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1. Introduccion

1.1. Especies reactivas del Oxigeno y Nitrogeno

1.1.1 Generalidades. Muchas de las reacciones enzimaticas de oxido reduccién intermoleculares
bioldgicas son proclives a la formacién colateral de especies intermedias parcialmente
reducidas,’ particularmente de radicales'”, incluyendo reacciones que tienen lugar en la cadena

de transporte de electrones y protones mitocondrial,”

pero no solo (ej. Xantina Oxidasa y
flavoproteinas).®'® El O, es un diradical poco reactivo con especies diamagnéticas. Su producto
de reduccion parcial por un electron, el anion superdxido (0,7, Fig. 1.1.1.1), es uno de los
principales precursores de especies reactivas del oxigeno y nitrogeno. Podemos considerar
entonces que la produccidon de oxidantes altamente reactivos dependende del poder reductor que
deben manejar los organismos vivos para acceder a la sintesis de sus propios componentes y
realizar otros tipos de trabajo bioldgico. Ademas, la interaccion de radiaciones electromagnéticas
con los electrones de las biomoléculas puede producir ionizaciones con emision de
fotoelectrones y formacion de radicales o simplemente especies electronicamente excitadas.
Algunas de estas moléculas excitadas u otras generadas por transferencia de energia a partir de
ellas suelen poseer una alta reactividad, particularmente el oxigeno singulete (‘0,).''"* Una
tercera fuente de oxidantes de importancia biologica resulta del ingreso y/o metabolismo de
algunos xenobidticos (por ej. etanol) y sustancias no biologicas polucionantes ingeridos,"
inhalados,'* o ingresados al organismo de cualquier forma. Por ultimo, hay enzimas

especializadas en la produccion de especies reactivas del oxigeno'” y nitrogeno. "’

3 Radical (antes radical libre), es un 4tomo, molécula o i6n que posee uno o mas electrones desapareados. [UPAC



El estrés oxidativo, ha sido definido como “un desbalance entre antioxidantes y oxidantes a favor
de los primeros, causante de la disrupcion de la sefalizacion y el control redox y/o dafio
molecular”. Como ya mencionamos, los organismos aerdbicos estan adaptados® a una vida con
produccion, exposicion y dafio molecular continuos debidos a especies reactivas derivadas de su
metabolismo y el entorno. Podemos considerar que los organismos adaptados: 1) possen un
estricto control de: A) los pooles activos y de almacenamiento de metales de transicion
(fundamentalmente Fe(II/IIT) y Cu(Il);'*" y B) la produccion propia indeseada de O, y "NO;*
2) obtienen beneficios de una produccion controlada (tipo, cantidad, tiempo y lugar) de O, y
"NO,*'* 3) son capaces de defenderse de la agresion interna o externa por especies reactivas
derivadas del 'NO y O, mediante sistemas de compartimentalizacion y sistemas antioxidantes,
manteniendo estados estacionarios adecuados de especies reactivas,”** 4) detectan el dafio o los
agentes responsables del dafio gatillando respuestas génicas y postranscripcionales adecuadas,*®
5) reparan, eliminan y reponen materiales dafiados con suficiente eficiencia para evitar la
disfuncion y la acumulacién de desechos,”’** 6) detectan el dafio letal o potencialmente letal y
son capaces de responder adecuadamente, *° incluso con muerte apoptotica.”® Parece también
sensato decir que estrés oxidativo es cualquier situacion desadaptativa, en contraposicion con los

puntos 1-6 arriba sefialados.

1.1.2. Oxidantes Biologicos Radicalares. Podemos clasificar a los oxidantes por grupo
quimico en dos categorias principales, oxidantes radicalares y no radicalares. Los primeros
ejecutan oxidaciones por le” (aunque participan de oxidaciones secuenciales). Segun el atomo

que posea la mayor densidad de spin, los radicales pueden clasificarse en centrados en el

* El término adaptacién lo usamos en un sentido amplio, no como se usa en forma restrictiva para denotar
preacondicionamiento, en todo caso el preacondicionamiento es uno de los mecanismos de adaptacion mas comun.



oxigeno, nitrégeno, carbono, azufre, etc., y en radicales deslocalizados. Las categorias mas
importantes de radicales oxidantes son las de los radicales centrados en el oxigeno y en el
nitrogeno. Los oxidantes no radicalares que consideraremos son aquellos mas reactivos o
electrofilos. A continuacion desarrollamos esta tematica tomando algunos ejemplos de relevancia

tematica general y especifica de esta Tesis.

1.1.2.1. Radicales centrados en el oxigeno. Los radicales participan tipicamente en reacciones
de oxidorreduccion por le’, las que pueden ser Uinicas o consistir en una secuencia de pasos,
dando lugar a oxidaciones por 2 0 mas electrones.’' Los radicales deslocalizados resonantes son
tipicamente mas estables y pueden formar parte de sistemas antioxidantes,® dependiendo
principalmente de la facilidad con que reaccionan con reductores disponibles,” con O,
(autooxidacion radicalar) o sufren dismutacion o terminacién (dimerizacion).”* A continuacion
trataremos brevemente sobre dos ejemplos de miembros de las mencionadas categorias

principales.

1.1.2.1.1. Radical anién superéxido. El radical superoxido (O,", distancia de enlace 1.33 A) es
un radical reductor a pH neutro (0,/0,”, E°” = -330 mV),” sin embargo a pH < pKa = 4.8 se
forma el radical hidroperoxilo o perhidroxilo (HO;") cuyo potencial de reduccion, comparable al

de otros radicales peroxilo, es francamente oxidante (HO,+ H/H,0,, E° = 1060 mV).35'36

HO,"= O,” +H" 1.1.2.1.1.a



Estos valores de pH pueden ser alcanzados en ciertos compartimientos, por lo que en ciertas
condiciones deberia considerarselo un probable agente de oxidaciones por le.*® Las reacciones
caracteristicas del O,” son aquellas con especies paramagnéticas, otros radicales libres y ciertos

estados redox de metales:

0,"+HO,"+H" = H,0, + 0O, (Dismutacién) 1.1.2.1.1.b
0,” +'NO = ONOO (Terminacion, k; = 3.8-20x10°M s> 1.1.2.1.1.c
Fe(Ill) + O, = Fe(Il) + O, (Reduccion de centros metalicos) 1.1.2.1.1.d

Las reacciones caracteristicas de los radicales HO,  son la dismutacién (ver arriba), las

oxidaciones por le y las reacciones de terminacion:

HO, + RH — R’ + H,0, (Oxidacién por le") 1.1.2.1.1.e

HO;" + 'NO = ONOOH (Terminacién)*™® 1.1.2.1.1.f

Formacion de O;". In vitro el radical O,” se forma por reduccion por le” del O, por reduccion
por le” del oxigeno singulete lOz*, por oxidacion por le” del HO, o por homolisis del ONOO'.
In vivo, la ruta principal de formacién es la reduccion monoelectronica del dioxigeno, la que
puede ocurrir como resultado indeseado de procesos de transferencia electrénica o como
resultado de la formacion controlada con fines inmunes, de sefalizacion celular o

. . o 4.4
biosintéticos.**
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Relevancia Biomédica. El O, tiene un rol clave en la defensa inmune innata, trastornos
asociados con un déficit en su produccion por las NADPH oxidasas de células inflamatorias
(neutréfilos principalmente) da lugar a la Enfermedad Granulomatosa Crénica, caracterizada por
una susceptibilidad aumentada a las enfermedades infecciosas bacterianas.** Participa de la
sefializacion en el eje hormonal Renina-Angiotensina-Aldosterona de control de la presion

arterial, el tono y la remodelacion cardiovascular.*'*

La produccion de O,” puede modular los
flujos de formacion de ONOO™ y de inactivacion de 'NO, pudiendo ser responsable de la

manifestacion vascular denominada disfuncién endotelial.*®

1.1.2.1.2. Radical Hidroxilo. El radical hidroxilo ((OH) es extremadamente reactivo. Reacciona

con constantes de velocidad de reaccién controladas por difusion con la mayoria de las
biomoléculas (k> 1x10'"M's™), por lo que su vida media en sistemas bioldgicos (< 1x107 s) le

permite difundir tan solo 3 o 4 didmetros moleculares a partir del punto de formacion.*” Como
consecuencia de su alta reactividad e inespecificidad, una vez que el ‘OH se ha formado en el
lugar correcto, la oxidacion de la molécula blanco es practicamente inevitable, a menos que otra
molécula interfiera en su camino. Esto se puede lograr en forma significativa cuando el
antioxidante pasa a tener fracciones molares relativamente altas (> 0.005 %, concentraciones >
100 mM)* o cuando éste se une a la molécula blanco. Esta propiedad del ‘OH lo hace 1til para
estudios de marcado de superficies expuestas al solvente en macromoléculas.”. Es por ello que
las estrategias de combate eficientes contra las oxidaciones por ‘'OH a bajas concentraciones del
antioxidante incluyen principalmente la prevencién de su formacion, la reparacion del dafio y la

prevencion del dafio secundario. Las reacciones en que participa son las siguientes:
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‘OH + RH = 'R(OH)H (Adicién, controlada por difusion) 1.1.2.1.2.a

‘'OH+RH — R+ H,0 (Oxidacién por un electron, 1.1.2.1.2.b
‘'OH+H'/H,0 E°=2310mV)*”

"OH + 'NO, — 0.5NO5 + 0.5H" + 0.50NOOH (Terminacion) 1.1.2.1.2.c

‘OH+RH+A — R(OH)H + A" (Hidroxilacion; A, aceptor electronico) 1.1.2.1.2.d

La adicion es la reaccion primaria del radical hidroxilo, la oxidacion por 1 e y la hidroxilacion
de sustratos suceden como paso secundario a esta. La hidroxilacion y la oxidacion de sustratos

no oxidables por otros radicales son huellas relativamente selectivas de la formacion y reaccion

de "OH. !

Rutas de formacion de ‘OH dependientes de metales. Los mecanismos de formacion de
radical hidroxilo se pueden clasificar en rutas dependientes e independientes de metales. Las
rutas dependientes de metales se ejemplifican con la reaccion de Fenton que puede ocurrir en

forma catalitica dando lugar al llamado ciclo de Haber-Weiss:

Fe(Il) + HO, = Fe(IIl) + H,O + 'OH (Reaccion de Fenton) 1.1.2.1.2.e
Fe(Il) + H,O, = Fe(IIl) + HO + ‘OH (Ciclo de 1.1.2.1.2.f
Fe(Ill) + O, = Fe(Il) + O, Haber-Weiss)

12



H,0, + 0,” = H,O+ 'OH + O, (Reaccion de Haber-Weiss) 1.1.2.1.2.¢

En estas reacciones se puede apreciar el rol reductor del O, y el rol de los metales de transicion
como catalizadores de la reaccion de Haber-Weiss. En ausencia de O,” (o en muy baja
concentracion de este por accion de la SOD) y Fe(Ill), otros reductores y metales pueden tomar

sus lugares.”*>?

Rutas de formacion de ‘OH independientes de metales. Las rutas que conducen a la formacion
de 'OH sin la participacion de metales de transicion como catalizadores son de tres tipos:
;oL 54 e 55 ce L 40-41,56-57 ~ . S .
quimicas™, radioliticas™ y fotoliticas . Pese a muchos afios de investigacion, la posible
formacion de "OH por homolisis del 4acido peroxinitroso permanece controversial.”® La

formacion de "OH en sistemas bioldgicos podria ocurrir por la homdlisis del dcido peroxinitroso:

54,59-62

ONOOH — 0.3 'NO, + 0.3 ‘OH + 0.7NO;3 + 0.7H" 1.1.2.1.2.h

La ruta radiolitica implica la deposicion de energia y la formacion de moléculas de agua

excitadas, que sufren radidlisis:>

hv+ H,O — H,O* 1.1.2.1.2.4

H,0* — H' + 'OH 1.1.2.1.2,]
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La ruta fotolitica mejor descrita es la fotolisis directa del H,0,: 404157

hv+H,0, — 2 °'OH 1.1.2.1.2.k

Ademas de su relevancia en experimentacion en radicales libres, esta reaccion es de importancia

en la fotoquimica troposférica.®®

Relevancia Biomédica. Es dificil establecer la relevancia biomédica del "OH; es esperable que

tenga un rol preponderante en condiciones de produccion aumentada de ONOO™*%

y de
disponibilidad alterada de metales de transicion.'**® La formacion de este radical tan dafiino
puede generar dafio estocastico (al azar, imposible de predecir exactamente en tiempo y espacio)
irreparable. El tipo de dafio estocastico es previsiblemente mas probable en el caso de la
generacion de "OH dependiente de ONOO'. Estudios teodricos y experimentales en este sentido
serfan necesarios. Este dafio es poco importante en sistemas sin puntos unicos de fallo.®® En este
sentido, el ADN nuclear aparece como un punto de mayor susceptibilidad, especialmente si

coexisten alteraciones en los mecanismos de reparacién del dafio.®”®

1.1.2.2. Radicales centrados en el nitrogeno.
1.1.2.2.1. El 6xido nitrico. El "NO es el precursor del peroxinitrito y de la mayoria de los

radicales centrados en el nitrogeno. El 'NO es un gas en condiciones estandar con una distancia
de enlace de 115.1 pm, cuya solubilidad en agua es =~ 1.95 mM atm™.*7° Su vida media en

sistemas bioldgicos se ha estimado en 1-10s, lo que contrasta diametralmente con la corta vida

media del radical ‘OH. Siendo un radical reductor ('NO/ *NO", E°’ = -890 mV),”" el 6xido nitrico

14



€s muy poco reactivo con la mayoria de las biomoléculas, sin embargo reacciona en forma répida

con otras especies paramagnéticas:

NO+20;, - 2'NO, (Autooxidacion, k= 1.5-3.0x10°M2s)7>7* 1.12.2.1.a

NO + Hb(IIT)O,” — NO;3 + HbFe(IIl)  (Terminacion, k ~ 9x10'M's ™)™ 1.1.2.2.1.b

‘NO + LOO" — L(O)NO, (Terminacion con radicales propagadores 1.1.2.2.1.c

de la lipoperoxidacién)’’

‘NO +R" — RNO (Nitrosacion, = controlada por difusion)”™ 1.1.2.2.1d
‘NO + R+ A— RNO; + AH, (Nitracion)” 1.1.2.2.1.¢
'NO + Fe(Il) = Fe(INNO  (Nitrosilacién de centros metalicos)™**! 1.1.2.2.1.f

Formacion de 'NO. El 'NO se forma a nivel biologico, principal o exclusivamente por la
oxidacion aerdbica de la L-arginina catalizadad por las oOxido nitrico sintasas (NOS,
Fig.1.1.2.1.1).% Recientemente se ha propuesto que el nitrito (NO,) puede ser un precursor
biolégico y farmacolégico del ‘NO.¥™ EI "NO es un contaminante ambiental, e ingresa a nuestro

. , . - 86
organismo por via resplratorla.

Relevancia Biomédica. Su estabilidad y pequefio tamafio, asi como su bajo reparto y alta

permeabilidad a través de membranas biolodgicas permite su rol como modulador local en la

87-88

sefializacion intercelular. El "NO es el principal agente vasorrelajante derivado el endotelio

. . . 89 : . 90-91
vascular (EDRF, endothelium-derived relaxing factor),” es un neurotransmisor ubicuo,

92-94
1

regula el metabolismo mitocondria y tiene un importante rol antioxidante en la prevencion
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de la formacion de hidroperéxidos lipidicos y proteicos y productos que de ellos derivan.®® La
produccion aumentada desadaptada de "NO por la iNOS (inducible/inflamatoria) es el sello
radicalar del shock séptico, que causa hipoxia por falla en la utilizacion de O, e hipotension
arterial.””™’ Una biodisponibilidad disminuida y bioactividad alterada se asocia con la disfuncion
endotelial, una condicion en la que predominan efectos antagénicos de factores de
vasoconstriccion e inflamacion derivados del endotelio, entre ellos el O,".”® Entre los farmacos
utilizados en medicina clinica vinculados directamente a las funciones del 6xido nitrico
resaltamos: oOxido nitrico inhalado en el tratamiento de la hipertension arterial pulmonar
persistente del recién nacido,” nitrovasodilatadores en la isquemia cardiaca'® y en varias
condiciones cardiovasculares agudas,'”' y el uso de antihipertensivos que reducen la produccion

de O, y otros antagonistas del ‘NO.”®

HZN\(NH HZV\\(N OH H

+I_<
o)

H H
NO
NADPH 0.5 NADPH
-00C” 'NH;
L-Arginina NC-Hidroxi-L-Arginina L-Citrulina

Figura 1.1.2.1.1. Biosintesis de 6xido nitrico. Las oxido nitrico sintasas de eucariotas y procariotas son
oxidoreductasas (oxigenasas) relativamente complejas con varios cofactores y un grupo prostético hemo
tiolato. En humanos se clasifican en endotelial, neuronal e inflamtoria. La produccion de 6xido nitrico esta
fuertemente controlada por diversos mecanismos: sefiales de Ca”", induccidn enzimatica, etc.

1.1.2.2.2. El dioxido de nitrogeno. El dioxido de nitrogeno (‘NO,) es un gas oxidante (‘NO,/
NO,, E°’ = 1040 mV), cuyo momento dipolar lo hace mas soluble en agua (10-14 mM atm™)

que el "NO.*® Aunque la densidad de spin electronico predomina sobre el atomo de N, es un

16



radical relativamente deslocalizado. Dada su alta reactividad con biomoléculas, tiene una corta

vida media (< 1 ps). Algunas de las reacciones mdas representativas de su repertorio son las

siguientes: '
2'NO, = N»,Oq4 (Dimerizacién de ‘NO,, k= 4.5x10*M7's", K, = 7x10°'M™") 1.1.2.2.2.a
‘NO, + CO;” — NO3 + CO, (Transferenciade O,  k-=4.5x10"M"'s™) 1.1.2.2.2.b
‘NO,+LH = 'LNO,H (Adicién a enlaces dobles) 1.1.2.2.2.c¢
‘NO,+RH = R +NOy (Oxidacién por le") 1.1.2.2.2d
‘NO,+R" = RNO, (Nitracién radicalar) 1.1.2.2.2.¢

Formacion de ‘NO,. El 'NO; se forma a partir del 'NO por distintos mecanismos: autooxidacion
del "NO; homdlisis d¢ ONOOH y ONOOCO; (nitrosoperoxo carboxilato), oxidacion por le” de
NO,. La oxidacion de NO, por hemoperoxidasas, principalmente la mieloperoxidasa
neutrofilica, constituye la principal ruta de formacion de "NO, y nitracion alternativa a la

formacién de ONOQ" %104

1.1.3. Oxidantes electrofilicos. En esta categoria incluimos a oxidantes no radicalares, que

tipicamente participan de oxidaciones por 2¢’, incluyendo principalmente:

a. perdxidos (H,O,, ROOH) y peroxiacidos (ONOOH)

17



b. 4acidos de halogenuros: HOCI, HOBr y HOI (4cido hipocloroso, hipobromoso, e

hipoiodoso).

Otros electrofilos importantes que participan de reacciones de alquilacion son los aldehidos,

105

ciertos nitrolipidos y prostanoides. ~ Estos oxidantes reaccionan preferencialmente con

nucléofilos, como el grupo tiolato, amino, indol, histidinilo, fenolato, etc.'*
Todos los productos de reaccion de estos oxidantes electréfilos con nucléofilos son por

principio a su vez electrofilos menos potentes pero, eventualmente capaces de participar en

. , 106 ’
reacciones redox con nucleodfilos fuertes,  asi:

ONOOH + RS™ — NO;y" + RSOH (kpp™ = 5%10* - 6x10° M''s™) 17 1.1.3.a

RSOH +R’S” = RSSR’ + HO 1.1.3.b

En las ecuaciones de arriba mostramos la reduccion por 2¢° de ONOOH por un tiolato
(nucledfilo fuerte) con formacion de nitrito y de acido sulfénico, y la reaccion posterior de éste

con otro tiolato para dar un disulfuro y anion hidroxilo. Otro ejemplo seria:

HOCI + RNH; — HO™ + RNH,Cl 1.1.3.c
RNH,CI + R’S” = R’SCl + RNH, 1.1.3.d
R’SCI+RS™ = RSSR’ +CI’ 1.1.3.e

18



De manera similar, alguno de los productos de la reaccion de un electrofilo fuerte con un

nucléfilo fuerte, podra actuar como nucleéfilo frente al electréfilo fuerte:'”

ONOOH + RS — NO, + RSOH (k""" =5x10*— 6x10° M's") 103107 1.1.3.f

ONOOH + RSO — RSO, + HO 1.13.g

+ r ;. -1
Ya que el H' es un electrofilo, como todos los acidos de Lewis,'®

H'+ RS = RSH 1.1.3.h

H'+ RSO = RSOH 1.1.34

Existen relaciones lineales de energia libre entre las constantes cinéticas de las reacciones
. S 103,105-106 . .
analizadas y los pK, de los grupos implicados. Si comparamos una serie cualquiera de
nucleofilos del mismo tipo, por ejemplo, tiolatos, los nucleofilos con acidos conjugados de pKa
mas alto son aquellos que deben ser mas nucleofilicos, ya que la afinidad de los protones por

ellos es mayor.

1.1.3.1. El acido peroxinitroso. E1l ONOOH es un electrofilo potente y fuertemente oxidante.
Los potenciales de reduccion estandar por uno y dos electrones reportados son £°’(ONOOH +
H+ + ¢ /'NO, + H,0) = +1600 mV'” y E°’(ONOOH + H+ + 2¢/NO, + H,0) = +1700 mV.""
El pKa aparente del ONOOH en medios acuosos varia con la fuerza idnica, la temperatura y los

solutos presentes entre 6.5 y 6.8."9!"""12 No se encuentra en la literatura informacion precisa

19



experimental sobre la estructura del ONOOH, pero también estaria sujeto a la misma isomeria
rotacional propuesta para su base conjugada: el anion ONOO™ es una molécula tetra atdmica
lineal (O[1]=N-0-0O), y gracias a que el enlace entre el N y el O peroxilico proximo (O[3]) tiene
caracter doble parcial (ver esquema abajo), existe una barrera para la rotacion en torno a este
enlace, por lo que el ONOO™ (y eventualmente el ONOOH) puede hallarse en conformaciones cis

13119 Evidencias indirectas sugirieron que el isdmero trans-ONOOH tendria un pK,

y trans.
mayor que el cis-ONOOH (>8.0 vs 6.8) **'"*. De acuerdo con lo que venimos planteando, de ser
asi, el electrofilo mas potente seria el cis-ONOOH. Sin embargo, pesando evidencias y

suponiendo que el equilibrio de rotamerizacién es mas rapido que el de protonacién, Pryor y

. . . . 60
Squadrito recomendaron considerar 6.8 como el pK, promedio de ambas especies.

H>.O
HO
@—OH \O
O=N /
O—N
" H* Isomerizaciones cis-trans 1.1.3.1.a
> propouestas para ONOO" y
\2\0 ONOOH
0—O0 N\
/ _— ©,0

El ONOOH presenta dos comportamientos cinéticos principales y existen varios modelos
de reactividad propuestos. El peroxinitrito se descompone a pH acido (= 5.5-6.0) con una

constante de velocidad de reaccion de primer orden kq = 1.25 s'a25°C y kg = 4.50 st a37

oC #6012 1 s parametros activacionales de Arrhenius reportados para esta reaccion son: A = 1.8

—10x 10" sy E, =87 — 92 kJmol" '*, cercana a la E, reportada para la isomerizacion cis =
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trans del ONOO™."'*!""? La constante observada de desaparicion de ONOO™ puede ser estimada
con precision para valores de pH > 5.5 de acuerdo con el pK, arriba mencionado. A pH alcalino
(pH>12) el peroxinitrito es relativamente estable. Los rendimientos de los productos cinéticos y
termodinamicos formados durante el decaimiento de peroxinitrito, principalmente NOs", 'NO,,
‘OH, 'NO, 0,", O,NOOH, 0,, CO3" y 'NOy, varian con la concentracion de CO,, el pH y en
menor medida con la concentracion de peroxinitrito.'?''* A pH> 12 se ha podido estudiar la

cinética de la homolisis de ONOO™ para dar 'NO y O,".'**

Algunos reductores no aceleran la descomposicion de peroxinitrito y se oxidan con velocidades
menores a la de desaparicion de este oxidante en ausencia de blancos (k < ka).>"'** Este tipo de
reacciones son oxidoreducciones monoelectrénicas y han sido denominadas indirectas.'*® Otras
moléculas, nucledfilos y electrofilos fuertes reaccionan directamente con ONOOH y con ONOO"
(con constantes de velocidad de segundo orden apreciables, de hecho las constantes de reaccion a
pH 7.4 con algunos tiolatos como nucle6filo y con algunas porfirinas de Mn(III) como acido de

: . . . 7 ag-le-l 127-128
Lewis (electréfilo), respectivamente, son incluso mayores a 1 x 10° M's™, por lo que

125,129

aceleran la desaparicion de peroxinitrito (ver esquema abajo).

Acido de Lewis (AL)

H\
. Radicales
CO, Enjaulados
Radicales — Mn(I11)— L. ..,
Enjaulados (electr(éﬁl())) Quimica de adicion
nucleofilica 'y de
'NO+O{} == ONOO e ONO-OAL == ‘NO, + O~ LA geenracion hemolitica
1 (Nucleofilo) Kz (Aducto) Ks de radicales libres del
peroxinitrito.
ONO-OH
MR binacién/Homélisi
ONO-OCO,”
(2) Adicion/Disociacién
Nucleofilica ONO-O 1 1 3 1 b
(3) Homolisis/Recombinacion — Mn(IIl) —
Productos Productos
Termodinamicos Termodinamicos
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La reaccion de ONOO™ con 4cidos de Lewis puede resultar en oxidacion de sustratos por uno y
dos electrones de acuerdo con la reactividad y estabilidad de los aductos formados. Ademas de
estos patrones de reaccion predominantes, en los que ocurren reacciones de oxido reduccion,
ciertas biomoléculas catalizan la isomerizacion del peroxinitrito a NOs 31,130-132

Para algunos investigadores los detalles de la estructura y la dinamica de isomerizaciones del
sistema ONOO/ONOOH antes sefialados son de suma importancia para entender su reactividad
en sistemas biologicos. W. Koppenol propuso que las determinaciones cinéticas y
termodindmicas disponibles en el momento (1992) apoyaban la formacion de una especie con
reactividad similar a la del ‘'OH a partir del trans-ONOOH denominada trans-ONOOH* y no la
homolisis del ONOOH para dar radical "OH per se **'%'"'>!'> por otro lado, J. Beckman
propuso que el sitio activo de la Cu,Zn-SOD cataliza selectivamente la heterdlisis del trans-
ONOQO' y que la velocidad de reaccion de ONOO™ con la Cu,Zn-SOD podria estar limitada por el
paso de isomerizacion cis > trans ''*. Estas dos propuestas tienen en comun el hecho de
considerar la rotamerizacion como un paso potencialmente limitante en la cinética de las
reacciones del peroxinitrito. En contraposicion, Pryor propuso un modelo basado en la homolisis
de ONOOH con formacion de radicales en una caja de solvente, un modelo andlogo al ya bien
establecido para la termdlisis de azocompuestos que no considera como limitante cinético los
posibles cambios conformacionales del peroxinitrito ®. Este tiltimo modelo (en acuerdo con el

133-134

esquema de arriba), aunque ha sufrido algunos reveces , goza actualmente de mayor

129,135 . c e 120,136-137 s
77y otros grupos de investigacion . Sin embargo, como

aceptacion por nuestro
dijimos los mecanismos son cinéticamente indistinguibles. Son necesarias mas evidencias

directas para las siguientes afirmaciones: 1) que la isomerizacion cis = trans es necesaria para la

descomposicion de ONOO™ a pH cercano a la neutralidad en ausencia y presencia de Cu,Zn-
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SOD; 2) de que se forme radical ‘OH y/o 'NO, por homolisis de ONOOH ; 3) de la existencia de
una forma vibracionalmente excitada del ONOOH (trans-ONOOH*) que ejecute reacciones en
forma similar a como lo hace el ‘'OH. Con respecto a este ultimo punto, quisiéramos recordar que
el trans-ONOOH* surge por un argumento de necesidad termodindmica, y que si dicho
argumento termodinamico pudiera rebatirse, es posible que ya no exista niungin mérito en

sostener dicha propuesta.

Relevancia Biomédica. El peroxinitrito participaria en distintas etapas de una amplia variedad
de procesos en fisiologia y patologia humanas '**. Entre los procesos biolégicos de relevancia en

salud humana en los que se cree que la participacion del peroxinitrito es decisiva destacamos:

138-140 25,142
2

necrosis y apoptosis , inflamacion ', respuesta inmune celular en la infeccion

1 143 144-145

disfuncion mitocondrial ™, disfuncion vascular , aterogénesis ", lesion tisular por

148-149 150-152

isquemia y reperfusion y neurodegeneracion . Fue tempranamente propuesto que las

acciones bioldgicas del peroxinitrio dependen de su capacidad para causar cambios oxidativos en
. . 54 o Lo c o 153155 Py .

biomoléculas *". La nitracion de tirosilos en proteinas , la oxidacion y fragmentacion del

156-157 e Y ;o 59,77,158
ADN y la oxidaciéon y nitracion de lipidos “>'"

y de una amplia variedad de
biomoléculas, incluyendo tioles '*°, son ejemplos de procesos oxidativos donde radicales libres
participan como reactivos y/o productos. El ejemplo tipico de las oxidaciones concertadas por 2
e a cargo del ONOOH (y también a cargo de peroxidos) es la oxidacion de grupos tiol proteicos
a grupos sulfénico, y la oxidacién secuencial de éstos a grupos sulfinato y sulfonato '*-1%0-1¢2,

Una vez dicho lo anterior, cabe preguntarse como es que las modificaciones oxidativas se

traducen o podrian traducirse en efectos bioldgicos. Los mecanismos de accion biologica del

peroxinitrito son variados, destacamos las siguientes categorias y ejemplos: 1) inactivacion de
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enzimas antioxidantes por modificacion irreversible de grupos en sitios activos: La inactivacion

por nitracién del titosilo 34 de la Mn-SOD mitocondrial '®*"'%,

La simple inactivacion
enzimatica dificilmente resulte en efectos biologicos marcados dado que el grado de inhibicion
requerido suele ser alto y se pueden requerir mas de un golpe para knockearlas. Asi, las enzimas
con concentraciones tipicas que se inactivan por peroxinitrito por rutas indirectas o que lo hacen
con una constante de velocidad de reaccién comparable con la constante de reaccion esperada de
acuerdo a su composicion aminoacidica '® estan protegidas de sufrir tales grados de inhibicion.
Por el contrario, aquellas enzimas poco concentradas que reaccionan con altas constantes de
velocidad podrian verse notoria y predeciblemente inhibidas en condiciones de produccion
aumentada de peroxinitrito. El caso de la inactivacion de SODs es paradigmatico dado que estas
enzimas normalmente regulan el estado estacionario de O,” descomponiéndolo mediante
reacciones controladas por difusién. Dado que frecuentemente el O, es el reactivo limitante en
la formacion de peroxinitrito, la inactivacion de la Mn-SOD mitocondrial aumenta los niveles de
estado estacionario de O, y con ello se constituye un mecanismo de retroalimentacion positiva,
facilitando la formacioén de mas peroxinitrito. 2) El peroxinitrito puede inhibir y desacoplar el
transporte electronico: A nivel mitocondrial, puede causar una produccion aumentada de O;~
estimulada por succinato '°°. También puede ser responsable del desacoplamiento parcial de la
oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) por reaccion directa con su centro de Zn-S4 167-168 Estos
eventos resultarian en la formacion aumentada de O, y de peroxinitrito a expensas de la
formacion disminuida y/o el consumo de oxido nitrico. 3) El dafio a cargo de radicales libres,
principalmente ‘OH, a moléculas esenciales en bajo nimero de copias por mecanismos
estocasticos: El caso del dafio al DNA por radicales derivados del peroxinitrito en forma directa

o indirecta (ej. a través de los mecanismos 1 y 2). Esto incluye la induccién de: A) lesiones
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letales como cortes de doble hebra no reparados '®’; B) lesiones subletales (cortes de hebras

simples) reconocidas por la PARP-1, que lleva a la activacion normal o exagerada de este enzima
137170y C) lesiones toleradas con potencial para causar inestabilidad genémica y procesos
oncogénicos '’'"'7*. 4) Regulacion redox de la expresion génica y la estabilidad proteica a traves
de enzimas sefializadores: El caso de la induccion de la fosforilacion y activacion de p38 MAPK

173-175

por peroxinitrito dependiente de la formacion de disulfuros proteicos como ejemplo entre

otros.
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1.2. Mecanismo de formacion de ONOOQO" a partir de 'NO y O;".

En la actualidad se acepta que la via principal para la formaciéon de anidén peroxinitrito
[oxoperoxonitrato (1-), ONOQO'] en sistemas biologicos es la reaccion de terminacion radicalar de spin
permitido entre los radicales anién superoxido (O,7) y o6xido nitrico (monodxido de nitrégeno,

"NO),*""*3176 como se indica a continuacion (Fig. 1.2.1):

0,”"+'NO - ONOO 1.2.1.a

De acuerdo con Pegel y cols.'”® la reaccién daria lugar inicialmente a una forma no ciclica compatible con
el cis-peroxinitrito de otros autores (Figs. 1.4.1 y 1.4.2).""" Las formas cis y trans del ONOO™ pueden

alcanzar un rapido equilibrio en medios acuosos, y en agua pesada, donde se ha visto predominar a la

. 119
forma cis.

new bonding orbital . ‘ .
: i Figura 1.2.1. Teoria de orbitales

\Q 5 moleculares aplicada a la
' formacion y estructura de
==NT"0,~ ' ONOO. Panel A. Es d
' o . . Esquema de

; (ﬂ) cambios propuestos en los orbitales
moleculares durante la reaccion de

= ‘NO con O,” para dar ONOO,
% segun Pegel et al. (referencia en el
texto). Panel B. Modelos de

node node node orbitales moleculares ocupados de

mayor energia del cis y trans

ONOO, segin Beckmann et al.
cis-ONOO- HOMO cis-ONOO- 20d HOMO

=

b\s\
trans-ONOO" HOMO trans-ONOO- 2nd HOMO
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Fotolisis de
pulso flash laser

Radidlisis de

Figura 1.2.2. Analisis de las diferencias en las
constantes reportadas de velocidad de reaccion de
‘NO y O,". El andlisis de la varianza (ANOVA) de
una via de los valores reportados de las constantes
cinéticas y sus desviaciones estandar, seguido del test
de significancia de Tukey, permitié definir las
diferencias significativas sefialadas en el grafico con
una probabilidad de cometer un error de tipo o p <
0.05. Como se muestra, los valores de las constantes
obtenidas por radiolisis de pulso se diferencian de los
valores provenientes de experimentos de fotolisis de
flash laser reportados por Koppenol y colaboradores,
los que también se diferencian del valor de constante
reportadko por Huie y Padmaja, quienes
llamativamente también utilizaron fotolisis de flash.
En el caso de los reportes de estudios de radiolisis de
pulso de Kobayashi y de Koppenol, en los que nos se
reportan errores en las determinaciones, se asumieron
los mismos errores que para el reporte de Goldstein y
cols.

