el sulfenato (pK, = 7.5 para Cys-SOH), mientras que el OH™ (pK, = 15.7 para
el H,0) es una base mucho mas fuerte. En ambas reacciones se observa el
debilitamiento o la ruptura del EdH entre el Sy y el peréxido del RC, que se observa
también en los RCs de las mismas reacciones en tiolatos de bajo peso molecular, pero
que no se observa el RC de la reaccién del tiolato de Prdx5 con H,0,, en la que el
H,0, esta formando EdH con el OH de Thr44.
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Respecto a la energética, las entalpias de activaciéon a 298 K son 12.9 kcal mol-! para
la reaccion con H,0,, y 9.8 kcal mol-! para la reaccién con HOONO. La entalpia de
activacion determinada por el estudio cinético a distintas temperaturas de la
reaccion H,0, de 13.7 kcal mol-1 a 298 K valida el valor obtenido por QM/MM.
Ambas reacciones tienen un costo entrdpico asociado, siendo los valores de la
energia libre de activacion a 298 K de 14.2 kcal mol-! para la reaccién con H,0, y
10.4 kcal mol-1 para la reaccién con HOONO. Por otro lado, el valor de la energia
libre de activacion que se estima de datos experimentales previos (para la reaccion
con HOONO) es de 11.0 kcal mol-1 a 310 K, de nuevo encontrandose consistencia

entre el modelado computacional y los trabajos experimentales.

En resumen, el tiolato de la HSA reacciona con peréxidos como un tiolato ordinario,
debido a la falta de caracteristicas de sitio activo, es decir, residuos que formen EdH
con el grupo saliente, y cargas positivas a este ultimo (que es de carga positiva), que
si se observan en otras proteinas cuyo tiolato reacciona de forma mucho mas rapida

con H,0,, como las peroxirredoxinas, que tienen barreras de reaccién mas bajas.

102



6. El entorno local del acido sulfénico de la HSA:
Estructura y dinamica

6.1. Antecedentes

Como se mencion6 anteriormente, HSA-S- puede reaccionar con peréxidos para dar
un acido sulfénico de vida media relativamente larga [154], el cual puede seguir tres
destinos: reaccionar con un tiolato de bajo peso molecular (k=21.6 M-1s-1a37°Cy
pH 7.4 para la reaccién con cisteina [165]) para dar un disulfuro mixto, reaccionar
de forma irreversible con un peréxido (k = 0.4 M-1 s-1 a 37°C y pH 7.4 para la
reaccion con H,0, [56]) dando un acido sulfinico, o decaer espontdneamente (k =
1.7x103s1a37°CypH 7.4 [165]) aun producto no caracterizado (HSA-SX). Tanto
experimentos de reactividad con TNB dependientes del pH como el seguimiento del
decaimiento espontaneo a distintos valores de pH muestran un aumento en la
reactividad al disminuir el pH [185], lo que sugieren que la especie reactiva en estos
casos seria el &cido sulfénico. En cambio, en las reacciones de otros acidos sulfénicos
(i.e. AhpE y acido 9-fluoro-10-tripticensulfénico) con H,0, se ve un aumento en la
reactividad al aumentar el pH [52, 54], lo que apunta a que en este caso la especie

reactiva es el sulfenato, que actuaria como nucleofilo.

Con respecto a la estructura del entorno del acido sulfénico, debido al decaimiento
espontaneo del acido sulfénico, y a la dificultad de cristalizaciéon de la HSA, no se

cuenta con estructuras de HSA con Cys34 en la forma acido sulfénico.

Respecto a la acidez del acido sulfénico de la HSA, al momento no se cuenta con un
valor de la constante de acidez. Tanto la reactividad frente a TNB como la constante
de velocidad del decaimiento espontaneo aumentan a valores de pH menores a 5, lo
que sugiere un valor de pK, menor a 5 [185]. No obstante, esto puede deberse a una
transicion de la HSA, o al cambio en el estado de protonacién de un residuo vecino
(e.g.- Asp38).

En esta seccidn, en funcién del Objetivo especifico N.2 3, se estudid la estructura y
dinamica del entorno de Cys34 en las formas acido sulfénico y sulfenato, arrojando
luz sobre interacciones que pueden modular la reactividad y la acidez del acido
sulfénico, y también una idea de cual podria ser el producto del decaimiento
espontaneo. También se intenté determinar el valor del pK, del acido sulfénico

teniendo en cuenta los aspectos mencionados anteriormente.
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6.2. Metodologia
6.2.1. Simulaciones de dinamica molecular

Se consideraron dos sistemas, HSA con Cys34 en la forma acido sulfénico
(HSA-SOH) y HSA con Cys34 en la forma sulfenato (HSA-SO-). Como estructuras de
partida se tomaron las estructuras de los productos de las reacciones de HSA-S- con
H,0, (HSA-SO-) y con HOONO (HSA-SOH). Para preparar los sistemas y llevar a
cabo las simulaciones MD se sigui6 el protocolo seguido en la Secciéon 4.2.1,
exceptuando que los estados de protonacion ya estaban previamente asignados, y
que la extension de las simulaciones fue 600 ns para HSA-SOH y 400 ns para
HSA-SO-. Dado que los residuos acido cisteinsulfénico y cisteinsulfenato no estan
definidos en el campo de fuerza ff99SB, resulta necesario parametrizarlos, lo que se

describira a continuacion.
6.2.2 Parametrizacion de residuos no estandar: acido sulfénico y sulfenato

Para parametrizar los residuos se construyeron las moléculas acido N!-acetil-N2-
metilcisteinamida-sulfénico y N1-acetil-N2-metilcisteinamida-sulfenato, las cuales
fueron optimizadas y verificadas (mediante analisis de valores propios del
hessiano) en presencia de agua como solvente implicito (modelo continuo IEF-PCM
[310] incluyendo componentes no electrostaticas; cavidades construidas usando los
radios de Bondi [312]) al nivel B3LYP/6-31+G(d). Luego, las cargas parciales fueron
calculadas usando el procedimiento RESP [277]. Luego con la utilidad residuegen del
programa AmberTools 15 [325] se defini6 el residuo no estandar de acuerdo al
Esquema 6.1. Los parametros de enlaces, angulos y diedros se obtuvieron del
campo de fuerza ff99SB, mientras que los parametros faltantes se obtuvieron del

campo de fuerza gaff.

Esquema 6.1. Definicion del residuo modificado.
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6.2.3. Determinacion de la constante de acidez del acido sulfénico de la HSA
6.2.3.1. Generalidades de la técnica: cromatoenfoque

Junto a Matias Deambrosi, y en el contexto de su Tesina de Graduacion de la
Licenciatura en Bioquimica (Laboratorio de Enzimologia, Facultad de Ciencias,
UdelaR) [320], se intent6é determinar el pK, del acido sulfénico por reactividad
frente a H,0, a distintos valores de pH. Se usaron las aproximaciones de punto final
y de velocidades iniciales. Para ello fue necesario cuantificar las fracciones e HSA- SX
y HSA-SO,H. Esto sse realiz6 usando el procedimiento cromatografico
(cromatoenfoque) descrito en la Seccion 2.7.4 [178, 320]. Las muestras de HSA se
eluyeron por una columna de intercambio aniénico débil de alta resolucién TSKgel
DEAE-5PW (75 x 8 mm; tamano de particula 10 um; Tosoh Bioscience LLC), usando
un cromatografo HPLC Agilent Inifinty 1260. Para la elucién se aplicé un gradiente
de pH externo usando dos amortiguadores NH,Cl 0.01 M (amortiguador A: pH 5.35;
amortiguador B: pH 3.95). Partiendo de 100 % de A, se realiz6 un gradiente de 0 a
40 % de B en 60 minutos.

6.2.3.2. Aproximacion de punto final

Esta aproximacion asume que el decaimiento espontaneo requiere que el acido
sulfénico esté en forma neutra, mientras que para reaccionar con el H,0,, el acido

sulfénico debe encontrarse desprotonado (Esquema 6.2).

H,O
HSA-SOH _4 HSA-SX
dec
J PKa
H+
H,0, H,O
HSA-SO™ Lk_A HSA-SO,H
ox

Esquema 6.2. lonizaciéon, decaimiento espontdneo y oxidacién del acido sulfénico
de la HSA por H,0,.

Cuando dos reacciones de (pseudo)primer compiten (en este caso la oxidacion del

acido sulfénico y el decaimiento espontaneo, Esquema 6.2), el cociente de las

concentraciones de productos (en este caso HSA-SO,H y HSA-SX) equivale al

cociente de las constantes de velocidad de (pseudo)primer orden dependientes del
pH ([HZOZ]k(,)x y kcliec):
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[HSA-SO,H] _ [H,0,]k{x (6.1)
[HSA-SX] — kgec |

Las constantes dependientes del pH pueden escribirse en funcién de las constantes

independientes del pH (kox V kgec):

- [HSA-SO]
°X = [HSA-SOH], °*

(6.2)
[HSA- SOH]

Koo = =k
dec [HSA—SOH]O dec

entonces se puede escribir la ecuacion 6.1 de forma que dependa de las
concentraciones de HSA- SOH y HSA- SOH:
[HSA-SO,H] [H,0,]kox [HSA-SO7]

[HSA-SX]  kaec  [HSA-SOH] (6.3)

Teniendo en cuenta que el cociente de concentraciones se puede vincular con el pK,

y el pH:

[HSA-SO7] _ Ka _ 10PH-PKa (6.4)
[HSA-SOH] ~ [H*]

entonces se puede escribir la ecuacion 6.1 como funcion del pH

[HSA-SOH] _ ook,
[HSA- SX]
(6.5)
— [HZOZ]kox
kdec

Entonces se puede graficar el cociente de las concentraciones (que es igual al
cociente de concentraciones, [HSA-SO,H]/[HSA-SX]) en funcién del pH ajustando a

la funcién de la ecuacion 6.5 y asi obtener el pK,.

El experimento se llevé a cabo de la siguiente manera: primero se preformo el acido
sulfénico incubando HSA reducida y deslipidada (0.59 mM, 0.95 RSH/HSA) con H, 0,
4 mM durante 4 min (37 °C, amortiguador fosfato 0.1 M pH 7.4 mM; luego las
muestras se incubaron durante 30 min con H,0, 4 mM en HAc/MES/tris 0.15
M/0.15 M/0.30 M a distintos valores de pH a 37 °C; y finalmente se determinaron
las fracciones de HSA-SO,H y HSA-SX usando el procedimiento cromatografico

descrito en la Seccion 2.7.4 usando el protocolo descrito en el Apartado 6.2.3.1. El
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cociente [HSA-SO,H]/[HSA-SX] se grafic6 en funcion del pH ajustando a la funcién

de la Ecuacion 6.5.
6.2.3.2. Aproximacion de velocidades iniciales

En esta aproximacién, también se asume que la especie que reacciona con el H,0,
es el sulfenato. La concentracion de sulfenato se relaciona con el pK, de acuerdo a la

ecuacion 6.6:

[HSA-SO7] = [HSA- SOH], (6.6)

1 + 10PKa—PH

La velocidad inicial, v, se escribe como:

UO = kOX[HSA— SO_][Hzoz] (67)
Sustituyendo queda:
[HSA-SOH],
Vo = kox T opkapn [H202] (6.8)
Finalmente, la concentracién de HSA-SO,H se puede relacionar con v,:
[HSA-SO,H] = vyt (6.9)

Sustituyendo, la concentracion de HSA-SO,H se puede relacionar con el pHy el pKj:

1

[HSA- SO,H] = [HSA- SOH]o[H,0,]t 7o

(6.10)

Dividiendo la ecuaciéon 6.10 por la concentracién de HSA total, [HSA], se puede

relacionar la fraccién de acido sulfinico, [HSA-SO,H]/[HSA] con el pHy el pK,:

[HSA-SO,H] 1

=A
[HSA] 1 + 10PKa—pH

(6.11)
[HSA- SOH],[H,0,]¢

- [HSA]

Si se usa la misma concentracion de H,0, y se detiene la reaccion a iguales valores
de t, entonces la Ecuacion 6.11 pasa a ser una funcién del pH. Entonces, ajustando

a esta funcion, es posible determinar el valor del pK, del 4cido sulfénico.