El ONOO’ es un agente oxidante de
corta vida media en medios biologicos (ms).
Como hemos mencionado, es en general dificil
o imposible demostrar directamente in vivo la
presencia de especies tan reactivas con alta
especificidad a la sensibilidad necesaria. Una
complejidad agregada es que in vivo el enzima
SOD cataliza la reaccion de dismutacion del

O,” con una constante cercana al limite
difusional (k =~ 2.0 x 10° M"'s™), compitiendo

con el 'NO, lo que podria impedir la formacion
de ONOQO'. El primer reporte cinético apoyo la
existencia de una rapida reaccion entre 'NO y
0,”, con una constante de velocidad de
reaccion del orden de 10" M's™.'™ En la

actualidad la mayoria de los autores coinciden

., L, . .. . ., 135 ,
en que la reaccion esta practicamente limitada por difusion.”” Es por eso que ademas del hecho

ampliamente aceptado de la formacion biologica de 'NO y O,", el segundo principal argumento a favor de

la formacion de peroxinitrito in vivo es de naturaleza puramente cinética.

Al momento de iniciar estos estudios existia un fuerte desacuerdo sobre el valor de esta constante

de velocidad de reaccion. Los valores reportados se pueden entender como tres poblaciones con medias

de 4.0, 6.7y 16.0 x 10° M " s, cubriendo un rango de 3.8 a 20.0x 10° M "' s'*"*" En la Fig. 1.2.2
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mostramos los resultados del analisis estadistico los datos reportados.” Nauser y Koppenol”' han
argumentando en contra de los valores bajos obtenidos en estudios por radiolisis de pulso *">** diciendo
que ellos subestiman la constante verdadera porque la formacion de 'NO y O,” mediante protocolos de
radidlisis de pulso no es lo suficientemente rapida (varios pasos quimicos) como para permitir la
determinacion exacta de la constante de velocidad. Esto deja sin explicar sin embargo, la diferencia
existente entre los datos obtenidos por fotolisis de destello (“flash”) laser. Los valores reportados por
Huie y Padmaja (k;= 6.7 x 10° M"'s™)** no pudieron ser reproducidos por Nauser y Koppenol.*' Ademas,

1**! muestran diferencias internas

los datos de destello fotolisis obtenidos en el laboratorio de Koppeno
(valores entre 1.3 + 0.2 x 10" M's' y 2.0 + 04 x 10" M's"), que a nuestro juicio estaban
incompletamente explicadas, pudiendo deberse a diferencias en los protocolos usados. Nauser y Koppenol
decidieron recomendar un valor de 1.6 + 0.3 x 10" M™'s™ que es el resultado de una media ponderada por
los errores de las determinaciones realizadas por fotélisis destello laser.*!

Aunque la reaccion de 'NO y O, podria ser una de las reacciones quimicas mas rapidas halladas
en la naturaleza, siendo de fundamental importancia en biologia y patologia celular y tisular,
sorprendentemente, todos los andlisis cinéticos anteriores se realizaron de acuerdo con la cinética quimica
clasica y no se ha intentado entender a esta reaccion de acuerdo con la teoria de las reacciones controladas
o influidas por la difusion.'” Brevemente, las reacciones pueden ser clasificadas desde el punto de vista
cinético de acuerdo con la naturaleza fisicoquimica del proceso que determina (controla) la velocidad. Asi
tenemos reacciones controladas por: 1) activacion (la formacion de un estado de transicion de alta energia
vibracional el que se encuentra en equilibrio con reactivos y eventualmente con productos, cinética
clasica, la mayoria de las reacciones que conocemos), 2) difusion (el transporte de masa a favor de un
gradiente de energia potencial electroquimica es la etapa limitante de la velocidad del proceso), 3)

conversion de spin (cambio en la multiplicidad del spin electronico) 4) restricciones espaciales (por ej.

> Es de destacar que existe una gran dispersion en los valores de constantes por fotolisis de flash hallados por Koppenol y
colaboradores y esto determina que la asuncion de iguales varianzas pueda ser criticable (test de Lavene p = 0.061), por lo que
estos resultados son probablemente simplemente sugestivos de la existencia de diferencias significativas. Otros andlisis, quizas de
tipo no paramétrico, podrian ser utilizados.
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reacciones controladas por la dinamica de compuertas moleculares), 5) restricciones posicionales y

o . 180
difusion rotacional,

etc. El control de la velocidad de reacciones por la difusion es un caso particular
del control por el transporte de los reactivos, otras formas de transporte y campos de fuerza pueden
intervenir en el control también. El control puede ser compartido, asi cuando se dice que ciertas

reacciones estan parcialmente controladas por difusion'™''*3

se esta tipicamente queriendo decir que
difusion y activacion establecen conjuntamente (comparten) el control de la velocidad con que la reaccion
avanza, pero el control puede establecerse compartidamente entre cualquier par (o conjunto), puesto que

son factores independientes. La constante quimica es en estos casos generalmente llamada constante

intrinseca.'**'** Las reacciones bimoleculares influidas por la difusién® (en las que la difusion participa en
mayor o menor medida del control) se caracterizan por constantes de velocidad de reaccion k¢ = 1 x 10°

M s, 0 més frecuentemente, suelen ser identificadas en comparacion con el valor de la constante de
Smoluchowski (ksmo): 1 = ktksmor = 0.1.'"” Notese que no suele considerarse y quizas resulte
contraintuitivo pensar que k¢ pueda ser mayor que ksyo, pEro como veremos, esto es una falacia producto
de que frecuentemente se toma el valor de la constante de estado estacionario ksme como el limite superior
para una constante controlada por difusion. Es también caracteristico de reacciones influidas por la
difusion que se puedan registrar cursos temporales no exponenciales a tiempos muy cortos luego de

iniciada la reaccion ain cuando la reaccion ocurre en condiciones de inundamiento (gran exceso) con uno
de los reactivos ([A] > [B])."”

Contrariamente a lo que se encuentra en condiciones fisioldgicas, el ONOQO™ se mantiene estable
en ausencia de H', CO, y otros 4cidos de Lewis.'®® Gracias a este hecho, la constante de velocidad de la
reaccion inversa (reacciéon 1.2.1.b) ha sido ya estudiada en forma precisa.'>* Se han realizado estudios en
medios acuosos fuertemente alcalinos en presencia de concentraciones suficientemente altas de
atrapadores de 'NO y O,” que han permitido el seguimiento continuo del avance irreversible de la

reaccion termo-homolitica, 218718

Aqui la consideramos una categoria amplia que incluye a las reacciones parcial y totalmente controladas por difusion.
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ONOO™ —— NO+0, (1.2.1.b)

De esta manera, Sturzbecher y cols. establecieron la dependencia en la temperatura (15 - 55 °C) y presion
(5-175 MPa) de la constante de velocidad de reaccion 1.2.1.b, la reversa de la formacion de ONOO
(k)."** Se puede suponer un estado de equilibrio entre ONOO", ‘NO y O, en soluciones fuertemente

alcalinas (pH> 12, ecuaciones 2 y 3):

NO+0, == ONOO (12.1.0

[ONOO],,

K =- =
[ NO]eq X [ 02 ]eq

(1.2.1.d)

De hecho, el valor de la constante de equilibrio para la formacion de ONOO™ derivada a partir de datos
obtenidos en condiciones irreversibles (Kx™) se ha deducido a partir de los valores reportados de A" y

irr 124,187-189 . . . i
kT pero naturalmente, dichas constantes sufren de la incertidumbre en los valores de k"

1.9x10"M™ <K} Z%SI.OXIOIZM_I (1.2.1.e)

Dejando de lado las primeras estimaciones (-59 + 13 kJ mol™)'”” basadas en una aproximacion

c e 109 - . , . .
distinta, ~ los valores de energia libre de Gibbs estandar reportados varié en forma correspondiente: -

68 + 1 kJ mol™,'** -68.5 + 1.4 kI mol™.'¥ -69.5 + 1.7 kI mol™."¥’
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1.3. Biologia redox, estructura y propiedades alostéricas de la Albumina

Sérica Humana

La albumina sérica es una proteina de cadena tinica que se secreta con un ritmo elevado
de produccion desde el higado al sistema circulatorio de los vertebrados.'”® La albumina del
suero humano (HSA, del inglés Human Serum Albumin) tiene 585 residuos y estd organizada en
tres dominios homologos (I-III) conectados por dos largas hélices a. Cada dominio esta
compuesto de dos subdominios A y B, integrados por 6 y 4 a-hélices, respectivamente. La
proteina madura nativa, que deja el higado no esta glicosilada, cuenta con 17 puentes disulfuro
que explican su alta estabilidad térmica, y tiene un grupo tiol libre en la posiciéon 34 (Cys34),'”
que explica el caracter irreversible de su desnaturalizacion térmica'' y en una gran su extension,
sus propiedades antioxidantes.'®***1%

Aunque es la principal proteina del plasma, su distribucion es mas amplia. EI 70 % de la
HSA se localiza en el compartimiento extracelular extraplasmatico.'” Su tnico tiol libre da
cuenta de la gran mayoria de los sulfidrilos del plasma

Estudios de bioquimica y protedémica analiticas han mostrado que varias isoformas de
HSA estan presentes en la sangre periférica en condiciones fisioldgicas. Aproximadamente el
75% de las HSA circula como la forma nativa, el 24% como productos de oxidacién reversible
de tiol (disulfuros mixtos)'”> y una pequefia fraccion (1%) como isoformas oxidadas no
reducibles con tioles (con el tiol libre Cys34 oxidado a grupos sulfinato o sulfonato).””*'*® Sin
embargo, una gran acumulacion de isoformas oxidadas de la HSA se produce in vivo en

condiciones asociadas con el estrés oxidativo plasmatico grave. No sabemos en realidad si

existen mecanismos de reciclado de HSA a partir de estas formas oxidadas por 4 o 6 ¢". Sin
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embargo, dado que los mecanismos de reparacion necesarios son extremadamente poco
frecuentes, especificos e intracelulares, a falta de evidencias, es muy razonable pensar que estas
modificaciones oxidativas son irreversibles. Las mismas modificaciones se pueden encontrar en

197-198 : <7 . .
7198 1 .a oxidacion secuencial del grupo tiol de las

los preparados de HSA para el uso clinico.
isoformas antes mencionadas ha sido y continta siendo estudiada por nosotros, en particular con
respecto a su cinética y la intermediacion de la isoforma +2 (acido sulfénico) del residuo Cys34

(ver Esquema HI).' 2!

Esquema 1.3.1. Rutas de oxidacion de la HSA.

R’S- HSA'SSR

YR’S'
RSSR /(;NOOH/\ ONOOH/

H,0, H,0,
HSA-S- [HSA-SO] ——= HSA-SO,

H

HSA-SX?

No existen variantes naturales sin la Cys34. Sin embargo, una variante mutacional de la
HSA no posee tiol libre: la Cys34 forma un puente disulfuro con una cisteina adicional que
sustituye a la Tyr140; se ha sugerido que esta modificacién podria estar asociada con grandes

. . ’ 202
cambios conformacionales de la molécula.”

Las albuminas del suero son proteinas extracelulares con funcion de transportador multi-

’ 190,2 . : . r s sy ’
especifico.””™?” Una amplia variedad de ligandos enddgenos, xenobidticos y farmacos son

transportados en el plasma unidos a HSA, con constantes de afinidad bajas a moderadas 1x10*
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M < K) < 1x10” M), los que encuentran en la HSA mas de una docena de sitios de union

distribuidos en sus tres dominios.'******7 A

su vez, la union de ligandos afecta el
comportamiento biofisico y bioquimico de la proteina. De este modo, la HSA circula en

promedio como un complejo con 1-2 acidos grasos de cadena larga (concentracion plasmatica
~1 mM, siete sitios de union de distinta afinidad), 1 Ca*" (concentracién plasmatica 2.4 mM), y

~ 7 iones CI” (concentracion plasmatica 100 mM).'**?%2% Los sitios de unién de Sudlow Iy II
son dos cavidades de union presentes en la apoHSA,*'’ cuyas paredes comprenden residuos de
subdominios IB (incluyendo Tyr150), IIA (incluyendo Trp214) y II B en el caso del sitio de
Sudlow I, y residuos de subdominios IITA y IIIB para el sitio II. Estos sitios pueden acomodar
una variedad de compuestos aromaticos de mediano tamafio y en menor medida, compuestos
alifaticos poliinsaturados anionicos. El sitio de Sudlow I ocupa un lugar clave interdominio en la
proteina (entre los dominios I y II), de mayor tamafo que el sitio de Sudlow II, puede acomodar
a mas de un ligando, presenta mas de un subsitio de union, se solapa parcialmente con un sitio de
moderada afinidad para acidos grasos libres de cadena larga y estd sujeto a interacciones
alostéricas.”””*!'*!12 Ademas del rol clave de la Tyrl50, los estudios por mutagénesis dirigida
identifican al Trp214, Arg218, Lys199 y a la His242 como los residuos que pueden modular la
afinidad de union de la warfarina (K = 3.4 x 10° M), el ligando prototipico del sitio de Sudlow
I. Algunas de las 77 mutaciones (puntuales y de terminacion) descriptas han sido comprobadas
como causa de condiciones alteradas conocidas como disalbuminemias: bisalbuminemias (o
aloalbuminemias, dos proteinas distintas en la circulaciéon) y muy raramente analbuminemias

190,213 . :
’ Las variantes mutacionales

(concentraciones muy bajas de esta proteina en la circulacion).
de mayor importancia en la clinica son las que se asocian con hypertiroxinemia (aumento de la

concentracion plasmatica de triiodotironina- T3 - por pérdida de afinidad con la HSA).'?**13217
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Al contrario, una variante mutacional hallada en la poblacidén que se caracteriza por la sustitucion
His242Arg posee mayor afinidad por T3 y menor afinidad por warfarina (normalmente T3 no se
une al sitio de la warfarina). La unién de aniones a la HSA (en particular, CI') aumenta la carga

efectiva negativa de la particula, lo que ayuda a disminuir pérdidas de HSA por filtracion en los

190

glomérulos renales.”” La HSA también puede actuar como transportador secundario no

fisioldgico de grupos hemo y hierro, ayudando al organismo a manejar la sobrecarga plasmatica

asociada a ciertas patologias o a la administracion intravenosa.?'®**

Existen evidencias de distinto peso de que por cambios en el estado redox y por la union

de H', Ca™", FFA, CI’, hemo y farmacos (incluyendo aquellos que se unen al sitio de Sudlow I)

. . , . . . .. , 223231
ocurren modificaciones alostéricas sobre diversas propiedades/actividades de la molécula.

La HSA sufre isomerizaciones reversibles dependientes del pH (ec. 1.3.a):""

pH,;, =3.5 PH,, = 4.7 pH,, =8.0
- - -
AE = MR =N —~ B 13.a.

Donde AE es la forma 4cida expandida (que pierde afinidad por 4cidos grasos de cadena larga y
se renaturaliza lentamente luego de un salto a pH = 5-7); MR es la forma de migracion

electroforética rapida; N es la forma neutra, es decir aquella que predomina a pH cercano a la
neutralidad; y B es la forma basica. Aunque el equilibrio N = B tiene un pH medio de transicion

. . . . . r . —+
(pH,2) cercano a § en ausencia de ligandos, en presencia de concentraciones fisiologicas de Ca’

e iones CI el valor de este parametro baja aproximadamente 0.5 unidades de pH.> Con este valor

. ey , . .. . .y +
de pH,,, = 7.5 la transicion bésica es de mayor relevancia in vivo. La union de Ca** aumenta con
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el pH*? y facilita aparentemente la adopcion del estado basico.” Dado que se hallé que la forma

basica poseeria mayor afinidad por warfarina, se concluyd que la union de ligandos al sitio de
Sudlow I depende de la transicion N = B, y como el calcio facilita esta transicion, este cation

aumentaria la afinidad de la HSA por ligandos del sitio de Sudlow 1.> Estudios posteriores del
mismo grupo indicaron que la unién de Ca*” y Mg no afectan la unién de warfarina a pH 7.4,
aunque a ese pH la transicion basica de la HSA esta casi a medio camino. Se han descrito
fenomenos alostéricos vinculados al sitio de Sudlow I que no estarian vinculados con la

transicion basica, es decir, serian propios de la forma neutra de la proteina.”** Por otro lado, la
vinculacion de la transicion N = B y la unién de tolmetina (un antiinflamatorio no esteroideo
que se une al sitio de Sudlow I) fueron investigadas. Los resultados solo sugirieron que la

asociacion de tolmetina y HSA podria estar vinculada con el equilibrio N = B.! Peters propuso

que la transicion N = B consiste en la desprotonacion de cinco histidinas en el dominio I, con

ruptura de puentes salinos entre el dominio I y el dominio III, causando una mayor flexibilidad

de la molécula y una mayor unién a ligandos en subdominio II."*° Mas recientemente, se propone
. 14 r .7 + . . o g PR
que la interconversion N = B dependeria de la uniéon de H'™ a residuos de histidina del dominio I,

pero no a las histidinas 242 y 39 que pertenecen al sitio de Sudlow I y al sitio del tiol,
respectivamente.”>> Otras sondas del sitio de Sudlow I han sido empleadas para entender el
comportamiento de la HSA en su relacion con el entorno y la red de interacciones moleculares en
las que participa este sitio interdominio. Entre ellos destacamos a Prodan, un aromatico derivado
del naftaleno sintetizado por el Prof. G. Weber cuya fluorescencia es sensible a la polaridad y
polarizabilidad del entorno inmediato.”® A diferencia de la warfarina que posee un

comportamiento complejo en solucién y una amplia variedad de posibles mecanismos de
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237-240

interaccion, y que se une a la HSA como anion fenolato, Prodan es un ligando hidrofobico

especifico del sitio de Sudlow I sin grupos ionizables, cuyas propiedades de fluorescencia no

cambian con el pH en el rango en estudio (Esquema HHI)_236,241

Prodan se ha utilizado para
estudiar la polaridad del “interior” proteico,”**** la dindmica ultra rapida de la hidratacion de las
“superficies” proteicas,243 distancias intramoleculares a través de transferencia de energia

244

. L 245
resonante (RET),”™ como una sonda reportera de estados funcionales de proteinas,”” y menos

frecuentemente para estudiar fenomenos alostéricos.**

A pesar de ser una proteina monomérica (pero multidominio), una gran cantidad de
evidencias biofisicas revisadas por Ascenzi et al.,>”> demuestran que la HSA tiene una compleja
red termodindmica de alosterismo de unidén. Los cambios conformacionales en los sitios de
Sudlow I y II observados en los modelos cristalograficos son sutiles y locales, ya sea en la

- . - 204,230,247 : . -
ausencia o presencia de acidos grasos de cadena larga. Las interacciones alostéricas

entre el sitio del tiol y sitios de union a ligandos han sido menos estudiadas.*****

Es posible que
en gran medida esto se deba a la falta de rigor en la preparacion de muestras puras de HSA-SH y
HSA oxidada para realizar las comparaciones, y a los diversos métodos y productos de oxidacién
estudiados. El antecedente mas notable propone que el anclaje de los dos bucles que contienen la
Tyr84 y la Cys34 pueden desencadenar la transmision de informacion sobre el estado redox de

Cys34 en todo el dominio I, asi como hacia la interfaz de dominio IB-IIA,*** pero no existe un

mecanismo detallado para esta transmision.

36



2. Objetivos

Los oxidantes y en particular el peroxinitrito, deben primero formarse, evitar ser interceptados
por antioxidantes, reaccionar con el blanco para finalmente ejercer o no un efecto biologico
relevante. Esta tesis pretende contribuir desde una perspectiva reduccionista al conocimiento
detallado de como ocurren los dos procesos en los extremos de la mencionada cascada. De esta
forma intentamos dar respuesta a dos preguntas principales: ;jcémo se forma el peroxinitrito a
partir de 6xido nitrico y superdxido? y ;coOmo las modificaciones oxidativas de macromoléculas

pueden en ciertos casos ser transducidas a nivel molecular causando efectos bioldgicos?

2.1. Objetivo General

Contribuir a una mejor comprension a nivel molecular de los mecanismos de formacion y accion
biologicas del peroxinitrito.

2.1.1. Objetivo especifico 1

Estudiar la dependencia difusional de la formacién de ONOO' a partir de NO y O, en
condiciones de equilibrio quimico

2.1.2. Objetivo especifico 2

Estudiar la comunicacion alostérica entre los sitios de la Cys34 y de union de Sudlow I: de
relevancia en formas oxidadas de la HSA.
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3. Control difusional en la reaccion de ‘NO y O," para dar ONOO"

Como parte de nuestro trabajo de tesis nos interesamos en estudiar la reaccion reversible de 'NO y
O,” para formar ONOO™ (ec. 1.2.1.a) mediante la medicion amperométrica de concentraciones de
equilibrio de "NO presentes en soluciones alcalinas (pH > 12) de ONOO' de concentracion conocida. Este
enfoque evita los problemas inherentes a la medicion de constantes de velocidad de reaccion muy
elevadas y permite un estudio sencillo y preciso de este sistema de reaccion-difusion. Hipotetizamos que

el desacuerdo entre los valores de las constantes de velocidad de reaccion reportadas no es
(totalmente) debido al error experimental, ni tampoco a la insuficiencia de los métodos
experimentales empleados. De otro modo, las diferencias podrian explicarse por algin factor no
controlado en relacion con la naturaleza difusional del proceso, el que no se ha considerado
debido a la eleccion incorrecta de la teoria cinética quimica clésica para tratar una reaccion

influida o controlada por la difusion.

3.1. Materiales y Métodos

Materiales Polietilenglicol (PEG) 3350 y 8000 de alta pureza de obtuvieron de Fluka.
Hidréxido de sodio, glicerol, superdxido de potasio y otras sustancias quimicas fueron
comprados con el mas alto grado disponible de Sigma-Aldrich. Todas las soluciones acuosas
fueron preparadas utilizando agua nanopura (resistividad > 17 MQ).

El peroxinitrito fue sintetizado por la reaccion del peroxido de hidrogeno y nitrito acidificado en
medios acuosos mediante mezclado rapido de soluciones y envejecimiento controlado de la
mezcla, reaccion que es luego detenida por una solucion de fria de NaOH concentrado.”” El
peroxinitrito (0.2 M) en solucion acuosa fue almacenado en NaOH 0.6 N a -80 °C durante menos

de un afo (estas preparaciones contienen tipicamente menos de 25% de NO;™ por mol de ONOO
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como contaminante). A partir de estos stocks de 50 mL se pueden obtener en un solo paso de
descongelacion soluciones altamente concentradas de ONOO™ (0,9 M). Las determinaciones de
la concentracion de ONOO’ se realizaron por espectrofotometria de absorcion UV-Vis,
registrando espectros de absorcién en el rango de 220 - 400 nm, tipicamente en diluciones
1/1000 de soluciones madre de ONOO™ realizadas en NaOH acuoso 10 - 20 mM, usando el
coeficiente de extincion molecular reportado por Bohle et al. (€302 nm = 1670 M'lcm'l)25 L
Soluciones de alta viscosidad (50 y 25% de glicerol) se prepararon mezclando partes iguales de
NaOH (50 - 100 mm) y glicerol (100% y 50% en agua). La viscosidad relativa se comprobo6 en
viscosimetro de Ostwald. Soluciones alcalinas concentradas de PEG 4000 (25%) y 8000 (15%)
fueron preparadas de una manera similar.

Las mediciones de las concentraciones de ‘NO se realizaron mediante un método electroquimico
ampliamente usado en nuestro laboratorio '"*"**?, Se utilizé un analizador Apolo II dotado de un
electrodo ISO-NO (World Precision Instruments Inc). Este es un electrodo recubierto por una
membrana permeable a gases pequefios (en nuestro caso: O,, 'NO, NO, y CO,,) y es
impermeable a iones presentes en la solucion (ONOO’, O, NO,, y NO;3'). Ademas el electrodo
esta bafiado internamente por una solucion electrolitica que permite la deteccion selectiva de 'NO
vs CO, (inico gas que podria interferir con la deteccion amperométrica selectiva de 'NO). Se
realizaron calibraciones a distintas T, concentraciones de NaOH, y viscosidades. Las
calibraciones a distintas temperaturas se realizaron mediante la reduccion de nitrito de sodio en
una solucion de yoduro de potasio y acido
sulfarico como antes®’. En otros casos, mediante la adicion de cantidades conocidas de una
solucién stock anaerobica de "NO acuoso preparado usando una garrafa de "NO liquido *’. El

limite de cuantificacion de la técnica con el mencionado equipamiento en optimas condiciones y
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de acuerdo a la informacion aportada por los constructores del mismo es [NO] > 10 X 10° M,

aunque esto seguramente varie mucho de un experimento a otro. No realizamos determinaciones
de limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) de acuerdo con el desvio estdndar de los

- - 253, 254 255
registros de corridas en blanco como se usa frecuentemente “; :

LD =13+330(l,) (3.1.)

LC =13 +100(l,) (3.1.b)

La revision mas reciente de las definiciones de limite de deteccion (concentracion neta minima
detectable) y limite de cuantificacion que se realizaron en 1997 (ISO, 1997), tampoco fueron
consideradas. Sin embargo, 1) la inyeccioén cuidadosa de volumenes pequefios (menores a 1/50
del volumen de la camara-750 pL) de soluciones blanco (soda o agua) no produce sefales
apreciables; 2) el ruido de alta frecuencia (> 1 Hz) es muy bajo, de modo que nuestras
mediciones estdn seguramente muy por encima de los valores previstos por de la definicion
arriba dada para el LC considerando esa fuente de error, 3) se intentd6 siempre realizar
modificaciones al sistema de deteccion para disminuir el ruido de baja frecuencia (< 0.1 Hz)
proveniente generalmente de fluctuaciones hidrodinamicas del sistema de termostatizacion (flujo
variable de agua termostatizada a en el espacio que rodea la camara del sensor), usando
amortiguadores (botella interpuesta con cdmara aérea) y espejos de ondas con disminucion del
flujo (1 quiebre brusco en la direccidon de la manguera que alimenta a la camara), y 4) el ruido de
baja frecuencia se tuvo en cuenta en forma manual (no se realizaron suavizaciones ni filtrados de
los datos registrados) para realizar las determinaciones. En cualquier caso, siempre se realizaron

mediciones con I/c(I) > 3 y se verifico la exactitud relativa de una sefal equivalente usada en la
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calibracion de acuerdo con un modelo de regresion lineal ajustado usando minimizacion de
cuadrados de residuales como funcidn objetivo (se empled el programa de andlisis y presentacion
grafica Origin).

Nuestros colaboradores en Suiza (del Institute of Inorganic Chemistry, Department of Chemistry and
Applied Biology, ETH Ziirich), los Dres. Thomas Nauser, Willem Koppenol y el Lic. Daniel
Steinmann realizaron experimentos de fotdlisis de destello usando luz laser con un instrumento
de Applied Photophysics LKS 50. La fotolisis se sirvio de los arménicos terceros (6 ns, 355 nm,
100 a 200 mJ/pulso) de un laser de Nd: YAG (Quantel Brillante B). Entre la lampara de Xe y la
muestra se interpuso un filtro de corte a 335 nm para evitar la fotdlisis de ONOO™ por la luz
analizante. Las sefiales de absorbancia a 335 nm fueron grabadas con un osciloscopio digital
LeCroy WaveRunner 64Xi. Para una estabilizacion de la temperatura se utilizé un termostato de
agua. Las soluciones fueron degaseadas y purgadas con Ar en repetidas ocasiones y las
mediciones se realizaron en una celda de fluorescencia de cuarzo de 1 cm de paso equipada con
una valvula de Young. La concentracion de ONOO™ en las muestras estudiadas fue
aproximadamente 200 pM. El ONOO™ usado en los experimentos de fotolisis de destello fue
sintetizado de acuerdo con >, y contenia menos de 10% de nitrito (esto es de importancia para
minimizar la fotolisis de NO,. En estos experimentos se mantuvo el pH = 12. Para la

determinacion de k" se siguio la formacion de ONOO™ usando un coeficiente de extincion

molecular a 335 nm de ~ 1000 M cm™".
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3.2. Resultados

3.2.1. Medicion directa de "NO proveniente de ONOQO™ en soluciones alcalinas estables
de ONOO'". Si se inyectan cuidadosamente cantidades pequefias de una solucion madre
suficientemente concentrada de ONOO' en la camara del sensor de 'NO, la que ha sido llenada
con 10 - 50 mM de [NaOH] se pueden observar sefiales de 'NO estables. Sin embargo, algunas
soluciones madre de ONOQO™ contienen concentraciones de ‘NO relativamente altas e inestables,
como se muestra en la Figura 1. En estos casos, si el frasco que contiene ONOO™ concentrado se
deja abierto a temperatura ambiente, después de algiin tiempo (1-2 horas), la medida de [[NO]
alcanza una concentracién mas baja estable. En el experimento de la figura 1, la primera medida
de ['NO] realizada inmediatamente después de descongelar un vial de ONOO™ a 37 °C fue de
3.35 uM para una concentracion final en la cadmara del sensor de 1.0 mM ONOQ". Después de
repetidas determinaciones se alcanz6 una concentracion final estable de "NO concentracion de 56
+4 nM (1 mM ONOO', T = 34 ° C, Fig. 1). También se pueden medir concentraciones de ‘NO
mayores que la de equilibrio cuando se inyecta 'NO auténtico a una solucion de ONOO'". En
cualquiera de los dos casos se puede observar en el tiempo, como en la Fig. 1, la desaparicion de
‘NO en la camara del sensor. La velocidad de desaparicion de NO depende en forma no lineal
de la concentracion de NO, como lo muestra el andlisis de la Fig. 1 (Fig. 1, Panel B). La
dependencia de las pendientes de desaparicion de 'NO en funcion de la [[NO] ajusta a una
funcién exponencial doble decreciente, siendo aparente la separacion cinética de al menos dos
procesos. De acuerdo con la literatura que apoya la formacion de 'NO, y "OH por homolisis de

ONOOH, las velocidades de formacion de cada uno de estos radicales en las condiciones del
experimento (T = 34 °C, NaOH 14 mM = pH 12.14, [ONOO] = | mM) es de 4.5 x 10 Ms™".

Por tanto, los resultados sugieren que el proceso que consume ‘NO a bajas [ NO] es la reaccion
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de 'NO con 'NO,, que el proceso que ocurre principalmente a mayores [ NO] es la reaccion de
'NO con ‘OH ademas de la reaccion de ‘NO con ‘NO,, y que a medida que la [[NO] disminuye
estos radicales (NO, y ‘OH) derivados de la homolisis del ONOOH presente en trazas se
redirigen a otros blancos (principalmente el "OH reaccionando con ONOO™ y NO;', Fig. 1B). La
purga repetida del 'NO con N, de las soluciones madre ONOO™ previo a la inyecciéon en la
camara de deteccion de 'NO no alter6 la [NO]e, final estable medida pero si elimina la
posibilidad de medir [[NO] > ['NO].q, apoyando la hipdtesis de que el valor estable de 'NO
medido no es un simple contaminante residual de las soluciones de ONOQO', sino que es rapida y
continuamente formado a partir de ONOQO', en completo acuerdo con los conocimientos previos.
El hecho de que se pueda determinar una concentracion estable de "NO sugiere fuertemente que
una condicién de equilibrio se alcanzé en la camara del sensor de 'NO después de la dilucion de
la solucion stock de ONOO'. Frente a estas observaciones inmediatamente pensamos que esta
condicion de equilibrio también deberia incluir al O, que se forma por homolisis de ONOO™ en
iguales cantidades y a la misma velocidad que el 'NO (reaccion reversa de la formacion de
ONOQ/, ecuacion 1B). En los recuadros pequefios de la Figura 1 se puede observar el efecto de
la adicion de 5 - 20 mg de KO, solido (concentracion final 90 - 375 mM) a soluciones de
ONOO" 7.5 mM (37 °C). Dichos agregados resultan en disminuciones transitorias en [ NO], que
son seguidas por la recuperacion espontanea de la concentracion de "NO a valores iguales a los
que eran anteriormente estables (Fig. 1, Recuadros A y B). La observacion cuidadosa mostrd que
el burbujeo en la solucion, que comienza inmediatamente luego de la adicion de KO, por
dismutacion de O,” no catalizada (Esquema I), cesa sincronicamente con la recuperacion
espontanea (sin nuevos agregados de ‘NO o cualquier otra sustancia) de la sefial de "NO. Esto

muestra que las disminuciones en las concentraciones de "NO observadas en los registros de los
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recuadros de la Figura 1 se deben al mantenimiento de concentraciones de O, mayores a las de
equilibrio alcanzadas transitoriamente por la adicion KO,. Estas disminuciones en la

concentracion de ‘NO se acompafian con seguridad a la formacion de ONOO’, debiéndose
cumplir que A [ONOO'] = -A ['NO]. Teniendo en cuenta que: a) la concentracion instantanea

'NO depende de la concentracion instantanea de O,”, b) tanto 'NO y O, son formados
continuamente por la homolisis de ONOQO', ¢) la homolisis ONOQO' y la recombinacion de 'NO 'y
O," son los flujos quimicos microscdpicos principales en el sistema (ver mas abajo y Fig.1,
Paneles C y D), d) bajo las condiciones probadas ONOO' es estable, y €) las concentraciones de
"NO o O, superiores a las concentraciones estables de 'NO son inestables y estos radicales
desaparecen por otros canales menores de reaccion (principalmente dismutacion de O,”, y
reaccion de "NO con otros radicales libres derivados del ONOOH), entonces si una concentracion
estable de "NO se establece, esto debe ocurrir porque la concentracion de O,” también debe ser
estable e igual a la de "NO. Por lo tanto, una constante de equilibrio puede calcularse en acuerdo

con la (ec. 3.2.1.a):

[ONOO' L, _[ONOO ],
[NO] [0, ], ([NOL,’

K (3.2.1.a)

Dado que en nuestras condiciones de [ NO],q, << [ONOOT, en la ecuacion 3.2.1.a hacemos la

simplificacion de que la concentracion de peroxinitrito es fija e igual a la calculada considerando
la dilucion realizada a partir de la solucion madre (como se suele suponer cuando se mide
peroxinitrito por el método espectrofotométrico habitual). En el experimento que se muestra en

la figura. 1, mediante la ecuacion 3.2.1.a, se puede calcular la constante de equilibrio K,* para la
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formacion de ONOO™ a 34 °C: K =~ 3.2 x 10" M, la que estd de acuerdo con el rango de

valores calculado a partir de constantes cinéticas previamente reportadas (1.9 - 10 x 10" M™).
En cambio, asumir que [O,"] = ['NO] para todo t cuando la [[NO] es inestable nos llevaria a
calcular erroneamente valores de K" muy alejadas de los valores reportados (por ejemplo, “K»”
=9 x 10’ M para las ['NO] més altas que se muestran en la Fig. 3.2.1).

Aunque el ONOO™ es bastante estable a pH > 11, de todas formas experimenta una
descomposicion lenta descrita previamente, aunque sin acuerdo sobre su mecanismo. Para
resolver si pudiera haber un efecto cuantitativamente importante de la desaparicion de

peroxinitrito en los valores de las constantes de equilibrio determinadas por el método arriba
descrito (Ecuacion 7), resolvimos cuantificar la desaparicion de ONOO™ a pH =~ 12 (20 mM

NaOH) a diferentes concentraciones de ONOO™ (0.42 a 5.04 mM, Fig. 1 Panel C) y temperaturas
(15 — 45 °C, Fig. 3.2.1, Panel D) midiendo velocidades iniciales por espectrofotometria de
absorcion UV-Vis (A = 302 nm). Las dependencias de la constante de desaparicion de ONOO™ en
la [ONOO7y y de su logaritmo natural en el inverso de la temperatura mostraron un
comportamiento lineal esperado. Como detallamos en el Recuadro 1, a partir de estos datos se

puede concluir que los efectos de la inestabilidad del ONOO™ sobre las determinaciones
realizadas son despreciables en los rangos de T y [ONOO] estudiados (1.001 < Kp" / Kp*™ <

1.003).
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Figura 3.2.1.1. Concentraciones de 6xido nitrico en soluciones alcalinas de peroxinitrito. Panel A. Se toman
alicuotas de peroxinitrito (20 pL x 150 mM) con una jeringa Hamilton “gas tight” y se inyectan en una camara de
vidrio termostatizada de Vi, = 3 ml que esta llena con NaOH 10 mM acuoso donde se aloja el electrodo revestido
que detecta al 'NO. Inmediatamente luego de la adicion se puede observar la lenta aparicion de una sefial positiva
adscribible inicamente a la presencia o formacion de "NO a partir de ONOO™ (flechas que apuntan hacia arriba). La
concentracion de ONOO' final en la camara de deteccion es de 1 mM. La solucion alcalina de peroxinitrito utilizada
en el experimento que se muestra habia permanecido almacenada en un frasco cerrado a -20 °C durante un mes, fue
descongelada rapidamente a 37 °C justo antes de la medicion y fue mantenida en contacto con la atmosfera del
laboratorio a T ambiente por espacio de casi dos horas mientras se realizd6 un muestreo repetido de la solucion.
Después de cada adicion, la evolucion en el tiempo de la concentracién de ‘NO fue seguida por unos minutos.
Condiciones experimentales [NaOH]r, = 14 mM, T = 34 °C.

Insertos a y b: Efecto de la adicion de KO,. Se realizaron adiciones en bolo de ONOO™ en los momentos indicados
(7.5 mM de concentracion final). La adicion de un exceso de KO, so6lido produce una disminucién transitoria parcial
de la sefial 'NO (recuadro a), mientras que una cantidad aun mayor (recuadro b) suprimié transitoriamente la
sefial. Como puede observarse, la sefial de 'NO se recupera espontdneamente (recuadro a).

Panel B. Dependencia de la velocidad de desapariciéon de "NO en ['NOJ;. Se grafica la velocidad de consumo de
‘NO tomadas del panel A como alli se sefiala, en funcidn de la concentracion de ‘NO. Las lineas horizontales se usan
para indicar la velocidad de formacion de radicales "NO,, 6 'NO, + “OH por homolisis d¢ ONOOH de acuerdo con
datos de la literatura. Estas velocidades son constantes debido a que la concentracion de ONOO', el pH y la
temperatura son constantes en el lapso de tiempo estudiado.

Panel C. Evaluacion de la constante de velocidad de desaparicion de ONOO a pH = 12 y 37 °C en funcion de
la [ONOQO],. Determinamos las velocidades iniciales de desaparicion de ONOO™ en NaOH 20 mM siguiendo su
absorbancia a 302 nm usando un epsilon reportado en celdas de cuarzo de fluorimetria, usando un paso dptico de 2.3
mm (para poder alcanzar concentraciones de ONOO™ comparables a aquellas usadas en las determinaciones
electroquimicas de [NO],,). Estas velocidades iniciales muestran una dependencia lineal en la [ONOO, de la que

se puede extraer la constante de primer orden de desaparicion de ONOO™ (k4) en NaOH =~ 20 mM a 37 °C, cuyo
valor estimado es ki, =9.8 0.2 x 10° s'. En la figura se detalla el valor hallado para Kp" / Kp®™ = (k, + kg)/ k.

Panel D. Evaluacion de la constante de velocidad de desaparicion de ONOO™ a pH =~ 12 en funcion de la
temperatura. Determinamos las velocidades iniciales de desaparicion de ONOO™ (I mM) en NaOH 20 mM
siguiendo como antes su absorbancia a 302 nm, variando la temperatura entre 15 y 45 °C. Como previamente, se
tuvo cuidado de termostatizar la celda conteniendo NaOH 20 mM antes de realizar los agregados de ONOO"
concentrado. Se presenta el grafico de Arrhenius (Inky vs 1/T), de donde se extraen los parametros que permiten
calcular el factor pre-exponencial (A) y la energia de activacion (E,), cuyos valores estimados se detallan en la
figura. Inserto: Grafico de Ky* / Kp® vs 1/T. Como se puede apreciar en el eje de las y, este grafico muestra el
efecto de la descomposicion de ONOO- sobre las determinaciones realizadas es despreciable, y es disminuye con el
aumento de la T.

De acuerdo con lo que ya sefialamos, en el equilibrio la reaccion en estudio se caracteriza por la constante de equilibrio de disociacion (Kp®™,
ecuacion 7B):

Kp®™=['NO] x [0,"]/ [ONOO] = [NOJ*/ [ONOO] = k1 / k?
Considere ahora que el ONOO™ se descompone irreversiblemente a pH =~ 12 a varios productos (NO,, NO;, HO", H,0,, etc) a través de
diferentes vias 1-2 cuya naturaleza no es importante en este momento. La cuestion importante es determinar la constante de velocidad de
desintegracion ONOO'™ (kg) y cuanto puede este proceso afectar al equilibrio arriba sefialado (reaccién 2). Obsérvese que modelamos la
descomposiciéon de ONOO™ como un proceso de primer orden en la [ONOO], como se prueba experimentalmente (Fig. 1 Panel C). La

descomposicion irreversible del ONOO™ provocara un alejamiento del equilibrio, que puede ser evaluada mediante la comparacion de Kp™
(Ecuacién 7B) con una constante de pseudo equilibrio (Kp¥, Ecuacion 7C), de acuerdo con el siguiente esquema y la ecuacion 7D:

‘NO+0,” = ONOO

ONOO" — Productos de descomposicion (ka)
Kp" = (k™ + ka) / k™

K"/ Kp® = (k& + k) / £
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3.2.2. Dependencia de K,*! en la viscosidad y la temperatura. Los conocimientos

actuales acerca de la reaccion 1.2.1.b, caracterizada por k,™,°!124187-188

muestran claramente que
es un proceso controlado por activacion. Por lo tanto, si la reaccion de 'NO con O, para dar
ONOO' (caracterizada por ki, ec. 1.2.1.a) esta influida por la difusion y si el proceso fisico-
quimico es elemental, entonces, de acuerdo con las ecuaciones de Stokes-Einstein y de

Smoluchowski (ec. 3.2.2.a-c, respectivamente,179

), el aumento de la viscosidad (77) deberia
disminuir k¢, dejando sin cambios k;, produciendo asi una disminucion de la constante de

equilibrio de acuerdo con la ecuacion 3.2.2.d, y un aumento de la concentracion de "NO medido

de acuerdo con la ecuacion 3.2.1.a.

p =Kl (3.2.2.2)
67T77Rhyd
N ,47R'D,
kSmal = T onn
1000 (3.2.2.b)
Koo Ko N AR ]Da- (3.2.2.c)
k! 1000k,

En las ecuaciones 3.2.2.a-c Ryyq es el radio hidrodindmico, Na el nimero de Avogadro, kg es la

constante de Boltzmann, R* es la distancia efectiva de reaccion, D;; = Dno + Do,- €s la suma de

los coeficientes de difusion soluto-disolvente del par de reactivos (coeficiente de difusion que
Smol

permite modelar la movilidad relativa de los solutos en un mismo disolvente) y Kx €s una

constante de equilibrio hipotética que seria de esperar si la reaccion en el sentido de la formacion
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de ONOO' en el equilibrio se comportase como lo predice la teoria cinética clasica de estado
estacionario de Smoluchowski para reacciones irreversibles controladas por difusion. Es
importante reconocer que la ec. 3.2.4 es una mera especulacion, una forma de expresar la
hipédtesis cinética, la que tiene valor puesto que parece desprenderse logicamente de la teoria
cinética que se ha usado hasta el momento para tratar de entender esta reaccion. La razén por la
que la ecuacidon 3.2.4 no se encuentra en otros trabajos que fijan su atencién en sistemas
similares es porque en general el modelo mas sencillo propuesto para explicar el mecanismo
cinético de reacciones controladas por difusion en el equilibrio implica al menos dos pasos

difusionales y dos pasos activacionales (ec. 3.2.2.d):*’

act
_ kp xky

€q k_D % k;zct

(3.2.2.d)

Ecuacion que no toma en cuenta la posibilidad de efectos de multiples cuerpos (“many body
effects”). Para probar si el valor observado de la constante de equilibrio aparente K»°? depende
de 7 determinamos la ['NO] en equilibrio aparente con peroxinitrito (7.5 mM, 25 ° C) en 28 mM
de NaOH (control) y 28 mM de NaOH con 50% de glicerol (w / v), donde (7 glicerol 50 %)/(n
H,0) = 4. Dos procesos tienen lugar en presencia de altas concentraciones de glicerol: uno rapido
que se completa en aproximadamente 1 min (Fig. 3.2.2, Panel A) y otro lento que causé una
acumulacion progresiva de 'NO (un proceso que se completa en 1 h (Fig. 3.2.2.1, Panel A
Inserto en colores). Este ultimo proceso estuvo acompafiado de la descomposicion de

peroxinitrito (seguida a 302 nm, no mostrado). Un comportamiento similar se observd cuando

polietilenglicol (PEG) 3350, PEG 8000 o azul de nitro-tetrazolio (NBT*") se utiliza en lugar de
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glicerol (no mostrado), lo que sugiere que todos estos agentes promueven la formacioén de 'NO a
partir de ONOO™ (véase la discusion). Por lo tanto, si los cursos temporales de las [[NO] son
corregidas para cancelar la mencionada reaccion indeseada lenta, se puede observar que el efecto
de cambios sustanciales en 7 (hasta 4 veces) provocan cambios despreciables en la [[NO] en
equilibrio con ONOO" y por lo tanto cambios en 77 no afectarian K,*! (como se muestra en la Fig.
3.2.2.1, Panel A). Téngase en cuenta que si sOlo ks estuviera influenciada por la difusion el
cambio esperado en la concentracién de equilibrio de 'NO seria de aproximadamente 2 veces
(para un incremento de 77 de 4 veces). Este resultado apoya cualquiera de los tres alegatos
siguientes: a) ni & ni k! son influenciadas por la difusion, b) los dos procesos son el
controlados por difusion, o c) el proceso es complejo, involucrando tanto pasos controlados por
difusién como por activacion y tanto en direccidon de retroceso como en la direccion de avance de
la reaccion de formacion de ONOO'. Dado que como ya se menciono, es bien conocido que la
constante de velocidad de homdlisis de ONOQO™ es térmicamente activada, la posibilidad b) puede

ser pasada por alto.
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Figura 3.2.2.1. Dependencia en la viscosidad y la temperatura de la constante de equilibrio de la reaccion
de ‘NO con O," para dar ONOO'". Panel A. Medimos la concentracion de NO en equilibrio con 7.5 mM
ONOO' en solucion alcalina en ausencia (trazo de la izquierda) y presencia (trazo de la derecha) de 50% de
glicerol (solucion de alta viscosidad relativa, 7,/n; = 4). Se muestran valores promedio + SD, n = 3, siendo estos
resultados representativos de dos experimentos separados con cada uno de los poli alcoholes utilizados. Inserto:
se muestran los cursos temporales crudos (sin restar la acumulacion de 'NO debida al proceso lento). Panel B.
Graficos de van’t Hoff - In(K,) vs inverso de la T- para constantes determinadas en condiciones
reversibles e irreversibles. Los valores de K, en el equilibrio (K4, cuadrados llenos) se calcularon utilizando
la ecuacién 7A. Mientras que la concentracion de [ONOO], se mantuvo constante en 5,1 £ 0,1 mM y la [NO],
resultante vari6 entre ~ 40 nM a 22 °C y ~ 470 nM a 55 °C. La linea gruesa representa los valores de K"
calculados a partir de las constantes de velocidad de reaccion determinadas bajo condiciones irreversibles (k¢"
determinada por fotdlisis de flash -detalles a continuacion- y k" determinada por espectrofotometria flujo
detenido por Sturzbecher et al., 2007).
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Smol

Puesto que los valores reportados de k¢ estan cerca del limite difusional definido por k™ (ec.
3.2.2.c) el estado de equilibrio considerado en la posibilidad a) puede ser también descartado.
Por lo tanto llegamos a la conclusiéon de que, en las condiciones ensayadas, el equilibrio en
estudio debe comportarse tal como se propone en la opcion c), en apoyo a la idea de que el
proceso fisico-quimico que se estudia en el equilibrio podria ser mejor descrito por un
mecanismo cinético mas complejo de lo que pensdbamos inicialmente. A continuacion,
estudiamos la dependencia de K™ en la temperatura (15 a 50 ° C, a presion constante de 1 atm)
y luego estudiamos la dependencia en la temperatura de la constante de velocidad de interés
(seccion siguiente). Los resultados del anélisis de Van't Hoff, grafico de In(Kx®®) vs T (Ec. 9)
28, se muestran en la Fig. 2, Panel B). La concentracion de ONOO™ se mantuvo fija en estos

estudios (5.1 = 0.1 mM). El trazo lleno representa la linea recta que mejor ajusta a los datos (ec.

3.2.2.).
_|_
nk, = 0K 1) AS e J1T2TAERT) 6 6114y 322.0)
ar— \r T
dinK, AH
= —17274(+427 3.2.2.
= 2 (£427) ( f)
A H°=—-R(1.73x10* +427K) =—143.7 +3.6kJmol ™' (3.2.2.g)
A,G°=A H°-TA S°=-70.4 kJ-mol™' (3.2.2.h)

La AG® obtenida (ec. 3.2.5.h) esta en acuerdo parcial con valores previos de -64.4 a -68.5 kJmol™ los que

han sido deducidos a partir de los valores de k™ and k(™ (referenciados en la Introduccion).

53



3.2.3. Dependencia de k&9, ki*", k™ y Dno en la temperatura. Si asumimos que la
constante de velocidad de reaccion en sentido reverso esta controlada la activacion y que tiene el
mismo valor si se determina en equilibrio o en condiciones irreversibles (k™ = &%), conociendo
k™ en funcion de la temperatura'®* y usando los valores hallados de Kx® en funcién de T (Fig.
3.2.2.1), se puede calcular & = f(T). Asi, para T =25 °C, K, =2.03 x 10" M y £9=0.02 5~

!y por tanto se deduce un valor de k¢4 =3.2 x 10" M's™ (ec. 3.2.3.a):

ke = KOk (3.2.3.2)

El valor calculado estd por encima del limite de difusion (ver texto mas adelante y ec. 3.2.3.1),
sin embargo, estd en buen acuerdo con los valores mas altos reportados por Kissner et al. y
Nauser et al.***' Asumiendo la validez de esta relacion (ec. 3.2.3.a) para cualquier temperatura
dentro del rango estudiado usando la ec. 3.2.3.b que establece la dependencia de &™ en T, se

deduce k" como una funcion de T (ec. 3.2.3.b-d, Fig. 3.2.3.1).

A +
Inks = Ink"™ = 37,02 - 12267+ 24DK

(3.2.3.b)

+ eq
InK<I = —29.6(+1.4)+ L 2T4EA2T) (k

n k—gqj=1nk;q ~Ink™  (323.)

T

Ink* =InK{ +Ink’* =

17274(+427)K 12267 (£241)K

~29.6+ +37.02 - (3.2.3.d)

+
5 4 4 S007(£668)K
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Figura 3.2.3.1. Graficos de Arrhenius —In(k) vs 1/T- para las constantes de velocidad de la reaccion de 'NO
con O," calculadas y experimentales y para el coeficiente de difusion del 'NO. Los valores de la constante de
velocidad de la reaccién ‘NO con O,” para dar ONOO™ en condiciones irreversibles (k™) fueron determinados
directamente por fotolisis flash en funcion de la temperatura (triangulos). Los valores de k¢ fueron deducidos a
partir de los valores de K,° hallados (Fig. 2, Panel B) y k'™ como se explica en el texto (linea gruesa; como
referencia directa, se detallan los valores extremos de esta linea). Los valores calculados de kfsm"l se muestran
como cuadrados. Los valores reportados (citas en el texto principal) del coeficiente de difusion del ‘NO se
muestran como circulos (eje y de la derecha). Inserto (derecha): Curso temporal representativo de la reaccion de
‘NO y O, generados fotoliticamente a partir de ONOO™ seguida espectrofotoétricamente como la reaparicion de
ONOO'".

En consecuencia, el valor esperado de la constante de velocidad de reaccion a 37 ° C y [ONOO']
=51 mM es k8 = 1.7 x 10" M''s”", inesperadamente menor que a 25 °C si se considera la
aplicable la teoria de Stokes-Einstein-Smoluchowski (Ecs. 3.2.2.c y 3.2.3.¢). En la Fig. 3.2.3.1 se
muestran los valores de In(kf™?) graficados contra en inverso de la temperatura (grafico de

Arrhenius). Los datos ajustan al comportamiento lineal predicho por la ecuacion de Arrhenius,
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obteniéndose valores negativos y al parecer constantes de energia de activacion £, = -40.0 + 5.5

kJ mol™ y un factor pre-exponencial llamativamente bajo A = 1.70 x 10° M s™".

La constante de velocidad de la reaccion de 'NO y O, en condiciones irreversibles (k™) fue
estudiada por fotdlisis de destello de soluciones alcalinas de ONOO™ en funcion de la
temperatura por nuestros colaboradores Daniel Steinmann, Thomas Nauser y Willem Koppenol
del Departamento de Quimica y Biociencias Aplicadas de la Escuela Politécnica Federal de
Ziirich (Figura 3.2.3.1, tridngulos, eje y a la izquierda). Los valores observados de k"™ estan en
excelente acuerdo con las determinaciones anteriores por fotolisis de destello a T = 25 °C.**! E]
valor de k¢ varia en forma esperada de 1.07 x 10'"* M's™ a 1.71 x 10'* M™'s™" al pasar de 282,15
K a 308,15 K. Un muy buen ajuste a la ecuacion de Arrhenius se puede observar en el rango de
temperatura estudiado, con E, = 12.9 + 0.6 kJmol™ positiva y constante, con un valor pre-

exponencial A =2.70 x 10" M's™".

Ademas, se estudio la dependencia de la constante de velocidad controlada por difusion (k°™"),
que caracterizaria el avance irreversible bajo estado estacionario de la reaccion de formacion de
ONOQO/, en el coeficiente de difusién de 'NO en solucidén acuosa (D.no). Para ello calculamos
kfsmo1 usando los valores reportados de D.no a distintas T: 2.07 x 10° cm?s™! a 20 °C; 2.21 % 107
cm’s™ a25°C *% 3.3 x10° em’s™ 237 °C *; y 5.10 x 10” ecm’s™ a 40 °C *®°. La dependencia
de D.no en la temperatura (Fig. 3.2.3, circulos, eje y de la derecha) se encuentra en muy buen

acuerdo con la predicha por la relacion de Stokes-Einstein (Ec. 3.2.3.e):

kT kT
§N0 67[(770!N0 )Rhyd

(3.2.3.€)

NO
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Teniendo en cuenta la ecuacion 14 y los valores observados de D.no, se puede concluir que 1.05
< a.no < 1.12 (teniendo en cuenta el efecto de la temperatura sobre la 771120), lo que muestra que
la difusion de "NO en medios acuosos es cuasi stokesiana (o = 1 para una difusion estrictamente
stokesiana). Esto estd de acuerdo con un reporte anterior’®' y se aparta como es de esperar del

valor o.no = 0.5 hallado por nosotros previamente en entornos lipidicos®’ y por otros autores

o . 262
para la difusion de dioxigeno en n-alcanos.

La figura 3.2.3.1 también muestra la dependencia
en la temperatura de la constante de velocidad de reaccion limitada por difusion de la reaccion
del "NO con O," para dar ONOO™ asumiendo que ella obedece la relacion de estado estacionario
de Stokes-Einstein-Smoluchowski (Ecs. 3.2.2.c y 3.2.3.¢), usando un valor de a.no = 1.08 (Fig.
3.2.3.1, Panel B, eje y a la izquierda). No se conoce la dependencia en la temperatura del
coeficiente de difusion del O,”. Sin embargo, si asumimos que op.. = 1 (una suposicion

probablemente segura), el efecto de los cambios en T sobre la constante de velocidad de reaccion

limitada por difusion para la reaccion en estudio pueden ser calculados usando la ec. 3.2.3.f:

T 1 1

kom — 4z Na_ ey (kB j L _ (3.2.3.9)
1000 67 ) Rid ™ givt o

0,

Suponemos que el par reactivo es una par de contacto de van der Waals como se espera de una

reaccion covalente, dando R* = Rao'®Y + Rop."®Y = 3.2 x 107 cm. Tomando Roo™? = Ravo' 4V

(lo que ya comprobamos al encontrar que la difusién de "NO es béasicamente stokesiana) y Rop..

byd =2 05 x 10 cm,?®® se obtiene k™! a 25 ° C:
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S0 (—?388 j(z.z x10em?s™ +1.2x10em’s ™ )(1.6x 10 ecm +2.05x 10 cm)

=9.4x10°M's” (3.2.3.2)

Al contrario del comportamiento lineal de In(ks™) y In(k™) en funcion de 1/T, valores positivos

Smol

no constantes de £, son necesarios para explicar la dependencia de In(ks” ") en 1/T en el rango

de T que se estudio.

A partir de los resultados mostrados en la Fig. 3.2.3.1 se puede concluir que: a) la constante de

velocidad de reaccion hacia adelante tal como lo describe A+ = k"™ x Kx™ no se comporta como

se esperaria para el caso de la k"™ (que suele ser asumido como vélido para las reacciones
irreversibles), b) sin embargo, tampoco k" determinado por fotdlisis de destello sigue el

mol

comportamiento esperado para k™, ¢) como es de esperar, la dependencia de la temperatura de

k™! sigue la misma dependencia en la temperatura que D.xo.

3.2.4 La dependencia de K,y ki? en la concentracion de ONOO'. Se determinaron
las concentraciones de 'NO en equilibrio con ONOO™ como funcién de la concentracion de
ONOO" a 37 °C en NaOH 50 mM (Fig. 3.2.4.A). Nuestro objetivo inicial era evaluar mejor Kx*4,
esperando confirmar una esperada relacion lineal entre el cuadrado de la concentracion de 'NO y
la concentracion de ONOO'. Esta relacion lineal esperada implicaria una valor constante de Kp

(Ec. 3.2.4a):

_-1_(INOL)* _d(INOL)" _
% [ONOO], d[ONOO],

nst (3.2.4.2)
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Si Kp = constante, la aplicabilidad de la ley de accion de masas para el caso en estudio se puede
garantizar. Sin embargo, la Fig. 3.2.4.1.A muestra claramente que la Kp observada depende de la
concentracion ONOOQO'". Hasta donde sabemos, este tipo de comportamiento no se ha observado
anteriormente, pero las desviaciones de la ley de accion de masas han sido predichas
tedricamente hace ya largo tiempo para en las reacciones reversibles dependientes de la difusion
en condiciones de equilibrio quimico.*****> Como control se estudi6 la dependencia de la sefial
de 'NO en la fuerza idnica agregando cantidades conocidas de 'NO auténtico (NO disuelto en
agua) en NaOH 25-100 mM con o sin 0.1 M NaCl, pudiéndose observar s6lo un pequeiio
aumento en la sefial (no se muestra), compatible con un reparto disminuido del 'NO en
soluciones con alta fuerza ionica, manteniendo constante la fuerza ionica de la solucion
electrolitica presente en el electrodo. De modo que el incremento en la fuerza idnica en la camara
del sensor no era responsable de la reduccion observada en la concentracién medida de 'NO con
relacion a la esperada al aumentar la concentracion de ONOO'. Ademas, se puede descartar que
el aumento de la concentracion de O, pueda provocar el efecto observado, ya que la
dismutacion aumentada de O,” solo podria aumentar la concentracion de "NO. Por ultimo,
también se considero la posibilidad de una reaccion entre el NO y ONOO™ y/o con las especies
reactivas derivadas del ONOO'. Trabajos anteriores han estimado que la constante de velocidad
para la reaccion directa de 'NO y ONOO™ es menor que 1.3 x 10° M 5™ (menor que el limite de

266-267 y _ . ) ,
La concentracion maxima de NO medida después de la

deteccion de la técnica usada).
adiciéon de un bolo de 'NO acuoso disminuye en la presencia de ONOO™ en una proporcion

constante para una determinada concentracion de ONOQO’; ademas la adicion de ONOO™ acelera

la velocidad de desaparicion de 'NO en condiciones alcalinas (NaOH 50 mM) y la velocidad de
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esta reaccion fue linealmente dependiente de la concentracion de ONOO™ con una constante
aparente de velocidad (de pseudo primer orden) de ~ 4 x 10° s (no se muestra). Este valor es
comparable con una constante de velocidad estimada para la homolisis de ONOOH en 50 mM de
NaOH (4.5 x 10 s™). Por lo tanto, estos resultados estan de acuerdo con el consumo de "NO por
su reaccion con radicales HO™ y "NO, derivados de la homolisis ONOOH (ver también Figura
3.2.1.B). Esta constante de velocidad es casi cuatro 6rdenes de magnitud menor que la constante
de velocidad de reaccion de ONOO™ para dar 'NO y O,”, y por lo tanto, tiene una influencia
insignificante en el estado estacionario en estudio. Es importante destacar que, si nuestras
suposiciones son correctas y las determinaciones reflejan fielmente las concentraciones de 'NO
libre en equilibrio con ONOO" y O,", el incremento de los valores de Ka a concentraciones altas
de ONOO™ permiten deducir la falta de un coeficiente constante de velocidad de reaccion entre
"NO y O,". Como se muestra en la Figura 3.2.4.1.C se puede suponer una dependencia espacial
de k¢ y las constantes de equilibrio dependiente de la [ONOO], que nosotros relacionamos con
la variacion en distancia media que separa moléculas de ONOO™ que ocurre cuando se varia la

concentracion de ONOO', tal como se propone en la Figura 3.2.4.1.B y en ecuaciones 3.3.2.e-g
(véase Discusion). El valor mas alto de k¢ que obtuvimos a la mayor [ONOQO] probada (=~ 25

mM) y 37 °C es de 2.1 x 10" M's™, el cual esta de acuerdo con los valores mas altos a 25 °C
reportados por Kissner et al. y Nauser et al.*”*' Deducimos un valor minimo de k%9 = 7.5 x 10’
M™'s™ a 37 °C usando el ajuste de los datos experimentales a la ecuacion 28A (Figura 4A), el que

estd en buen acuerdo con el valor reportado por Huie et al. (6.7 x 10° M's™). ¥
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Figura 3.2.4.1 Dependencia de K, y k! en la concentracion de ONOOQO". Se determinaron las
concentraciones de ‘NO presentes en equilibrio con soluciones alcalinas de ONOQO™ de diferente concentracion
([ONOQO], es la variable controlada, T =37 © C, pH > 12,5). Panel A. Se grafica el cuadrado de las [NO],, en
funcién de las correspondientes [ONOQO], (cuadrados llenos, promedios + SE). La curva de puntos y los valores
detallados a la derecha resultan de un ajuste por minimos cuadrados de los parametros de la ecuacion 28B a los
datos experimentales (el parametro "a" y "b" se ajustaron mientras que el parametro "c" se mantuvo constante (c
=3000 / 4ntN,). El trazo continuo representa a la recta (['NO]eq)2 =b x [ONOO],, que es asintética a la curva de

puntos para [ONOO7],, — 0. Los valores detallados a la izquierda estan de acuerdo con este comportamiento
lineal esperado pero no observado. Panel B. Representacion de los valores experimentales de la Kp™ en funcidon
del inverso de ronoo., siendo I gnoo. la distancia media macroscopica entre moléculas de ONOO'. El mejor ajuste
de una ecuaciéon lineal a los datos permite obtener los siguientes parametros y, = 1.23 x 107" M,
aproximadamente igual al valor de “b” arriba mencionado) y una pendiente a = -1.95 x 10™"* Mcm™, similar a los
valores obtenidos directamente por ajuste de la ecuacion 28B a los datos experimentales, segiin se muestra en el
panel A. Panel C. Se grafican los valores de Kp®™, K,* y K calculados de acuerdo con la ecuacion C-28A en
funcion de la [ONOO ],
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Figura 3.2.4
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3.3 Discusion

3.3.1. La quimica radicalar simple que ocurre en el sistema en estudio. Ya existe un
vasto conocimiento acumulado sobre la quimica del peroxinitrito.”*® La reaccion de "NO y O,”
solo da ONOO', y la homolisis de ONOO  solo da "NO y 0,”,'* constituyendo una reaccion de
canal tnico (“single channel reaction”). Esto estd en contraste con la homolisis de ONOOH en
HO' y 'NO,, reaccion en la que la isomerizacion en acido nitrico y nitrato se produce con rapidez
dentro de la jaula de solvente.'” La relativa alta estabilidad del ONOO™ a pH > 12 (Fig. 3.2.1.B-
C),! 12120269270 ¢ 15 estabilidad de la concentracion de "NO en equilibrio con ONOO™ observada
en este estudio (Fig. 3.2.1.1), indican que lo que estamos estudiando es un equilibrio entre
ONOQO' y los radicales precursores/derivados 'NO y O,". Si una concentracion de 'NO o de O,
mayor a la correspondiente al equilibrio se alcanza transitoriamente por adicion de 'NO o O,",
dado el tiempo suficiente, el sistema vuelve a la concentracion de equilibrio de 'NO y O,” (Fig.
3.2.1.A). A nuestro entender, estos hechos surgen de dos caracteristicas cinéticas clave del
sistema en estudio: i) en las condiciones estudiadas, la reaccidn muy rapida entre 'NO y O,
aventaja en gran medida a tres procesos que fallan en desviar el equilibrio: la autooxidacion del
"NO (v =k x [[NOJ* x [O,]; k= 2.1 x 10’ M%s")*®!?° 1a dismutacion no catalizada del O,” (v =k
x [0 k=[H] 5 x 10" M%) ?"! y la difusién de "NO fuera de la solucion (lo que hemos
minimizado mediante el disefio de camaras con una pequefia superficie de intercambio aire-
liquido, 1-2 mm?, para un volumen de 3000-750 mm®), ii) ademas, en las condiciones de pH
utilizado, la homolisis d¢ ONOOH para dar radicales 'NO, y HO" (v = k x [ONOO]; k29515 k =
1.25 s x [10°%* / (10°" + 10P™%)] < 6 x 10° s a pH > 12)'"? es de aproximadamente cuatro
6rdenes de magnitud mas lenta que la homdlisis de ONOO™ en 'NO y O,” (v = k x [ONOOT;

AN 124,187 g .. .
kaos1s k = 0,02 s7). 7" Mientras que se mantengan condiciones fuertemente alcalinas, en el
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corto plazo dentro del cual se llevan a cabo nuestros experimentos, ninguno de estos procesos es
de importancia en relacion con el equilibrio en estudio, como lo mostramos en la Fig. 3.2.1.1,
Paneles C y D. La Fig. 3.2.1.1.B sugiere que el principal mecanismo de consumo de ‘NO en el
sistema se debe a la reaccion con radicales derivados del ONOOH; el hecho de que —
(d['NO]J/dt)/d[NO] (Fig. 3.2.1.1.B) sea menor a mayores [ NO] permite descartar que la
autooxidacion del 'NO esté jugando algun rol importante (lo que es de esperar dado que las
concentraciones de 'NO son bajas). Sin embargo, estos procesos contribuyen con seguridad a la
lenta descomposicion del ONOO™ durante el almacenamiento prolongado. Una situacion
diferente se plantea si se aflade en cantidades suficientes una sustancia que reacciona con ONOO
, NO 0 O;". La adicion de glicerol y PEGs determinaron una lenta desaparicion de ONOO™ con
acumulacion ‘NO (Fig. 3.2.2, Panel A, Inserto), proceso que pudo ser resuelto (aislado)
cinéticamente del equilibrio rapido en estudio (Fig. 3.2.2.1.A). Estos fenémenos estan de acuerdo
con reportes anteriores que muestran que varios compuestos con grupos hidroxilo reaccionan con
ONOO'" en medios fuertemente alcalinos, con la formacion de moléculas dadoras de "NO.27*27
Por un mecanismo distinto, el NBT*" también causa acumulaciéon de "NO: produce la oxidacién
por un electrén de dos O, con la formacion del producto de reduccion de dos electrones azul de

formazan y dos moles de 0,.*”' Vale la pena mencionar que no hay evidencia clara de que el "NO

o0 el O, reaccionen con ONOO’, H,O, 0 NO,™ en condiciones alcalinas.