El experimento fue llevado a cabo de la siguiente manera: en primer lugar, se
preformé el acido sulfénico incubando HSA reducida y deslipidada (0.59 mM, 0.95
RSH/HSA) con H,0, 4 mM durante 8 min (25 °C, amortiguador fosfato 0.1 M pH 7.4
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mM); luego la muestra se mezclé con H,0, en HAc/MES /tris 0.15 M/0.15 M/0.30 M
a distintos valores de pH (entre 5 y 8), siendo las concentraciones usadas de HSA y
H,0, respectivamente 0.219 mM y 30 mM, y a los 20 s la reaccién se detuvo con
catalasa (k’= 0.46 s~1 para descomponer el 90 % del H,0, alos 5 s [332]) con el fin
de que la formacién de acido sulfinico HSA-SO,H sea igual o menor al 20 %; y
finalmente la fraccion de HSA-SO,H, [HSA-SO,H]/[HSA], se determiné usando el
usando el procedimiento cromatografico descrito en la Seccion 2.7.4 usando el
protocolo descrito en el Apartado 6.2.3.1. Los valores de [HSA-SO,H]/[HSA] en

funcion del pH se graficaron de acuerdo a la funcién dada por la Ecuacion 6.11.
6.3. Resultados y discusién
6.3.1. Dinamica de HSA-SOH

La simulacion converge a los 380 ns, como indica el grafico de Ca-RMSD (Figura
6.1).

RMSD (A)

0 100 200 300 400 500 600
Tiempo (ns)

Figura 6.1. Evolucién temporal del Ca-RMSD de la simulacion MD de HSA-SOH.

Con respecto a la accesibilidad al solvente del acido sulfénico, el Sy de Cys34sou se
encuentra oculto, con valores promedio de SASA de entre alrededor de 5 A2 (Figura
6.2A), lo que, junto con lo observado para HSA-S-, puede explicar por qué la
formacién de dimeros HSA-S-S-HSA y HSA-S(0)-S-HSA es un evento muy
infrecuente [334-336].
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Figura 6.2. Exposicion al solvente del Sy del acido sulfénico formado en la HSA en
el intervalo comprendido entre 380 y 600 ns (A). Distancias entre el OH§ del acido
sulfénico y los 08 de Asp38 en el tramo comprendido entre 380 y 600 ns (B).
Respecto a lared de EdH del acido sulfénico, se observa que durante 93 % del tramo
convergido de la simulacién, el OH6 sulfénico se encuentra formando enlace de
hidrégeno con los 08 del carboxilato de Asp38 (Tabla 6.1; Figura 6.2B), y también
formando EdH con moléculas de agua, un 10 % del tiempo actuando como dador y
un 43 % actuando como aceptor (Tabla 6.1). La presencia de este enlace de
hidrégeno explicaria el aumento en la reactividad del acido sulfénico frente a TNB a
valores de pH menores a 5 [185], ya que al protonarse el carboxilato (se asume un
pK, de ~4 para un residuo Asp ordinario [337]) se pierde una carga negativa, lo que
estabilizaria el estado de transicion, el cual se presume tiene carga negativa. La
proximidad de Asp38 y la baja exposicion al solvente del Sy explicarian por qué el

acido sulfénico no es demasiado reactivo frente a tiolatos, y su larga vida media
[165].
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Tabla 6.1. Ocupacidn de presuntos enlaces de hidrégeno en el tramo convergido
de la dinamica de HSA-SOH.

Enlace de hidrégeno® Ocupacion®
Asp38-06(1,2)---HO8-Cys34 93 %
H20---HO8-Cys34 10 %
Cys34-06---H-0-H 43 %
His39>N61:---H-O(H)---H-N<Cys34 75 %
His39>Ne2-H---0=GIn24 69 %

aCriterio de corte de distancia D---A de 3.5 Ay de angulo D-H---A de 120°. b La ocupacién se
define como el porcentaje del tiempo que la interaccidn esta presente.

;\ 12

10

Distancia (A)

2 T T T T 1
400 450 500 550 600
Tiempo (ns)
B ¢
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Figura 6.3. Distancia entre el Ne de GIn33 y el Sy de Cys34 durante el tramo de la
simulacion de HSA-SOH comprendido entre 380 y 600 ns (A); distancia entre el N
peptidico y el Sy de Cys34 durante el tramo de la simulaciéon comprendido entre
380y 600 ns (B).

También se observa que, por momentos el Ne de GIn33 se acerca al Sy a distancias
menores a 4 A (Figura 6.3A), lo que apoya laidea de que el producto de decaimiento

del acido sulfénico seria una sulfenilamida formada con el grupo amida de GIn33,
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como fue sugerido por Grigoryan et al. [166], aunque con muy pobre evidencia
experimental. No obstante, el N peptidico de Cys34 se encuentra a una distancia de
entre 3.0 y 3.6 A del Sy durante todo el tramo convergido de la simulacién (Figura
6.3B). Este N podria atacar al Sy. Aunque la formacion de un ciclo de 4 miembros no
suele estar favorecida, no debe descartarse esta hipotesis. Experimentos de
espectrometria de masas (L. Turell y B. Alvarez, comunicacién personal, sin
publicar) muestran que el producto de decaimiento es una modificacién en la

secuencia Leu31-GIn32-GIn33-Cys34, lo que es consistente con ambas hipotesis.

c0,73 % 082
Asp38

/]

v

_~_“__!§161/\ 7
-l 2.42"'& }

. INe2

His39/) \ _

P N
Figura 6.4. Estructura representativa del cluster mas poblado (c0, poblacién 73 %)

del tramo convergido de la dindmica de HSA-SOH. Los nl'm})eros en cursiva
corresponden a distancias interatémicas (en A).
El andlisis de clustering muestra un cluster mayoritario (c0, poblacion 73 %) cuya
estructura representativa se muestra en la Figura 6.4. Esta estructura muestra al
06 del acido sulfénico formando EdH con uno de los 08 del carboxilato de Asp38, y
un EdH -puenteado por una molécula de agua- entre el NH peptidico de Cys34 y el
N&81 imidazoélico de His33. Este EdH estd presente un 75 % del tiempo de la
simulaciéon (Tabla 6.1), lo que podria favorecer la formacién de una sulfenilamida
con el N peptidico de Cys34, en un proceso catalizado por el imidazol de His39 que
actuaria como base, desprotonando el NH y aumentando la nucleofilia del grupo
amida. Mas aun, un trabajo de modelado QM/MM de Dokainish y Gauld [338]
propone un mecanismo similar para el decaimiento del acido sulfénico de la PTP1B
a una sulfenilamida, en el grupo amida peptidico de un residuo vecino es
desprotonado por un residuo Glu -a través de una molécula de agua-, junto con la

protonacion del O de dicha amida por un residuo basico, mejorando asi la nucleofilia
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del N peptidico, que ataca nucleofilicamente al Sy del acido sulfénico, formandose
asf una sulfenilamida protonada en el O amida, la cual es desprotonada de nuevo por

un residuo basico.

Por otro lado, el grupo imidazol de His39 también tendria un papel estructural ya
que se encuentra formando EdH con el carbonilo de Leu24 un 69 % del tiempo
(Tabla 6.1).

6.3.2. Dinamica de HSA-SO-

La simulacién converge a los 100 ns, como muestra el grafico de Ca-RMSD (Figura
6.5).

RMSD (A)

0 100 200 300 400
Tiempo (ns)
Figura 6.5. Evolucion temporal del Ca-RMSD de la simulacion MD de HSA-SO-.

Respecto a la accesibilidad al solvente del Sy, se observa que éste presenta una
exposicion al solvente variable, entre baja y moderada, con valores promedio de
SASA de 5-15 A2, llegandose a picos de hasta 35 A2 (Figura 6.6A). Durante gran
parte de la simulacién el 06 del sulfenato se encuentra formando enlace de
hidrégeno con el OHn de Tyr84 (ocupaciéon 57 %, Tabla 6.2), sin embargo, este
enlace de hidrégeno es labil (Figura 6.6B), por lo que se espera que los efectos de
Tyr84 sobre la reactividad del sulfenato sean mucho menos importantes que en
HSA-S-. Coincide que, los periodos en los que el Sy se encuentra mas expuesto al

solvente es cuando dicho EdH no se encuentra presente.
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Tabla 6.2. Ocupacidn de presuntos enlaces de hidrégeno en el tramo convergido
de la dinamica de HSA-SO-.

Enlace de hidrégeno® Ocupacion®
Cys34-06---HOn-Tyr84 57 %
Cys34-06---H-0-H 384 %
Cys34-08---H-0-H---06(1,2) -Asp38 110 %

aCriterio de corte de distancia D---A de 3.5 A y de angulo D-H---A de 120°. > La ocupacién se
define como el porcentaje del tiempo que la interaccidn esta presente.
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Figura 6.6. Evolucion de la superficie expuesta al solvente del Sy durante el
intervalo de 100 a 400 ns de la dindmica de HSA-SO-(A). Evolucién de las
distancias entre el 06 del sulfenato y el OHn de Tyr84.

El analisis de clustering muestra dos clusters con poblacion importante (Figura 6.7),
c0 (poblacién 58 %) y c1 (poblacion 30 %). El cluster cO se corresponde con los
tramos en los que el sulfenato forma EdH con el OH de Tyr84 -y el Sy se encuentra
menos expuesto al solvente-, mientras que el cluster c1 se corresponde con los
tramos en los que este EdH no se observa -y el Sy se encuentra mas expuesto-. En

c1l se observa que el sulfenato forma EdH puenteados por moléculas de agua con
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Asp38, lo cual se observa en un tramo importante de la simulacién (Tabla 6.2).

Estos resultados sugieren que Asp38 podria tener un rol en la modulacién de la

1 (30 %)
° 4 \B

reactividad del sulfenato.
c0 (58 %)

w1/ ws
&y 88,7 ‘v S
Sy="k3 .~ oBl \

. N ©1.94
8173 N 7
AV 4
w2 ( w4

Figura 6.7. Estructura representativa de los clusters mas poblados (c0, poblacion

58 %; c1, poblacién 30 %) del tramo convergido de la dinamica de HSA-SO-. Los
numeros en cursiva corresponden a distancias interatdmicas (en A).

6.3.3. Determinacién del pKa del acido sulfénico
6.3.3.1. Aproximacion de punto final

Usando esta aproximacidn, descrita en el Apartado 6.3.3.2, se graficé el cociente de
las fracciones de HSA-SO,H y de HSA-SX (que es igual a [HSA-SO,H]/[HSA-SX]),
en funcion del pH. En primer lugar, el grafico (Figura 6.8) muestra que, al aumentar
el pH, la formacién de HSA-SO,H es mayor. En segundo lugar, el grafico arroja un
valor de pK, de 7.61, si se ajustan los puntos a la funciéon dada por la Ecuacién 6.5.
Sin embargo, en el grafico no se tuvo un buen ajuste. Contrariamente a lo que se
esperaria, no se observa una tendencia a cero al ir a valores de pH mas acidos. De

acuerdo a la Ecuacion 6.12:

5q 6x &
8q _dx by
lgl  Ix| Iyl
(6.12)
_ [HSA-SO,H]
1= "IHsA-SX]

cuando un cociente g tiende a cero o a infinito, el error relativo del mismo, 8q/|q|,
tiende a infinito, por lo que esta aproximacidon no es muy robusta. Entonces se

decidi6 seguir con la aproximacién de velocidades iniciales.
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Figura 6.8. Grafico de [HSA-SO,H]/[HSA-SX] en funcion del pH. Se preformo¢ el
acido sulfénico incubando HSA reducida y deslipidada (0.59 mM, 0.95 RSH/HSA)
con H,0, 4 mM durante 4 min (37 °C, amortiguador fosfato 0.1 M pH 7.4 mM),
luego las muestras se incubaron durante 30 min con H,0, 4 mM en HAc/MES/tris
0.15M/0.15 M/0.30 M a distintos valores de pH a 37 °C y se determinaron las
fracciones de HSA-SO,H y HSA-SX por cromatoenfoque

6.3.3.2. Aproximacién de velocidades iniciales

Usando esta aproximacion, descrita en el Apartado 6.3.3.2, se grafico de la relacién
[HSA-SO,H]/[HSA] en funcién del pH sugiere un valor de pK, de 7.58 (Figura 6.9).
No obstante, los dos ultimos puntos no satisfacen la condicién de velocidad inicial
(formacién de acido sulfinico menor o igual al 20 %), por lo que este valor de pK,
debe tomarse como un limite maximo. Si se toman los 5 primeros puntos y se ajustan
a la funcién definida en la Ecuacion 6.11, fijando el factor A en 0.2 (20 % de

formacion de acido sulfinico) se estima un valor de pK, de 7.02 + 0.38.

A pesar de que no fue posible determinar un valor de pK,, estos resultados indican
que encuentra en el intervalo de entre 7.0 y 7.6, contrario a lo que sugieren trabajos
previos de reactividad del acido sulfénico de la HSA frente a TNB que sugieren un
valor de pK, menor a5 [185]. Como muestra el analisis de la dindmica molecular de
HSA-SOH (Seccién 6.3.1), el aumento en la reactividad a pH menores a 5 puede
atribuirse al cambio en la protonacion de Asp38 (el pK, de la cadena lateral de un

residuo Asp ordinario es de ~4 [337]) que se encuentra formando EdH con el 4cido

sulfénico durante toda la simulacion.

115



>

0.8+

[HSA-SO,HI/HSA]

556 60 65 70 75 80 85 00
pH

W
°

o

e
L
n

[HSA-SO,H)[HSA]
o
o

o
P
1

o
o

o
3]

60 65 70 75 80 85 90
pH

Figura 6.9. Grafico de la relacién entre HSA en la forma acido sulfinico y HSA total,
[HSA-SO,H]/[HSA] en funcion del pH (A). El mismo grafico se realiz6 eliminando
los dos ultimos puntos y fijando el valor de A en 0.2 (B). Se preformé HSA-SOH
incubando HSA (0.59 mM, 0.95 RSH/HSA) con H,0, 4 mM durante 8 min (25 °C,
amortiguador fosfato 0.1 M pH 7.4 mM), luego la muestra se mezcl6é con H,0, en
HAc/MES/tris 0.15 M/0.15 M/0.30 M a distintos valores de pH (Tubo: [HSA] =
0.219 mM; [H,0,] = 30 mM), y a los 20 s la reaccidn se detuvo con catalasa (k' =
0.46 s~1). La fraccion de HSA-SO,H se determiné por cromatoenfoque.

6.4. Conclusiones

En primer lugar, se estudi6 la estructura y dindmica del entorno del acido sulfénico
de la HSA. La baja exposicion al solvente del Sy y la presencia de un EdH entre el
acido sulfénico y el carboxilato de Asp38 explicarian por qué la formacién de
dimeros HSA-S-S-HSA o HSA-S(=0)-HSA es un evento raro [334-336]. Por otro
lado, se observo que el NH peptidico de Cys34 se encuentra cercano al Sy y, ademas,
el NH forma un EdH puenteado por una molécula de agua con el imidazol de His39,
lo que podria sugerir la formacién de una sulfenilamida ciclica, aunque se trataria

de un anillo de cuatro miembros. Asimismo, también se observd que por momentos
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el grupo amida de GIn33 se acerca al Sy, por lo que este grupo amida seria otro

candidato a reaccionar con el 4cido sulfénico.

En segundo lugar, se estudi6 la estructura y dinamica del entorno del sulfenato de
la HSA. El EdH con Tyr84 observado en las simulaciones de HSA-S- es mucho mas
labil, por lo que el rol de dicho residuo seria menos importante. No obstante, Asp38
sigue cercano al sulfenato, por lo que dicho residuo atn podria tener un rol

modulando la reactividad del sulfenato.

En tercer lugar, en experimentos realizados en conjunto con Matias Deambrosi, en
los que se analizaron las isoformas de HSA a nivel de Cys34 mediante
cromatoenfoque, se estim6 que el pK, del acido sulfénico de la HSA tiene un valor
de entre 7.0 y 7.6, siendo consistente con los resultados de las simulaciones MD y
con el hecho de que la isoforma acido sulfénico coeluye con la isoforma tiol en los
experimentos de cromatoenfoque [178]. El aumento de la reactividad del acido
sulfénico frente a DTNB -como electréfilo- a valores de pH menoresa 5 [185] puede

deberse a un cambio en la protonacion del carboxilato de Asp38.
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7. 0xidacion de acidos sulfénicos

7.1. Antecedentes

Como se menciond anteriormente, los acidos sulfénicos pueden oxidarse por
reaccion con peroxidos para dar acidos sulfinicos, los cuales a su vez pueden
oxidarse a acidos sulfénicos. La oxidacion de acidos sulfénicos a acidos sulfinicos,
también conocida como sobreoxidacion de tioles, es de especial relevancia biologica,
ya que generalmente los acidos sulfinicos no pueden reducirse a acidos sulfénicos
por reaccién con tioles, por lo que en general se trata de un proceso irreversible.
Esto quiere decir que, una vez que un residuo de Cys con funcion catalitica o
sefializadora se sobreoxida, éste pierde su funcidon. Una excepcién la constituyen
algunas peroxirredoxinas, cuyo acido sulfinico puede reducirse a acido sulfénico por
la reaccién con un tiol, a expensas de una molécula de ATP, catalizada por las
sulfirredoxinas. Con respecto a la HSA, alrededor de un 2 % de la HSA circulante se
encuentra en las formas HSA-SO,H y HSA-SO3;H [144], las cuales no pueden ser
reducidas a HSA-SOH.

Con respecto al mecanismo de la oxidacion de acidos sulfénicos por H,0,, se cuenta
con escasa informacion, principalmente debido a que se trata de intermediarios de
vida corta. Especialmente en sistemas de bajo peso molecular, esta reaccion es dificil
de estudiar ya que los acidos sulfénicos reaccionan con tioles, y también

autorreaccionan.

Trabajos de modelado computacional asumen un mecanismo Sn2, en el que el
sulfenato actiia como nucledfilo, atacando por el S [33, 58]. Esto es apoyado por
datos experimentales que muestran un aumento en la reactividad del &cido
sulfénico de la AhpE y del acido 9-fluoro-10-tripticensulfénico frente a H,0, al
aumentar el pH [52, 54] y ademas, por el hecho de que la reaccion de este dltimo con
2H,0, no presenta efectos cinéticos isotopicos del solvente cuando la reaccién se

estudia en metanol deuterado [54].

No obstante, no se ha considerado un ataque nucleofilico del O del sulfenato, ni la
posibilidad de un ataque nucleofilico del HO; sobre el 4cido sulfénico. Por otro lado,
no se cuenta con antecedentes del modelado de la oxidacion de 4cidos sulfénicos en

proteinas.
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En funcién de los Objetivos especificos N.2 4 y 5, en esta secciéon se plantea
explorar mecanismos alternativos para la oxidacién de acidos sulfénicos, con el fin
de establecer cual es el mecanismo mas probable, y ademas modelar la reaccién en

el contexto de la HSA.
7.2. Metodologia

7.2.1. Estudio DFT del mecanismo oxidaciéon de un acido sulfénico de bajo

peso molecular por H,0,

Como modelo de bajo molecular de un acido sulfénico proteico se utilizo el acido N!-

acetil-N2-metilcisteinamida-sulfénico (Esquema 7.1A).

A OH
o S
PS N
N N ~
H
0]
B i
4 H,0, H,0 R™ O
S A T
TN B2/C2
_H+1L+H+ HO, H,O R/S\O/o H* ||+H*
6
S C1
R”"NOH 5 9
2 H>0, H,0 R/S\OH
5

Esquema 7.1. Acido N'-acetil-N2-metilcisteinamida-sulfénico (A), mecanismos
propuestos para la reaccion de acidos sulfénicos con H,0, (B).
Para tener una primera idea de que estado de protonaciéon es mds reactivo se
calcularon descriptores de la reactividad (nucleofilia del grupo funcional, sg;
energia del orbital KS ocupado de mayor energia, eyomo; funciéon de Fukui
nucleofilica condensada, f,,) al nivel B3LYP/6-31+G(d). Luego se procedié a
modelar la reacciéon del acido sulfénico con H,0, al nivel considerando cuatro
mecanismos alternativos (Esquema 7.1B): ataque nucleofilico del S del sulfenato,
1, sobre el H,0, para dar sulfenato, 3 (A); ataque nucleofilico del O de 1, sobre el
H,0, para dar persulfenato, 4 (B1), que rearreglaria a 3 (B2); (C) ataque nucleofilico
del ani6én hidroperoéxido (HO3) sobre el S del acido sulfénico, 2, para dar 4 (C1), el

cual rearreglaria a 3 (C2); y ataque nucleofilico del S del acido sulfénico, 2, sobre el
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H,0, para dar acido sulfinico, 5 (D). Para ello se optimizaron (usando el algoritmo
de Schlegel [288]) y verificaron (mediante el andlisis de valores propios del
hessiano, ver Seccion 2.3.1) las estructuras de reactivos, estados de transicion,
productos y complejos de reactivos y de productos al nivel B3LYP/6-31+G(d) [255,
268], implementado en Gaussian 09 [330]. La termoquimica a 298 K fue calculada
mediante el analisis de modos normales vibracionales y usando las aproximaciones
usuales de la termodinamica estadistica. Para conectar las estructuras de estados de
transicion con las de los complejos de reactivos y de productos se realizaron calculos
de camino de reaccion IRC usando el algoritmo HPC [296]. Para evaluar los cambios
en la distribucién de la densidad electrénica y la asincronia de la reaccion, se
realizaron calculos NBO y de indices de enlace de Wiberg. Para obtener una mejor
descripcién de la energética, se realizaron calculos single-point al nivel B3LYP/6-
311++G(3df,2p). Los efectos del solvente fueron introducidos mediante el modelo
continuo IEF-PCM [310], considerando componentes electrostaticas y no
electrostaticas, usando agua como solvente (¢ = 78.3) y los radios de Bondi para
construir las cavidades, y se consideraron para todos los calculos (optimizaciones

de geometria y calculos single point).
7.2.2. Preparacion de sistemas de HSA para QM/MM

Los sistemas se prepararon siguiendo el protocolo descrito en la Seccién 5.2.1,
usando los dos clusters mas poblados (cO y c1) de la simulacién de HSA-SO-. Se
construyeron dos modelos, el modelo 1, construido a partir de c0, y el modelo 2,
construido a partir de c1. En lugar de remover las moléculas de agua ubicadas a mas
de 12 A de los residuos y moléculas que definen la regién QM (cadenas laterales de
Cys34 y Tyr84, H,0, y cuatro moléculas de agua vecinas en el modelo 1; cadena
lateral de Cys34, H,0, y cinco moléculas de agua vecinas en el modelo 1) se

eliminaron Unicamente las que se encontraban a mas de 15 A de dicha region.

7.2.3. Modelado del mecanismo oxidacion del acido sulfénico de la HSA por

H,0, usando un esquema de QM /MM aditivo

Para los calculos QM/MM se us6 el programa ChemShell 3.4 [339], que acttia como
interfaz entre los programas Gaussian 09 [330] y DL_POLY [340]. La regién QM
comprende los grupos de &tomos mencionados en la seccién anterior, mientras que
la regién MM comprende el resto del sistema. Las estructuras de reactivos (RC),

estado de transicion (TS) y complejo de productos (PC) se optimizaron (usando el
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método RFO [285, 286]) y verificaron (mediante el analisis de valores propios del
hessiano, ver Seccion 2.3.1) usando para la region QM el nivel de teoria B3LYP/6-
31+G(d). Para conectar el TS con RC y PC, se realizé un muestreo de la coordenada,

¢, definida por:

¢ = d(SYr Oprox) - d(oprox' Odist) (7.1)

El muestreo se realizé de -2 a 1.2 A con un tamafio de paso de 0.1 A. Para obtener
una mejor descripcion de la energética, se realizaron calculos single-point usando el
nivel B3LYP/6-311++G(3df,2p) para la region QM. En todos los casos se uso el
campo de fuerza AMBER ff99S5B para la region clasica. El esquema de QM /MM usado
fue el esquema aditivo usando embedding electrénico. A fin de comparar ambos
modelos se realiz6 un calculo single-point con regiones QM idénticas y no se
observaron cambios en la energética. El modelado QM/MM con ChemShell se
realizaron en el marco de una pasantia en el Departament de Quimica de la
Universitat Autdbnoma de Barcelona, bajo la supervisién de los Dres. Angels

Gonzalez-Lafont y Josep Maria Lluch.