3.3.2. Ladependencia de Keq en [ONOO]¢q se produce por la dependencia de k% en la
distancia. Si la ley de accion de masas se cumpliera, la ec. 3.2.4.a debiera verificarse

experimentalmente en el caso particular. En su lugar, nos encontramos con una dependencia no

lineal de (['NO]eq)2 en [ONOO]q (Figura 3.2.4.1.A). El denominado efecto Franck-Rabinowitch
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describe el proceso globalmente irreversible de generacion de radicales por homolisis y los

procesos de recombinacion en una forma simple (ec. 3.3.2.a-b):

ky kg kg
RP T [R+*R] = ZR—P; (3.3.2.2)
Fo = kol(ke + ki) (3.3.2.b)

Donde F¢ es la fraccion de radicales que sufre recombinacion gemelar dentro de la jaula de
solvente. F depende de la relacion entre la constante de velocidad de recombinacion en la jaula
(kc) y la suma de todas las constantes de velocidad de las vias de la competencia, incluyendo el
escape de los radicales (kg). Aplicado esto al sistema que se examina, el modelo puede ser

representado de acuerdo con la ec. 3.3.2.c:

Recombinacion en la jaula Recombinacién externa
ONOO <[ NO--0, ]«—0, + NO«2'X ,0NOO" (3.3.2.c)

. . .., . f .
La constante de velocidad de disociacion efectiva k" puede expresarse como sigue:

kike

. e (3.3.2.d)
k(‘ + k!;'

kil. = ky(1 — Fp) = ky —

De acuerdo con la teoria y con datos experimentales k' (y por tanto, ku, kc y kg) es
independiente de la concentracion de ONOO™.'** Por tanto, resulta razonable adjudicar cambios

en la constante de equilibrio a cambios en k. Sin embargo, otros procesos potenciales deben ser
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considerados. Particularmente la dimerizacion de los reactivos dado que podrian ser la causa de
desviaciones aparentes de la ley de accion de masas (sobre todo la dimerizacion de ONOQ). Las
velocidades de descomposicion de ONOO™ a pH alcalino en presencia'?* o ausencia de
concentraciones adecuadas de atrapadores de 'NO y O, depende linealmente de [ONOO, (Fig.
3.2.1.1.C) por lo tanto, cualquier grado de dimerizacion significativa de este anién puede ser
desechada. A este respecto, debe aclararse que en una reciente comunicacion titulada "Dimeric
form of peroxynitrite", Simon y Tulub simulan la formacién en fase gaseosa de un heterodimero
triplete débilmente ligado de 'NO y O,", pero no la produccion de un dimero de moléculas de
ONOO™*™ La dimerizacion de 6xido nitrico puede ocurrir en la fase gaseosa si se estudian

concentraciones relativamente altas de "NO,>">2"7

pero las curvas de calibracion muestran una
dependencia de la sefial estrictamente lineal en relacion con el ‘NO afiadido. Por ultimo, a
nuestro mejor saber, no hay publicaciones o propuestas que den crédito a la posible dimerizacion
de O,", y ademas de ocurrir esta deberia causar una curvatura positiva de (['NO]eq)2 vs [ONOO®
Jeq> 10 que se diferencia de lo que observamos (Figura 3.2.4.1.A). El alejamiento de condiciones
ideales también puede ser considerado como una causa, al menos en parte, del desvio observado
de la ley de accion de masas. Esta desviacion se aplicaria a la especie mas concentrada, ONOO'.

. : . 278
Sin embargo, al tomar como referencia el comportamiento de KNOs,

se puede estimar que en
la concentracion mas alta utilizada de [ONOO’] = 25 mM (Fig. 3.2.4,), el coeficiente de actividad
podria tener un cambio menor a un 12 % con respecto al limite impuesto por la ley de Henry y, =
1 cuando la fraccidon molar del soluto tiende a 0. Ademas, no se han observado efectos de

. ., . . ., . 38 .
cambios en la fuerza idnica sobre la constante de velocidad de la reaccion de NO y O, ™", ni

sobre la constante de homélisis de ONOO™.!**
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Después de haber descartado los factores de confusion antes mencionados llegamos a la
conclusién de que la dependencia de la concentracion de Kp™ (Figura 3.2.4.A) debe ser la
consecuencia de los cambios en k¢ (Figura 3.2.4.1.B-C). A continuaciéon proponemos una
expresion fenomenologica para dar cuenta de la dependencia en la concentracion-distancia de
Kp® (ec. 3.3.2.¢) y por tanto de [NOJ* (ec. 3.3.2.f, Fig. 3.2.4.1.A linea punteada) y k< (ec.
3.3.2.g). La derivacion de estas ecuaciones se basa en la ec. 3.2.3.a y en la dependencia

propuesta de Kp™ en 1/ronoo. (Fig. 3.2.4.1.B).

ke = K S (3.2.3.2)

eq _ p-[ONOO" =0 a _
ke 2 ).

r -
ONOO

(3.3.2.¢)
KIONOO 150 a —b+ a
D “]N/3 “]\/3
(3000/4zN ,[ONOO™)) (c/[ONOO™))

[NOT? = K2 x[ONOO"] (3.3.2.f)

- - b a
keq 1 — k[ONOO ]*)0 1 + A a - + . 3.3.2.
(f) (f ) (kr‘“(c/[ONOO])“ K™ k™ (c/[ONOO™ )2 ( &)

En estas expresiones a es equivalente al coeficiente angular de la regresion lineal de Kp™ vs.
1/ronoo- (Figura 3.2.4.1.B). Este parametro es mas confiablemente estimado ajustando

directamente los datos experimentales de la figura 3.2.4.1.A a las ecuaciones 3.3.2.e-f (linea

punteada), lo que da @ = -2.16 = 0.1 x 10"® Mcm. Dado que a < 0, k> kN0 120 La

67



dependencia observada de Kp™ en la concentracion de ONOO™ (Fig. 3.2.4.1) nos ha permitido
deducir una serie de valores de k¢ (validos en el rango estudiado de [ONOO]¢q), con minimo y
maximo observados de 7.5 x 10° M's™ y 21.0 x 10° M''s™ (Fig. 3.2.4.1.C). Estos resultados
pueden explicar las disparidades observadas previamente entre constantes de velocidad obtenidas
por fotélisis de destello que tienen como minimo y maximo reportados 6.7 x 10° M''s™ y 20 x
10° M's™ ! Es importante destacar que la ec. 3.3.2.g asume que la reaccion es completa y
unicamente limitada difusion, sin necesidad de implicar ninguna dependencia activacional (es
decir en una constante intrinseca). En consecuencia, las ecuaciones 3.3.2.e-g predicen que Kp™
> 0y k™ > + oo cuando [ONOO] > 0,085 M y ronoo. < 1.6 x 107 cm = 4R*, esto ultimo es
decir 5.5 veces la distancia entre los &tomos de N y O el heterodimero triplete [O=3N""3 0=0"fuse
gaseosa propuesto por Simon y cols. >’ Proponemos que el aumento observado en K5 con la
concentracion de ONOO™ y con la concomitante disminucion en las distancias, se debe a la
accion conjunta de la correlacion espacio-temporal (que crea un orden dindmico de reactivos) y
de “efectos de muchos cuerpos” sobre las recombinaciones no gemelares de radicales (es decir,
reacciones que involucran al menos a un radical que proviene libre de la solucion), efectos que

crecen con la densidad de particulas.

3.3.3. La dependencia de ki" en [ONOO¢q revela la razén de las discrepancias entre
las constantes de velocidad de reaccion obtenidas por fotolisis de destello laser. Nuestro
objetivo final es entender mejor el mecanismo cinético de la formacion de ONOQO™ a partir de
'NO y O, en solucion acuosa y si es posible extraer conclusiones generales sobre las reacciones

39-41

reversibles controladas por difusion. Resultados anteriores por fotolisis de destello laser y los

experimentos que aqui reportamos de equilibrio (Fig. 3.2.4.1) han demostrado una notable
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coincidencia con respecto al rango observado de las constantes de velocidad de formacion de
ONOO™ (6.7 < k™ <20 x 10° M s a 25 °C** frente a 7.5 < k< 2.1 x 10° M s a 37 °C
(Fig. 3.3.4.1.A). Por lo tanto, es muy probable que las variaciones observadas en k™ y k<9
realmente tengan la misma causa: la dependencia de kr en la distancia entre los reactivos. A
nuestro entender, el curso temporal de una reaccion controlada por difusion puede ser analizada
considerandola dividida en al menos 4 estadios. Su curso mas temprano y cuando se aproxima al
equilibrio son dos etapas que han recibido mucha atencion, tanto desde el punto de vista tedrico
como experimental,'””*” ya que el descubrimiento en ellas de dinamicas no exponenciales se
considera diagnostico del control difusional. La ecuacion de Smoluchowski para la constante de

velocidad dependiente del tiempo (ec. 3.3.3.a)**

R*
kSmol ¢ :kSmol 1+
o=k \e(Dy, +D, 1)” :
: (3.33.a

utiliza las simplificaciones del blanco molecular estitico y de pseudo-primer orden, dejando de
lado la posibilidad de una reaccion posterior de los productos en el sentido inverso, para
considerar los cambios en la concentracion del reactivo en exceso al inicio de reaccion de
controlada por difusion en condiciones irreversibles. Estas simplificaciones siguen siendo
aparentemente (tiles fuera del régimen de pseudo-primer orden.”*'*® Consideremos ahora, la
otra etapa sefialada, la aproximacion al equilibrio de una reaccion controlada por difusion en la
que el flujo en un sentido y el otro es practicamente el mismo. De acuerdo con la teoria de
Zeldovich-Ovchinnikov-Oshanin-Burlatzky (ZOOB)*®+20%28428 13 dinamica de las reacciones en

equilibrio, estd dominada por cambios fluctuacionales, y, en consecuencia, el regreso después de
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una pequeia perturbacion o el progreso hacia la concentracion de equilibrio del reactivo B (Bw)

deberia estar de acuerdo con la ec. 3.2.16:

&
(D"

)

B(7) = B(e) — (3.3.3.b)

Las etapas finales e intermedias de la reaccion controlada por difusion entre 'NO y O, han sido
estudiadas en este y en trabajos anteriores.”” ' Los resultados obtenidos en la etapa de equilibrio
en este trabajo estdn de acuerdo con la prediccion de constantes de velocidad dependientes de la
distancia de la teoria de ZOOB.*2* La mayoria de las predicciones de la teoria de ZOOB y de
otras teorias analiticas han sido probadas contra simulaciones numéricas y reacciones de estados
excitados.”®**°! En este trabajo, demostramos que la reaccién de 'NO y O,” en sus estados
fundamentales estd en las condiciones estudiadas estrictamente controlada por difusion y que el
cambio de concentracion de ONOO™ deja al descubierto las desviaciones de la ley de accion de
masas (Figura 3.2.4.1), lo que confirma por primera vez experimentalmente una de las
predicciones clave de la teoria de ZOOB, a saber, que una amplia gama de constantes
macroscopicas de velocidad de avance deben ser observadas en una reaccion reversible
controlada por difusion en el equilibrio si la distancia promedio entre los reactivos es
modificada. De esta manera, la dificil tarea de separar parametros dependientes de tiempo y
espacio es completamente eludida. Otras predicciones de la teoria de ZOOB que confirmamos
incluye la dependencia de orden cero de Ka en la viscosidad (Figura 3.2.2.1.A). Hemos
observado que la etapa intermedia de la reaccion de 'NO y O," estudiada por fotdlisis destello

laser de soluciones alcalinas de ONOO™ puede ser adecuadamente descrita en términos de
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aproximaciones campo medio, es decir de cinéticas exponenciales (Fig. 3.2.3.1, Inserto). La
etapa intermedia de las reacciones controladas por difusion con frecuencia se supone que se
produce después del establecimiento de gradientes de concentracion estacionarios y obedecen a
la ecuacion de estado estacionario de Smoluchowski (ec. 3.2.15). Dado que algunas constantes

de velocidad ya informadas,***'

asi como las aportadas por nuestros estudios en condiciones
irreversibles superan este limite cldsico, la ecuacion de Smoluchowski claramente falla al no
tener en cuenta los efectos confirmados en este trabajo, basicamente la dependencia de la
distancia promedio entre reactivos generados por homolisis en un mismo sitio y las interacciones
de estos con reactivos que provienen de otros sitios de generacion. Estos hechos son mas
importantes en condiciones de equilibrio y menos en condiciones alejadas del equilibrio, siendo
para estas ultimas condiciones para las que la teoria de Smoluchowski ha sido propuesta. Por otra
parte, la dependencia de la constante de velocidad observada en la temperatura no sigue la
tendencia mostrada por la ecuacion de Smoluchowski de estado estacionario (Fig. 3.2.3). En
conjunto, los estudios de fotdlisis de destello laser de la etapa intermedia y los resultados de la
etapa final de equilibrio sugieren que aunque no se puedan identificar dindmicas no
exponenciales, se podria demostrar que los cursos temporales reflejan el control por la difusion si

existen diferencias sistemadticas significativas entre las constantes de velocidad observadas

cuando se varia de alguna forma la concentracion de los reactivos.

3.3.4. Comentarios sobre la energia de activacion negativa observada en la reaccion de

'NO y O;" en condiciones de equilibrio quimico. Un comportamiento distinto al previsto por la
ecuacion de Arrhenius con un valor negativo de energia de activacion (E,= -40 + 6 kJ mol™)

resultd de los experimentos realizados bajo condiciones de equilibrio y concentracion constante
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de ONOO" (Fig. 3.2.3.1, linea gruesa). Este resultado puede indicar que la reaccion es inactivada
térmicamente. Energias de activacion negativa han encontrado varias explicaciones en la
literatura, si los valores son pequefios, se los ha tomado como evidencia de termoneutralidad (la
activacion térmica es innecesaria). Si la reaccion puede ser cinéticamente descompuesta en mas

de un paso,

A+B = C~—-D (3.34.a)

la explicacion mas comun para una energia de activacion significativamente negativa requiere
que: 1) un rapido equilibrio sea seguido por un paso de energia de activacidon baja (a este tltimo
suele denominarsele paso sin barreras), y si eso se cumple, i1) mas rapida serd la descomposicion
de los intermedios en los reactivos a mayor temperatura si y solo si kap se caracteriza por una E,
tal que es la mas alta de las tres.”®**® En particular, esto se ha propuesto para explicar la energia
de activacion negativa de una variedad amplia de reacciones de radicales que se producen en la

292,294-291 incluyendo la oxidacion de 'NO por dioxigeno (Oz).m’298 También se han

fase gaseosa,
observado energias de activacion negativas en algunas de las reacciones de condensacion que
tienen lugar en fases condensadas organicas.””’" Ejemplos bien documentados de energias de
activacion negativas en reacciones bimoleculares en medio acuoso son escasos, y en su mayoria
implican estados supercriticos del solvente.””' La existencia de un intermediario en la reaccién
entre 'NO y O," para producir ONOO™ debe ser investigada, tanto por simulaciones de dindmica
molecular como en forma experimental. En nuestra opinion, la existencia de un intermedio

covalente puede ser desechada. La formacion de un par de contacto en una jaula de solvente

puede ser considerado como un paso necesario para que tenga lugar la reaccion, y como punto de
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partida, el trabajo de Simon y Tulub identifica en fase gaseosa un minimo relativo de energia
potencial asociado a la constitucién de un complejo [O="N"*0=0"1.""* La teoria de ZOOB no
hace ninguna declaracion explicita sobre los pardmetros de activacion macroscopicos aparentes
que deben presentar las constantes de avance de reacciones bimoleculares controladas por
difusién en el equilibrio. La relajacion incompleta debida a la continua generacion de reactivos
altamente correlacionados ha sido sugerida arriba como una causa de orden en el sistema en

11t I ’ 264-265,284-289
equilibrio quimico, de acuerdo con la teoria de ZOOB. ’

Un aumento de la temperatura
podria causar un aumento en los efectos anticorrelacionantes de la difusion, aumentando la
constante de relajacion dependiente de la fluctuacion (lo que se podria entender como ruido o
error), aumentando por lo tanto la distancia promedio entre los reactivos. De hecho, el rango de
valores de constantes de velocidad de avance que se observaron en funcion de la temperatura

(7.0-40.0 x 10° M ™!, ver Fig. 3.2.3.1) incluye toda la gama de valores obtenidos al cambiar la

concentracion de ONOO™ (7.5-21.0 x 10° M s™!, Fig. 3.2.4.1).

3.3.5. Comentarios Finales. El presente estudio podria contribuir a la mejor comprension
de la cinética y la termodinamica de la reaccion controlada por difusion de *NO y O,” para
formar ONOQ'". Vale la pena mencionar dos limitaciones experimentales de este estudio, que
seria deseable abatir en futuros estudios: una es depender de una sola técnica para medir la
concentracion de 'NO en equilibrio con ONOQO", y la otra es la falta de una evaluacion directa de
la concentracion de O,". Es dificil imaginar alguna forma alternativa de medir 'NO o alguna
forma de medir O, con la suficiente sensibilidad y precisién en presencia de un gran exceso
(necesario) de ONOO" en condiciones altamente alcalinas (necesarias para estabilizar al ONOO"

). En otros aspectos, informacion adicional acerca de este sistema de reaccion-difusion sin duda
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se podria obtener de experimentos en condiciones irreversibles usando técnicas ultrarrapidas
como la espectroscopia UV e IR de pulso de bombeo-sonda con resolucién temporal de femto-
picosegundo.’**** Otros experimentos probablemente informativos puede resultar si se aplican
métodos de polarizacion dindmica de spin nuclear quimicamente inducida (CIDNP) y foto-
CIDNP**7% 3] estudio del problema del balance entre recombinaciones en la caja de solvente
entre pares de radicales gemelos y recombinaciones de radicales libres en la solucién en muestras

alcalinas de ONOO'.
El tipo de reaccion en estudio (A + B = C, con [A] = [B] y kf controlada por difusioén) ha

sido ampliamente estudiada desde el punto de vista tedrico. En general, el descubrimiento de una
dependencia en la distancia de la constante de velocidad entre 'NO y O, para formar ONOO™ en
el equilibrio quimico es a nuestro saber un resultado sin precedentes en el campo experimental
de las reacciones reversibles controladas por difusion, confirmando predicciones tedricas del
comportamiento de este tipo de reacciones entre reactivos en estado basal.***** Esta
confirmacion sobre el estado "final" macroscopico de un sistema dominado por una reaccion
reversible controlada por difusion puede impactar en las teorias de la cinética rapida de
reacciones reversibles influenciadas por la difusién entre reactivos excitados.’” Nuestros
resultados indican que la informacion sobre pardmetros termodindmicos para la reaccién en

109-110.124.187-189.307 116 asumen la validez de la ley de accién de masas, debe ser revisada y

estudio,
la dependencia en la distancia y la concentracion deben ser reconocidas. En cuanto a los datos
cinéticos, nuestros resultados (Figura 3.2.4.1.C, ec. 3.3.2.e-g) apoyan una constante dependiente

de la distancia y controlada por la difusion para la formacion de ONOO'™ a parir de O,” y 'NO, de

modo que en solucién acuosa diluida en condiciones de equilibrio a 310 K, A¢>7.5 x 10° M s

1
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4. Modulacion redox alostérica del transporte de ligandos del Sitio de

Sudlow I .

El objetivo de este estudio es obtener una mejor comprension de los mecanismos de
alostéricos de la HSA, en particular del acoplamiento que se ha propuesto que existe entre el sitio
de tiol libre y el sitio de unién de Sudlow I. Para eso (4.2.1) sintetizamos y purificamos
isoformas redox de la HSA y estudiamos: (4.2.2) la modulacion alostérica por union de H+ y
Ca”" de la reactividad de disulfuros sintéticos con la Cys34 y de la unién de Prodan al sitio de
Sudlow I; (4.2.3) la modulacién alostérica de la unidon de Prodan al sitio de Sudlow I dependiente
del estado redox de la Cys34; (4.2.4) la modulacion de la cristalizabilidad de la HSA por Ca*" y
el estado redox de la Cys34; (4.2.5) estudiamos la cristalizabilidad de la HSA en presencia de
Ca2+ y los efectos del estado redox de la Cys34; (4.2.6) co-cristalizamos, resolvimos la
estructura y refinamos el modelo de la HSA con seis iones cloruro; (4.2.7) realizamos estudios
de comparacion conformacional que toman en cuenta la incertidumbre posicional de los modelos
cristalograficos; (4.2.8) desarrollamos y comenzamos a validar un nuevo método de comparacion
de factores B de modelos cristalograficos; y (4.2.9) utlitizamos la informaciéon contenida en los
factores B para evidenciar rutas de comunicacion alostérica y proponer un mecanismo alostérico

mas detallado.

4.1. Materiales y Métodos

4.1.1. Preparaciones de HSA. Preparaciones para uso clinico de HSA al 25%
(peso/volumen) elaboradas por ZBL Bioplasma AG (Switzerland) obtenidas a partir de la
fraccion V del suero humano fueron empleadas como materia prima. Estas preparaciones se

utilizan en la clinica para la expansion y el mantenimiento del volumen circulatorio,

76



componiéndose de una mezcla compleja de isoformas de la HSA. Esta mezcla contiene menos de

0.20 moles de tiol por mol de HSA evaluados por el método de DTNB? (ec. 4.1.1.1).

2
o NO
2 2
o Hooc Ss COOH — o @ + ,@ (4.1.1.1)
s COOH  Hs COOH

oN

Comparada con similares presentaciones de otros laboratorios (Octapharma AG, Switzwerland),
la HSA usada tenia menor proporcion de isoformas redox oxidadas irreversiblemente. También
se usé como indicador de calidad aquellas preparaciones que mostraron un punto isoeléctrico
para la forma nativa reducida no menor a 4.7 (el pl reportado para la HSA es de 4.85-4.90.'
Ademas, las preparaciones para uso clinico de HSA contienen 0.02 M de caprilato de sodio y
0.02 M de N-acetil-triptofanato de sodio como estabilizadores. Por lo tanto, para la preparacion
de HSA reducida pura sometimos el material inicial al siguiente procedimiento. La preparacion

de partida fue deslipidada utilizando el procedimiento reportado por Chen,*”

el cual asegura la
remocion de ligandos hidrofobicos, los que no puedan ser removidos por dialisis o ultrafiltracion.
Luego la muestra se dializ6 contra agua (500 volimenes de agua por unidad de volumen HSA,
con agitacion constante) durante una hora (a temperatura ambiente) y nuevamente por 16 hs (a 6
° C). Después de la dialisis, la proteina fue objeto de reduccion mediante incubacion a 6 °C
durante la noche con B-mercaptoetanol 10 mM, en tampon fosfato 50 mM pH 7,0. Esto produce
una mezcla de isoformas enriquecida en HSA-SH. Las preparaciones que usamos contenian en
esta etapa 0.7 moles de tiol/mol de HSA. Sin embargo, recientemente pudimos analizar la
reducibilidad (la fraccion de HSA con modificaciones reversibles de la Cys34) y el pl de HSA en

solucion de otra fuente comercial, estableciendo que estas preparaciones hubieran sido mas

adecuadas (pI = 4.9 y 0.95 tioles/mol de HSA luego de la reduccion con B-ME). Inmediatamente

77



después de la reduccion, las muestras fueron desalinizadas y purificadas por exclusion molecular
usando una columna comercial Hi-Trap (General Electric) y acetato de amonio/acido acético 10
mM pH 5,35 como fase movil (fase movil A). A este pH las muestras fueron congeladas (-80 °) y
conservadas durante menos de dos meses. La HSA reducida (HSA-SH) fue purificada a partir de
estas muestras por cromatoenfoque con gradiente externo de pH usando una columna preparativa
(50 mL de cama) en la que empaquetamos una matriz de intercambio anidnico suave DEAE
(dietil-amino etilo) de alta resolucion (TSKgel DEAE-5PW, particulas de 20 um de diametro,
TOSOH Bioscience LLC). Se inyectaron 200 mg de HSA. La HSA-SH (mercaptoalbumina)
eluye en un gradiente lineal de pH (0 - 15% de B, B = acetato de amonio/4cido acético 10 mM
pH 3,95) a pH = 4,7 debido exclusivamente al cambio de su carga (los grupos DEAE tienen un
pKa = 11.5 segun informacion del productor). La HSA-SH se almacen6 congelada (-80 °C) para
ser utilizada en un plazo de 2 meses. Este procedimiento de cromatografia separa eficazmente
HSA-SH de las isoformas de la HSA que carecen del residuo Asp amino terminal (pl aparente =
4,85) y de la isoforma oxidada por 4 e, HSA-SO,™ (pl aparente = 4.63), pero no resuelve HSA-
SH nativa de isoformas oxidadas por dos electrones (HSA-SSR, disulfuro mixto; y HSA-SOH,
grupo tiolato oxidado a grupo sulfenato). Para cuantificar de manera inequivoca la fraccion de
HSA presente como HSA-SH en estas muestras de alta pureza se analizaron alicuotas pequenias
de una muestra sin modificar y otra alicuota previamente incubada durante 1 min con un
pequenio exceso de HgCl, (1.2 moles de HgCl, por mol de HSA,

Esquema 4.1.1.1

con HSA 0.5-1 mM, luego del agregado de buffer TRIS pH 8.0
DEAE

CH;CH
rqs . , . . I 2 3
10 mM). En estos andlisis se empled el mismo gradiente externo O—CHy-CHz NH
CH;-CH,
de pH pero se inyectaron cantidades relativamente pequenas de Polimero de

metacrilato
hidroxilado

proteina (50-100 ug) en una columna analitica pre-empacada con

78



los mismos grupos funcionales (TOSOH Bioscience). Un mol de Hg”" por mol de HSA-SH se
une fuerte y especificamente al grupo tiolato, por lo tanto, la HSA-SH, pero no otras isoformas,

sufre un cambio significativo en el pl (pl aparente = 5,0), lo que permite diferenciarla de la
isoforma HSA-SOH y HSA-SSR (pl aparente ~ 4,7) y HSAAAsp1 (pl = 4.85). Basado en este

analisis, las muestras de HSA-SH eran tipicamente 98% puras. Estas preparaciones son desde
ahora denominadas HSA-SH pura. La isoforma HSA-SO;" fue parada por la incubacion de HSA-
SH pura 2 mM con 5 mM H,0,; durante dos horas a pH 7,4 y temperatura ambiente, y luego fue
desalinizada y purificada por cromatoenfoque con gradiente externo preparativo. Sobre la base
de los cromatogramas la pureza de estas muestras es mejor que el 98%, y que no contienen restos
de tioles titulables con DTNB®. Todas las isoformas redox de la HSA purificadas se
cuantificaron usando el coeficiente de extincion molecular reportado para HSA (€279 nm = 23700

M em™).
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4.1.2. Estudios de cinética por espectrofotometria de flujo detenido. Las mediciones de
flujo detenido se llevaron a cabo utilizando un espectrofotdémetro SF.17MV de Applied
Photophysics (Leatherhead, England), con un tiempo de mezclado de 1ms y un camino Optico de
1 cm. Volumenes iguales de soluciones de HSA-SH, tipicamente 20 uM (10 uM luego del
mezclado) ; y del disulfuro, 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoato (2-)) (DTNB?) ¢ 4,4'-Ditiodipiridina
(DTDPy) en tampon Tris 6 Hepes 50 mM pH 6-9 de fuerza i6nica constante (I = 0.15) con o sin
CaCl,. En la mayoria de las corridas se emple6 una concentracion final -luego del mezclado- de
2.4 mM, en un set de experimentos se vari6 la concentraciéon de Ca®” entre 0.5 y 10 mM. Las
soluciones que se mezclaron para iniciar la reaccion fueron preparadas inmediatamente antes del
mezclado por diluciones adecuadas de soluciones madre realizadas directamente en la jeringa.
Se permitié un tiempo minimo de 2 min para que se alcanzase el equilibrio en la jeringa (nos
preocupaba principalmente la unién de Ca”>" a la proteina). Con este tiempo de equilibrio a 37 °C
se obtuvieron resultados reproducibles. La aparicion de los productos coloreados de la reduccion
de los disulfuros 5-tionitro benzoato (2-) (TNB%) y 4-tiopiridina (TPy) fue seguida por
espectrofotometria a 412 nm (¢ = 14150 M ' cm ') y a 324 nm ((¢ = 21400 M' cm™ 1),

. 310
respectivamente.

4.1.3. Experimentos de fluorescencia. Los experimentos de fluorescencia se realizaron en un
fluorimetro Cary Eclipse, equipado con un bloque de ajuste de la celda termostatizado por
efecto-Peltier con intercambiador de calor de agua. Empleamos Prodan (6-propionilo-2-
dimetilamino naftaleno) como sonda fluorescente especifica para el sitio de union de Sudlow

12! En este trabajo, algunas propiedades relevantes de Prodan han sido debidamente
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contempladas: 1) una vez unido a la HSA, puede aceptar energia a
Esquema 4.1.3.1

partir del residuo Trp214 excitado a través de la transferencia de
energia de resonancia (RET, Resonance Energy Transfer); 2), sin
embargo, la excitacion directa de las formas unida y libre del

\N . . .
| Prodan también tiene lugar con un rendimiento que depende de la
Prodan longitud de onda de excitacion; 3) segin lo descrito por Weber,
Prodan unido a la albimina es objeto de un entorno de baja
o /P : ' polaridad y emite desde un estado excitado localmente excitado
(LE, “locally excited”) con un A de emision maximo (“"Amax)

ONa CH,(CH,
caracteristico cerca de 445 nm;>*® 4) la forma monomérica libre en
Warfarina Sodica

solucion acuosa de Prodan emite desde un estado de transferencia
de carga interna (ICT, internal charge transfer) con “"An.x @ mayores longitudes de onda, cerca
de 525 nm); 5) su solubilidad en agua es cerca de 5 uM;*® 6) el Prodan dimeriza en condiciones
de sobresaturacion, causando cambios en “"An. y en el rendimiento de ﬂuorescencia;311 7) la
solubilidad del Prodan dependera de la fuerza idnica y la temperatura de trabajo; 8) y por tltimo
el rendimiento de fluorescencia del Prodan se puede potenciar o apagar por varios compuestos
312313 T a transferencia de energia de resonancia de Trp214 a Prodan ha sido utilizado
previamente para monitorear los cambios conformacionales en HSA,****'* para medir distancias
Trp 214-sitio de unién®" y para estudiar la dinimica de hidrataciéon de la HSA.** Para el
proposito de estudiar el alosterismo, también hay que considerar que los cambios no
conformacionales, siendo alostéricos o no, pueden manifestarse, interferir y/o ser causa de

confusion. Ademas, teniendo en cuenta su baja solubilidad en agua y su constante de afinidad

moderada, es particularmente importante definir si la ocupacion del sitio de union de Sudlow I
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por Prodan cambia o se mantiene constante al variar las condiciones experimentales, ya que
cambios en la ocupacion pueden simular cambios en la distancia aparente entre donantes y
aceptadores de energia. Afortunadamente esto puede ser facilmente controlado mediante la
realizacion de experimentos de doble excitacion, dos espectros de emision de la misma muestra
se registraron segun la longitud de onda de excitacion apropiada para el donante en un caso y con
una longitud de onda selectiva para el aceptor en el otro (en nuestro caso, las longitudes de onda
fueron 295 nm y 360 nm, respectivamente). Ademads, se puede realizar experimentos separados
para tratar de distinguir los cambios en la eficiencia de RET y cambios en la constante de
afinidad. También hay que destacar que un cambio en la constante de afinidad puede ser causado
por un cambio en la conformaciéon o no, y que un cambio conformacional se puede expresar en
forma de cambios en las constantes de afinidad y/o distancias entre aceptor y donante, o pueden
pasar desapercibidos. En cualquier caso, los diversos efectos posibles sobre la fluorescencia del
Prodan en estado localmente excitado (FLE) puede ser modelada como una combinacion lineal
de los factores independientes. Las ecuaciones de mayor utilidad practica en el estudio por RET

de propiedades e interacciones moleculares son las que detallamos a continuacion:

ko () =i[%j (4.1.3.1)

p

La ecuacién 4.1.3.1 establece la dependencia de la constante de velocidad de transferencia de
energia resonante en el inverso del tiempo de vida del fluor6éforo dador excitado en ausencia del
aceptor y en la sexta potencia del cociente entre la distancia de Forster (Ro) y la distancia efectiva

() que separa a dador y aceptor. Si ¥ = Ry, la constante de transferencia es igual a la constante de
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desactivacion del fluoroforo dador excitado en ausencia del aceptor, y por tanto la intensidad de

fluorescencia del dador cae a la mitad.

ke, (r) = Opi” (9000(1“0)}](1) (4.13.2)

rr® \ 1287 Nn*

La ecuacion 4.1.3.2 expresa una de las afirmaciones principales de la teoria de la transferencia de
energia resonante desarrollada por Forster, estableciendo que Ry se puede calcular a partir de
constantes fisicas y propiedades Opticas, espectroscopicas y geométricas del sistema de

fluor6foros entorno-dador-aceptor, de modo que se cumple la siguiente relacion:

1/6

R,(A)=9.78x10*(x*n* 0y (1)) (4.1.3.3)

Donde &” es el factor orientacion, que relaciona geométricamente la orientacion de los vectores
momentos dipolares del fluor6éforo excitado y del aceptor en estado basal; n es el indice de
refraccion del entorno (en solucion acuosa diluida se toma el del agua); Op es la eficiencia
cuantica del dador (se puede establecer por comparacion con estdndares) y J(A4) es la integral de
solapamiento espectral (se calcula determinando previamente el espectro de emision del dador
normalizado con la emision maxima igual a 1 y el espectro de absorcion del aceptor en
concentracién 1 My con un paso 6ptico de 1 cm.*'® Desde el punto de vista practico, en general

hay otras dos ecuaciones muy importantes,
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g fon o R
F, R +r°

(4.1.3.4)

Dado que Fp y Fpa (la fluorescencia del dador en ausencia y presencia del aceptor) y Ry se
determinan experimentalmente, la ecuacion H6 deja solo una incognita, ». En general, esta
ecuacion puede ser engafosa, siendo preferible la ecuacion H7. La eficiencia de la transferencia
E depende también de la fraccion de aceptor efectivamente disponible para la misma, es decir del

grado de ocupacién o marcado del sitio del aceptor.’'®

6

E=1-foa =l fA):[l——FDAliz[ 6R° JL (4.1.3.5)
Fofa Fy ) fa Ry+r" ) fu

En nuestro caso la variable f5 es la fraccion de los sitios de Sudlow I disponibles ocupados con

Prodan, lo que se puede calcular conociendo la constante de equilibrio correspondiente en las

condiciones especificas que quieran ser evaluadas y las concentraciones totales de HSA y

Prodan.
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4.1.4. Cristalizacion de HSA. Se emple6 el método de difusion de vapor con gota colgante en
los ensayos manuales y con gota sentada en los ensayos roboticos. La cristalizacion inicial de
HSA-SH se logré esencialmente segun lo reportado por Sugio et al. utilizando preparados
parcialmente purificados de HSA-SH (HSA comercial delipidada, dializada y reducida). Los
cristales cultivados inicialmente fueron seleccionados para los experimentos de micro-siembra
con bigotes de gato. Se probaron varias condiciones para la optimizaciéon. Las muestras
cristalinas de HSA-SH que mejor difractaron se cultivaron mezclando 2 L de HSA-SH 50 - 120
mg mL™" en tampon fosfato Na”/H™ 50 mM pH 7,5 y 50 a 100 mM de NaCl con 2 pl de la
solucion de cristalizacion: 25% PEG 3350, tampén fosfato Na'/H" 50 mM pH 7,5 y 50 a 100
mM NaCl. Las gotas colgantes se dejaron equilibrar durante la noche y después de eso, se
realizaron las microsiembras. La cristalizacion de HSA-SH-(Caer)n se intentd mediante la
preparacion de una placa de 96 pozos profundos con condiciones de cristalizacion similares a los
utilizados para la HSA-SH, pero cambiando el tampon fosfato a tampones Tris y Hepes e
introduciendo variaciones en el pH (7-9) y concentraciones de Ca’" (1-10 mM). Se realizaron
micro gotas de 300 nL volumen inicial total usando un estacion robodtica Honeybee963®
(Digilab). Se realizaron ensayos de cristalizacion de la isoforma HSA-SO,” manuales y roboticos
(HSA-SO, 120 mg mL™) en condiciones similares a aquellas en que cristaliza la isoforma
reducida y también usando soluciones comerciales de barrido de condiciones de cristalizacion® "

318 NeXtal DWBlock AmSO4 Suite, NeXtal DWBIlock JCSG Core Suite 11, NeXtal DWBlock

JCSG Core Suite III de © Qiagen.
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4.1.5. Crioproteccion y enfriamiento rapido de cristales de HSA-SH. Frente a la falla de los
procedimientos estandar, la criopreservacion efectiva de los cristales de HSA fue realizada
mediante un método de equilibrio de la presion de vapor de agua revisado por Garman y

319
Owen.

Este método evita el choque osmdtico a los cristales, brindando la posibilidad de una
lenta deshidratacion de los cristales de modo que la presion osmética final es igual a la de la
solucion de crioproteccion. Brevemente, se seleccionaron gotas colgantes con cristales de
tamafio adecuado, el cubreobjetos con la gota se transfiri6 del pocillo original a un nuevo pocillo
conteniendo 1 ml del licor madre con la solucion de criopreservacion a ensayar. Se permitid que
el sistema alcanzara el equilibrio durante uno o dos dias. Durante este periodo, se pudo observar
la disminucién del volumen de la gota. Los cristales pueden luego ser directamente remojados en
la soluciéon de criopreservacion subyacente para ser congelados o, alternativamente, la gota
puede ser transferida sucesivamente a nuevos reservorios con soluciones de criopreservacion
mas concentradas (5-10 ciclos). Siguiendo esta técnica, se probaron soluciones conteniendo de 4
a 30% de glicerol como crioprotector. La solucion de criopreservacion que finalmente resulto en
mejor difraccion consistio en el 27.5% PEG 3350, 50 mM Na'/H" tampén fosfato pH 7.5, 50-100

mM NaCl y 4-5% glicerol. Los cristales asi crioprotegidos fueron sobreenfriados rapidamente,

usando N, liquido o gaseoso a 100 o 108 K.
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4.1.6. Estudios de difraccion de rayos X. Todas las etapas del proceso (la colecta y
procesamiento de datos de difraccion de rayos X; la solucion de la estructura; la construccion,
validacion y el refinamiento del modelo) se realizaron de acuerdo a procedimientos estandar. Los
experimentos de difraccion de cristales individuales se realizaron en dos laboratorios: la Unidad
de Cristalografia de Proteinas de (Institut Pasteur de Montevideo) usando un generador de rayos
X con anodo rotatorio de cobre (Micromax007-HF®, Rigaku), utilizando una pieza optica de
espejos multicapa (Varimax-HF®, Rigaku) y un detector de placa de imagen (Mar345dtb®, Mar
Research); y en la linea de luz X26C del sincrotron NSLS (Brookhaven National Laboratory,
USA), durante el curso Rapidata 2009 (Robert Sweet &  colaboradores;

http://www.px.nsls.bnl.gov/courses/rr_course/ ).