7.2.4. Modelado ONIOM del mecanismo oxidaciéon del acido sulfénico de la
HSA por H,0,

Se parti6 de la estructura del TS del modelo 1, para la cual se calcularon las cargas
MM (usando el procedimiento RESP [277]) de la regiéon QM, y se optimizo la
geometria del TS al nivel ONIOM-ME(B3LYP/6-31+G(d):AMBER96) [276]
implementado en Gaussian 09 [330]. Dado que el acoplamiento QM-MM se traté al
nivel MM, dicha estructura se le recalcularon las cargas MM mediante el
procedimiento RESP [, se la reoptimiz6 y verificd. Luego se realiz6 (al mismo nivel
de teoria) un calculo de camino de reaccién IRC usando el algoritmo EulerPC [296]
para obtener estructuras de partida de RC y PC. Las estructuras de éstos fueron
optimizadas, las cargas MM de la regiéon QM fueron recalculadas, las estructuras
fueron reoptimizadas y verificadas. Las regiones QM y MM, y las regiones
moviles/fijas fueron las usadas para los calculos QM/MM usando el esquema
aditivo. Para mejorar la energética se realizaron calculos single-point a los niveles
ONIOM-EE(QM/6-311++G(3df,2p): AMBER96). Los métodos QM utilizados fueron
la teoria DFT con el funcional B3LYP y la teoria MP2.
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7.2.5. Cinética de la reaccion del acido sulfinico de la HSA con H,0,

La idea original trataba de estudiar la cinética de la reaccién del acido sulfénico de
la HSA con H,0, por espectroscopia infrarroja, siguiendo la formaciéon de acido
sulfinico. Para ubicar donde se ubican las bandas caracteristicas de los grupos
sulfinato y sulfonato (producto de oxidacién del acido sulfinico) en el infrarrojo, se
registraron los espectros infrarrojos de hipotaurina (fH;N-CH,-S03) 0.1 M, y
taurina (*H3N- CH,- SO3) 0.1M, respectivamente, en amortiguador tris 0.1 M pH 7.4
a 25 °C. Las muestras se colocaron entre dos ventanas de BaF;, con una separacién
de 0.025 mm y los espectros se registraron acumulando 500 interferogramas con
una resolucién de 4 cm-1, en un espectrofotémetro FT-IR Shimadzu IRPrestige 21.
El grupo sulfinato presenta una banda caracteristica a 1009 cm-1, mientras que el

grupo sulfonato presenta una banda caracteristica a 1047 cm-! (Figura 7.1).

0.25+ ——Hipotaurina 0.1M

Taurina 0.1 M

0.20

0.154

0.104

Absorbancia

0.054

0.00

'0.05 T T T T T T 1
1150 1125 1100 1075 1050 1025 1000 975

Numero de onda (cm™)

Figura 7.1. Espectros infrarrojos de hipotaurina (*H;N- CH,-S03) 0.1 M y taurina
(*H3N-CH,-S03) 0.1 M en amortiguador tris 0.1 M pH 7.4.
Dado que acumular 500 interferogramas con una resoluciéon de 4 cm-1 toma 11
minutos (i.e. 660 s), teniendo en cuenta que la reaccién del acido sulfénico con H, 0,
tiene una constante de velocidad de 0.4 M-1s-1a 37 °Cy pH 7.4 [56] (se espera que
a 25°Clareacciéon no sea mucho maslenta), que se tiene que usar un exceso de H,0,
para que la reaccién esté en condiciones de pseudo primer orden y que el acido
sulfénico decae (reaccién que compite) con una constante de 1.3 x 103 s~1[165], se
optd por estudiar la cinética de la oxidaciéon del acido sulfinico en vez de la del 4cido

sulfénico, siguiendo la formacién de acido sulfénico.
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El protocolo a seguir fue: se puso a reaccionar HSA 0.9 mM (0.8 mM RSH) con H,0,
en exceso (6.6 mM, concentracién determinada usando el protocolo descrito en la
Seccion 5.2.3) en amortiguador tris 0.1 M pH 7.4 entre dos ventanas de BaF, sin
separacion, y se registro el espectro IR entre 800 y 4000 cm~1 cada 11 min. Los
espectros se generaron de la misma manera que para las soluciones de taurina e
hipotaurina. Se sigui6 la reaccion por el aumento de la intensidad de la banda a 1047
cm-! (formacion de sulfonato). Los experimentos se realizaron a una temperatura

ambiente de 25 °C.
7.3. Resultados y discusion

7.3.1 Estudio DFT del mecanismo oxidacion de un acido sulfénico de bajo peso

molecular por H,0,

7.3.1.1.Descriptores de la nucleofilia global y local de sulfenato y dcido sulfénico

Para tener una primera idea de qué forma de protonacion del acido sulfénico es mas
reactiva como nucleéfilo, se evalud la nucleofilia del grupo funcional del sulfenato,
1, y del acido sulfénico, 2, dada por los valores de la blandura nucleofilica del grupo
funcional, s; (ver Seccion 2.2.2.7). Un valor mas alto de s; indica mayor nucleofilia.
Para 1, el valor de sg es 0.202 a.u. eV-1, mientras que para 2 el valor es de 0.161 a.u.
eV-1 (Tabla 7.1), sugiriendo que el grupo sulfenato es mas nucleofilo que el grupo

acido sulfénico, lo cual es consistente con trabajos previos [33, 52, 341].

Tabla 7.1. Energias del orbital KS ocupado de mayor energia, egomo, ¥ blandura
nucleofilica del grupo funcional, s;, para 1, 2 y el complejo de reactivos del

mecanismo A, RC (1-H,0,), calculadas al nivel B3LYP/6-31+G(d)

Especie Exomo (eV) sg (a.u.eVv-1)
1 -4.41 0.202
2 -6.54 0.161
RC (1-H,0,) -4.89 0.173

Asimismo, dado que el grupo sulfenato es un nucleéfilo ambidentado [59] -es decir,
podria atacar por el S o bien por el O-, para saber cudl es el sitio mas nucleoéfilo del
grupo sulfenato, se evaluaron los valores de las funciones de Fukui nucleofilicas
condensadas f;, sobre el atomo de S y sobre el atomo de O. Los valores de f,, son

0.485 y 0.394 a.u. sobre los atomos S y O, respectivamente (Tabla 7.2), lo que
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sugiere que el sitio mas nucleofilico es el &tomo de azufre, por lo que seria mas

probable un ataque por el S que por el O.

Tabla 7.2. Funciones de Fukui nucleofilicas condensadas (en a.u.) sobre el S, f5', y
sobreel O, f; para 1y RC (1-H,0,), calculadas al nivel B3LYP/6-31+G(d).

Especie fs fo
1 0.485 0.394
RC (1-H,0,) 0.584 0.280

7.3.1.2.Caracterizacion estructural y energética de cuatro mecanismos alternativos de

reaccion

4

o QJ?
PFOXJSY
&1;
93’ 50%%0
> % 09390
TS, (1-3) TSe (1—4) 9

3006
JQ"?Odist ')

oprox SY A ' dlst

|

f%‘f‘*‘ r"" %

Figura 7.2. Estructuras de los estados de transicién de los mecanismos A, B, Cy D
caracterizadas al nivel PCM-B3LYP/6-31+G(d) en presencia de agua como
solvente.

Considerando lo anterior, en primer lugar, se consideré el Mecanismo A, el cual
consiste en el ataque nucleofilico del Sy de 1 sobre el Oprox del H,0,, pasando por un
estado de transicion (TS) cuasi-lineal que corresponde a la ruptura del enlace
Oprox—0Odist y a la formacion del enlace Sy-Oprox (mecanismo Sn2). Los productos de
reaccion son sulfinato, 3, y agua. El valor de la energia libre de activacion a 298 K,
AG#*, es de 16.4 kcal mol-1, por lo que se trata de un mecanismo viable. La etapa B1
del Mecanismo B consiste en el ataque nucleofilico del 06 de 1 sobre el Oprox del
H,0,, pasando por un TS lineal que corresponde a la ruptura del enlace Oprox—Qdist ¥

alaformacidn del enlace O8-0prox (mecanismo Sn2). Los productos formados en esta
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etapa son el intermediario persulfenato, 4, y agua. El valor de AG* es 25.5 kcal mol-1,
por lo que el Mecanismo B no es una alternativa viable al Mecanismo A, siendo
consistente con el andlisis de blandura local. La etapa C1 del Mecanismo C, consiste
en el ataque nucleofilico del Oprox del HO; sobre el Sy de 2, pasando por un TS ciclico
que corresponde a la ruptura del enlace Sy-06, la formacion del enlace Sy-Oprox y la
transferencia protonica de Odista 08. Los productos de reacciéon son 4 y agua. El valor
de AG* es 40.3 kcal mol-1, por lo que este mecanismo es muy poco probable que
ocurra. Dado que las barreras de energia libre son demasiado elevadas, no se modelé
el rearreglo de 4 a 3, es decir la etapa B2/C2. El Mecanismo D consiste en el ataque
nucleofilico del Sy de 2 sobre el Oprox del H,0,, pasando por un TS lineal que
corresponde a la ruptura del enlace Oprox—Odist y a la formacion del enlace Sy-0Oprox
(mecanismo Sn2). Los productos de la reaccion son acido sulfinico, 5, y agua. El valor
de AG* es 28.2 kcal mol-1, por lo que este mecanismo tampoco es una alternativa
viable al mecanismo A, siendo consistente con el andlisis de blandura de grupos
funcionales, y con estudios computacionales [33] y experimentales [52, 341]
previos. Las estructuras de los estados de transicibn de cada mecanismo se
muestran en la Figura 7.2, mientras que la energética a 298 K se resume en la Tabla
7.3. En resumen, de las cuatro alternativas mecanisticas propuestas, la tinica viable

es el Mecanismo A, del cual se entrara en detalle a continuacion.

Tabla 7.3. Energias libres (a 298 K; en kcal mol-1) de activacion, AG§98K, y de
reaccion, AGg »9gk, para los mecanismos estudiados para la oxidacion de acido N1-
acetil-N2-metil-cisteinamida sulfénico por H,0,, calculadas al nivel de teoria
B3LYP/6-31+G(d)// B3LYP/6-311++G(3df,2p) en presencia de agua como
solvente implicito.

Mecanismo AGZ*%K AG;:%K AGR 298K
Relativo a reactivos Relativo a RC

A 16.4 15.1 -74.2

B 24.8 23.8 -6.1

C 39.6 28.8 -11.6

D 27.5 18.7 -82.9

7.3.1.3.Detalle mecanistico del Mecanismo A

Como se mencion6 anteriormente, este mecanismo consiste en el ataque nucleofilico
del Sy del sulfenato, 1, sobre el Oprox del H,0,, a través de un TS cuasi-lineal que
corresponde a la ruptura del enlace Oprox—Odist y la formacion del enlace Sy—Oprox. El

analisis de los indices de enlace de Wiberg (Tabla 7.4) muestra que la coordenada
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de reaccién involucra la ruptura del enlace Oprox—Odist ¥ la formacion del enlace
Sy-Oprox. Anivel del TS, los grados de avance (de acuerdo ala ecuacién 5.1) son 0.269
y 0.298 para Sy—Oprox ¥ Oprox—Odist, indicando que se trata de un proceso asincrono.
También se observa a nivel del TS el fortalecimiento del enlace Sy-06 (aumento de
0.055 a.u. en el indice de enlace) respecto al RC. Este fortalecimiento es despreciable
cuando el 08 se encuentra protonado, es decir en el mecanismo D.