Se usaron principalmente los programas del paquete CCP4,* brevemente: iMosflm™' y

Scala®* fueron empleados para el procesamiento de datos; Amore®> se utilizo para la bisqueda
de las fases iniciales por RM, se introdujo ruido blanco en el modelo de partida mediante el
programa de pdbset y se emple6 REFMAC™** para la solucion de la estructura y el refinamiento
del modelo. El programa Coot se utilizd para completar el modelo, su ajuste a la densidad
electronica y su validacion.” La definicion de grupos de traslacion, libracién y tornillo (TLS,
translation, libration and screw) se realizo de acuerdo a varias estrategias, dos de ellas implicaron
el analisis estructural de los modelos cristalograficos disponibles HSA mediante el programa de
ESCET (ver adelante seccion de resultados) y de acuerdo con el servidor TLS Motion

Determination (TLSMD).*2¢3%
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4.1.7. Superposicion estructural y clasificacion de modelos de HSA tomados del banco de
datos Protein Data Bank. Al momento de iniciar nuestros estudios cristalograficos (julio de
2007) existian 50 modelos de HSA depositados en el Protein Data Bank (PDB). Se puede
realizar una comparacion rapida y precisa de dichos modelos en distintos estados funcionales
(formas apo y con ligandos de diversa indole) si se analiza los RMSD (del inglés root mean
square deviation), que es la raiz cuadrada del cociente resultante de dividir la sumatoria de los
cuadrados de las diferencias de posicién & respecto de un modelo de referencia comparando
atomos equivalentes del esqueleto principal de cada modelo entre N, el nimero de atomos

considerado (ec. 4.1.7.1).

(4.1.7.1)

Para ello se utiliz6 la herramienta en red del Instituto Europeo de Bioinformatica (EBI, European
Bioinformatics Institute, http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/ssm/cgi-bin/ssmserver) de superposicion
espacial de modelos que usa un algoritmo que reconoce coincidencias de estructuras secundarias
(SSM, Secondary Structure Matching) para guiar la identificacion de residuos equivalentes.
Como modelos de referencia usamos un modelo consenso (el que se construye por promediado
de todas las posiciones atomicas a comparar a partir de todos los modelos) y de un modelo
especifico 1AO6, el que se ha elegido por ser el aceptado como descripcion mas adecuada de

cristales de la forma apo de la HSA a temperatura ambiente.
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4.1.8. Analisis de coordenadas atémicas. Los analisis de coordenadas atdmicas posteriores a la
clasificacion de los modelos se realizaron utilizando los programas PyMOL v0.99 (PyMOL(TM)
Incentive Product - Copyright (C) 2006 DeLano Scientific LLC) y ESCET Version 0.7 (Thomas
R. Schneider).*®*° ESCET es una herramienta de comparacion y evaluacion de estructuras con
consideracion de errores que utiliza el modelo predictivo de Cruickshank sobre la incertidumbre
en las coordenadas de los modelos cristalograficos (Ec. 4.1.8.1-2), y en particular la
aproximacion lineal a la dependencia de la incertidumbre de las coordenadas atomicas en los

factores B atomicos (ec. 4.1.8.3), valida para modelos que resultan del refinamiento con

contenciones: 21332
a\B. | +aB. +a
o =3"A (N, /ny)'"? 2( ’)z 0 \C'PR, d.. (4.1.8.1)
612 (Bavg)2 + alBavg + aO
Gr[,)ggvg = 31/20-)?]3[ = 3]/2 (Nl /nobs)l/zc_l/SRt‘reedmin (4182)
() 23"2(N, /nobs)”{B—’JC”3Rfreedmin (4.1.8.3)
avg

Donde G(LZS’) es el error o incertidumbre estandar posicional de cualquier atomo ; del

modelo. Los términos a,, a; y ap son tipicamente desconocidos pero se han obtenido por

modelado y ajuste del error posicional estandar en funcidon de los valores de B luego de la

inversion de la matriz completa de residuales finales del refinamiento. Asi, o’

(r.Bavg) €S €l error

estandar posicional de cualquier 4&tomo del modelo que posea un factor B atomico (B;) igual al

factor B promedio (Bayg), caso en el cual el término entre paréntesis recto en la ecuacion 4.1.8.1

—DPI .. . ,
adopta exactamente el valor de 1. o(.;) es el error estandar posicional de cualquier 4tomo

89



asumiendo que a;B; > (az(Bj)2 + ap), lo que se cumple aproximadamente en el caso de modelos

refinados con uso de contenciones (restrains) de distancia y 4ngulos) previos (librerias de

: : C ey 3314332
contenciones derivadas de estructuras resueltas con alta precision).

Es importante aclarar
que en todas estas ecuaciones y planteos hacemos referencia exclusiva a modelos refinados con
factores B isotropicos (ver mas abajo). Otros factores que aparecen en estas ecuaciones tienen los
siguientes significados: N; es el niumero de atomos contenidos en el modelo; nqs, €] nimero de
observaciones, es el numero de reflexiones unicas utilizadas en el refinamiento; C es la
completitud de los datos procesados (N° de reflexiones unicas registradas/ N° de reflexiones
unicas esperadas); dmin (en unidades de distancia) es el inverso de la maxima resolucion de los
datos empleados en el refinamiento; y Ry €s el residual acumulado normalizado cristalografico
de validacion cruzada de uso corriente.

ESCET wusa un algoritmo genético para identificar las regiones invariantes en
conformacion (cuerpos rigidos) mediante la comparaciéon de dos modelos de proteina.’” El
programa produce scripts PyMOL para visualizar las superposiciones atomicas con cualquiera
(pero so6lo uno a la vez) de los cuerpos rigidos como referencia, usando una codificacion de
cuatro colores (azul, verde y celeste para los cuerpos rigidos, de mayor a menor tamafo; y rojo
para zonas flexibles). Los residuos i y j del modelo A y los equivalentes i y j del modelo B
resultaran contenidos en un mismo cuerpo rigido si no presentan diferencias significativas en las
distancias entre sus carbonos alfa. El programa calcula una matriz de diferencias de distancias
estandarizadas ( E”_, ) considerando la variable aleatoria Ad”’, (diferencia de distancias) y su

—DPI . . .,
error estandar o(a7,) estimado de acuerdo con Cruickshank, tomando en cuenta la propagacion

de errores que ocurre al calcular la diferencia entre las distancias (Esquema 4.1.8.1, ec. 4.1.8.4).
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Esquema 4.1.8.1

Modelo a Modelo b
—DPI
—DPI O (r.i)p
O-(r,i)A /x"ﬁ:;“\\ ——
G RONE-
di —DPI

P AG(J)A i, ol

adl, =d! -df

DPI

/AN 1/ B A g
E., Ada—b/O-(Adab) (4.1.8.4)
—DPI — DPI — DPI —DPI —DPI 12
o) =|\ownal +lowb| +lowna) +\owb
El programa requiere un archivo de ingreso de tareas y definiciones por el usuario:
nombre de los archivos PDB que se van a utilizar, moléculas que se van comparar, nivel de
confianza al que se quiere hacer la comparacion, etc. El nivel de confianza se define

especificando un pardmetro denominado “lolim” que es el limite de diferencia de distancias

normalizada E’, que se aceptara como diferencia significativa (ver esquema 4.1.8.1). Es decir

el limite inferior de veces que debe ser mayor la diferencia de distancia a la incertidumbre
estimada de la diferencia de distancias. El nivel de confianza se puede entonces variar: aumentar
el parametro “lolim” para minimizar el riesgo de un error de tipo I (en este caso, afirmar que hay
una diferencia conformacional cuando las diferencias son estadisticamente insignificantes) o
disminuir  este  parametro para aumentar la  sensibilidad del analisis (ver
http://schneider.group.ifom-ieo-campus. es / escet / escet user.pdf). Como criterio general
adoptamos p = 0.95 como nivel de confianza de validacion de la hipdtesis alternativa (existencia

de cambio conformacional).
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4.1.9. Analisis cuantitativo de factores B. Los valores de los factores B atdmicos ocupan las
columnas 61 a 66 en las lineas con la indicacion ATOM de los archivos PDB (el formato de
archivo de datos del Protein Data Bank). Se acepta que los factores B son portadores de
informacion sobre desorden en la estructura cristalina de la proteina, ya sea desorden estatico
(conformaciones alternativas de la proteina presentes en el cristal - sean estas producto de una
estabilizacion cinética por barreras energéticas relativamente grandes, producto de contactos
cristalinos diferenciales en distintas cadenas, o producto de la ocupacion parcial de sitios de
union a ligandos- y desorden de la red cristalina) o desorden dinamico (movimientos del 4tomo
aislado o de un colectivo de atomos).*** Existen diversas formas de modelar el desorden, pero la
forma mas comun, justificada por la relativa pobre resolucion de los datos obtenidos a partir de
cristales macromoleculares, es la de considerar que la densidad electronica del dtomo j (o)) se

desvanece en el espacio de acuerdo con una distribucion tridimensional de probabilidad

esfericamente simétrica Gaussiana en torno a la posicion esperada del atomo <r/.> (donde p; es

maxima), con varianza

02=Qmﬂ§/3 4.1.9.1)

donde

QA@F>=%§GA@DZ (4.1.9.2)
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es el desplazamiento cuadratico medio esperado. Esta modelizacion simple exige la

. L4 4 2 r .
determinacion de solo dos parametros <rj> y <‘Ar/‘ >, de los cuales <rj> esta especificado en las

coordenadas xyz del 4tomo j en el modelo. Los factores B atdmicos isotropicos que hemos

refinado en nuestro modelo, se calculan entonces como sigue:
2
B, = 87r2<‘Arj‘2> =37 (an) =247 (4.1.9.3)

La ecuacion que sigue establece que los factores de estructura tienen una dependencia
exponencial decreciente en el producto escalar de B; y (sen 6/ /1)2 , por lo que cuanto mas alto sea

el valor del factor B de un dtomo, mayor sera la tasa de disminucidon con la resolucion de la
contribucion de ese 4&tomo a las intensidades de la difraccion de rayos X; dicho de otra forma, el

factor de dispersion (scattering) atdmico f; dependera de B;y de la resolucion.

F.=G-Y nfe™" ) (4.1.9.4)

f, =1 exp(-B,[(send)/ A]") (4.1.9.5)

El problema principal de la comparacion de factores B es su comparacion entre distintos
modelos. Se sabe que la comparacion estd sujeta a problemas relacionados con la distinta
resolucion de los modelos asi como del éxito del refinamiento y el método usado para ello,

incluyendo el método de refinamiento de factores B (se discute mas adelante). Frecuentemente se
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limita el andlisis al de los factores B de atomos de C alfa, aunque esto es necesario. Existen al
menos tres formas de comparacion de B; por cocientes que se basan en las ec. 4.1.9.6-10. La
comparacion de B; de dos modelos A y B hipotéticos en forma directa es la forma més simple
(ec. 4.1.9.6), pero por lo que arriba mencionamos, es en muchos casos inadecuada, por lo que

frecuentemente se decide normalizar el valor de B; usando el B promedio (B;/B,y,, €c. 4.1.9.7).

B
C, = 5 (4.1.9.6)
Bj
B?B*
C =_I"a 4.1.9.7

Donde C; es una nueva variable, el cociente calculado para comparar factores B atomicos.
También se ha propuesto normalizar la diferencia entre B; y el B promedio usando el desvio
estandar de los factores B (o(B;)) dando lugar a ABjS (AB; estandarizados), lo cual podria ser

utilizado para comparar entre modelos (ec. 4.1.9.8-10).

B . -B
S 2 Zaw (4.1.9.8)
T o(B)
B. -B
o(B)) = M (4.1.9.9)
NJ
AB®  o(BH\B®-B2,
Ccl=i o (,)(, ) (4.1.9.10)

CRET G

avg

Cabe senalar que, como se detalla mas adelante, nosotros debimos recurrir a otro modo de

analisis, cuya validez y significado se exponen mas adelante.
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4.2. Resultados

4.2.1. Sintesis y purificacion de isoformas redox de la HSA

4.2.2. Modulacion alostérica de la reactividad de disulfuros sintéticos con la Cys34

4.2.3. Modulacion alostérica de la unién de Prodan al sitio de Sudlow I por unién de H' y
Ca™.

4.2.4. Modulacion alostérica de la union de Prodan al sitio de Sudlow I el pH y el estado
redox de la Cys34.

4.2.5. Modulacion de la cristalizabilidad de la HSA por Ca®* y el estado redox de la Cys34.

4.2.6. Co-cristalizacion, solucion de la estructura y refinamiento de un modelo
cristalografico de la HSA con seis iones cloruro

4.2.7. Estudios de comparacion conformacional usando ESCET de los modelos de HSA
criogénico y a temperatura ambiente de la forma apo y en complejo con ligandos del
sitio de Sudlow I.

4.2.8. Desarrollo y validacion inicial de un nuevo método de comparacion de factores B de
modelos cristalograficos

4.2.9. Estudio de la informacion contenida en los factores B para evidenciar rutas de

comunicacion alostérica
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4.2.1. Sintesis y purificacion de HSA-SH y HSA-SO;". Se prepar6 (sintetizo y purifico) HSA-
SH y HSA-SO, como se describe en la seccion de Métodos. En la Fig. 4.2.1.1. se muestran
cromatogramas representativos analiticos. La isoforma HSA-SO;" es el producto principal de la
oxidacion por cuatro electrones de la HSA-SH cuando la oxidacion ocurre a cargo de oxidantes
electrofilicos como H,O, y ONOO". La oxidacion por 4 electrones a cargo de ONOO™ y H,0,
ocurre a través de un mecanismo secuencial que ya estudiamos en colaboracion con la Dra.

Beatriz Alvarez y la Lic. Lucia Turell.'”?"'*** Véase el Esquema 4.1.1.1.
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Figura 4.2.1.1. Sintesis y purificacion de HSA-SH y HSA-
SO,". Panel A. Cromatoenfocado con gradiente externo de
plasma humano, destaca la aparicion de un frente de elucion
importante y tres isoformas de HSA separables en base a su
pl: (1) HSA — Aspl, pI = 4.69, albimina que ha perdido el
aspartato amino terminal; (2) complejo HSA-SH, HSASSR,
HSA-SOH, pl = 4.64; (3) HSA-SO;,, producto de oxidacion
irreversible de la HSA-SH, pl = 4.51. La identidad se
adjudico por comparacion con el comportamiento
cromatografico de estandares (ver siguientes
cromatogramas). Panel B. Analisis de una preparacion de
uso clinico de HSA que se deslipidd y redujo con B-ME: (1)
HSA-Asp (pl = 6.68); (2) HSA-SH, principalmente (pl =
4.65); (3) HSA-SO2-, pI = 4.54; (4) isoforma no identificada
por masa aun, probablemente HSA-SO,-Asp, pl = 4.58; la
flecha indica un hombro pl = 4.60. Panel C. HSA
deslipidada y reducida incubada con un ligero exceso de
HgCl,, (5) principalmente HSA-SOH; (6) isoforma atn no
identificada. Panel D. HSA reducida y deslipidada tratada
con H,O, 30 mM por 10 min a T ambiente. (7) isoforma ain
no identificada por masa, probablemente HSA-SOH-Asp.
Panel E. HSA reducida y deslipidada tratada con H,O, 15
mM por 10 min a T ambiente e incubada posteriormente con
un ligero exceso de HgCl,.
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4.2.2. Modulacion alostérica de la reactividad de disulfuros sintéticos con la Cys34 y de la
unién de Prodan al sitio de Sudlow I por la unién de H" y Ca**. La reaccion del tiol de la
HSA con disulfuros de bajo peso molecular es una reacciéon que avanza hacia el equilibrio, que
en exceso (mas 100 veces) de disulfuros oxidantes puede verse practicamente avanzar hasta la
completitud. Estudiamos los efectos de la unién de Ca®* en la reactividad dependiente del pH de
la Cys34 hacia disulfuros sintéticos (DTNB* y DTDPy), en la unién de Prodan al sitio de unién
de Sudlow I y en la cristalizabilidad de la HSA-SH (ver seccion correspondiente mas adelante).
En ausencia de Ca*" y I (fuerza ionica) constante = 0.15, la constante de segundo orden
dependiente del pH (k2 obs) para la reaccion del tiol de la Cys34 con DTNB* mostré una
dependencia sigmoidea en el pH (Fig. 4.2.2.1, Panel A, circulos rojos). La curva de mejor ajuste

a estos datos a la ecuacion de Boltzmann mostr6é un pHj ., de 7.95 + 0.05 y una &, independiente
de pH (ky) de 5.7 + 0.2 x 10* M''s”. La adicién de concentraciones fisiologicas (2.4 mM) de
Ca”" manteniendo I = 0.15, produce cambios significativos en el perfil de pH de ; obs, bajando
pHy, a 7.6 £ 0.1 y la k> en presencia de Ca*” (k,*") a 3.4 + 0.2 x 10° M"'s™. Sin embargo, a pH

= 7.4, el efecto neto de la unioén de Ca’" es el aumento de ky gps-*2". Un comportamiento similar
se observo para el caso del disulfuro neutro DTDPy (valores que aparecen en Tabla HII).
Graficando en cociente de las constantes dependientes de pH y el cociente de las derivadas
primeras dk,/dpH (Fig. 4.2.2.1, Panel A, trazo azul y verde respectivamente, ordenadas de la
derecha) se puede observar que a pH = 7.55 la constante en presencia de Ca’" es méxima en

3 A : . -Ca2+,; +Ca2+
relacion a la constante en ausencia (el cociente ky <> /k, ™

tiene alli un minimo relativo). Por
otro lado, el cociente [(dky > /dpH)/(dky > IdpH)] = dky > /dky ™" tiene un maximo = 2.14

apH 7.39 (Fig. 4.2.2.1, Paneles A y B).
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La magnitud del efecto de la uniéon de Ca® en el pHy;, y en ko, para ambos disulfuros

muestra una estricta conservacion de las relaciones lineales de energia libre, es decir cocientes

log k»/pH,, constantes en ausencia y presencia de Ca*" (Tabla 4.2.2.1).

Tabla 4.2.2.1. Parametros de reactividad y relaciones lineales de energia libre (LFER) para la reduccion de
disulfuros por el tiol de la HSA

kz k2 Ca2+
PHy/2 i log ky/pHy/, pH/, " 4 log k" / pHy/, “**
(M™s™) (M7s™)
DTNB* | 795005 | 57+02x10’ 0.3466 7.60£010 | 34+0.2x10° 0.3331
DTDPy | 7.50£020 | 2.0+0.4x10° 0.5735 7204030 | 1.5+0.1x10° 0.5800

Figura 4.2.2.1. Effecto del pH y la presencia de Ca®" sobre la reactividad de la Cys34 con disulfuros sintéticos y sobre
la transferencia de energia resonante del Trp214 al Prodan unido. Panel A. El panel A muestra los resultados para la
dependencia en el pH y la presencia de Ca’" de la reaccién de DTNB* con el tiol libre de la HSA-SH. Mediante
espectrofotometria de flujo detenido se estudid la reaccion de la HSA-SH (10 pM, concentracion final) en ausencia o
presencia de CaCl, (2.4 mM) con los disulfuros sintéticos DTNB, y DTDPy (ellos siempre en exceso). La formacion del
producto reducido coloreado fue seguida a las longitudes de onda en las que los cromoforos absorben maximamente (412 nm
para TNB® y 320 nm para la TP). La fuerza idnica se mantuvo constante (I = 0.15) con las concentraciones adecuadas de
NaCl. Se analizaron de cinco a siete repeticiones por condicion. Se empled el método integral, ajustando al curso temporal un
modelo exponencial simple. Se ensayaron al menos 4 condiciones de concentracion de disulfuro para hallar la constante
dependiente de pH y de la presencia de Ca®>". Panel B. Grafico de correlacién de las constantes dependientes de pH en
ausencia y presencia de Ca®* (abscisa y ordenadas, respectivamente). Paneles C-F:

Se prepararon 10 mL de HSA (1 uM) y Prodan (10 uM) en buffer Tris 50 mM pH 6.5 o en Tris 50 mM pH 9.7, con o sin
CaCl, (2.4 mM). La I =0.15 se mantuvo constante con concentraciones ajustadas de NaCl. Mezclas de 1 mL de volumen de
estas soluciones fueron preparadas en microtubos de plastico, las que se dejaron a T ambiente para que alcanzaran el
equilibrio. Se tomaron espectros de emision de fluorescencia de estado estacionario usando A., = 295 nm. La emision del
Trp214 (Panel C) se evalu6 a 350 nm y la de prodan unido (Panel E) a 437 nm (donde la fluorescencia de la proteina y del
Prodan interfieren menos). El Panel E incluye como inserto un grafico de correlacion de la fluorescencia de Prodan unido en
presencia (ordenadas) y ausencia (abscisas) de Ca>* 2.4 mM. El Panel D es un grafico de correlacion de los presentados en el
panel C. El Panel F muestra un grafico de correlacion de la fluorescencia intrinseca de la HSA debida al Trp214 versus la
fluorescencia de Prodan unido a la HSA en el sitio de Sudlow I. Los pH en cada condicion fueron medidos luego de
completado el experimento, con control riguroso de la T. Se muestran resultados de un experimento representativo de al
menos tres.
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Figura 4.2.2.1.
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4.2.3. Modulacién alostérica de la uniéon de Prodan al sitio de Sudlow I por unién de H' y
Ca®. La Fig. 42.2.1 Paneles C y D muestran los cambios observados en la emisién de
fluorescencia del Trp214 de la HSA-SH (HSA-SH = 1 uM, Aexe = 295 nm, Aen = 350 nm) en
funcién del pH en la presencia de Prodan (10 pM) con y sin Ca’>" (2.4 mM), manteniendo la
fuerza i6nica constante = 0.15. En presencia de Prodan (pero no en su ausencia), la intensidad de
la emision de fluorescencia del triptéfano 214 disminuye a medida que aumenta el pH (Fig.
4.2.2.1, Panel C), lo cual es consistente con RET (transferencia resonante de energia) aumentada
al Prodan unido (pero no libre en solucion). La unién de Ca®’" a HSA-SH, produce una
disminucién promedio en la eficiencia de RET de 30 + 5% (Fig. 4.2.2.1, Paneles C y D). Es
conveniente recalcar que la forma inequivoca de evaluar la eficiencia del RET es usando las
ecuaciones 4.1.3.4 y 4.1.3.5, que hacen uso exclusivo de las intensidades de fluorescencia del
dador. Como veremos nuestros resultados apoyan esta conducta. La disminucion en la eficiencia
de la transferencia se calcul6é usando una aproximacién lineal (Panel D). Valores similares se
pueden obtener calculando cocientes de diferencias de intensidad de fluorescencia comparando

pH 6.5y pH 9.5 con y sin Ca®":

CAF = AF)S" AR5 = 4.95/7.12 = 0.695 (423.1)

Esto ocurre sin cambios en el pH al cual ocurre el 50 % de la disminucion (pH;, = 7.8 en ambos
casos), por lo que las curvas del Panel C muestran tan solo una diferencia en la amplitud del

cambio de fluorescencia.
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El andlisis de la emision de Prodan unido muestra un comportamiento diferente (Fig.
4.2.2.1, paneles E y F). La intensidad de emisiéon de Prodan en presencia de 2.4 mM de Ca’ a
pH 9 es de 40 % en comparacién con su emision en ausencia del Ca*', y el pHyj; se desplaza a un
valor menor (ApH = -0,37). De modo que existe un cambio de amplitud y pH, ;. El cambio en la
intensidad de fluorescencia de Prodan de -60% duplica el -30% previsto en la base de la
disminucion de RET (evaluado a nivel de la emision del Trp214), la cual se caracteriza como ya
vimos por un unico pH;, (Fig. 4.2.2.1, Panel C). El pH,,; de la transiciéon de la emision de
Prodan unido en ausencia de Ca*" (pH2» = 7.8) coincide exactamente con el pH;, de la
transicion de la emision del Trp214. Un cambio importante dependiente del pH en las
intensidades de emision se pueden observar a pH mayores a 7.7 (Fig. 4.2.2.1, Panel F).

Para comprender mejor estos resultados, sospechando que el Ca*" induce cambios en la
constante de afinidad HSA-SH — Prodan (K,) y cambios en el rendimiento de fluorescencia de
Prodan unido, cambiamos las condiciones experimentales: se fijo Aexe = 360 nm (méximo de
excitacion de Prodan unido y libre) y se realizaron experimentos de titulacion con HSA-SH en
ausencia y presencia de Ca*" (Fig. 4.2.3.1, Paneles A y B). Se puede observar claramente que a
pH < 7.5, la unién de Ca** no afecta significativamente el rendimiento cuantico relativo del
Prodan unido, ni la afinidad (Kx = 10.6 + 2.0 x10* M) entre HSA y Prodan (Fig. 4.2.3.1,
Paneles A y B). Por el contrario, a pH = 9.0, la union de Ca®" causa una disminucion Ka: KA('
2 =154 +24x 10*° My K, =10,5 £ 1,5 x 10* M™'; que es un cambio -30% en el Kx
(Fig. 4.2.3.1, Panel D). El conjunto de los resultados indican que la reduccion del 30% en la
eficiencia de RET observada en la Fig. 4.2.2.1, Panel C y D podria explicarse por la diferencia
hallada de K. La Fig. 4.2.3.1, Panel D muestra la uniéon normalizada de Prodan, que es la

fraccion de Prodan unido a HSA, y en el recuadro se muestran los datos originales (en unidades
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de fluorescencia relativa), donde el efecto del pH y del Ca*" sobre el rendimiento cuantico
relativo puede ser mejor apreciado. El rendimiento de fluorescencia de Prodan es notablemente
superior si estd ligado a la forma basica de la HSA (casi 3 veces), pero este efecto es abolido por
la unién de Ca®" (compérese con unidades relativas de fluorescencia en las ordenadas en la Fig.
4.2.3.1, Panel D recuadro vs Panel B). En ausencia de Ca®’, el aumento de tres veces en el
rendimiento de la fluorescencia de Prodan a pH = 9.0 versus pH = 7.5 se explica s6lo en parte
por la mayor K, al primer pH (un aumento de 1.45 veces en la fluorescencia es el cambio
esperado por esta causa). Obsérvese que, puesto que en los experimentos de la Fig. 4.2.3.1
excitamos directamente Prodan (Aexe = 360 nm), no esperamos observar fenomenos de RET.
Esto implica que la parte complementaria (aproximadamente la mitad) del aumento de la
fluorescencia de Prodan unido a HSA a pH alcalino es debida a un rendimiento cudntico 1.5
veces superior de la sonda en esta condicion. Se puede concluir que para explicar los cambios
observados en la eficiencia de RET en funcion del pH debidos a la presencia de Ca®" no es

necesario invocar otro cambio mas que de afinidad por Prodan.
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Figura 4.2.3.1. Efecto de la unién de Ca** en el rendimiento cusntico relativo de Prodan unido y en
la constante de union de Prodan a la HSA-SH a pH 7.5 y 9.0. Pequefios volimenes de HSA-SH 1.1
mM fueron agregadas a una solucion de Prodan (3 pM) tamponada (pH = 7.5, Hepes y pH 9.0, Tris; 100
mM) y de fuerza idnica = 0,15. Después de 3 minutos de equilibrio a 37 °C, los espectros de emision de
Prodan se registraron (A, = 360 nm) en forma repetida hasta que no se observaron cambios dependientes
del tiempo en los espectros (por lo general los 3 minutos fueron suficientes). Dos espectros se tomaron en
cada estado y se promediaron. Las correcciones para los pequeiios cambios en el volumen total (maximo
2.8 %) debidos a la adicion de HSA se introdujeron en la concentracion calculada de HSA y en los datos
de intensidad de fluorescencia. Se muestra un experimento realizado por duplicado (en el otro
experimento se utilizo Prodan 1.5 pM, con los mismos resultados). Los Paneles A y B muestran los datos
obtenidos a pH 7.5 y en los Paneles C y D muestran los datos obtenidos a pH 9.0. En el Panel A se
omitieron los espectros de emision de Prodan en ausencia de Ca®" por ser practicamente indistinguibles
de los que se presentan.
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4.2.4. Modulacion alostérica de la union de Prodan al sitio de Sudlow I por el pH y estado
redox de la Cys34. Se realizaron estudios de fluorescencia similares a los de la Fig. 4.2.2.1
(Paneles C-F) en colaboracion con el Dr. Gerardo Ferrer-Sueta y la Lic. Lucia Bonilla con el
objetivo de comparar los efectos de la unién de Ca** (2.4 mM) sobre la fluorescencia del Prodan
unido a la HSA-SH y a la HSA-SO,". Estos estudios mostraron efectos muy similares de la
presencia de Ca®" sobre el RET entre Trp214 y Prodan en ambas isoformas redox (una
disminucion del 30% de la eficiencia RET, no mostrado). Los efectos del estado de oxido
reduccion de la Cys34 fueron poco evidentes en esos ensayos, en los que observamos un ApH
=~ -0.2. Con la hipoétesis de que la oxidacion de la Cys34 disminuia el punto medio de la
transicion neutro-basica de la HSA y en condiciones optimizadas para una comparacion detallada
(realizamos mejoras en los métodos de purificacion y sintesis de isoformas, y optimizamos las
concentraciones de proteina y fluor6foro -HSA 5 uM, 10 uM Prodan-) se realizaron los estudios
que se muestran en la Figs. 4.2.4.1 y 4.2.4.2. Se puede observar que el aumento de la intensidad
de fluorescencia de Prodan unido a la isoforma HSA-SO; (Aexe = 295 nm, RET Trp214 >
Prodan) en funcién de pH se puede modelar més exactamente como una transicion en dos etapas
(Fig. 4.2.4.1, Paneles A y B): las regresiones usando una ecuacion de tipo dosis-respuesta

logistica simple (DRS, ec. 4.2.4.1) no ajustaba correctamente a las observaciones para el caso de
la HSA-SO,’, aunque efectivamente estimaban un ApH;, =-0.23 = 0.1 (8.00 = 0.08 y 8.23 +

0.06, HSA-SO, y HSA-SH); usando una ecuacién de tipo dosis-respuesta logistica doble (DRD,
ec. 4.2.4.2) se obtienen mejores ajustes para el caso de la isoforma oxidada (RZ(DRD, HSA-SO2-) =
0.98899 vs RZ(DRS, nsa-so2-) = 0.98815, Fig. H4, Panel A, lineas negra y verde superiores); para el
caso de la HSA-SH sin embargo, los ajustes usando una ecuacion DRS eran mejores que con una

ecuacion DRD, los que estimaban parametros con poco sentido fisico y grandes errores (Rz(DRS,
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HSA-SH) — 0.98846 (Flg 4241, Panel A, linea azul) Vs RZ(DRS, HSA-SOH) — 0.98815 (Flg 4241,

Panel A, linea verde).

_ (ycx: — yO)
Y=Yt 1o (4.2.4.1)
P 1-p
y=yot (.- yo)L + lo(al—x)/hl + 1+ 10(02—x)/h2} (4.24.2)

Donde: yy y y tienen el significado habitual, siendo y« - )9 la diferencia de amplitud del cambio

total en y; p representa la proporcion de la diferencia de amplitud debida a la fase 1 en relacion al
cambio total de y; al y a2 representan los pH;, de las fases 1 y 2, y 4l y h2 representan las
pendientes en los puntos de inflexion de las fases 1 y 2. En el caso en estudio, y = l437qm = f(x = -

log [H'] = pH).

Desde el punto de vista biofisico, a los efectos de entender mejor el mecanismo de
modulacion alostérica de la HSA, no resulta lo mismo decir que los cambios en la fluorescencia
estan indicando una estabilizacion de la forma bésica de la HSA (si damos crédito al modelo
sigmoideo simple, DRS), que decir que los cambios puedan deberse exclusivamente a cambios
en la constante de afinidad entre Prodan y el sitio de Sudlow I. También, desde la Optica biofisica
resulta razonable cuestionarse el uso de un modelo con 7 pardmetros ajustables (DRD) cuando
un modelo mas sencillo (DRS) brinda buenos ajustes. El sobre fiteo del modelo DRD es evidente
cuando se lo usa en forma libre, sin restricciones (obsérvese el recorrido de la linea roja en el
Panel A de la Fig. 4.2.4.1 donde se indica con la flecha roja). Asumiendo que la oxidacion de la
Cys34 no causa la aparicion de una propiedad nueva de la HSA, sino que modula un repertorio

preexistente, es que nos apoyamos en los resultados del modelado del comportamiento de la
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isoforma oxidada, imponiendo restricciones al modelo DRD de modo progresivo y sistematico
(Fig. 4.2.4.1, Panel C), hallando que el mejor resultado para el ajuste a los datos experimentales
de la isoforma reducida tiene un RZ(DRDC, usa-si) = 0.99096 (Fig. 4.2.4.1, Panel A, linea negra y
Panel C, cuadrado negro con etiqueta DRDC4) se obtiene fijando los pH;, de cada transicion y
el parametro /1 para la primera transicion, de acuerdo con los valores ajustados para el caso de la

HSA-SO;". Esto reduce el nimero de parametros ajustados en el modelo DRD constrefiido
(DRDC) a solo 4 (p, yo, Vo, h2), el mismo numero del modelo DRS.

Los resultados de los ajustes indican que la HSA-SO, tiene una constante de afinidad por
Prodan aproximadamente 3 veces superior en relacion con aquella de la isoforma reducida. Esto
se deduce de comparar los valores de los parametros p ajustados en cada caso: ppsa-so2- = 0.248

y pusa-su = 0.081. El grafico de correlacion que se muestra en el Panel B de la Fig. 2.4.4.1 indica
que la oxidacion del tiol tiene efectos a pH por debajo del pH;/, de la transicion N = B. En el

Panel B de la Fig. 2.4.4.1 puede observarse que a valores de pH por encima de 7.5, existe una

correlacion lineal muy buena entre ambas variables con un coeficiente de correlacion de 1.27
(aproximacion lineal, trazo punteado). Si no se trata de una modulacion sobre el equilibrio N =

B de la HSA, el efecto alostérico de la oxidacion del tiol podria explicarse por la modulacién
mas selectiva de interacciones de Prodan con componentes del sitio de Sudlow I, ya sea en forma
directa o indirecta. Dado que el fluor6éforo utilizado es una molécula neutra sin grupos
ionizables, descartamos cualquier efecto del pH (en este rango) sobre este ligando de bajo peso
molecular. En cuanto a efectos sobre grupos proteicos que directamente interaccionan con
ligandos en el sitio de Sudlow I, y si se consideran residuos con pK, cercanos a 7, surge

inmediatamente como candidato la His242.%*> Al respecto, es interesante notar que la mutacién
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natural His242Arg lleva a una pérdida de afinidad por warfarina®'**3¢%

y que la presencia de
iones cloruro inhibe la unién de la tolmetina y de la warfarina al sitio de Sudlow 1.'* En la
seccion de discusion realizamos un andlisis mas detallado al respecto, que considera nuestros
resultados cristalograficos.

Sin ir mas lejos, debemos decir que un cambio de amplitud en la fase 1 del cambio de
fluorescencia del Prodan con el pH (Fig. 4.2.4.1, Panel A) también podria explicarse por un
aumento del rendimiento cudntico del fluor6foro unido (sin cambios de K4). Ademas, si bien se
realizaron controles, los resultados de la Fig. 4.2.4.1 dependen de la excitacion de Prodan via
Trp214 (RET). Por tanto, para confirmar estos resultados decidimos realizar un experimento
ortogonal, donde se cambian drasticamente las condiciones del ensayo para medir el parametro
de interés: Ko de ambas isoformas redox y Prodan (Fig. 4.2.4.2 y Tabla 4.2.4.1). Se puede
observar que la diferencia de afinidad del complejo Prodan-HSA-SO;" es modesta: su Kx es 2.6
veces mayor que la del complejo Prodan-HSA-SH, estando en excelente acuerdo con el valor
esperado de acuerdo con los resultados de la Fig. 4.2.4.1. Notese que los cambios de intensidad
de fluorescencia de Prodan son solo comparables a una misma temperatura, la fluorescencia de

Prodan, como la de la mayoria de los fluoroforos,’'® disminuye con el aumento de la

temperatura.
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Figura 4.2.4.1. Efectos dependientes del pH y
de la oxidacion de la Cys34 sobre la
fluorescencia de mezclas Prodan-HSA.
Mezclas de soluciones tamponadas y de fuerza
ionica constante de HSA (5 uM) y Prodan (10
pM) fueron preparadas en microtubos de
plastico y luego dejadas a temperatura ambiente
por 30 minutos. Posteriormente se registraron
espectros de emision de fluorescencia de estado
estacionario usando A. = 295 nm (excitacion
de Prodan por RET), a temperatura ambiente.
La emision de las moléculas de Prodan unido
fue evaluada a 437 nm. El pH de cada muestra
se midié inmediatamente luego de finalizado el
experimento. Los datos que se muestran son
promedios de 3 determinaciones de un
experimento representativo de dos. Panel A.
Cambios en la fluorescencia de Prodan en
funcioén del pH para dos isoformas redox de la
HSA: HSA-SH (circulos rojos) y HSA-SO,
(cuadrados negros). Las lineas representan
regresiones no lineales de las wvariables
dependientes sobre el pH, se usaron funciones
sigmoideas en ambos casos: negro y rojo, dosis-
respuesta logistica doble; azul y verde dosis-
respuesta logistica simple (ver detalles en el
texto). Panel B. Grafico de correlacion para las
variables dependientes en estudio.
Observaciones: Cuadrados negros con barras de
error estandar en x e y; trazos llenos: rojo,
modelo doble dosis-respuesta (corresponde con
lineas negra y roja del panel A); azul, sigmoidea
simple; el trazo punteado es una linea de
regresion de fluorescencia de Prodan-HSA-SO;’
en funcion de la fluorescencia de Prodan-HSA-
SH usando la ecuacion de una hipérbola mas
una recta. Panel C. Coeficientes de
determinacion (R?) resultantes de ajustes de
distintos modelos para describir la regresion de
la intensidad de la fluorescencia sobre el pH de
la muestra.
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Figura 4.2.4.2. Determinacion de constantes de
uniéon de Prodan a isoformas redox de la HSA.
Volumenes pequefios de HSA-SH (1.0 mM) y HSA-
SO, (0.9 mM) se adicionaron a una solucién salina
tamponada (Hepes pH 7.5, ionic strength p = 0.15) de
Prodan (3 uM). Luego de 3 minutos de espera para
permitir el equilibrio en la muestra, se registraron
espectros de emision de fluorescencia del Prodan
excitandolo en forma directa (Ao = 360 nm). El
procedimiento se repitid6 a cada temperature y se
regreso a 20°C para repetir las medidas ahora a otra
concentracion de HSA. La iluminacion de la muestra
ocurre solamente durante la medida. En controles
independientes observamos que los cambios en la
HSA debidos a estos tratmientos térmicos son
reversibles. Los Paneles A y B muestran el aumento
en la fluorescencia de Prodan (A, = 427 nm) en
complejo con HSA-SH (Panel A) y HSA-SO, (Panel
B). Panel C. Mostramos los respectivos graficos de
van’t Hoff (HSA-SO,-Prodan, cuadrados negros y
HSA-SH-Prodan, circulos rojos). Correcciones por los
pequefios cambios de volumen se realizaron como
antes.

Tabla 4.2.4.1. Equilibrio de uniéon de Prodan y las
isoformas redox de la HSA

Kpx10? - Al (kJ?nil‘l (ﬁgc

[} -1 -1 X

(37°C,M7)  (kJmol™) K Kol

HSA-SSH L6501 -3.0:12  sgle4l )%

HSA-SO; 42104 95832 125455 o5
cociente

[diferencia] 2 [-165]  [456]  [-24]
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4.2.5. Modulacién de la cristalizabilidad de la HSA por unién de Ca** y oxidacion del tiol.
En todos los modelos cristalograficos hasta el momento reportados la cisteina 34 es modelada en
su estado reducido. La cristalizacion de HSA-SH se realizd6 como se indica en la seccion de
M&M. Los cristales iniciales fueron evidentes al microscopio después de tres semanas
aproximadamente. Mediante microsembrado (ver M&M) se obtuvieron cristales en forma
controlada (numero) y en menos tiempo (3-5 dias), los que se utilizaron después de 1-3 semanas
de crecimiento a 20 “C (contando desde el dia de preparacion de la gota). La inclusion de NaCl
previno la precipitacion de la proteina y favorecio la separacion de fases, con evidente formacion
de microgotas de fase proteica liquida. El control de la concentracion de NaCl (50-100 mM) fue
importante para obtener cristales de buen aspecto, tamafio (0.2 - 0.4 mm), cantidad (5-10) y
buena calidad de difraccion (Amin = 1.9 A). Es importante sefialar que los trabajos previos no
reportan este efecto de la inclusion de NaCl ni especifican la concentracion de esta sal en la
preparacion de HSA, en la solucion de cristalizacién ni tampoco en la gota.

No existen reportes de modelos cristalograficos de HSA en complejo con cationes
divalentes, incluido Ca®". Intentamos la co-cristalizacion de complejos HSA-Ca®* como se indica
en la seccion de M&M. Cristales de HSA en presencia de Ca”™ fueron evidentes después de mas
de 6 semanas de preparada la gota. Muchos de ellos fueron probados a temperatura ambiente

(micromounts MiTeGen y otras herramientas), mostrando patologias (manchas divididas,
evidencias multiples redes cristalinas, baja resolucion — dyin, > 4 A —). En experimentos

manuales de microsiembra fue evidente de que el Ca*" inhibe el crecimiento de cristales de
HSA-SH, sin embargo, dos conjuntos completos de datos fueron recogidos, utilizando cristales

que crecieron en presencia de 2.4 mM de Ca®" y de cristales de HSA-SH crecidos en ausencia de
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Ca®" y luego remojados durante 10 horas en 10 mM de CaCl,. En ambos casos la estructura
resuelta fue la de la especie HSA-SH sin evidencias en mapas 2F°™ - F° de densidades de
electronicas indicativas de la union de Ca*".

La oxidacion de la Cys34 modula la cristalizabilidad de la HSA. La cristalizacion de
HSA-SOH y HSA-SO; se intentd en condiciones similares a las de la isoforma reducida. Se
intent6 facilitar la cristalizacion de HSA-SOH y HSA-SO," usando la siembra de microcristales
de HSA-SH, pero esto solo determind la formacion de una gran cantidad de cristales muy
pequeiios (0.01-0.02 mm), que no pudieron probarse en el difractometro, y que no crecieron en
ensayos de siembra y microsiembra en gotas conteniendo proteina fresca (HSA-SOH y HSA-
SO5"). En dos ocasiones, utilizando condiciones de cristalizacion semejantes a las de HSA-SH,
crecid un cristal por gota después de una incubacidon prolongada (méas de un mes) sin
microsiembras, pero los datos de difraccion indicaron claramente que los cristales obtenidos
fueron de la escasa HSA-SH contaminante, a pesar de la rigurosa purificacion empleada de las
mencionadas isoformas redox. Se realizaron estudios roboticos de barrido de condiciones de
cristalizacion de HSA-SOH y HSA-SO, (M&M), en los que se obtuvo separacion de fases y

precipitados en aproximadamente 40 % de las condiciones, pero no se obtuvieron cristales.
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4.2.6. Co-cristalizacion, solucion de la estructura y refinamiento de un modelo

cristalografico de la HSA con seis iones cloruro (tres por cadena)

4.2.6.1. Criocristalografia de HSA-SH. La gran mayoria de los estudios de por rayos X sobre
proteinas hoy se realizan en estaciones de difraccion en sincrotrones usando muestras
superenfriadas. La popularidad de este dueto es debida a la rapidez y precision con que estos
estudios se realizan. Sin embargo, no hay estudios cristalograficos que nos brinden informacion
de alta resolucion sobre los efectos de la temperatura sobre la estructura de apoHSA. Nos
estamos refiriendo a las propiedades estructurales (conformaciéon y dindmica) de la molécula en
el estado cristalino sin mas ligandos que agua y los iones Na" y CI. Esto se debe a que al
momento que estos estudios se iniciaron no habia sido imposible encontrar un método de

crioproteccion adecuado para los cristales de apoHSA (si existia un trabajo donde se reportaba

A) 298 K, sin crioprotectores B) 108 K, glicerol 20 % C) 108 K, glicerol 4%
Equilibrio de vapor

Figura 4.2.6.1.1. Efecto del choque osmdtico sobre el patron de difraccion de cristales
superenfriados de HSA-SH. Imagenes de difraccion obtenidas a partir de cristales de similar tamafio
de HSA-SH montados en el difractometro del Institut Pasteur de Montevideo (A = CuK, = 1,54178). En
todos los casos el tiempo de exposicion a rayos X fue de 5 minutos, la distancia 25 cm y 1 ° de barrido
por imagen.
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un modelo de HSA-(Miristato)s a temperatura criogénica,”** pero los autores no revelaron nunca
el secreto de la crioproteccion, tomese esto literalmente). Por tanto, se llevd a cabo un estudio
sobre el superenfriamiento de cristales de apo HSA (Fig. 4.2.6.1.1). El patron de difraccion a
temperatura ambiente fue muy bueno difractando a una dp,;, = 1.9 A (Fig. 4.2.6.1.1, Panel A), sin
embargo, en nuestras condiciones pudimos conseguir que tan s6lo 10-15 imagenes fueran de
buena calidad, sin pérdida significativa de difraccion a alta resolucion debido a los dafios por
radiacion. Los protocolos de criopreservacion habituales (ej. remojado rapido en soluciones
madre con glicerol 10-25 %) no lograron mantener la buena calidad de los patrones de difraccion
obtenida a temperatura ambiente (Fig. 4.2.6.1.1, Panel B). Se ensayaron 9 crioprotectores, uno
por familia quimica disponible, a dos concentraciones (10 y 20 %), y ninguno fue efectivo,
logrando difracciones con dmin = 3.6 A en el mejor de los casos (Fig. 4.2.6.1.1, Panel B).
Decidimos rapidamente abandonar la estrategia de tamizaje de crioprotectores, y buscamos
resolver el problema con un enfoque racional basado en la comprension del proceso
fisicoquimico de crioproteccion. De acuerdo con la literatura,”*® entendimos que la razén més
probable para el fracaso de los métodos reportados y los que nosotros habiamos implementado
era que la débil red cristalina de los cristales de HSA no soportaba el choque osmotico. Acorde
con ello, el procedimiento que resultd ser adecuado, combina la deshidratacion gradual (1-2 dias)
por difusién de vapor de agua de los cristales hasta el equilibrio de presiones osméticas entre la
gota y la solucion de crioproteccion,’” usando bajas concentraciones de glicerol (4-5 %). Los
cristales asi tratados difractaron sistemdticamente a 2.2 — 2.3 A (Fig. 4.2.6.1.1, Panel C), lo que
es una gran mejora, aunque aun suboptimo. El modelo resultante de un experimento de
difraccion de temperatura criogénica esta representado en la Fig. 4.2.6.4.4 y en la Tabla 4.2.6.4.2

se resume informacion sobre la coleccion, el procesamiento, solucion de estructura y
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refinamiento correspondientes. La resolucion maxima empleada en el refinamiento (diin = 2.3 A)
fue independiente de la radiacion empleada (A = CuK, = 1.54178 A vs radiacion de sincrotron A
= 1.0809 A), lo que demuestra que es el desorden en el cristal lo que limita la resolucion. El
grupo de espacio no se afectod por el sobreenfriamiento (P1) y la celda cambi6 de volumen muy
escasamente (contraccion), como es de esperar. El modelo de HSA a T criogénica que
describimos no presenta grandes cambios con respecto a los obtenidos en T ambiente (1AO6,
1BMO), incluso si se consideran otras formas cristalinas (1E78, 1TUOR), si se comparan las
coordenadas atomicas de los atomos proteicos. Mas alld de esta similitud esencial, existen
algunas cualidades o aspectos importantes que distinguen al modelo que proponemos: 4.2.6.2) su
precision, 4.2.6.3) las caracteristicas del modelado de movimiento/desorden isotropico y
anisotropico, 4.2.6.4) la optimizacion de contenciones de simetria No Cristalografica (SNC), y

4.2.6.5) la definicion de sitios de union para aniones cloruro.
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4.2.6.2. Precision del modelo. Nuestro modelo de la HSA-SH es mas preciso que los modelos
anteriores de este estado (1A06, 1BMO, 1E78, 1TUOR), como se esperaba para un modelo
derivado de un experimento de difraccion a temperaturas criogénicas (" (r, Baye, 100K) =
0.498 A vs. ™"'(r, Bag 293K = 0.603-0.636 A; Fig. 4.2.6.2.1, Panel A). La incertidumbre
posicional estandar se estim6 de acuerdo con la ec. 4.2.6.2.1:>"

o’ (B

y=3"*(N,/n,)"*C"’R, d (4.2.6.2.1)

avg free™” min

Notese que, para el caso de considerar la incertidumbre en 1D (o”” (B, ,)) solo debe dividirse

X avg

o’ (B,,,) entre 32 31 En la Fig. 4.2.6.2.1, Panel B se puede observar que el ajuste al modelo

avg
lineal indica fuertemente que es mayor la incertidumbre posicional de modelos de HSA a
temperatura criogénica si se la compara con la de modelos a temperatura ambiente refinados a la
misma resolucion, para toda dy,i,. Esto esta de acuerdo con reportes que sefalan las dificultades
en la crioproteccion de cristales de HSA.>* Las referencias a los codigos de deposito en la PDB
de los modelos criogénicos y los correspondientes métodos de crioproteccion pueden encontrarse
en la Tabla 4.2.6.2.1. Sin embargo, cabe notar que nuestro modelo es uno de los que mas se aleja
de esta tendencia general (Fig. 4.2.6.2.1, Panel B), lo que podria explicarse por la optimizacion
que realizamos de las condiciones de crioproteccion, minimizando el choque osmotico. Al igual

210 ¢] dominio III de la HSA fue dificil de modelar: observamos altos

que a temperatura ambiente,
factores B;i y densidad electronica pobre en varias localizaciones, particularmente la region
comprendida entre el residuo 561 y el extremo carboxilo, por lo que en estas localizaciones la

incertidumbre del modelo ¢”"'(r, i, 100 K) > 0.7 A. Esto se puede estimar de acuerdo con la
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o (1 B,) (A)

ecuacion 4.1.8.3, que como ya sefialamos es una aproximacion de primer orden a la dependencia

de

" (r,i) en Bi y Bayg.

. T Amb
e T Ambiente
i . . |l 4 1A06 (T Amb) .
1.0 ® XXXXT Criogénica * 1.0 v 1E78 (T Amb) .
A 1A06 T Ambiente T Crio
v 1E78 T Ambiente ** O XXXX (T Crio)
0.8 T Criogénica o® —~ 0.87
° ol
N
AU)
0.6+ 2 0.6-
Q
<
0.4 1 ~ 0.4 .
S y=a x dmin +y0
0.2 0.2 R y0 s(y0) a s(a)
T Criogénica  0.911 -0.717 0.141 0534 0.055
T Ambiente  0.902 -0.922 0.081 0.584 0.030
0.0 T d T d T d T d T d T d 1 0.0 T T T 1
2BXM 1E7B 2BXN 3B9L 2BXC -- 2.0 25 3.0 3.5
Modelos a_(A)
Figura 4.2.6.2.1. Incertidumbre posicional (3D) en modelos de HSA. Panel A. Error posicional estandar de

acuerdo con el Indice de Precision Posicional del Componente de la Difracciéon (DPI) para el modelo reportado en
este trabajo (rojo) y otros reportados previamente. Los modelos que resultaron de experimentos de difraccion a
temperatura ambiente y criogénica aparecen en negro y en fucsia, respectivamente. Otros modelos de apoHSA
(temperatura ambiente) son destacados. Panel B. Dependencia de la precision posicional en la resolucion de los
modelos (se usa el mismo cdodigo de colores). Se muestran las lineas que mejor ajustan a las incertidumbres

posicionales de los modelos a temperatura ambiente (linea negra) y a temperatura criogénica (linea fucsia).
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Tabla 4.2.6.2.1. Modelos criocristalograficos de HSA y complejos derivados

Cédigo PDB  Estado Celdax*, Simetria y # cadenas Crioproteccion
Fecha
(kmins A) [RW]
RrreE
XXXX 58.880 59.230 95.610 Equilibrio osmético lento por

6 CI” por unidad asimétrica, 3

75.17 87.83 74.20;

difusion de vapor con solucion de

(2.3) [0.199] CI' por cadena P1 crioproteccion y remojado rapido
0.248 2 en ella: PEG 3350 27.5% w/v,
NaCl 50 mM, (Na/H)PO4 50 mM
pH 7.4, glicerol 5 % .
IN5U Complejo con 5 miristatos y un ~ 183.116 37.909 94.832; 7
2002 grupo hemo por cadena 90.00 105.04 90.00
(1.9) [0.235] Ccl121
0.28 4
1TFO Complejo con 3 decanoatos, un ~ 96.295 134.799 122.463 Aceite mineral
2004 citrato y el modulo de unién a 90.00 90.00 90.00
(2.7) [0.251] albiimina de la proteina PAB** C 2221
0.295 por cadena 8
2VDB Complejo con 6 decanoatos y 190.507 49.462 79.933 Naproxeno 10 mM y glicerol 20%
2008 S-naproxenato*** y el médulo ~ 90.00 93.00 90.00
(2.52) [0.236]  de unidn a albumina de la Cl21
0.28 proteina PAB por cadena 4
3BOM Complejo con 6 miristatos, 2 181.536 38.458 95.368 $?
2008 salicilatos y AZT por cadena 90.00 104.92 90.00
(2.7) [0.242] Cl21
0.316 4
3CX9 Complejo con 5 miristatos y 183.888 39.015 95.633 .?
2008 lisofosfatidiletanolamina 90.00 104.69 90.00
(2.8) [0.223] Ccl21
0.295 4
3B9L Complejo con 7 miristatos, 2 183.900 38.696 95.867 &?
2008 AZT por cadena 90.00 104.35 90.00
(2.6) [0.223] Cl21
0.292 4
3A73 Complejo con 6 miristatos y 38.060 92.047 94.664 $?
2009 prostaglandina J2 por cadena 74.80 89.53 80.21
(2.19) [0.233] P1
0.291 2
3]1QZ Complejo con 1 molécula de 168.476 168.476 97.020 Adicién lenta de licor madre con 20

2010, en prensa
(3.3)[0.233]
0.268
3JRY
2010, en prensa
(2.30) [0.212]
0.268

lidocaina 1 por dimero

Complejo con 1 i6n sulfato por
UA (dimero)

90.00 90.00 90.00

141

16

55.600 55.787 121.344
80.48 90.75 63.48

P1

2

% glicerol, hasta que la
concentracion de glicerol fue de 20
aprox. %

Adicion lenta de licor madre con 20
% glicerol, hasta que la
concentracion de glicerol fue de 20
aprox. %

* (a,b,c;aPy)

** Peptostreptococcal Albumin-Binding
**% (2S)-2-(6-metoxinaftalen-2-ilo)propanoato
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4.2.6.3. Modelado de movimiento/desorden isotrépico y anisotropico. En el Panel A de la
Figura 4.2.6.3.1 comparamos la distribucion de factores B de los carbonos alfa del esqueleto

proteico para distintos modelos: el modelo de referencia 1A06*'

(temperatura ambiente) y
modelos derivados del refinamiento de nuestro modelo (temperatura criogénica) siguiendo
distintas estrategias. Nuestro modelo a temperatura criogénica de la HSA-SH presenta B;"* y Baye
mayores que los modelos de la misma forma cristalina a temperatura ambiente. Esto fue algo
inesperado, en desacuerdo aparente con la teoria fisica ampliamente aceptada que prevé un
aumento del B,y en funcion de la temperatura, sea este simple o bifasico.***** Esto depende
solo parcialmente del uso de grupos de TLS en el refinamiento, dado que modelos que no
incorporan esta parametrizacion también poseen B,, mayores que el B, del modelo de
referencia (Fig. 4.2.6.3.1, Tablas 4.2.6.3.1 y 4.2.6.3.2). Aunque mas adelante ahondaremos en
ello, aqui parece conveniente sefialar el razonamiento de que los cambios en los B; y Bayg, usando
o no grupos TLS en el refinamiento, no pueden hacer otra cosa mas que asociarse con cambios
en las coordenadas atomicas del modelo, por ende en la precision de las mismas y de los propios
factores Bj, y como consecuencia de ello, con cambios en los residuales del refinamiento Rpree Y
Rw (Rcrist)-

En el panel B de la figura 4.2.6.3.1 mostramos la comparaciéon de los cocientes B; sobre
By para los modelos arriba mencionados. Esta forma de anélisis de factores B isotropicos es la
mas usada (véase seccion de Métodos), y se fundamenta frecuentemente porque se cree que
existe correlacion negativa entre estimadores de la calidad del modelo, particularmente la
resolucion, y los factores B, particularmente el B, (aunque llamativamente no encontramos
evidencias solidas al respecto en la literatura). En esta representacion puede apreciarse que hay

sectores del esqueleto proteico que parecen tener Bi/B,,, menores a temperatura ambiente que a
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temperatura criogénica, lo cual sigue siendo inconsistente con la literatura previa.

Recordando que los factores B contienen informacién sobre desorden dindmico y también
estatico, esto deberia interpretarse como que ciertas regiones de la proteina estan mads
desordenadas en el estado criogénico. El punto mas llamativo de esto quizés, es que justamente
las zonas mas desordenadas segun el panel B a temperatura criogénica coinciden con residuos
con minimos relativos de factores B, los que ademas (y como es logico) pertenecen
topologicamente al core de la proteina (véase mas adelante).

Dadas las contradicciones aparentes arriba mencionadas, decidimos calcular Ia
incertidumbre posicional para estos atomos de acuerdo con las ecuaciones 4.1.8.2 y 4.1.8.3
debidas a Cruickshank®'. En el Panel C de la Figura 4.2.6.3.1, se puede observar que los
minimos de las incertidumbres posicionales coinciden en magnitud y niumero de residuo entre los
modelos a temperatura ambiente y nuestro modelo (con un grupo TLS por dominio). Esto si es
un resultado esperado, los sectores que mejor se pueden conocer de la estructura son aquellos
menos moéviles y mas ordenados, tipicamente el core de la proteina. Esos atomos son al menos
tan poco moviles a temperatura criogénica como a temperatura ambiente. Especulamos que en
estas regiones es de esperar que la mayor parte del desorden se deba a desorden estatico
(desorden en la red cristalina o desorden conformacional). Sin embargo, como discutimos, es
escasa la literatura al respecto en el caso de cristales macromoleculares. Cabe resaltar que segun
Schneider, las ecuaciones 4.1.8.2 y 4.1.8.3 permiten calcular estimadores de la incertidumbre
posicional directamente comparables entre distintos modelos pero cuyos valores no estarian en

330

una escala absoluta. La pregunta de rigor que nos realizamos, es: ;como pueden ser

directamente comparables entre distintos modelos y no estar en una escala absoluta?
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El uso de contenciones fuertes de simetria cristalografica y de parametros de TLS afectan
los valores de B;j en forma singular y opuesta (Fig. 4.2.6.3.1, Paneles D-F). Si estudiamos la
correlacion lineal entre los B; del modelo 1AO6 (referencia) y A) los B;i del modelo de T
criogénica refinado con contenciones geométricas, contenciones de SNC fuertes y sin grupos
TLS, y B) los B; del modelo de T criogénica refinado con contenciones geométricas,
contenciones de SNC fuertes y con un grupo TLS por dominio, observaremos que el coeficiente
cuadrado de correlacién lineal es mayor para el caso B que el caso A (4 = 0.795; R’s = 0.850;
no lo mostramos). En la Fig. 4.2.6.3.1, Paneles D al F, se puede comparar los valores de las
diferencias y de diferencias cuadradas entre B; de carbonos alfa de cadenas A y B de un mismo
modelo a la vez: Panel D para 1A0O6, Panel E para nuestro modelo sin TLS y Panel F para el
modelo que incorpora parametros de TLS para 6 grupos en total (uno por dominio). En el Panel
D se puede observar que los cuadrados de las diferencias varian muy poco con el valor de Bi.
Sugio y cols. no usaron contenciones de SNC, pese a que si observaron la existencia de SNC en
la unidad asimétrica.”'® Muy distinto, cuando se aplican contenciones fuertes de simetria no
cristalografica y no se modelan grupos de TLS, puede apreciarse una fuerte reduccion de la
variabilidad de los B; entre cadenas, la cual es mayor cuanto mayor los B; (Fig. 4.2.6.3.1, Panel
E). En el Panel E se puede observar una caida exponencial de la dispersion de B; en funcion de
Bi. En cambio, las diferencias cuadradas recuperan variabilidad aunque no “aleatoriedad” cuando
se incorporan parametros de TLS en el refinamiento (Fig. 4.2.6.3.1, Panel F). El modelado con
grupos TLS como es de esperar segrega poblaciones de 4&tomos en relacion a sus factores B en
tres grupos (como se intenta jerarquizar con 6valos en el Panel F de las Fig. H8). Recordando
que en entre nuestros modelos, los factores B de los modelos refinados sin grupos TLS son

menores que los de modelos refinados con TLS (Fig. 4.2.6.3.1, Panel A), en conjunto, sugieren
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que los B; seran subestimados si usamos contenciones fuertes de SNC, y que estaran mejor
determinados cuando se incorporen parametros de TLS, todo lo que por supuesto, se confirma
cuando se comparan los residuales cristalograficos Rerep y Rw (Tablas 4.2.6.3.2 y 4.2.6.4.1). Es
interesante notar que puede existir cierta potenciaciéon en el refinamiento cuando se usan
contenciones adecuadas de SNC y grupos TLS.

Desde el punto de vista de quien estd usando un programa para refinar un modelo, quizas,
lo més importante en la parametrizacion de grupos TLS sea la definicion de que partes de la
molécula son consideradas como grupos cooperativos en gran medida independientes, capaces de
tener una movilidad de tipo cuerpo rigido. Esto depende fuertemente del conocimiento previo
sobre la molécula. Nosotros seguimos 5 estrategias distintas para definir las identidades de los
grupos (Tabla 4.2.6.3.2): 1) usamos el programa ESCET para analizar las conformaciones de
HSA presentes en 8§ modelos (1AO06, 2BXA, 2130, 109X, 1E7H, 2BXM, 1BJ5, 1E7C)
representativos de distintos estados funcionales de la HSA-SH, apuntando a identificar regiones
invariantes como grupos cooperativos (Figs. 4.2.6.3.2 y 4.2.6.3.3, Tabla 4.2.6.3.2); 2) usando las
opciones de andlisis isotropico o anisotropico que tiene el servidor TLSMD y como imput el
archivo PDB del modelo xxxx™%213 (con B; isotropicos equivalentes totales) resultaron las
definiciones de grupos TLS 2A y 2B presentes en la Tabla HVI; 3) usamos la opcién de 1 grupo
por cadena (definicion 3, dispuesta por defecto en Refmac); 4) definimos grupos de acuerdo con
los dominios de HSA, 1 grupo por dominio (definicion 4A, 6 grupos en total), y 2 grupos por

cadena asociando dos dominios por vez: el I con el II formando un grupo TLS y el dominio III
otro grupo (definicion 4B); II U III + I (definicion 4C); y (I U III) + II (definicion 4D); y por

ultimo, 5) asociamos ambas cadenas como un unico grupo de TLS.
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Figura 4.2.6.3.1.
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Figura 4.2.6.3.1. Analisis de factores B. Panel A. Se muestran los valores refinados de B; para carbonos alfa
a) del modelo reportado 1AO6 que resulta de experimentos a temperatura ambiente (linea roja) y de modelos
refinados en este trabajo, usando distintas estrategias de refinamiento: b) con contenciones geométricas y de
factores B (linea verde); refinamiento con contenciones geométricas y de factores B pero que ademas incluye
la determinacion de parametros de TLS para ¢) dos grupos TLS (linea azul, uno por cadena proteica) y d)
seis grupos TLS (linea negra, uno por dominio). Panel B. Se grafica el cociente de B; sobre B,,, para los
atomos de carbono alfa de los modelos arriba mencionados, usando los mismos cddigos de colores. Panel C.
Se grafica la incertidumbre posicional para los atomos de carbono alfa de los modelos arriba mencionados,
usando para su calculo la ecuacion H4. Los cddigos de colores son iguales a los usados en los paneles A y B
de esta figura. Paneles D, E y F. Comparacion de B; refinados para cada cadena A y B de distintos modelos:
Panel D, 1A06; Panel E, modelo isotropico sin TLS; y Panel F, modelo con parametros de TLS refinados. En
cada panel se muestran las desviaciones (B;* — B;", cuadrados negros) y la raiz cuadrada de las desviaciones
al cuadrado, abreviado del inglés RSD (((Bi* — B;®)®)"% circulos rojos). Las lineas azules son ajustes a
modelos lineales y exponenciales, que sirven solo como guia visual.