Tabla 7.4. Distancias (A) e indices de enlace de Wiberg (a.u., en negrita) entre

atomos seleccionados para los puntos estacionarios de la reaccion entre 1 y H202
en solucion acuosa al nivel B3LYP/6-31+G(d).

Par atémico 1+ H202 RC TS PC 3+ H20
Sy-08 1.64/1.036 1.65/0.996 1.60/1.051 1.55/1.106 1.55/1.094
Sy—Oprox — 2.53/0.009 2.41/0.327 1.56/1.053 1.55/1.096
Oprox—0dist 1.45/1.008 1.46/1.008 1.75/0.612 2.72/0.024 —
08—-Hprox — 1.47/0.192 2.02/0.040 3.11/0.004 —
A 0
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Figura 7.3. Evolucidn de la energia electronica (A) y de las distancias asociadas a
la coordenada de reaccion y a la transferencia proténica post-TS (B) a lo largo del
IRC en el mecanismo A a al nivel B3LYP/6-31+G(d). La linea vertical indica la
ubicacion del TS.
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En el perfil de energia potencial a lo largo del camino de reaccién IRC se observa un
hombro en IRC = 5.46 Bohr (Figura 7.3A), lo cual se puede interpretar como un
punto de inflexién cresta-valle (VRI) [342], en el que el camino de reaccion se
bifurca. Por la definiciéon de IRC [292], la trayectoria seguira el camino de minima
energia. A partir del punto VRI, comienza a darse una transferencia protdnica de
Oprox a Odist, formandose asi sulfinato, 3, y agua, en lugar de formarse acido sulfinico,
5, y OH- (Figura 7.3B), lo que es consistente con el hecho de que los efectos
isotopicos son despreciables en la oxidacion del acido 9-fluoro-10-tripticensulfénico
por ?H,0, en metanol deuterado [341]. Fenémenos similares se observan en las
reacciones con tiolatos y H,0, [36-38]. Respecto a la red de enlace de hidrégeno
(EdH), se observa un importante debilitamiento (variacion del indice de enlace de
Wiberg de -0.152) del EdH entre O8 y Hprox a nivel del TS con respecto al RC. La
presencia de este enlace de hidrégeno fuerte a nivel del RC disminuye la nucleofilia
del grupo sulfenato (el valor de sz del grupo sulfenato disminuye de 0.202 a 0.173
a.u. eV-1 en el RC con respecto a 1, Tabla 7.1) y aumenta la diferencia en la
nucleofilia local a favor del Sy (la diferencia de los valores de f,. de Sy con respecto
a 08 aumenta de 0.091 a 0.268 a.u., Tabla 7.2). Esto sugiere que la presencia de EdH
que involucren al 06 disminuiria la nucleofilia del grupo sulfenato, y a su vez

volveria mas nucleofilo al Sy respecto al O6.

La energia libre de activacidon de 16.4 kcal mol-! es 1.5 kcal mol-! menos que la
estimada para la oxidacién de acido 9-fluoro-10-tripticensulfénico por H,0, en
metanol, de 17.9 kcal mol-1 [341]. Esta diferencia, aunque pequeia, puede deberse
o a la naturaleza del acido sulfénico, o mas probablemente a que se la reaccion se
estudié en un medio menos polar como el metanol, teniendo en cuenta estudios de
modelado computacional que sugieren que la barrera de reacciéon disminuye al
aumentar la polaridad del medio [58]. Para tener una primera idea de lo que
sucederia en el sitio activo de una enzima, se calcul6 la energia libre de activacién
respecto al RC en lugar de hacerlo con respecto a los reactivos aislados, cuyo valor
es 15.1 kcal mol-1. Este valor se encuentra en el intervalo de los valores de AG#
estimados (entre 14.0 y 15.3 kcal mol-1) usando la ecuacién de Eyring a partir de
constantes de velocidad para la reacciéon en AhpE, Prdx1, MAP kinasa 3, fosfatasas
Cdc25 y NADH peroxidasa de Streptoccoccus [20, 52, 55, 57]. En algunas proteinas,
como Prdx2, Prdx3 y la NADH peroxidasa H10Q de Streptoccoccus [57], los valores
de AG* estimados son alrededor de 2 kcal mol-1 mas bajos, posiblemente debido a

caracteristicas del sitio activo, como por ejemplo la red de EdH con el sulfenato o el
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H,0,, o la presencia de cargas positivas cercanas al H,0,, que podrian estabilizar al

TS de carga negativa.
7.3.2. Modelado QM /MM de la reaccion del sulfenato de la HSA con H,0,
7.3.2.1. Modelo 1

En este modelo, que parte del cluster cO (en el que el 08 del sulfenato forma EdH con
el OHn de Tyr84) de la dindmica de HSA-SO-, la reaccién sigue un mecanismo Sn2
con un estado de transicién lineal que involucra la formaciéon del enlace Sy—Oprox ¥

la ruptura del enlace Oprox—Odist.

PC (-70.4 kcal mol-1)

Figura 7.4. Estructuras de reactivos (RC), estado de transicion (TS) y productos
(PC) al nivel B3LYP/6-31+G(d)/ff99SB para el Modelo 1. Los valores entre
paréntesis corresponden a valores de energia libre a 300 K al nivel B3LYP/6-
311++G(3df,2p)/ff99SB//B3LYP/6-31+G(d)/ff99SB respecto a RC.

Usando la Ecuacion 5.1, a partir de los indices de enlace reportados en la tabla 7.1,
se obtienen grados de avance X a nivel del TS de 0.33 y 0.45 para la formacion de

Sy-Oprox y la ruptura de Oprox—Qdist, respectivamente, lo que indica que la reaccidén es

un proceso asincrono. Asimismo, se observa un fortalecimiento del enlace Sy-06 a
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nivel del TS (AB = +0.085 a.u.) y del PC (AB = +0.117 a.u), Respecto a la red de EdH,
se observa que ésta se debilita a nivel del TS (AB = -0.165 a.u.), que debido
principalmente a la ruptura del EAH 06---Hprox—Oprox (AB = -0.147 a.u.) Los
parametros estructurales de la reaccién e indices de enlace de Wiberg estan
reportados en la Tabla 7.5.

Tabla 7.5. Distancias (A) e indices de enlace de Wiberg (en negrita, a.u.) entre

atomos seleccionados para los puntos estacionarios para el Modelo 1 de la
reaccion entre HSA-SO-y H202 al nivel B3LYP/6-31+G(d)/ff99SB.

Enlace RC TS PC
Coordenada de reaccion

Sy-08 1.68/0.931 1.61/1.016 1.57/1.048
Sy—Oprox 3.34/0.005 2.33/0.363 1.55/1.078
Oprox—Odist 1.45/1.006 1.78/0.566 2.72/0.020
Enlaces de hidrégeno

06---Hprox 1.56/0.147 2.76/0.000 3.09/0.002
06---Hn 1.66/0.109 1.64/0.122 1.67/0.107
06---Hw1 1.73/0.083 1.80/0.059 2.09/0.024
Oprox:-Hw2 1.82/0.060 1.86/0.046 1.90/0.039
Hprox-+-On 3.23/0.001 2.40/0.010 3.69/0.000
Odist---Hws3 1.78/0.059 1.65/0.104 1.61/0.107
Haist--Ow4 1.79/0.069 1.93/0.037 1.91/0.042
H'wsz---Ow1 1.83/0.062 1.86/0.052 1.94/0.043
H'wa---Owz 1.89/0.049 1.93/0.042 1.78/0.070

De forma similar a lo observado en el modelo de bajo peso molecular, se observa un
hombro en el perfil de reacciéon (Figura 7.5A) en direccién hacia los productos,
asociado a una transferencia protdénica post-TS (Figuras 7.4 y 7.5B) el cual
corresponde con una transferencia proténica post TS de Oprox a Odist. Asimismo, se
observa otro hombro en el perfil, en direccién a los reactivos, que se puede asociarse
con movimientos a nivel de la region MM, o a la formacién del EdH Hprox':-On,
presente solamente en el TS (Tabla 7.3). La energia libre de activacion es de 19.3
kcal mol-1a 300 K (Figura 7.4), la cual sobreestima en 1.3 kcal mol-! el valor de ~18
kcal mol-1, estimado a partir de una constante de velocidad independiente del pH de
1 M-1 s71 (estimada a partir de la constante de 0.4 M-1 s1 a pH 74y 37 °C, y
asumiendo un valor de pK, de 7.58 para HSA-SOH).
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Figura 7.5. Evolucidén de la energia QM /MM (A) y de las distancias asociadas a la

coordenada de reaccion y a la transferencia protonica post-TS (B) a lo largo de la

coordenada € en el Modelo 1 al nivel B3LYP/6-31+G(d)/ff99SB. La linea vertical
corresponde al valor de ¢ correspondiente al TS.

7.3.2.2. Modelo 2

En este modelo, que parte del cluster c1 (en el que el sulfenato no forma EdH con

Tyr84) de la dindmica de HSA-SO-, la reaccién ocurre de forma similar a lo que

ocurre en el Modelo 1. Se trata también de un proceso asincrono con valores de X de

0.34 para la formaciéon de Sy-Oprox y de 0.45 para la ruptura de Oprox—Odist,

respectivamente. Al igual que en el Modelo 1, observa un fortalecimiento de Sy-08

a nivel del TS y del PC, aunque de mayor magnitud (AB = +0.127 a.u. para el TS y

+0.158 a.u. para el PC). Con respecto a la evolucion de la red de EdH, se observa un

debilitamiento a nivel del TS similar al observado en el Modelo 1 (AB =-0.162 a.u.),

que se debe en este caso al debilitamiento -y no a la ruptura- del EdH

06--Hprox—Oprox (AB = -0.142 a.u.). Los parametros estructurales relevantes a la

reaccion estan reportados en la Tabla 7.6.
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Tabla 7.6. Distancias (A) e indices de enlace de Wiberg (a.u.; en negrita) entre
atomos seleccionados para los puntos estacionarios para el Modelo 2 de la
reaccion entre HSA-SO- y H202 al nivel B3LYP/6-31+G(d)/ff99SB.

Enlace RC TS PC
Coordenada de reaccion

Sy-06 1.68/0.941 1.60/1.068 1.55/1.099
Sy—Oprox 2.49/0.008 2.41/0.354 1.56/1.036
Oprox—Oaist 1.46/1.004 1.80/0.557 2.75/0.020
Enlaces de hidrégeno

08---Hprox 1.41/0.218 1.97/0.076 3.46/0.002
06---Hw1 1.67/0.102 1.66/0.099 1.69/0.092
08---Hw2 1.87/0.054 2.04/0.022 2.02/0.024
Oprox---Hws3 1.76/0.086 1.77/0.071 1.68/0.090
Odist---Hw4 1.70/0.087 1.57/0.136 1.62/0.111
Haist*--Ows 1.88/0.041 2.04/0.021 1.95/0.030

RC (0.0 kcal mol-)

TS (16.3 kcal mol-')
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Figura 7.6 Estructuras de reactivos (RC), estado de transicién (TS) y productos
(PC) al nivel B3LYP/6-31+G(d)/ff99SB para el Modelo 2. Los valores entre
paréntesis corresponden a valores de energia libre a 300 K al nivel B3LYP/6-
311++G(3df,2p)/ff99SB//B3LYP/6-31+G(d)/ff99SB respecto a RC.
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De forma andloga al Modelo 1 y al modelo de bajo peso molecular, se observa una

transferencia post-TS de Oprox a Odist (Figuras 7.6 y 7.7B).
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Figura 7.7. Evolucion de la energia QM/MM(A) y de las distancias asociadas a la
coordenada de reaccion y a la transferencia protonica post-TS (B) alo largo de la

coordenada ¢ en el Modelo 2 al nivel B3LYP/6-31+G(d)/ff99SB. La linea vertical
corresponde al valor de & correspondiente al TS.