Tabla 4.2.6.3.1. Factores B promedio y residuales de refinamiento de distintos modelos de

HSA
Codigo .
Celda*; Simetria y # T** | B doin™ R ) I
PDB ’ avg min w
J cadenas en la celda ® | A | A (Rireo) Refinamiento [0”"(r, Buvy)]
Fecha
58.860 88.280 60.680
1UOR 90.00 101.85 90.00 X-PLOR, B isotropicos atomicos
1992 P 1211 295 23.0 2.8 0.231 7]
2
59.360 96.890 59.240
1BMO 91.04 103.40 74.94 293 407 25 0.207 X-PLOR, B isotropicos atdmicos
1998 P 1 ) ’ (0.292) [0.727 A]
2
59.680 96.980 59.720
1A06 91.07 103.50 75.08 293 485 25 0.218 X-PLOR, B isotropicos atdmicos
1998 P1 : : (0.282) [0.636 A]
2
54.840 55.620 120.270
1E78 81.22 91.08 64.28 298 739 26 0.247 X-PLOR 3.851, B isotropicos atdmicos
2000 ; 1 ’ ’ (0.277) [0.603 A]
TLS 58.880 59.230 95.610 REFMAC, 3 TLS, contenciones fuertes de
XXXX 75.17 87.83 74.20 0.205
213wk P 1 100 71.8 2.3 (0.253) SNC entre cadenas A y B
5 : [0.438 A]
REFMAC, 3 TLS (1 por dominio),
58.880 59.230 95.610 contenciones medias sobre dominio I,
YXXYES 75.17 87.83 74.20 0.199 Fuertes sobre la Cadena Principal y Laxas
269 P 1 100 72.60 2.3 (0.248)  sobre las Cadenas Laterales de dominio II,
2 Fuerte dominio III
[0.429 A]
* (a,b,c;0By)

** Temperatura del experimento de difraccion.
* La méxima resolucion usada en el refinamiento
*#% 213 es el nimero de corrida de REFMAC, y corresponde a un modelo subdptimo, el mejor modelo es el 269.
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Figura 4.2.6.3.2. Clasificacion de modelos de
HSA segin desviaciones en las coordenadas
atomicas. Se incluyeron mas de 50 modelos, y se
usaron como referencias el modelo 1AO6 y un
modelo consenso (ver materiales y métodos).

Figura 4.2.6.3.3. Superposicion espacial de la
cadena A de modelos de HSA de acuerdo con
ESCET. Mediante este andlisis se pueden
distinguir tres cuerpos rigidos principales de la
molécula (de mayor a menor: azul, verde y
celeste) asi como tres grandes regiones flexibles

(rojo).

Los resultados obtenidos se muestran en la
Fig. 42.6.3.4 y en la Tabla 4.2.63.2 y se
discuten mas adelante. Se puede observar que
usando la minimizacion de Rpre CON Rpree —
Rw cercano a 5 % como criterios de bondad
del ajuste, la definicion que arrojé6 mejores
resultados fue la 4A, es decir un grupo TLS
por dominio. Esta definicion (4A) es idéntica
a la que genera el servidor TLSMD cuando se
usa la opcion de andlisis anisotrépico sobre el
PDB que contiene B¢, (con informacion de
grupos TLS). Asi, solo cuando el PDB
contiene informacion de anisotropia, el
servidor TLMSD define los mismos grupos
TLS que nosotros.

El hecho de que una solucion se
distinga del resto por los criterios arriba
sefialados, es un buen indicador de la correcta
determinacion del modelo. Cada grupo de

TLS agrega al modelo 20 parametros, por lo

que la contribucion que el refinamiento con

pardmetros de TLS puede hacer al potencial “sobre-refinamiento” es escasa. La validacion

cruzada del refinamiento cristalografico a través del célculo de la diferencia de residuales de los
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set de reflexiones de trabajo (Rw) y de validacion no usado en el refinamiento (Rgrgg) es la forma
habitual de valorar si existe sobre refinamiento. Menos frecuentemente se lo utiliza para
evidenciar sub refinamiento (frecuentemente debido a sobre contencion). Los cambios en el AR
se pueden ver en el Panel B de la Fig. 4.2.6.3.4. Se puede observar que el modelado con una
definicion adecuada de grupos TLS (nimero y composicion) favorece un refinamiento dptimo
(disminucion de Rpree y Rw con aumento de Rpree — Rw hasta un maximo estable no mayor a 5 %.
Se ha reportado que el uso de refinamiento con grupos de TLS tiende a aumentar los B;,
pero el grado de cambio depende completamente del caso en estudio.*** En el Panel C de la Fig.
4.2.6.3.4 se muestran los cambios en B, y en el error estandar de B; estimado a través del uso

de funciones de maxima verosimilitud en REFMAC (oB;). Aunque oB;j es minimo en ausencia
de grupos de TLS, y maximo usando un grupo de TLS para la unidad asimétrica entera, el oB; se
estabiliza (Fig. 4.2.6.3.4, Panel C) a medida que baja el Rp.. (Fig. 4.2.6.3.4, Panel A). Siendo
oB; un estimador de precision, es independiente del error sistematico (la desviacion con respecto
al verdadero valor de la variable) debido al refinamiento suboptimo de los B; en ausencia de
definiciones adecuadas de grupos de TLS y en presencia de contenciones fuertes de SNC. Notese
que la optimizacion de las definiciones de grupos de TLS resulté en un aumento del B,y del
modelo (Fig. 4.2.6.3.4 y Tabla 4.2.6.3.2). Esto est4 de acuerdo con las desviaciones y los RMSD
de B; entre cadenas que mostramos en los Paneles D-F de la Fig. 4.2.6.3.1. Es importante hacer
notar que los factores B,y y B; que mostramos en las Figs. 4.2.6.3.1 y 4.2.6.3.4 refinados con
grupos TLS son factores B equivalentes (B.q), €s decir son B que conjugan los componentes de
TLS (anisotropico) y residual (verdaderamente isotropico). También es importante mencionar

que las contenciones de factores By de SNC no se aplican al componente de TLS de los Bg, solo
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se aplican al componente residual. Esto ultimo se analiza con mas detalle en el apartado

siguiente.
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Figura 4.2.6.3.4. Uso de grupos TLS en el

refinamiento. Panel A. Residuales cristalograficos de
los modelos refinados usando distintas definiciones de
grupos de TLS (cada definicion se indica junto al punto
que la representa, las denominaciones son las mismas
que se usan en la Tabla HIII). Panel B. Diferencia de
residuales cristalograficos. Panel C. Se representan los
B,y € incertidumbres estdndares de B; para los mejores
modelos en cada categoria de numeros de grupos de TLS
(son los que se representan en azul en el panel B). No se
toma en cuenta la contribucion de las aguas al
componente anisotropico del Byy,.
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Tabla 4.2.6.3.2. Comparacién de resultados de refinamientos usando distintas definiciones de

grupos de TLS *
. Bave Ry AR .
Referencias (error B)) R Definiciones de grupos TLS
(R2) (RrreE) (Rerek - Rw)
1SO 61.02 0.26500 . .
XX?%ZX (14.93) (0.31558) 0.05058 Sin parametros de TLS
74.17 0.21794 1A
XXXX™S (12.84) ’ 0.05053 3 cuerpos rigidos por cadena”, comenzando con B;=B;
246 (0.26847) . -
refinados usando la misma definicién
1B
XXXXTS Zf;?g 0.23537 0.04365 3 cuerpos rigidos por cadena”, comenzando con B; = 20
245 (027902) AZ
TLS 71.58 0.20795 2A1
XXXX (202) (0.25841) 0.05046 2 grupos por cadena (NH,-276, 277-CO5’)
TLS 70.85 0.22688 2A2
XX§§ (2487) (0.26654) 0.03966 3 grupos por cadena (NH,-143,144-536, 537-CO,)
TLS 71.18 0.20902 3
XXE%E( 877 (0.25500) 0.04598 2 grupos (Cadena A, Cadena B)
TLS 71.82 0.20530 4A
XXz%( (1944) (0.25314) 0.04784 3 cuerpos rigidos por cadena (DI, DII, DIII)
69.70 0.20588 4B
XXXX™S 0.0482
228 (1939 (0.25408) 2 grupos por cadena (DI U DII, DIII)
72.55 0.20689 4C
XXXX™S 0.04865
247 (2040) (0.25554) 2 grupos por cadena (DI, DII U DIII)
72.06 0.20902 4D
XXXX™S 0.0489
249 @04 (0.25792) 2 grupos por cadena (DI U DIII, DII)
60.52 0.25578 5
XXXX™S 0.04227
221 (3209 (0.29805) 1 grupo (Cadena A U B)

W Los factores B promedio que aqui se muestran, no toman en cuenta el componente anisotropico de los B de las moléculas de agua, que suma
aproximadamente 32 A> mas.

" grupo 1 = (5-64 U 140-147), grupo 2 = (203-243 U 255-282 U 288-318 U 321-390 U 438-446), grupo 3 = (447-449 U 436-

437 U 404-433 U 489-537 U 558-582).
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4.2.6.4. Optimizacion de contenciones de Simetria No Cristalografica (SNC). Evaluamos
distintas opciones de contenciones de SNC (ver Tabla 4.2.6.4.1 y Fig. 4.2.6.4.1). Se mantuvieron
restricciones fuertes de simetria no cristalografica hasta etapas avanzadas del refinamiento. A
nuestro entender, el sesgo que introdujimos con ello es hacia una estructura promedio entre las
estructuras de la cadena A y B, quizas hacia una estructura mas proxima a la cadena que mejor
definida esté en términos de calidad de la difraccion y de fases iniciales.

La decision sobre cual es el mejor tratamiento para las contenciones de SNC fue dificil de
tomar. Si comparamos el uso de contenciones fuertes sobre cadena principal y cadenas laterales
de ambas moléculas de HSA de la unidad asimétrica (modo de refinamiento F en la Fig.
4.2.6.4.1, Panel A) con el uso de contenciones Fuertes sobre la Cadena Principal (FCP) pero
Moderadas o Leves sobre las Cadenas Laterales (FCPMCL y FCPLCL; Fig. 4.2.6.4.1, Panel
A) observamos que el Rprpg disminuye sustancialmente a pesar de un muy leve cambio del Rw
(sefialado con un o6valo azul). Si se usan contenciones Medias para cadenas principal y laterales
(modo de refinamiento M, se observa una disminucién importante de Rw y una disminucion
sostenida del Rpregp (Fig. 4.2.6.4.1, Panel A), con aumento de AR (Fig. 4.2.6.4.1, Panel B).
También se puede apreciar que las variaciones en los pesos (categorizados por REFMAC en
fuertes, medios y leves) de estas contenciones de SNC no afectan en gran medida (= 2 A?) el
valor promedio de los By del modelo (Fig. 4.2.6.4.1, Panel C), por lo que detalles de este tipo
pasan frecuentemente inadvertidos. Es interesante notar que los By disminuyen cuando el Rrrgg
y el AR aumentan (Fig. 4.2.6.4.1, Paneles A y B; y Fig. 4.2.6.4.2).

Los resultados presentados en los graficos de la Fig. 4.2.6.4.1 indican que no se ha

logrado llegar a un Optimo con las contenciones entre cadenas usadas. Claramente, los peores

129



resultados se obtienen usando contenciones L (leves), se puede observar que el Rerpe y €l AR
alcanzan los valores mas altos (Fig. 4.2.6.4.1, Paneles A y B). Usando contenciones FCPLCL se
obtiene un minimo de AR (Fig. 4.2.6.4.1, Panel B, circulo azul), debido a un ligero aumento de
Ry y una disminucion de Rprge (Fig. 4.2.6.4.1, Panel A, 6valo azul). Usando contenciones M
entre las cadenas, el Rrreg y €l Rw diminuyen ain mas (Fig. 4.2.6.4.1, Panel A, 6valo rojo). Sin
embargo, esto ocurre a expensas de un aumento de AR a un valor mayor a lo esperado (Fig.
4.2.6.4.1, Panel B, circulo rojo). Por tanto decidimos avanzar hacia un modelo més detallado
aun, usando contenciones de SNC entre dominios. LLas combinaciones realizadas buscan
encontrar el grado y la distribucion optima de las mismas en cada dominio y se enfocan en
grados de contencion intermedios entre las contenciones FCPLCL y M aplicadas a las cadenas
completas (Tabla HVII, Contenciones entre dominios I, II y III). En la Fig. H14 se muestra que
se obtiene un minimo global de Rpreg = 24.778 % con un AR = 4.892 % usando las siguientes
contenciones:

e medias sobre el dominio I,

e fuertes sobre la cadena principal y laxas sobre las cadenas laterales del dominio II, y

e fuertes sobre el dominio 111

Esto por supuesto tiene consecuencias sobre las diferencias en las coordenadas de los dominios.
Mientras que los RMSD de superposicion atomica de ambas cadenas A y B de la unidad
asimétrica y de superposicion de los dominios IA y IB; IIA y IIB; y IITA y IIIB son de 0.290,
0.346, 0.120 y 0.094 A, los RMSD de los Beq entre las cadenas A y B y entre los dominios 1A y

IB; IIA y IIB; y IIIA y IIIB son de 7.04, 10.44, 6.79 y 3.87 A”. Los dominios modelados con
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contenciones mas fuertes (dominio III) se parecen mas entre si en términos de pardmetros

atomicos (coordenadas y factores Beq).

Tabla 4.2.6.4.1. Optimizacion de contenciones de SNC en el refinamiento

Bl‘q

W Referencias  (oB,,) g“; Rw Contenciones
(A% (A7) (Rrgree)
XXXX 5 2053
; ILS | x dominio ?,!,jﬁ? 41.28 (g;ggig) Fuertes (apretadas o de alto peso)
b 213 ke
=
= XXXX 72.38 2 0.20516 Fuertes sobre la Cadena Principal y Medias sobre
= LS | x dominio 1951 41.85 e ¥
(5] 236 e ; (0.25279) Cadenas Laterales
]
E =) [.I_le)fdxuﬁmn 73.60 43.07 0.20544 Fuertes sobre la Cadena Principal y Laxas (de bajo
S o . (1253 = (0.25215) peso) sobre las Cadenas Laterales
=]
= XXXX J
.E TLS 1 x dominio ?_j.g}? 43.53 (glg‘:’ig] Medias
= 235 i
[
= XXXX
(3 TLS | % dominio ?‘.‘%PI.‘J:E 43,18 (glg;gg) Laxas
239 -
XXXX
I'LS 1 % dominio ?!2‘-!-?1? 42.43 0.19697 . o A o
260 : (0.25293) Medias sobre dominios I y II, Fuerte dominio 111
XXXX »
= TLS 1 x dominio 72.60 41.40 0.19886 Medias sobre dominio I . Fuertes sobre la
: 169 1i3.42) + (0,24778) Cadena Principal y Laxas sobre las Cadenas
] Laterales de dominio II, Fuerte dominio I1I
- B’
g u_sxf_fﬂffﬁm.. 71.97 40.77 0.20188 Fuertes sobre la Cadena Principal y Laxas sobre las
§ . (19.68) : (0.25265) Cadenas Laterales del dominio I, Medias sobre el
E dominio II, Fuerte dominio I1I
o 9.5.6.6.¢ o
z TLS 1 x dominio 72.18 40.99 0.20262 Fuertes sobre la Cadena Principal y Laxas sobre las
= 263 (12:19) E (0.24942) Cadenas Laterales de dominios I y II, Fuerte
b dominio II1
-]
= D
-2 XXXX 71.95 0.20264 Fuertes sobre la Cadena Principal y Laxas sobre las
= s f"““"”“‘ (19.26) 40.76 (0'54;4?] Cadenas Laterales de dominios I y I, Fuerte sobre
e a7 ' la Cadena Principal y Medias sobre Cadenas
S g
&) Laterales de dominio I11
E
N 2(|)SJX£§H| ';?}{4}! 4187 0.19703 Medias sobre dominios [ y II, Fuerte sobre Cadena

155

(0.25288)

Principal y Laxa sobre Cadenas Laterales de
dominio 11

* B residual (sin componente de TLS)

W Los factores B promedio que aqui se muestran, no toman en cuenta el componente anisotropico de los B de las moléculas de agua, que suma

aproximadamente 32 A% mas.
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en las abscisas de ambos graficos tienen los siguientes significados: F, contenciones Fuertes; FCPMCL, contenciones
Fuertes entre Cadenas Principales y Medias entre Cadenas Laterales; FCPLCL, contenciones Fuertes entre Cadenas
Principales y Laxas entre Cadenas Laterales; M, contenciones Medias; L, contenciones Laxas. Panel A. Cambios en
Rrree Y Rw con distintos modelos de contenciones de simetria no cristalografica en el refinamiento. Notese que es un
grafico de doble eje de ordenadas, los valores de Ry se leen en el eje de la izquierda y los de Ryggg en el azul (derecha).
Panel B. Cambios en AR. Panel C. B,,, y 6B, refinados con distinas contenciones de SNC. Panel D. Componentes

residual (isotropico) y de TLS de B,,, (B¢q promedio), sin tener en cuenta la contribucion de las aguas al componente de
TLS (TLSO).
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Figura 4.2.6.4.3. Resultados de la evaluacion de distintas formas de contencién entre dominios. Las etiquetas en las

abscisas de ambos graficos tienen los significados detallados en la Tabla H92. Panel A. Rprgg, Rw y AR con distintos
modelos de contenciones de simetria no cristalografica en el refinamiento. Notese que es un grafico de doble eje de
ordenadas, los valores de Rrrgg v Rw se leen en el eje y de la izquierda (que tiene un corte) y los AR en el azul se leen en
el eje de la derecha). Panel B. B,,, y oB; refinados con distinas contenciones de SNC.
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Figura 4.2.6.4.4. Modelo estructural
de HSA-SH vy los sitios de union a CI'.
Se representa la cadena A junto con las
moléculas de agua (esferas rojas) y los iones
cloruro (esferas verdes) modelados. Se sefala
con flechas la posicion aproximada de los
iones  cloruro. Las  representaciones
secundarias asociadas A, B y C muestran
detalles comparativos entre los sitios de
union a cloruro en las cadenas A y B. Se
puede observar que el sitio A entre los
dominios I y IIT es el que presenta cambios
mayores en la configuracion de las cadenas
laterales, lo que se debe probablemente a la
baja ocupancia de i6n cloruro o la sustitucion
del mismo por una molécula de agua (en
r0j0)
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Tabla 4.2.6.4.2. Tabla cristalografica para nuestro modelo criogénico de
(HSA-SH),(CI)6

Condiciones Experimentales

Temperatura (K) 100
Longitud de Onda (A) 1.0809
Indexado y procesamiento de datos

Programas iMosflm y Scala
Grupo de espacio P1
abc(A) 58.9 59.2 95.6
o B (grados) 752 87.8 74.2
Resolucion de los Datos 30-23(24-2.3)
Reflexiones Medidas 54717
Multiplicidad 2.6 (2.6)
Completitud (%) 93.1 (95)
Moléculas por Unidad Asimétrica 2
Estimacion del B, segiin Grafico de Wilson 493

2 .
(A

Solucién de la Estructura®
Programa AMoRe
Modelo de Bsqueda 1A06
Refinamiento
Programa Refmac 5.5.0109
Refinamiento con Contenciones (incluyendo
Procedimiento contenciones de SNC) de Maxima Verosimilitud
(MV) con parametrizacion TLS

Resolucion (A) 255-23
Definicion de Grupos TLS res 2-199; 200-389; 390-582 (+ aguas unidas)
Rerist [N reflexiones] 0.199[48633]
Rpree [N° reflexiones] 0.248[1009]
FOM 0.825
RMSD longitud de enlaces (A) 0.019
RMSD angulos (grados) 1.684
B (B equivalente, A% 72.6
By, residual (A%) 41.4
ESU factores B basado en MV (A?) 19.224
ESU coordenadas basado en MV (&) 0.209
Atomos proteicos (sin H) 9234
Moléculas de Agua 228
Aniones Cloruro 6

Construccion del Modelo

Programas Coot v 0.6-pre-1
1AO6 (residuos 5-582) + Ruido blanco (0.4 A) + B
=49.3 A% (de Plot de Wilson)

Modelo Inicial

Validacion
Programas Coot v 0.6-pre-1
Outliers en el Grafico de Ramachandran (%) 1.23
Residuos en Regiones Permitidas del Grafico 342
de Ramachandran (%) '

8 El RM con modelos derivados de HSA en complejo con lipidos (222) Wardell, M.; Wang, Z.; Ho, J. X.; Robert, J.; Ruker, F.; Ruble, J.;
Carter, D. C. Biochemical and biophysical research communications 2002, 291, 813., pese a ser el de mayor resolucion disponible, ofrecid
dificultades (multiples soluciones de baja correlacién). El modelo de busqueda que resultd efectivo derivo del modelo 1AO6. (210)

Sugio, S.; Kashima, A.; Mochizuki, S.; Noda, M.; Kobayashi, K. Protein Eng 1999, 12, 439. Resultaron dos soluciones bien
diferenciadas del resto, con CCr = 0.372 y 0.344 (rotacion), CCr = 0.369 y 0.624 (traslacion) y CCy = 0.624 y 0.624 (ajuste).
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4.2.6.5. Definicion y analisis de sitios de unién para aniones cloruro. La optimizacion del
refinamiento con contenciones geométricas, de factores B y de SNC, y la parametrizacion de
grupos TLS permitieron el posterior modelado de 6 iones cloruro que cocristalizaron unidos a las
dos moléculas de HSA presentes en la unidad asimétrica. Estos iones CI se distribuyen en forma
asimétrica como se detalla mas adelante. Los iones cloruro fueron agregados a la solucion madre

190
Acorde con

en forma de NaCl porque es conocido que estabilizan a la forma nativa de la HSA.
ello, observamos que su presencia en el licor madre (50 - 100 mM NaCl) previene la
precipitacion de la proteina en la gota colgante (aprox. 60 mg/mL, concentracion inmediatamente
luego del mezclado) y favorece la separacion de fases liquidas, a la vez que proporciona
muestras monocristalinas de mayor tamafio y mejor calidad de difraccion.

La posible presencia de aniones cloruro en el cristal de HSA-SH fue advertida durante la

: s 325,345
validacion del modelo con Coot™™

y varias observaciones soportan la asignacion atdémica
realizada de las densidades electronicas correspondientes. Si se hipotetiza que son moléculas de
agua, luego del refinamiento estas aguas hipotéticas se diferencian del resto por Beq bajos. Los
B.q de estas moléculas de agua son significativamente menores que los 4tomos circundantes que
las unirian a la proteina. Las densidades electronicas a 1 sigma de contorno son de gran volumen
(mayor que para aguas verdaderas). Ademas, se observan diferencias de densidades electronicas
positivas en mapas Fo - Fc usando contornos de densidad electronica entre 2.5 y 3 sigmas pese a
haber ocupado dichas posiciones con atomos de O. Todo esto se puede explicar por la diferencia
en nimero de electrones del &tomo de cloro (17 €) respecto del &tomo de O (8 ¢).

Los sitios de union que asi se definieron presentan varios residuos con carga positiva

agrupados, grupos proteicos polares y moléculas de agua bien dispuestos para interaccionar en

forma electrostatica con los iones Cl'. Todos los aniones de cloruro fueron refinados con una
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ocupacion de 1, dando lugar a factores B; promedio BanCI' = 83.7 A lo que esta 18.22 A? por
encima del B,y los de los dtomos vecinos (65.5 Az) y 7.6 A? del By, para todos los 4tomos del
modelo (76.1 A?). Esta diferencia es comparable a valor estimado el desvio estandar
(incertidumbre) en los factores B: oB; = 17.3 A”. Los seis CI” estan unidos en forma asimétrica
como ya mencionamos y pequefios cambios conformacionales locales y concertados (varios
residuos) forman parte de la asimetria, como se detalla a continuacion. Exceptuando un sitio, los
aniones CI” se unen a sitios bien conocidos de union a farmacos.'****"**’

En el modelo a temperatura ambiente 1E78 (60 HOH, A, = 2.6 A, Rw =0.247, Rerge =
0.277, )**® y en el modelo a temperatura criogénica 3JRY (458 HOH, Amin = 2.3 A, Rw = 0.212,
Rrree = 0.268)** se puede encontrar moléculas de agua en la posicién que los iones cloruro
modelados por nosotros ocupan en los sitios de Sudlow I y II (no se muestra). No hemos
encontrado evidencias de moléculas de agua en el sitio de union a Cl” entre los dominios [ y III
en ningiin modelo reportado. El modelo reportado por Sugio y cols. (1A06)*"° presenta muy
pocas moléculas de agua y ninguna ocupa sitios de unién a CI'. Los reportes previos no hacen
mencion especifica a la inclusion de CI” en la condicion de cristalizacion, pero tampoco se

menciona como se prepararon la proteina ni los amortiguadores de pH de fosfato."
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Tabla 4.2.6.5.1. Informacion sobre aniones CI y su union a la proteina en el modelo

depositado (codigo PDB 4EMX)’

Atomo mas cercano

Sitio Beq (A%) (distancia, A)
[A Begy A7)
Interdominio, NZ Lys190 y Lys 432
cadena A 98.7 (3.16 y3.10)
[2.82y 10.06]
Sitio m Sudlow I, N2 His242
cadena A 67.6 (2.84)
[25.63]
iti OH Tyr150 y NE Arg257
fﬁngasﬁl dlowt 78.41 (2.78 y 3.47)
[27.67 y 9.29]
Sitio v Sudlow I, Lys199
dena B 84.2 (3.1)
e [38.54]
OH Tyr411 y OG Ser489
Sudlow II, cadena A 92.77 (3.07y 3.47)

[23.91 y 23.08]
OH Tyr411 y OG Ser489
Sudlow II, cadena B 80.48 (2.83y 3.05)
[10.43 y 10.77]

Sitio m, medio; sitio p, piso; sitio Vv, vestibulo.
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4.2.6.5.1. Sitio de union a cloruro entre los dominios I y IIl. Un i6n cloruro es modelado en la
interfaz entre los dominios I y III de la cadena A. En cambio, no hay evidencias de Cl unido a la
cadena B en similar localizacion. El sitio de unidn incluye tres residuos cargados positivamente
aportados por el dominio I: Lys 190 (NZ, 3.1 A); Argl14 (NHI y NH2, 7.0y 6.9 A) y Argl86
(NHI, 6.2 A). El Asp187 (OD1, 5.3 A) pertenece funcionalmente al sitio, donde interacciona

fuertemente con la Argl86. El domino III también contribuye tres residuos con cargas positivas:

Figura 4.2.6.5.1.1. Sitio de unién a cloruro
entre los dominios I y III. Un i6n cloruro es
modelado en la interfaz entre los dominios I y
111 de la cadena A.

Lys 432 (NZ, 3.6 A); Arg428 (NH1, 4.4 A) y Lys 519 (NZ, 5.6 A). Al menos dos grupos polares
estan presentes, la Asn429 (ODI1, 5.2 A) y una molécula de agua que es modelada en cierta
cercania (HOH 88, 6.3 A). El uso de herramientas bioinformaticas de célculo de energia de union
disponibles en la web,**® mostraron que una parte significativa de la escasa energia de union
entre estos dominios se debe a este sitio de unioén a cloruro (no se muestra). En la Fig. 4.2.6.4.4
mostramos una vista panoramica de la molécula de HSA (cadena A, en cartoon y superficie
molecular parcialmente transparente), con el i6n cloruro interdominio en color verde (flecha) y
moléculas de H,O en forma de esferas rojas. En el Panel A de la Fig. 4.2.6.4.4 y en la Fig.

4.2.6.5.1.1 se muestra con mas detalle el sitio, destacandose la escasa asimetria presente entre la
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cadena A que tiene Cl unido en este sitio entre dominios, y por otro lado, la cadena B que no lo
presenta. Se puede observar que dicha asimetria afecta principalmente al dominio I, lo que es
esperable ya que se usaron contenciones fuertes (F) de SNC entre los dominios III de las
cadenas A y B, y contenciones medias entre los dominios I. Este Cl seria el mas 1abil de los 6
unidos a la HSA-SH, ya que presenta mayores B.q (~ 100 A?), exposicion al solvente
desordenado y distancias de coordinacion. Es importante aclarar que no modelamos la ocupacion
parcial de este u otros sitios de union a cloruro, preferimos dejar que los factores By y las
coordenadas se refinaran asumiendo ocupacion de 1 porque pensamos que a esta resolucion y
con la interferencia de las contenciones de SNC seria muy dificil distinguir entre ambas

opciones.

4.2.6.5.2. Union de CI en el sitio de Sudlow I de la cadena A. Ambas cadenas presentan iones
CI" ocupando en forma distinta el sitio de Sudlow I (Fig. 4.2.6.5.2.1). El i6n CI” que ocupa el sitio
de unidn a farmacos de Sudlow I en la cadena A esta fuertemente unido a la His242 (NE2, ~2.9
A), en una posicion que dimos a llamar media (m) (Fig. 4.2.6.5.2.2, Panel A). De los 6 iones CI°
modelados este es el que tiene menor Beq (64.3 A?), en relacién con el bajo B de la His242
(NE2, 43.3 A?), y es el tnico que no tiene superficie expuesta al solvente, ya que moléculas de
agua estructurales lo protegen del solvente desordenado. Otros residuos con carga positiva que
participan de la unién son Lis199 (NZ, 4.8 A) y Lis195 (NZ, 5.9 A), pertenecientes al dominio I.
Mas distantes se encuentran residuos positivos del dominio II Arg257 (NH2, 6.5 A) y Arg222
(NHI, 6.8 A). La Tyr150 se halla relativamente distante (OH, 4.1 A) unida a una molécula de
agua (HOH 36, 3.02 A). Ademés del i6n CI', el sitio esta ocupado por 10 moléculas de agua. El

anion CI', dos HOH directamente unidas al i6n cloruro formando un angulo de 104 °, y otras dos
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Figura 4.2.6.5.2.1. El sitio de unién de Sudlow I contiene 1 o 2 iones cloruro. Mientras sitio de unién a

farmacos de Sudlow II parece albergar a un solo anion cloruro (Fig. H2, panel ¢ y Fig. HS), el sitio de Sudlow I (de

mayor complejidad y tamafio) puede alojar un C1" (Cadena A, Panel A) o dos Cl (cadena B, Panel B).
moléculas de agua, forman en conjunto un pentagono bastante regular, sugiriendo quizas una

clave de por qué este sitio es capaz de unir moléculas organicas aromaticas polares, entre ellas

Prodan.

4.2.6.5.3. Sitio de union de Sudlow I, cadena B. Dos iones CI” se modelaron en el sitio
de union de Sudlow I de la cadena B (Fig. 4.2.6.5.2.1, Panel B). Uno ocupa una posicion
expuesta en el vestibulo (v) del Sitio de Sudlow I (Fig. 4.2.6.5.2.2, Panel B). A esta
configuracion la llamamos V', usando el superindice para afirmar que el sitio esta ocupado, 1; o
libre, ~0), en forma electrostatica unido a la Lis199 (NZ, 3.1 A), Lis195 (NZ, 4.2 A), Arg222
(NH2 y NH1, 5.2y 5.3 A). Mas distante se halla la Arg218 (NH1, 6.5 A). Como se muestra en
el Panel B de la Fig. 4.2.6.5.2.2, el otro ién CI” estd en una configuracion que llamamos p',
fuertemente unido a la Tyr150 (OH, 2.8 A) en el interior del sitio de Sudlow I, donde también

interacciona fundamentalmente con la Arg257 (NE, 3.6 A) y menos con la His242 (NE2, 4.8 A).
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Figura 4.2.6.5.2.2. Entrada al sitio de Sudlow I

y sitios de union de CI.. Sitio de unién de Sudlow I
de la cadena A (Panel A) y de la cadena B (Panel
B). Se muestran las superficies moleculares
transparentadas de las cadenas A y B en gris, de los
iones CI” en verde y de las moléculas de agua en
rojo. Los iones Cl se muestran como esferas
pequeiias y residuos seleccionados como lineas
gruesas. Los sitios de union se denominan p (por
integrar el piso), m (por medio) y v (por vestibular).

Estas dos formas de union de iones CI™ (v°
m' p°, con 5 moléculas de agua ordenas, cadena

0 1

A; y v m® p', cadena B) parecen ser

isoenergéticas, ya que practicamente no se

observan cambios conformacionales en la
proteina, y claro estd, ambas formas de union
coexisten en el mismo cristal. El cambio
conformacional mas notorio entre las cadenas A y
B, asociado a la forma de union de iones CI es el
leve desplazamiento de la Lys 195 hacia fuera del
sitio cuando un unico CI” (unido fuertemente a la
His242) y 10 moléculas de agua (4 de ellas
unidas al CI) ocupan el sitio, alejandose del
Glu292 (7.13 vs 6.18 A); y acercandose al
oxigeno peptidico del residuo de Ala 291 (4.76 vs
534 A). Adaptaciones estructurales que
involucran a este residuo (Lys 195) se pueden
encontrar en varios modelos que muestran la

union de farmacos del sitio de uniéon de Sudlow L.

En algunos casos se puede observar que el NZ de

la Lys 195 pasa a interaccionar en forma electrostatica con el ligando (2BXH). Algo similar

ocurre cuando dos iones CI se unen al sitio de Sudlow 1. La Lys 195 interacciona (4.2 A) con el

CI que se ubica en la entrada al sitio.
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Las posiciones Vv (vestibular), m (media) y p (piso) no se podrian ocupar todas a la vez, es
decir el estado (s' m' p') es energéticamente prohibido. Es probable que los estados
“isoenergéticos” demostrados (s' m° p') y (s m' p%, sean de menor energia que los estados
mono ocupados (s' m® p°) y (s° m® p') a las concentraciones de proteina y NaCl empleadas. Los
estados di ocupados (s' m' p°) y (s° m' p') serian también muy poco probables. Estos resultados
son pistas importantes de como ocurre el transporte de Cl” hacia dentro y fuera del sitio de
Sudlow I y sobre las formas de unidon de aniones y otras moléculas. Los resultados también
indican que el tiempo de estadia de moléculas de agua en el sitio y el orden de las mismas es

mayor en el estado (" m'p°).