Jw

De forma similar al modelo de bajo peso molecular, no se observa el hombro en
direccién hacia los reactivos en el perfil. La energia libre de activacion es de 16.3
kcal mol-! a 300 K (Figura 7.6), la cual subestima el valor estimado
experimentalmente en aprox. 1.7 kcal mol-1 y 3.0 kcal mol-1 menor que para el
Modelo 1. Posiblemente esta diferencia se deba en parte, a que el fortalecimiento del
enlace Sy-06 a nivel del TS es mayor que en el Modelo 1. Teniendo en cuenta que el
cluster c1 tiene una poblacion de 30 %, y que el complejo HSA-SO-, y que no
necesariamente el complejo HSA-SO--H,0, es mas estable, en términos de energia
libre, que los reactivos separados (por ejemplo, en el modelo de bajo peso molecular,

el complejo RSO-+H,0, es 1.2 kcal mol-1 menos estable que los reactivos separados),
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éste modelo parece describir bien la reaccién de oxidacion del sulfenato de la HSA
por H,0,.
Tabla 7.7. Distancias (A) e indices de enlace de Wiberg (a.u.) entre 4tomos

seleccionados para los puntos estacionarios para el Modelo 2 de la reaccion entre
HSA-SO- y H202 al nivel ONIOM-ME(B3LYP/6-31+G(d):AMBER96).

Enlace RC TS

Coordenada de reaccion

Sy-08 1.67/0.945 1.63/1.006
Sy=Oprox 3.50/0.009 2.50/0.268
Oprox—0Odist 1.46/0.991 1.66/0.705
Enlaces de hidrégeno

08---Hprox 1.38/0.234 1.78/0.079
08---Hw1 1.81/0.060 1.71/0.073
05---Hwa 1.82/0.061 1.85/0.044
Oprox---Hw3 1.78/0.058 1.86/0.043
Odist--Hw3 1.88/0.044 1.82/0.060
Odist---Hwa 2.11/0.023 1.89/0.041

£ T A |
RC (0.0/0.0 kcal mol‘1)

P N
TS (8.9/14.3 kcal mol™1)

Figura 7.8. Estructuras de reactivos (RC), estado de transicion (TS) y productos
(PC) al nivel B3LYP/6-31+G(d)/amber99 para el Modelo 2. Los valores entre
paréntesis corresponden a valores de energia libre a 298 K al nivel ONIOM-
EE(B3LYP/6-311++G(3df,2p):AMBER96)//ONIOM-ME(B3LYP/6-
31+G(d):AMBER96) respecto a RC.

Si en lugar del QM /MM aditivo se usa el método ONIOM, si bien la reaccion sigue el
mismo mecanismo (Sn2), se observan diferencias importantes a nivel estructural y

energético (Figura 7.8). En primer lugar, la reaccién tiene un caracter mucho mas

temprano, como muestran los indices de enlace de Wiberg (Tabla 7.7). En segundo
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lugar, el cambio en los indices de enlace asociado a las componentes de la
coordenada de reaccién es de mayor magnitud (ONIOM: AB = 0.034 a.u.; QM/MM
aditivo: AB = 0.026 a.u). En tercer lugar, la red de EdH se ve alterada. El agua W5 en
vez de actuar como aceptora de EdH con el Odist, actia como dadora. Si bien se
observa un debilitamiento de la red de EdH, éste es de menor magnitud (ONIOM: AB
= -0.140 a.u; QM/MM aditivo: AB = -0.163 a.u.). La energia libre de activacion es
8.9 kcal mol-1, mucho menor que la calculada con el QM /MM aditivo. Si en lugar de
usar B3LYP para los calculos single-point se usa MP2, el valor de AG* aumenta a 14.3
kcal mol-1, que, si bien estd por debajo del obtenido con QM/MM aditivo, la
subestimacién de la barrera es mucho menor. Posiblemente las diferencias
estructurales anteriormente mencionadas, principalmente sobre la red de EdH, sean
la causa de la subestimacion de la barrera, y estas diferencias probablemente se
deban a que las optimizaciones de geometria se llevaron a cabo usando el embedding
mecanico (y luego se usé embedding electrénico para las correcciones single-point),
mientras que con el QM/MM aditivo éstas se llevaron a cabo usando el embedding
electronico. En ONIOM, si bien es posible realizar optimizaciones de geometria
usando embedding electronico, estos calculos requieren mucha memoria, y ademas

la convergencia es dificil.
7.3.3. Cinética de la oxidacion del acido sulfinico de la HSA por H,0,

El espectro IR muestra una sefial a 1047 cm-! (Figura 7.9), la cual se presume que
corresponde al grupo sulfonato, teniendo en cuenta que el espectro IR de taurina
muestra una banda a dicha posicién que corresponde al grupo sulfonato (Figura
7.1).
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Figura 7.9. Espectro infrarrojo de HSA 0.8 mM (RSH) tratada con H,0, 6.6 mM.
Escpectro registrado a t = 660 s.
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A fin de aislar la banda a 1047 cm-1, el espectro se traté con una linea de base tipo
spline, obteniendo un pico bien definido (Figura 7.10A,C), cuya amplitud

corresponde a la intensidad, I, de la banda.
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Figura 7.10. Banda a 1047 cm~1 —-corregida por linea de base- del espectro
infrarrojo de HSA 0.8 mM (RSH) tratada con H,0, 6.6 mM (A4, C), y evolucién
temporal de la intensidad de la banda (B, D). Los graficos corresponden a dos

experimentos independientes (experimento 1: A, B; experimento 2: C, D).
La intensidad de la banda a 1047 cm-! se grafic6 en funcién del tiempo (Figura
7.10B,D), t, usando la funcion:

I = Iyq, — Ae Fobst

(7.2)
kops = k[H;0,]

donde I,,,,, es el valor al que tiende I cuando t tiende a infinito y A es un factor pre-
exponencial. Se espera observar un retraso en la formacion de acido sulfénico ya
que se parte de HSA-SH. Las reacciones (sucesivas) que ocurren en la celda de FT-

IR estan dadas por las ecuaciones 7.3 a 7.5:

HSA- SH + H,0, — HSA-SOH + H,0 (7.3)
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HSA- SOH + H,0, — HSA-SO,H + H,0 (7.4)

HSA-SO,H + H,0, — HSA-SO;H + H,0 (7.5)

En dos experimentos independientes (experimento 1, Figura 7.10AB; experimento
2, Figura 7.10CD) se obtuvieron valores de k de 0.105 M-1 s-1 (experimento 1) y
0.118 M-1 571 (experimento 2) para la formacion de acido sulfénico (ecuacién 7.5).
Promediando ambos valores se obtiene un valor de k de 0.112 + 0.007 M-1s-1a 25
°Cy pH 7.4.

7.4. Conclusiones

En esta seccion, en primer lugar, se calcularon al nivel DFT (en solucion acuosa),
indicadores de la nucleofilia global y local de los grupos sulfenato y acido sulfénico,
indicando que el sulfenato es mejor nucleéfilo y que el atomo de azufre es el sitio

mas reactivo.

Teniendo en cuenta estos resultados, se exploraron mediante modelado DFT en
solucién acuosa, cuatro posibles mecanismos para la oxidacién de un acido sulfénico
de bajo peso molecular por H,0,. De ellos, el tnico viable es el ataque nucleofilico
del sulfenato para dar sulfinato y agua, con un valor de energia libre de activaciéon
de 16.4 kcal mol-1 a 298 K. En este mecanismo la reaccion sigue un mecanismo Sn2,
con estado de transicion lineal y asincrono, y al igual que en la reaccion analoga con
tiolatos, se observa una transferencia protonica post-TS que conduce a la formacion

de sulfinato y agua.

Teniendo en cuenta estos resultados, se procedié a modelar a nivel QM/MM con
esquema aditivo la oxidacién del sulfenato formado en la HSA por H,0,. La reaccién
sigue el mismo mecanismo que el modelo de bajo peso molecular, y la energia libre
de activacion es 16.3 kcal mol-l a 300 K siendo consistente con trabajos
experimentales previos que sugieren un valor de ~18 kcal mol-l. A fines
comparativos, la misma reaccién se modeld usando ONIOM en lugar del esquema
aditivo. Los calculos ONIOM subestiman la energia libre de activacion en ~9 kcal
mol-1, probablemente debido mas que al esquema de QM /MM usado, al esquema de
embedding usado para las optimizaciones. Si se cambia de nivel de teoria de DFT a

MP2, la subestimacioén en la barrera es de ~4 kcal mol-1.

Estos resultados contribuyen a establecer cudl es el mecanismo de oxidacion de los

acidos sulfénicos, y también los efectos del entorno proteico sobre la reaccién. Por
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otro lado, estos resultados sugieren que para modelar reacciones de oxidacion de
acidos sulfénicos en proteinas se necesita usar el esquema de embedding electronico

para realizar optimizaciones de geometria.

Finalmente, si bien no se pudo estudiar la oxidacidn del acido sulfénico mediante
espectroscopia infrarroja, se pudo estimar una constante de velocidad de para la
oxidacion del acido sulfinico (k=0.112 + 0.007 M-1s-1; 25 °C; pH 7.4)
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8. Interaccion entre la oxidacion de Cys34 y la glicacion
de la HSA

8.1. Antecedentes

Si bien no se cuenta con estudios previos sobre la estructura y dinamica del entorno
de Cys34 en HSA glicada, como se mencioné anteriormente, se ha sugerido que la
glicacion de la HSA favorece la oxidacion del tiol [193, 235-237]. Por otro lado, otros

estudios sugieren que la oxidacion del tiol favorece la glicacion de la HSA [234, 239].

También se hareportado que la oxidacion de Cys34 (formacion de disulfuros mixtos
con cisteina y homocisteina a nivel de Cys34, respectivamente HSA-SS-Cys y

HSA-SS-Hcy) aumenta la nucleofilia del grupo amino de Lys525 [239].

Por otro lado, dado que el MGO es un electroéfilo altamente reactivo, se ha propuesto
que el mismo es capaz de reaccionar con el tiol de la HSA (como lo hace con otros
tioles, como glutatidn), al parecer de forma lenta, aunque la constante de velocidad

aun no ha sido determinada [89, 91].

En esta seccidn, funcidn del Objetivos especificos N.2 6, 7 y 8, se estudié mediante
simulaciones MD cémo la glicacion en Lys195 y Arg410 afecta el entorno de Cys34,
y se model6 a nivel QM/MM la reaccion del tiolato de la HSA glicada por glucosa
(formando base de Schiff en Lys195). Asimismo, mediante simulaciones MD y
calculos QM /MM se evaluaron los cambios en la nucleofilia en los residuos Lys195,
Lys525 y Arg410 inducidos por la oxidacion de Cys34 (formacién de HSA-SS-Cys,
la forma oxidada de HSA mas abundante en plasma). Finalmente, se determiné en
forma experimental la constante de velocidad para la reaccion del tiol de la HSA con
MGO.

8.2. Metodologia
8.2.1. Parametrizacion de residuos modificados

Los residuos glicados (Lys formando base de Schiff con glucosa; Arg formando el
producto MG-H1) y el disulfuro mixto entre Cys34 y cisteina libre (S-cisteinilacion
de Cys34, Cys34-SS-Cys) (Esquema 8.1) se parametrizaron de acuerdo a lo

descrito en la Seccion 6.2.2.
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Esquema 8.1. Residuos modificados. Lys-SB denota un residuo de Lys formando
base de Schiff con glucosa; MG-H1 denota el producto formado entre un residuo
Arg y MGO; Cys34-SS-Cys denota un disulfuro mixto con cisteina a nivel de Cys34.

8.2.2. Dinamica molecular de HSA glicada

Los sistemas se prepararon y las simulaciones se llevaron a cabo de acuerdo al
protocolo seguido en la Seccidn 4.2.1 para la preparacion del sistema HSA-S-. Se
consideraron dos sistemas, HSA formando base de Schiff con glucosa en Lys195 y
HSA formando el producto MG-H1 en Arg410. La extension de las dinamicas de

produccioén fue de 200 ns.
8.2.3. Modelado QM /MM de la reaccion entre HSA-S- glicada y H,0,

El sistema se prepard y los calculos QM/MM (ONIOM) se llevaron a cabo de acuerdo
a lo descrito en las Secciones 5.2.1 y 5.2.2. La region QM qued6 definida por las
cadenas laterales de Cys34 y Tyr84, el residuo Pro35, el backbone de GIn33, el H,0,

y 5 moléculas de agua cercanas.

8.2.4. Efectos de la oxidacion (formacion de disulfuros mixtos con cisteina) de

Cys34 sobre la reactividad de residuos de Lys y Arg

En primer lugar, se llevo a cabo una simulacién MD de 700 ns (siguiendo protocolo
descrito en la Seccion 4.2.1), la cual convergié a los 500 ns (Figura 8.1). Luego, se
generaron estructuras representativas por clustering y la estructura del cluster mas
poblado se uso, junto a la estructura del cluster cO de la dindmica de HSA-SH como
punto de partida para simulaciones MD de 20 ns con los residuos Lys195, Lys525 y
Arg410 (los cuales son sitios preferenciales de glicacion) en estado neutro, las cuales

se llevaron a cabo usando el protocolo descrito en la Seccién 4.2.1.
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Figura 8.1. Ca-RMSD de la simulacidon de HSA formando disulfuro mixto con
cisteina a nivel de Cys34.

8.2.5. Calculo QM /MM de descriptores de la reactividad

Para evaluar cambios en la nucleofilia, se calcularon descriptores de la reactividad
(sobre estructuras representativas de los tramos convergidos de las simulaciones,
obtenidas por clustering) a nivel QM/MM B3LYP/6-31+G(d)/ff99SB usando el
programa AMBER 14. A los valores de los descriptores se les realizé un promedio
ponderado de acuerdo a la ocupacién de cada cluster, en los casos que haya mas de

un cluster con poblaciéon importante.
8.2.6. Estudio cinético de la reaccion del tiol de 1a HSA con MGO

En primer lugar, se incub6 HSA previamente deslipidada y reducida (experimento
1: [HSA] = 0.713 mM, [HSA-SH] = 0.355 mM experimento 2: [HSA] = 1.09 mM,
[HSA-SH] = 0.709 mM) con MGO 75 mM en amortiguador fosfato 0.1 M pH 7.4 a 37
°C, se tomaron alicuotas (100 pL) a tiempos crecientes de hasta 1 hora y se
determind la concentracion de tioles con DTNB 0.2 mM, en amortiguador pirofosfato
0.1 M (V; =1 mL), y la absorbancia a 412 nm se midio a los 5 min. Para dar cuenta
de interferencias debidas a productos de reaccién del MGO con otros residuos de la
HSA, se midié la absorbancia a 412 nm pero sin usar DTNB. Entonces, se rest6 a la
absorbancia con DTNB se le resto la absorbancia sin agregar DTNB y se calcul6 la
concentracion de tioles remanentes usando un coeficiente de extincion molar de
14150 M-1cm-1L
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8.3. Resultados y discusion

8.3.1. Evaluacién de cambios en el entorno local de Cys34 inducidos por

glicacion en residuos de Argy Lys

8.3.1.1. Glicacion en Arg410 por metilglioxal

La simulacién converge a los 150 ns, como muestra el grafico del Ca-RMSD (Figura
8.2).

RMSD (A)

0 50 160 1éO 2(|)0
Tiempo (ns)
Figura 8.2. Ca-RMSD de la simulacién de HSA con Arg410 formando el producto
de glicacion MG-H1.
Con respecto a la accesibilidad al solvente del Sy, ésta no parece variar con respecto
a HSA-S- sin glicar (Figura 8.3A), observandose valores promedio de SASA de ~32
A2, Con respecto ala red de enlace de hidrégeno, se observa que el EdH con del Sy
con el OHn de Tyr84 esta presente durante todo el tramo convergido de la
simulaciéon (Tabla 8.1). El Sy interactia también con varias moléculas de agua, y
durante toda la simulacion, al igual que en HSA-S- sin glicar, se establece un EdH

puenteado por agua con el carboxilato de Asp38.

Tabla 8.1. Ocupacién de presuntos EdH que involucran al Sy en HSA-S- formando
el producto MG-H1 en Arg410, en el tramo de 150 a 200 ns.

Enlace de hidrégeno® Ocupacion®
Sycys34+--H-0mnTyrs4 94 9%
Sycysza---H20 408 %
Sycys3a:--H-0—-H---08(1,2)asp3s 110 %

a Criterio de corte de distancia D---A de 4 A y de angulo D-H---A de 120°. > La ocupacién se
define como el porcentaje del tiempo que la interacciéon esta presente. Valores de mas del
100 % indican interacciones con mas de una molécula de agua.
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Figura 8.3. Evolucidn de la superficie expuesta al solvente del Sy en el tramo de
150 a 200 ns de la dindmica de HSA-S- formando el producto MG-H1 en Arg410
(A), y estructura representativa del cluster mayoritario del tramo convergido de la
dinamica de HSA-S- modificada por MGO en Arg410 (B).

Respecto a la nucleofilia del tiolato, el valor de eyomo del Sy (calculado sobre la
estructura representativa del cluster c0, Figura 8.3B) es de -7.73 eV en HSA-S-
modificada por MGO en Arg410 mientras que en HSA-S- sin glicar es de -8.00 eV,
por lo que no se espera que la glicaciéon en Arg410 tenga efectos sobre la reactividad
de Cys34. No obstante, si bien el sitio preferencial de la HSA para la modificacién por
MGO es Arg410 [188], existen otros sitios susceptibles a la modificacion por MGO,
como Argll4, Argl86, Arg218 y Arg428, cuya modificacion podria afectar el

entorno de Cys34.

Tabla 8.2. Energia del orbital de Kohn-Sham ocupado de mayor energia, egomo, de
la cadena lateral de Cys34 en las estructuras representativas de las dinamicas de
HSA-S- glicadas (en Arg410 y Lys195) y de HSA-S- sin glicar, calculado al nivel

B3LYP/6-31+G(d)/ff99SB.

Modificaciéon Exomo (eV)
Ninguna -8.00
MG-H1 en Arg410 -7.73
Base de Schiff en Lys195 -2.92
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8.3.1.2. Glicacion en Lys195

La simulacién converge a los 100 ns, como muestra el grafico de Ca-RMSD (Figura

8.4).

RMSD (A)

0 50 100 150 200
Tiempo (ns)

Figura 8.4. Ca-RMSD de la simulacién de HSA con Lys195 formando base de Schiff
con glucosa.
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Figura 8.5. Evolucidn de la superficie expuesta al solvente del Sy de Cys34 en el

tramo que va de 100 a 200 ns de la dinamica de HSA-S- formando base de Schiff

con glucosa en Lys195 (A). Estructura representativa del cluster mas poblado del

tramo convergido de la dindmica de HSA-S- formando base de Schiff con glucosa
en Lys195 (B).
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Con respecto a la accesibilidad al solvente del Sy, se observa que éste presenta una
mayor exposicién (~50 A2, Figura 8.5A) que en HSA-S- no glicada (~30 A2, Figura
4.3C), debido a que no se encuentra formando EdH con el OHn de Tyr84 (Tabla 8.2).
Como se menciond anteriormente se ha propuesto que dicho EdH modula la
reactividad del tiolato [181], por lo que se espera que éste ultimo sea mas reactivo

en HSA-S- glicada en Lys195 que en HSA-S-sin glicar.

Tabla 8.3. Ocupacién de presuntos EdH que involucran al Sy en HSA-S- formando
base de Schiff con glucosa en Lys195, en el tramo de 100 a 200 ns.

Enlace de hidrégeno® Ocupacion®
Sycys34+--H=0mTyrs4 1%
Sycysza---H20 550 %
Sycys3a:-*H-0-H---08(1,2)asp3s 170 %
Sycys3a--*H20---H-0nT1yrs4 39%

a Criterio de corte de distancia D---A de 4 A y de angulo D-H---A de 120°. » La ocupacién se
define como el porcentaje del tiempo que la interaccién esta presente. Valores de mas del
100 % indican interacciones con mas de una molécula de agua.

Por otro lado, se observa que el Sy forma EdH con hasta 5 moléculas de agua (Tabla
8.3, Figura 8.5B), de las cuales hasta dos puentean con Asp38, y por momentos

también se observa un EdH puenteado con Tyr84 (Tabla 8.3).

Respecto a la nucleofilia del tiolato, el valor de eygMmo (calculada sobre la estructura
representativa del cluster c0, Figura 8.5B) es de -2.92 eV en HSA-S- formando Base
de Schiff en Lys195, mientras que en HSA-S- sin glicar es de -8.00 a.u. (Tabla 8.2),
lo cual indicaria que la glicacion de la HSA en Lys195 aumentaria sensiblemente la
nucleofilia del tiolato. Para examinar en detalle los efectos de la glicaciéon en Lys195
sobre la oxidacion del tiolato por H,0,, se realiz6 el modelado QM/MM de la

reaccion, de la cual se tratara en la siguiente seccion.
8.3.2. Modelado QM /MM de la oxidacién del tiol de Cys34 en HSA glicada

Aligual que en HSA sin glicar (HSA-S-), la reaccion ocurre a través de un mecanismo
SN2 con un estado de transicién lineal y se da una transferencia protdénica de Oproxa
Odist, llevando a la formacién de sulfenato y agua (Figura 8.6). La energia libre de
activacion es 14.4 kcal mol-1, lo que sugiere que los cambios en el entorno del tiolato
que induce la glicacién en Lys195 no afectarian sustancialmente la reactividad del

tiolato frente a H,0,. No obstante, como se mencioné en la Seccion 1.1.3,
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exceptuando a las peroxirredoxinas y la GAPDH, los distintos tiolatos presentan una

reactividad similar frente a H,0,.
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Figura 8.6. Estructuras de reactivos (RC), estado de transicion (TS) y productos
(PC) optimizados al nivel ONIOM-ME(B3LYP/6-31+G(d):AMBER96) para la
reaccion del tiolato de la HSA (glicada en Lys195) con H,O0,.

8.3.3. Efectos de la S-cisteinilacion de la HSA sobre la tendencia de residuos

de Argy Lys a glicarse

Se evaluaron los valores de eygmo de las cadenas laterales de Lys195, Lys525 y
Arg410 en HSA-SH y HSA-SS-Cys (Tabla 8.4).

Tabla 8.4. Energias del orbital de Kohn-Sham ocupado de mayor energia, eyomo,
de residuos de Lys y Arg en HSA reducida (HSA-SH) y HSA oxidada (HSA-SS-Cys).

Residuo gnomo (eV)?

HSA-SH HSA-SS-Cys
Lys195 -8.26 -8.52
Lys525 -7.62 -6.23
Arg410 -2.63 -8.71

aCalculadas al nivel B3LYP/6-31+G(d)/ff99SB sobre estructuras representativas de clusters
de las simulaciones MD, realizando un promedio ponderado de acuerdo a la poblacién de
cada cluster.

Mientras que al S-cisteinilarse la HSA el valor de eggpmo disminuye en 0.26 eV para

Lys195, éste aumenta en 1.39 eV para Lys525, lo que indica que Lys195 disminuiria
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su nucleofilia de manera poco importante, mientras que Lys525 la aumentaria. Esto
ultimo es consistente con experimentos que sugieren que la formacion de disulfuros
mixtos aumentaria la nucleofilia de Lys525 [239]. Un aumento en la nucleofilia

sugiere un aumento en la tendencia a glicarse.

Con respecto a Arg410, se observa una disminucién importante del valor de egomo
de 6.08 eV, lo cual en principio sugiere que Arg410 disminuye la tendencia a glicarse.
Cabe destacar que la HSA tiene 59 residuos de Lys y 24 residuos de Arg, por lo que
para predecir qué residuos aumentan/disminuyen su nucleofilia al S-cisteinilar la
HSA implicaria realizar 166 simulaciones (teniendo en cuenta que los residuos

deben estar en estado neutro, que es la forma reactiva), lo cual es poco viable.
8.3.4. Cinética de la reaccidn del tiol de la HSA con metilglioxal

Como se observa en la Figura 8.4, la concentracién de tioles, [RSH], calculada a
partir de la absorbancia a 412 nm correspondiente al TNB y corregida por
contribuciones de productos de la reaccién con el MGO a nivel de otros residuos,

disminuye linealmente con el tiempo.
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Figura 8.7. Graficos de absorbancia a 412 nm (A, C) y de concentracién de tioles
(B, D) en funcién del tiempo para la reaccion de HSA con MGO a pH 7.4y 37 °C. Los
graficos corresponden a dos experimentos independientes (experimento 1: Ay B;

experimento 2: Dy C).
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El opuesto del valor de la pendiente corresponde al valor de la velocidad inicial, v,
mientras que la ordenada en el origen corresponde a la concentracion inicial de
tioles, [RSH],. Usando la aproximacién de velocidades iniciales se puede calcular la

constante de velocidad, k:

vo = k[RSH],[MGO], (8.1)
=
~ [RSH],[MGO], (8.2)

Tabla 8.5. Velocidad inicial y concentracidn inicial de tioles para dos experimentos
independientes de la reaccién del tiol de la HSA con MGO.

Experimento Vo (Ms1) [RSH], (M)
1 6.41 x 10-° 9.01 x 105
2 9.81 x 10-° 1.65 x 104

Considerando una concentracién inicial de MGO [MGO]Jo = 7.5 x 10-2 M, usando la
Ecuacion 8.2 y los datos de la Tabla 8.5 se obtienen valores de k de 9.48 M-1 s-1
(experimento 1) y 7.92 x 10~ M-1 s-1 (experimento 2). Promediando, el valor de k
es(8.7+0.8) x 10-4#M-1s-1a37°CypH 7.4,1o cual indica que se trata de una reaccién

muy lenta, tal como sugieren trabajos previos.

Teniendo en cuenta que la concentracidn plasmatica de metilglioxal se ubica entre
150 nM y 2.5 uM en condiciones patoldgicas [110-124] y que la concentracion de
tioles de HSA es de ~422 pM, usando la Ecuacién 8.1 (usando un valor de 2.5 uM
para la concentracion de MGO) se obtiene un valor de vo de 9.5 x 10-13 M s-1. Usando
la Ecuacioén 8.3 se puede calcular el tiempo, At, que tomaria que para que disminuya
una cierta concentracion de tioles, A[RSH], siempre y cuando se esté en condicion

de velocidades iniciales:

A[RSH]

Vo

At =

(8.3)
422 x 1076 M

= e x oGy = +4x10°s=51d

At

Entonces, tomaria 51 dias para modificar un 1 % de los tioles de HSA circulantes
(A[RSH] =4.22 x 10-¢ M). Considerando que la vida media de la HSA es de ~21 dias,

no se espera que lareaccion entre el tiol de la HSA y MGO sea de relevancia biologica.
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A nivel del plasma, se espera que el principal destino del MGO sea reaccionar con las

cadenas laterales de los residuos de Arg de las proteinas plasmaticas.
8.4. Conclusiones

En primer lugar, se observa que, a grandes rasgos, la glicacién en Arg410 (formacién
del producto de glicacion avanzada MG-H1 con metilglioxal) no afectaria la
estructura y dindmica del entorno de Cys34, pero la glicacién en Lys195 (formacién
de una base de Schiff con glucosa), si. Mas especificamente, la glicacién en Lys195

lleva ala pérdida del EdH entre Cys34 y Tyr84, aumentando la nucleofilia del tiolato.

En segundo lugar, se observa que la oxidacién (S-cisteinilacién, es decir, formacién
de un disulfuro mixto con cisteina) de Cys34 aumenta la nucleofilia del grupo amino

de Lys525, pero disminuye la nucleofilia del grupo guanidino de Arg410.

En tercer lugar, el estudio cinético de la reaccion del tiol de la HSA con metilglioxal
muestra que dicha reaccién es muy lenta como para ser relevante biolégicamente,
teniendo en cuenta las concentraciones plasmaticas de HSA y de MGO. Se espera que
el principal destino del MGO en plasma sea reaccionar con las cadenas laterales de

Arg de las proteinas plasmaticas.
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9. Conclusiones generales y perspectivas

En este trabajo de tesis, mediante un abordaje mixto experimental-computacional
se estudiaron propiedades del tiol libre de la HSA y de su derivado acido sulfénico,
mas especificamente la estructura y dinamica del entorno local de Cys34, la acidez
del tiol y del acido sulfénico y la reactividad de éstos frente a per6xidos. Asimismo,
también se estudid la posible interaccion entre la glicacion de la HSA y la oxidacién

de su tiol libre.

Entrando mas en detalle, en primer lugar, se estudiaron la estructura y la dinamica
del entorno de Cys34 en las formas tiol y tiolato, mediante simulaciones de dinamica
molecular. Se encontré que el hidroxilo de Tyr84 forma un enlace de hidrégeno con
el tiolato durante el tramo convergido de la simulacién, siendo esto consistente con
estudios de cinética en mutantes de HSA previos que sugieren que dicho residuo
modula la nucleofilia y basicidad del tiolato [181]. Los estudios de esta tesis
muestran que dicha modulacién se debe al enlace de hidrégeno previamente
mencionado. Asimismo, se observé que el carboxilato de Asp38 se encuentra
cercano al tiol/tiolato durante todo el tramo convergido de la simulacién, formando
enlaces de hidrégeno puenteados por moléculas de agua. Estos resultados sugieren
que Asp38 podria tener un papel importante en la modulacién de la basicidad del
tiolato y también facilitaria la desprotonacién del tiol. Una forma de evaluar los
efectos de Asp38 sobre las propiedades de Cys34 seria realizar experimentos de
mutagénesis en el que Asp38 se muta por Ala, perdiendo la carga negativa y la

capacidad de formar enlaces de hidrogeno.

En segundo lugar, se model6 usando QM /MM la reaccién de oxidacidn del tiolato de
la HSA por peréxidos (H,0, y acido peroxinitroso), caracterizando su mecanismo de
reaccion detallado. Dependiendo de la basicidad del grupo saliente en cuestion se
observé que un grupo saliente mas basico lleva asociada una energia de activaciéon
mas alta y, si el grupo saliente es mucho mas basico que el anién sulfenato -la base
conjugada del acido sulfénico- se da una transferencia protonica post estado de
transicion. Por otro lado, se compararon los parametros de activacion de la reacciéon
con H,0, calculados respecto a los determinados experimentalmente, encontrando
consistencia entre el modelado y los experimentos. Continuando con esta linea, se
prevé estudiar la cinética experimental de la reaccién del tiolato de la HSA con acido

peroxinitroso a distintas temperaturas.
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En tercer lugar, se estudiaron la estructura y dindmica del entorno de Cys34 en las
formas acido sulfénico y sulfenato mediante simulaciones de dinamica molecular.
Estos resultados muestran la cercania de Asp38, esta vez formando enlace de
hidrégeno directamente con el acido sulfénico, lo que, junto con la baja exposicion
al solvente de este ultimo, explicaria la larga vida media de este acido sulfénico. Por
otro lado, se identificaron dos posibles grupos que podrian reaccionar con el acido
sulfénico y explicar el decaimiento espontaneo [165]. Estos serian, el NHze amida de
GIn33 y el NH peptidico de Cys34. La idea de la reaccion con el NH peptidico de
Cys34 es apoyada por el hecho que el imidazol de His39 se encuentra como aceptor
de enlace de hidrogeno respecto al NH de Cys34 -puenteado por una molécula de
agua- durante gran parte de la simulacién de HSA-SOH. Entonces el imidazol podria
actuar como base, catalizando el ataque nucleofilico del N amida sobre el acido
sulfénico. Si bien no se pudo determinar la constante de acidez de este ultimo, se
estimod experimentalmente, a partir del aumento en la formacién de acido sulfinico
al aumentar el pH, un rango de valores de pK, de entre 7.0 y 7.6. El aumento de la
velocidad de la reaccién con TNB y del decaimiento espontaneo (ambos procesos
asociados con la electrofilia del acido sulfénico) a valores de pH menores a 5 [185]
probablemente se deba a un cambio en el estado de protonacion de Asp38, el cual
se encuentra formando enlace de hidrogeno con el OH del acido sulfénico en la
dinamica de HSA-SOH.

En cuarto lugar, se estudiaron a nivel DFT en solucién acuosa los posibles
mecanismos para la oxidacion de acidos sulfénicos por H,0, en un sistema de bajo
peso molecular, determinando que el mecanismo mas probable es el ataque
nucleofilico (Sx2) del S del anién sulfenato sobre el O del H,0,, dando lugar a la
formacién de agua y anion sulfinato. Teniendo en cuenta estos resultados, se
procedié a modelar la reaccién a nivel QM /MM (con esquema aditivo) en el contexto
de la HSA, siguiendo el mismo mecanismo que en el modelo de bajo peso molecular,
siendo estos resultados consistentes con los datos experimentales. Con fines
comparativos, se modelé la misma reaccién a nivel QM/MM usando un esquema
sustractivo (ONIOM), observandose que dicho esquema subestima de forma
importante la energia de activacion, aunque este fendémeno se debe posiblemente a
que mientras que con el QM/MM aditivo se us6 embedding electrénico para
optimizar, con ONIOM se utiliz6 embedding mecanico. Esto sugiere que para

modelar las reacciones que involucran acidos sulfénicos es crucial tener en cuenta
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como la electrostatica del entorno proteico y del solvente afectan la estructura

electrodnica.

En quinto lugar, se sondeéd si la glicaciéon de residuos de Lys y Arg afecta la
reactividad del tiolato de Cys34 y también si a su vez la oxidacion de Cys34 afecta la
reactividad de residuos de Lys y Arg. Se concluye que, por un lado, la glicacién en
Lys195 afecta el entorno local del tiolato, llevando a la pérdida del enlace de
hidrégeno que éste establece con Tyr84, lo implica un aumento en la nucleofilia del
tiolato, que no se ve reflejado en la reaccién con H,0,. En cambio, la glicacién en
Arg410 no parece afectar las propiedades del tiolato. Cabe destacar que si bien otros
sitios de la HSA son susceptibles a la glicacion (la HSA posee 59 residuos Lys y 24
residuos Arg), estudiar el efecto de cada modificacion mediante modelado
computacional resulta poco viable. El paso a seguir seria realizar un estudio
experimental, estudiando la cinética de reacciones del tiol de la HSA frente a
disulfuros y peroxidos en HSA glicada y sin glicar, y también evaluando la acidez del
tiol. Por otro lado, la oxidacion de Cys34 a un disulfuro mixto con cisteina
(HSA-SS-Cys) parece inducir un aumento en la nucleofilia de Lys525. Esto sugiere
que dicho residuo aumenta la tendencia a glicarse. Lo opuesto se observa para
Arg410. Se desconoce si la formacién de disulfuros mixtos a nivel de Cys34 favorece
la aparicion de nuevos sitios de glicacion. Esto podria estudiarse de forma
experimental, poniendo a reaccionar HSA reducida y HSA formando disulfuros
mixtos con glucosa y metilglioxal y luego analizar los sitios de glicacion por

espectrometria de masas.

Finalmente, se estudio la cinética experimental de la reaccion del tiol de la HSA con
metilglioxal. La reaccion resulté ser muy lenta, con una constante de velocidad de
(8.7 £ 0.8) x 104+ M1 s71 a 37 °Cy pH 7.4. Teniendo en cuenta los bajos niveles
plasmaticos de metilglioxal (menores a 2.5 pM en condiciones patolédgicas), este
resultado sugiere que la reaccion del tiol de la HSA con metilglioxal no es relevante

biol6gicamente.

En su conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis contribuyen a la
comprension de la reactividad de los tioles, especies con gran relevancia a nivel
bioldgico, que participan en procesos como la catalisis enzimatica, sefializacion
redox y detoxificacion de especies electrdéfilas oxidantes y no oxidantes. Entre ellos
se encuentra el tiol de la HSA, el mas abundante en el plasma, al cual se le atribuye

la funciéon de capturar especies electrofilas en dicho medio. También, estos
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resultados arrojan informacién acerca de la interaccién entre la oxidacion de Cys34
y la glicacion de la HSA, dos procesos que ocurren in vivo y cuyo aumento se

encuentra asociado a condiciones patolégicas.
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