4.2.6.5.4. 16n cloruro unido a Tyr411 y Ser 489 en el sitio de union de Sudlow II. En el sitio
de Sudlow II de las cadenas A y B modelamos un
-

anion cloruro unido fuertemente a la Tyr411 (OH, =

2.8 A, cadena B) y la Ser 489 (OG, 3.0 A, cadena

B). Los residuos positivos de la Arg410 (NH1, 4.4

*' ' \\ * A, cadena B) y Lys 414 (NZ, y 4.4 A, cadena B)
\ participan de la union. Modelamos dos moléculas

v ’ . ;y HOH 17, 3.83 A
de agua (HOH 215, 3.56 A; y HO 7, 3.83 A)

asociadas a la cadena B, pero no a la cadena A cerca

Figura 4.2.6.5.4.1. Forma de unién de Cl-enel  del i6n cloruro.
sitio de Sudlow II.
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4.2.7. Estudios de comparacion conformacional usando ESCET de los modelos

de HSA criogénico y a temperatura ambiente de la forma apo y en complejo

con ligandos del sitio de Sudlow 1.

4.2.7.1. Comparacion de la conformacion del esqueleto principal. La comparacién estructural

de dos modelos cristalograficos que representan diferentes estados funcionales y/o fisicos de la

misma proteina puede parecer facil si grandes diferencias conformacionales son detectadas por

Figura 4.2.7.1.1. Superposiciéon estructural
de los modelos de HSA-SH a temperatura
criogénica y ambiente seguin ESCET. El
programa ESCET calcula distancias entre pares
de atomos A y By A’ y B’ equivalentes en los
modelos, estima de acuerdo con Cruickshank la
incertidumbre posicional de las respectivas
coordenadas, para establecer si las diferencias
en las distancias A-B y A’-B’ son
estadisticamente significativas. Las regiones de
la proteina coloreadas de azul fueron
catalogadas como zonas sin  cambios
confromacionales significativos. Las zonas
rojas, son zonas evaluadas como flexibles, y la
zona en verde, fue detectada como un cuerpo
rigido secundario. Para estas comparaciones se
aceptaron cambios como significativos usando
un nivel de confianza de 95 % (a = 0.05).

inspeccion visual simple. Dado que los modelos
cristalograficos contienen errores en las coordenadas
atomicas, la precision de las mismas debe ser
inmediatamente considerada si cambios estructurales
sutiles estan en juego o si el objetivo es evaluar
pequefios cambios internos de un cuerpo rigido que
ocurren en combinacion con cambios a gran escala en
la estructura terciaria o cuaternaria de la proteina.**"
352

Estos problemas son tipicos de la investigacion de

fenomenos alostéricos, como los que nosotros

estudiamos. El estudio de la incertidumbre sobre la
posicion atomica cobra también importancia obvia
cuando se decide emprender estudios de disefio de
farmacos basados en la estructura.’>>>>® Recurrimos

28-
T3 8-330

al programa ESCE (ver seccion de métodos al
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respecto) como una aplicacion de la teoria de prediccion de la incertidumbre posicional de
Cruickshank.*!

La comparacion de coordenadas atomicas con ESCET muestra que los modelos 1AO6 y
1BMO no difieren significativamente de nuestro modelo si se establece un intervalo de confianza
para la diferencia de las medias de 2.25 desviaciones estandar o superior (Fig. 4.2.7.1.1). Sin
embargo, si se disminuye la exigencia y la sensibilidad es mayor se puede observar que la
excitacion térmica (ndtese que estamos atribuyendo las diferencias entre modelos criogénico y a
T ambiente, a la temperatura solo) parece determinar pequefios cambios (zonas flexibles, en rojo,
cuerpos rigidos, en verde y celeste) en el dominio I subdominio A con alta preferencia con
respecto al DIl y III y que los cambios en DII son mas pequefios pero también limitados a
subdominio ITA (Fig. 4.2.7.1.2, Paneles A, B y C). De acuerdo con esta comparacion de nuestro
modelo criogénico (XXXX) y los de temperatura ambiente (1AO6 y 1BMO), los tres dominios
homologos de la HSA presentan diferencias en el patron y ntimero de puentes disulfuro que
favorecen la movilidad del dominio I (5 puentes disulfuro vs. 6 de los dominios II y III). La
forma de la curva de ajuste indica que estos fendmenos son de cardcter cooperativo. Estos
resultados se pueden entender teniendo en cuenta la estructura del subdominio de [A en
comparacion con el subdominio ITA (Fig. 4.2.7.1.2, Paneles B y C, respectivamente). Esta parte
del dominio TA es menos ordenado, mas flexible, en comparacioén con las regiones similares en
los dominios II y III lo que resulta en cambios térmicos inducidos en la conformaciéon de mayor
magnitud que los cambios en los dominios I y III. El hecho de que se produzcan cambios
similares pero de menor magnitud se producn en el dominio II podria ser tambien consecuencia
de la estabilizacion del dominio II por la interaccion de superficies con los dominios I y III, que

estan en parte involucrados en el montaje del sitio de uniéon de Sudlow 1.
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Figura 4.2.7.1.2. Pequeiios cambios conformacionales en los dominios IA y ITA asociadas a la excitacion
térmica en cristales apoHSA. Comparacion de los modelos de temperatura criogénica (XXXX) y ambiente
(1AO6) usando ESCET. Panel A y su Inserto. La sensibilidad del analisis con ESCET fue variada ajustando
el parametro “lolim” entre 2.25 y 1 sigma. Si se realizan evaluaciones con o < 0.05, muy pocos residuos son
considerados como parte de un cuerpo rigido secundario, con un intervalo de confianza de 1.8 oAd
aproximadamente 25 residuos del subdominio A estan en esta condicion (Inserto, sector de color verde), pero
ningun residuo de los dominios II escapa al cuerpo rigido principal (Inserto, sector azul mayoritario). Las
lineas representan las curvas de mejor ajuste a una ecuacion de Boltzmann. Paneles B y C. Los dominios I
(Panel B) y II (Panel C) de acuerdo con el modelo 1AO6 fueron superpuestos utilizando el programa PyMOL y
se presentan por separado. Se puede apreciar la similitud estructural de los dominios I y II, pero también se
puede notar que la mayor diferencia estructural reside justamente en el sector térmicamente mas labil del
dominio IA (sefialado con 6valos). Este sector presenta un patron de puentes disulfuro distinto. El Dominio TA
carece de un puente disulfuro en esta region, el que esta presente en los otros dos dominios (II y III).
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Los modelos disponibles al momento de esta tesis de complejos de la HSA-SH con ligandos
ocupando el sitio de Sudlow I son de baja resolucion (2BXB, 2BXC y 2BXD, 3.2, 3.1 y 3.05 A).
Dejando esto de lado por un momento, la comparacién estructural de los modelos a temperatura
ambiente de la apoproteina y estos complejos brinda resultados globales similares en magnitud
pero sustancialmente distintos en calidad: Se detectan cambios muy sutiles en la conformacion
de los dominios I y II, fundamentalmente localizados en zonas desordenadas del domino I y en el
sitio de union de Sudlow I, particularmente a nivel de la Tyr150 y la Alal51, mientras que se

verifica la separacion del dominio III como cuerpo rigido del resto de la molécula (Fig.

42.7.1.3).

>

200 ~
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# Domain | residues

m Domain |
A Domain Il
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cut-off o (A)

Figura 4.2.7.1.3. Comparacion de la conformacion del esqueleto principal (carbonos alfa) de modelos
de apoHSA y HSA en el complejo con ligandos del sitio de Sudlow I a temperatura ambiente. La
comparacion de los modelos de RT de apo-HSA (1AO6 y 1BMO) y los complejos de la HSA (2BXB,
2BXC y 2BXD) se llev6 a cabo como en la Fig. 4.2.7.1.2. Panel A. El nimero de residuos en cada dominio
que parecen cambiar de conformacion después de la union del ligando de acuerdo a ESCET se representa
en funcion de la amplitud del hemi intervalo de confianza expresada en sigmas de la diferencia de
distancias. La mayoria del DIII sufre una rotacion y separacion en relaciéon al resto de la molécula. Sin
embargo, los cambios en los DI y DII son muy sutiles y afectan a un nimero limitado de residuos,
incluyendo principalmente los directamente involucrados en la union del ligando. Panel B. La figura
muestra que hay pequefios cambios asociados con la union del ligando en este sitio de union (residuos de
color rojo, corte = 0.8 o).
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4.2.8. Nuevo método de comparacion de factores B

Para poder comprender el fendémeno alostérico en estudio, comparando nuestro modelo
con otros de interés, recurrimos también a la comparacion de factores B. Considerando que se
acepta que la comparacion directa de factores B entre distintos modelos es al menos engafiosa,
luego de observar que los factores B de nuestro modelo a temperatura criogénica fueron
inesperadamente mayores que los factores B de modelos de la HSA-SH de cristales a
temperatura ambiente (Fig. 4.2.6.3.1, Panel A), y dado el fracaso de otros métodos de
comparacion de factores B (Fig. 4.2.6.3.1, Panel B), emprendimos la tarea incierta de desarrollar
un nuevo método de comparacion de factores B. El nuevo método propuesto se basa en los
trabajos previos de Cruickshank®' y Read.”” El método se inspira en tres observaciones
principales interrelacionadas:

1) Hemos podido observar (Fig. 4.2.6.3.1, Paneles A-C) que la comparacion de las

331

incertidumbres posicionales o(r,i)”" permite reconciliar los resultados cristalograficos con la

. . , 4 _ . ., .
fisica de los cristales de proteinas.”>*>****>3>% Schneider reconocio el potencial de o como

estimador no sesgado de la incertidumbre posicional de atomos,**® la cual seria funcion de los
factores B atomicos (ec. 4.1.8.1 y 4.1.8.3). Nosotros entendimos que en las ecuaciones de
Cruickshank esta la clave (la informacién necesaria) para poder poner en una escala comun los
factores B de dos (o mas) modelos distintos, algo que ni Cruickshank ni Schneider parecen haber
advertido.

2) Como veremos en mayor detalle y generalidad en breve, los resultados presentados en
las Figs. 4.2.6.3.4 a 4.2.6.4.3 nos llevaron a pensar que una fuente frecuente de error en los
modelos cristalograficos incompleta o errdneamente refinados es la subestimacion de los factores

B, lo que se acompaiia naturalmente de valores altos de Rgree. Téngase en cuenta que el Rpreg
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360361 Dicho de otra forma, estamos

traduce inexactitudes (sesgo) en las fases del modelo.
proponiendo que en etapas relativamente avanzadas del refinamiento de un modelo
cristalografico cualquiera se debe esperar un aumento de los B atdmicos y del B,y del modelo.
Como corolario, un modelo A refinado de forma que acuerde mejor con los datos podré tener
B,y mas altos que otro modelo A’ con mayor Rrreg (0 Rw) sin que ello implique menor precision
de A, si no que por el contrario, se estard frente a un modelo A mas exacto, con coordenadas y
factores B mejor determinados que A’.

3) El reconocimiento cabal del concepto ampliamente aceptado de que los valores de los
factores B; pueden verse aumentados por errores del modelo en las posiciones atomicas’®,
ejemplifica la forma intrincada con que se relacionan los errores en las coordenadas (producto
por ejemplo de un refinamiento o modelo incompleto) y el desorden real del cristal, una relacion
que como veremos ha sido mejor descrita por Read.””” Dicho de otra forma, a todo efecto
practico, la incertidumbre posicional que deriva de la ecuacion 4.1.8.1 no desglosa (como no lo
hacen los propios factores B) los distintos componentes de la falta de informacion posicional que
se estd estimando, ergo, el punto 1 se confirma: si es cierto que los J(’fg son comparables entre

324,331,363-364

modelos como lo afirman varios autores, es cierto que la informacidn necesaria para

poner en una escala comun los factores B de dos modelos ha de estar contenida en la ecuacion
4.1.8.1.
A continuacion abordaremos en mas detalle las tres observaciones interdependientes que

mencionados arriba, aunque no en el mismo orden en que se presentaron.
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4.2.8.1. Correlacion negativa de Bavg con Rgrgg y subestimacion de B; por refinamiento

incompleto o inestable.

El objetivo del refinamiento es minimizar los errores del modelo, disminuir su
incertidumbre, sabiendo que cierto nivel de error sera al final irremovible.”® Cuando detener el
refinamiento es una de las preguntas que el cristalégrafo debe resolver caso a caso.
Consideramos la aproximacién lineal (ec. 4.1.8.3) propuesta por Peters-Libeu y cols.’* y por

330

Schneider’™ a la teoria de prediccion de errores estandar posicionales desarrollada por

Cruickshank desde los afios 50.%*!

free™ min

oni =3(N, I, B—Bi CR. d (4.1.8.3)

avg

Esta ecuacion establece que existe una relacion directa entre la incertidumbre posicional del
atomo i y el valor de B;. A los efectos de la teoria propuesta por Cruickshank (en particular, de la

expresion 4.1.8.3), el cociente N,/n,, (N° de parimetros'’/N° de observaciones'') puede

disminuir y con ello la incertidumbre, solo si se usan mas datos (ejemplo: se realiza una nueva
colecta de datos, de forma de que ciertas reflexiones no registradas en la colecta previa ahora
estan contempladas) o si se disminuye el numero de pardmetros (por ejemplo: se abandona el

refinamiento de B atéomico y se pasa al refinamiento de B por residuo).'? En forma similar, la

1"N° de parametros = [(3 coordenadas + Factor B)x9377 4tomos = 37508]

"' N° de observaciones = 48633

12 Sin embargo, cabe aclarar que otras ecuaciones similares a H11 que usan Ry y no Rpggr también pueden verse afectadas por el

uso de contenciones. (331) Cruickshank, D. W. Acta crystallographica 1999, 55, 583. Desde el punto de vista

estadistico, la inclusién de nuevas contenciones o constricciones debe verse como una disminucion efectiva del nimero de

parametros. Sin embargo, desde el punto de vista del refinamiento, los programas toman las contenciones como observaciones.
(366) Tickle, L. J.; Laskowski, R. A.; Moss, D. S. Acta crystallographica 1998, 54, 547 (367) Tickle, 1.
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Figura 4.2.8.1.1. Grifico de B,,; vs Rpree para modelos

de HSA tomados de la PDB. Se usan datos tomados de la
PDB provenientes del refinamiento originalmente
reportado por los autores de los modelos. Se usaron los
modelos de HSA que no presentan grandes cambios
conformacionales con respecto a nuestro modelo (cristales
con grupos de espacio P1 y P21, obtenidos a partir de
datos colectados a T ambiente, refinados sin grupos TLS).
Se excluyeron modelos a temperatura criogénica y
modelos de HSA saturada con acidos grasos. Se incluye
para referencia, los datos correspondientes a nuestro
modelo. La linea roja se ajusta a los modelos con minimos
Baye para todo Reggge. La linea negra gruesa ajusta a todos
los puntos (excluyendo nuestro modelo a temperatura
criogénica).

completitud C y dnin, tipicamente no
dependen del refinamiento. De acuerdo con
la ecuacion 4.1.8.3, no hay dudas de que
durante el refinamiento la incertidumbre del
modelo disminuye debido cambios en el
Rprep. Sin embargo queremos hacer notar
que ademds de cambios en el Rprpg, el
refinamiento se acompafia de cambios
sistematicos (una disminucion) en el inverso
de Bayg (1/Bayg, ver Fig. 4.2.6.4.2). Esto es
importante porque sugiere una razoén (entre
otras) por la que los factores B de nuestro
modelo son mayores que los B del modelo
de referencia del cristal a temperatura

ambiente. De acuerdo con esto, nuestro

modelo no solo tendria menor Rrreg, menor incertidumbre posicional, sino también mayor Baye

por el solo efecto de un mejor acuerdo del modelo con las observaciones.

La Fig. 4.2.8.1.1 intenta corroborar como un fendmeno general entre modelos de HSA, la

hipdtesis de que cambios en Reree Y Bayve se correlacionan en forma negativa. En la Figura

4.2.8.1.1 se puede observar que al igual que lo que observamos durante el refinamiento de

nuestro modelo, existe una correlacion negativa entre Ba,, Yy Rrree €n este set de datos de

J.; Laskowski, R. A.; Moss, D. S. Acta crystallographica 2000, 56, 442. En cualquier caso, vale aclarar que el uso que hemos
hecho de grupos TLS tiene un efecto despreciable sobre este cociente.
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modelos de HSA. Si bien existe cierta correlacion negativa, esta es mas fuerte para un subset de
modelos que se caracterizan por poseer los valores minimos de B,y para todo Rgree cuando son
comparados con el conjunto de modelos. Notese que la pendiente en de la linea roja en la Fig.
42.8.1.1 (-1042 + 74 A?) tiene un valor en el orden al hallado en para el caso del uso de
contenciones de SNC en el refinamiento de nuestro modelo (-1811 + 74 A?).

En la Fig. 4.2.8.1.2 mostramos los resultados obtenidos al intentar la generalizacion para
modelos cristalograficos de otras proteinas. El analisis de los grupos de modelos de cristales de
proteinas tomados de los reportes originales archivados en la PDB (en negro) mostré un
comportamiento variable de B, como funcién de Rrree (Fig. 4.2.8.1.2). Es probable que
distintas opciones de refinamiento, como por ejemplo el modelo de solvente empleado,
expliquen parte de la variabilidad. Por tanto, decidimos recurrir a modelos depositados en la base
de datos PDB_Redo (en rojo). PDB_Redo almacena modelos refinados independientemente en
forma semi automatica a partir de datos experimentales (mtz) reportados por los autores de los
modelos presentes en el clasico PDB usando criterios relativamente uniformes. En general se
puede ver que los modelos depositados en PDB_Redo poseen menores Bavg y menores Rrree
que los modelos originales. Sin embargo, el andlisis de modelos de PDB-Redo muestra
invariablemente una correlacion negativa (aunque con distinta fuerza de correlacion y pendiente)

entre Bave Y RFREE.
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Figura 4.2.8.1.2. Gréficos de B,,, vs Rppge para

distintas proteinas. Se seleccionaron algunas
proteinas para las que existen modelos
cristalograficos en PDB y en PDB Redo que

representan distintos estados fisicos y funcionales de
las mismas.
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Una vez mas confiados en la generalidad de la correlacion negativa entre B,yg y Rrreg €n
modelos refinados para distintos estados o cristales de la misma proteina, volvemos al problema
de cambios en B,y, y Rrree durante el refinamiento de un mismo modelo. Para obtener una idea
mas detallada del avance del refinamiento, analizamos archivos PDB intermedios, archivos que
normalmente no se generan (ni consideran por tanto) luego de realizar 0, 1, 2, 3,4, 5,7, 9, 11,
15, 25, 50 y 100 ciclos de refinamiento con contenciones pero sin grupos de TLS (Fig. 4.2.8.1.3).
Sospechando que pudieran existir problemas de punto de partida, quisimos considerar distintas
situaciones iniciales. Para ello, a partir de nuestro modelo 6ptimo (269) y usando el programa
PDBSET,320 generamos archivos PDB iniciales con: A) By = By = 100 A? y coordenadas
Optimas (las del modelo 269); B) By = Bayeo = 100 A? y con coordenadas alteradas (cambios al
azaren x, yy z de 0.4 A); C) By = By =0 A? y coordenadas Optimas; y D) By = Baygo = 0 A? y
con coordenadas alteradas (cambios al azar en x, y y z de 0.4 A). De la Fig. 4.2.8.1.3 surgen
varias reafirmaciones, nuevos detalles y nuevas hipotesis.

Para facilitar el analisis y la interpretacion de estos resultados de la Fig. 4.2.8.1.3 puede
ser conveniente dividir el recorrido del refinamiento en cuatro etapas: a) de convergencia, b) de
correlacion negativa, c¢) de retorno y d) de pérdida de correlacion.

a) Fase de convergencia: Notese que el efecto del ruido blanco es muy dispar si se parte
de Bo=0 Ao By =100 Az, en el primer caso la introduccion de ruido blanco determina valores
de Rrrer iniciales muy altos, mientras que en el segundo caso, los Reree con y sin ruido blanco
son practicamente idénticos. Esto es de esperar dado que los B aumentados previenen la
discrepancia seria de fases. Para ver esto con mas claridad, recordemos que los factores B

atdmicos se relacionan directamente con la varianza (o%) posicional, y que por tanto son una
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medida estadistica de dispersion (en el caso de “B isotropicos”, de una distribucion de
probabilidad Gaussiana). Si aumentamos la varianza, estamos permitiendo que las diferencias
entre FymopeLo Y Foss sean estadisticamente menos significativas, dicho de otra forma, estamos
advirtiendo que tenemos menos confianza en nuestro modelo. Sin embargo, el programa es capaz
de detectar que no se esta frente a un minimo de gradiente de la funcidn logaritmo de la maxima
verosimilitud de la matriz rala de pardmetros. Es también muy interesante notar que todos los
recorridos, sin importar su origen logran converger a un punto de Rrrgg Y Bave comin: X = Ryreg
=032, Y = Bag =463 A? (sefialado en la Fig. 4.2.8.1.3 con una flecha negra de trazo lleno).

b) Fase de correlacion negativa de B,,s y Rrree. Aqui el refinamiento realiza el recorrido
esperado por nosotros, una disminucion del Rprge con aumento de B, Cabe notar que los
recorridos alcanzan valores mas bajos de Rprgg en esta fase son aquellos que parten de valores
iniciales de Rprep también mas bajos. La pendiente de la linea verde punteada es = -680 A2,

c) Fase de retorno. El refinamiento fue inestable durante su recorrido para todos los
casos, de modo que los valores de Rgrge dejaron de disminuir y comenzaron a aumentar, dando
un giro inesperado (flecha curva azul).

d) Fase de pérdida de correlacion. Ella se caracteriza por un aumento de Rprgg Sin
cambios en Bayg.

La disminuciéon del Rprpe no se pudo mantener para alcanzar los valores Optimos
alcanzados previamente por nosotros. En todo momento de los distintos recorridos, el RMSD de
posiciones atomicas con relacion al modelo optimizado (269) aumento, de modo que en términos
de coordenadas los modelos refinados se alejaron del optimo, asi como del inicial (ciclo 0). El
cambio en los RMSD no fue mondétono, se caracterizd también por varias fases (no lo

mostramos). También es importante recalcar, que los cambios observados en la fase de
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correlacion negativa se corresponden con los valores dptimos hallados (cuadrados verde y fucsia
de la Fig. 4.2.8.1.3), es decir, pensamos que de haber escapado a la inestabilidad mencionada se
podria haber alcanzado valores de Ryree Y Bave similares a los del modelo 182, optimizado en

refinamiento con contenciones y sin grupos TLS.

Mencién a parte, merece la observacion de que las fases de retorno y de pérdida de
correlacion (asociadas a la inestabilidad del refinamiento) ocurren muy préximas al valor
estimado para el Bay, = B de Wilson®®® (B de Wilson = 49.3 Az, segun se determin6 usando el
programa TRUNCATE®®). En este sentido vale recordar que normalmente el refinamiento de
estructuras cristalograficas no se realiza como lo sugiere la Fig. H9. El refinamiento de modelos
es una combinacion de pasos informaticos automaticos con instrucciones humanas que transcurre

en el espacio reciproco (el espacio de los Fops y FmopeLo) ¥ por otro lado, de intervenciones

T T j T j T Figura 4.2.8.1.3. Cambios en B, y
1004 ™ Modelo 269 - Rrree durante el refinamiento con
Modelo 182 contenciones. Se grafican los B, ¥
Rpreg de distintos modelos que resultan
a de un namero variable de ciclos de
a , refinamiento a partir de las 4 condiciones
/ iniciales sefialadas en la figura y

— yu detalladas en el texto. Las flechas cabos
<< 5o ( T, ] \ B.de Wilson ~ 49.3 A” punteados se utilizan como guia para el

a2 e ojo, ellas parten del ciclo 0 de
. refinamiento. La flecha curva azul es una
| guia para el ojo también, que pretende
- jerarquizar el recorrido que realiza B,y
como funcion de Rprgg cuando se
alcanzan etapas avanzadas de este

254 = B =1004A°
e B, =100 A+ Ruido Blanco (0.4 A)

o B=0A’ o experimento  de refinamiento. Los
04 B, = 0 A” + Ruido Blanco (0.4 A) 7 cuadrados més grandes a la izquierda
T T T T T T representan los resultados  Optimos
0.24 0.28 0.32 0.36 previamente  obtenidos  para el
= refinamiento con contenciones sin

FREE (verde) y con grupos TLS (fucsia).
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humanas destinadas a mejorar el modelo en espacio real (el espacio que mejor comprendemos),
realizando tareas que el programa de refinamiento en espacio reciproco no puede hacer, asi como
ciclos de validacion estructural. Sin desmedro de lo cual, es también conveniente advertir que
inestabilidades como la registrada en la Fig. 4.2.8.1.3 son relativamente frecuentes, y
sintomadticas de errores en el modelo, que posiblemente lleven a minimos relativos, los que son
soluciones falsas. Es tentador especular que esta correlacion negativa entre B,y Y Riree S€2 mas
fuerte cuanto mas anisotrdopico sea el desorden en el cristal, es decir cuanto mas desajustada sea
la asuncion modelo de factores B isotropicos. Nos preguntamos: ;por qué la inestabilidad, y la
solucion falsa ocurren cuando B, = B de Wilson?; ;es el B de Wilson un atractor que bajo
ciertas condiciones conduce a minimos relativos?; ;escapar del B de Wilson con valores de Rergg
cada vez mas bajos es una indicacion de que el refinamiento esta en el buen camino? Es tentador
especular que esta correlacion negativa entre Baye Y Rfee S€a mas fuerte cuanto mas anisotropico
sea el desorden en el cristal, es decir cuanto mas desajustado sea constrefiir el refinamiento con

el modelo isotrépico de desorden.
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4.2.8.2. Incertidumbre posicional y la intrincada relacion entre movilidad térmica,

desorden estatico y errores del modelo

En cristalografia de pequefias moléculas, el 90 % de los modelos basados en difraccion
de rayos X tienen Rw menores a 0.15 y un 10 %, menores a 0.05. Uno de los desafios de la
cristalografia es el desarrollo de métodos que permitan disminuir el desacuerdo existente entre el
modelo y las observaciones, considerando que ninguno de ellos estd exento de error.’® Se
recomienda que la determinacion de la incertidumbre de una medicion se realice a través de la
ecuacion del modelo, es decir una representacion matematica que conjuga informaciéon sobre
proceso de medicion y de las cantidades ingresadas para la estimacion de la variable considerada

. . 370
y su incertidumbre.”’

Eso es similar a lo que se realiza cuando se estima la incertidumbre sobre
los valores de cualquier pardmetro del modelo por inversion de la matriz competa de residuales
al final del refinamiento.”' La incertidumbre poseera componentes de error por efectos al azar y
componentes por efectos de factores sistematicos. Es conveniente recalcar que estas
determinaciones de la incertidumbre de los pardmetros basadas en la matriz completa como
aquellas basadas en matrices parciales, no alertan sobre la influencia (magnitud) de errores
sistematicos, los que deben ser detectados y corregidos. Esto puede realizarse antes o después de
culminar el refinamiento. Nos preguntamos si estamos haciendo todo lo posible para corregir los

errores sistematicos, y en qué medida esto pueda redundar en un mejor acuerdo de los modelos y

las observaciones.

Uno de los objetivos del uso de ecuaciones del modelo, es permitir el correcto escalado

de las observaciones o mas general atin, de los datos ingresados (observaciones y contenciones

158



370

en nuestro caso).”” La mayoria de los datos ingresados en cristalografia no tienen que ser

correctos en una escala absoluta, sino que tienen que ser consistentes en una escala relativa.***"!
Es al menos intuitivo esperar entonces que los factores B de los modelos cristalograficos
tampoco tengan un sentido fisico estricto, queriendo decir con esto, que no estén en una escala
absoluta. Una nocion de la importancia de esto se puede apreciar si nos propusiéramos simular el
cristal, proponer un modelo para la proteina en solucion usando datos cristalograficos, o estudiar
la correspondencia cuantitativa de los pardmetros de orden de la cadena principal derivados de
estudios de NMR, los factores B cristalograficos y los RMSF (del inglés root mean-square

372-3 . . .
72377 o la correspondencia cuantitativa de modelos

fluctuation) derivados de la simulacion,
determinados por difraccion de rayos X, de electrones y de neutrones simplemente, o si
quisiéramos comparar los factores B de distintos modelos de difraccion de rayos X para proteinas

en distintos estados funcionales, fisicos o quimicos (nuestro caso, y el escenario mas frecuente

también).

Estas dificultades sin embargo, no son las que han desalentado mas el uso de los factores
B en Biologia Estructural. La razén principal, que ademas retroalimenta a la anterior, quizas sea
la incapacidad de descomponer los factores B en sus contribuyentes de desorden dinamico,
desorden estatico y error en las coordenadas del modelo. En este trabajo de tesis proponemos
usar la ecuaciones de Cruickshank predictivas de la incertidumbre posicional en un método de
correccion de las escalas de los factores B. Esto no soluciona el problema de la escala absoluta,
pero posiblemente posibilitarda el estudio comparativo entre modelos cristalograficos. La

378

propuesta se basa en trabajos previos de Wilson,”” Luzzatti®” y Read,”’ principalmente; y se

puede expresar sintéticamente de la siguiente forma:
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O-(r,Bavg) o f(de’ dd’ gr’ (C,‘B, €M,€C,€I) (42821)

B, xg(de,dd, e, EpyEnsEcr &) (4.2.8.2.2)

Donde o, j,,, s la incertidumbre estandar estimada de la posicion de los atomos del modelo de

acuerdo con Cruickshank, de y dd son el desorden estatico y dindmico en el cristal, y & y & los
errores en las coordenadas y los factores B del modelo refinado, &y es el error debido a falencias
del modelo cristalografico (el modelo atomico —bdsicamente asunciones relacionadas a la
esfericidad atomica e isotropismo del desorden-; el del solvente y el de regiones de la proteina no
modeladas atomicamente), & es el error asociado a la determinacion de los pardmetros de la
celda y & es el error en las observaciones —intensidades-. Notese que la inclusion de g y & se
realiza distinto de acuerdo con la funcion blanco de minimizacién. En el contexto del

F,

obs

F,

cale

refinamiento por minimizacidn del cuadrado de las diferencias entre

y , S€ asume que

las fases son esencialmente correctas y se calculan mapas con amplitudes observadas -obtenidas
a partir de intensidades- y fases calculadas (generandose un sesgo hacia el modelo). En el marco

del refinamiento con funciones de maxima verosimilitud en cambio, las diferencias entre las

F,

obs

F,

cale

y nos pueden ayudar a realizar inferencias acerca de la probabilidad de errores en

nuestro modelo,”>’ buscando obtener la mejor prediccion de la distribucion de las amplitudes

>, se

modifica de acuerdo con las F,c). En otras palabras buscamos el modelo que maximice p(|F,

obs

observadas a partir de las amplitudes calculadas (el valor esperado de las [F,,

H <|Fobs

3

F.ac), y en ese camino es importante estimar correctamente las desviaciones de las distribuciones
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Gaussianas tanto en espacio real como reciproco. Asi, los B atdmicos pueden afectar los

Fcalc

Factores B exageradamente altos implican una desviacion estandar en correspondencia y
suponen una probabilidad alta en las colas de la distribucion, es decir, una densidad electronica
homogénea en el espacio (que no condice con un modelo atomico). Ese factor B atdémico

aumentado reducird la amplitud del factor de estructura global si ese atomo contribuia en la

direccion del factor de estructura general. La amplitud [F,,,.| también puede ser disminuida por la

reduccién del B de un atomo que contribuye en la direccion opuesta al factor de estructura

general **

Siguiendo a Read,™’ podemos imaginar el problema de los errores en las coordenadas
como el problema de las diferencias entre dos cristales de la misma proteina en el mismo estado,

uno con densidad electronica &y transformada de Fourier F; y el otro con densidad electronica

& y transformada G:
G =) g exp(27is.r;) (4.2.8.2.3)
J
F=>"f exp[27is.r; + Ar,)] (4.2.8.2.4)
J

Donde s es el vector de dispersion, r es el vector posicion y se define un vector de
desplazamiento posicional Ar;, que por el momento consideraremos como unico responsable de

las diferencias entre los modelos, debiendo asumir que los factores de dispersion atdémicos

(factores de forma atomicos) g ; = f;. Recordamos que g ; depende de gs -que depende de la
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naturaleza de j, carbono, nitrégeno,... y del modelo usado para describir la forma de la densidad

de carga electronica en torno al ntcleo de j (suele asumirse simetria esférica)- y del factor B

atomico. Entonces, al decir g; = f;, estamos asumiendo entre otras cosas que Bjy = Bfr. Estas

consideraciones fueron asumidas por Luzzati, quien también asumi6 que la variable al azar Ar; se
podrian derivar independientemente de otras variables a partir de una unica distribucion de
probabilidad, p(Ar), una distribucién tridimensional simétrica Gaussiana.”’>"

Si definimos el centroide de la distribucion de F dado G en funcion del multiplicador

complejo D,
(F)=DG (42.82.5)

Entonces
D(s)=(F/G)= <{Z f, exp(27is.Ar,) x exp(27zis.rj)} /G> (4.2.8.2.6)

Aqui se explicita que D es una funciéon compleja del vector s (s y D, como F y G, pueden ser
entendidos como niimeros complejos con parte real e imaginaria o0 como una funcién de onda

con amplitud y fase) ya que bajo ciertas circunstancias D puede ser real o complejo. En general

D incluye efectos de diversos factores: diferencia en la posicion dej o en g?, falta de a&tomos en

el modelo, diferencias en la escala global del modelo o diferencias en B;. Pero considerando las

asunciones de Luzzati, solo dependera del primer factor mencionado, Ar.

162



Ocurre que la varianza de DG es un estimador de F y se puede definir como sigue:>’
<|F - DG|2> - ((F-DG)F*—~(DG)*) (4.2.8.2.7)

Donde * indica que se trata del conjugado del niimero complejo. En las condiciones de

379

Luzzati,”” p(Ar) es independiente de otros parametros y la ecuacion H43 se puede rearreglar

para dar:

D(s) = (exp(27is.Ar,)) = j p(Ar)exp(27is.Ar, )dr (4.2.8.2.8)

todo
el espacio

Es decir, D es la transformada de Fourier de la distribucion de probabilidad de Ar. Si como

Luzzati, se asume una distribucion normal tridimensional, la transformada de Fourier de tal

distribucion es una funcion real de la resolucion:> "’

D(s) = exp[—(27° /3)<|Ar|2>|s|2] (4.2.82.9.A)

D(s) = exp[—(87> /3)<|Ar|2>(sent9//1)2] (4.2.8.2.9.B)

Esta ecuacion tiene la misma forma que la ecuacion ya presentada que se utiliza para derivar los

factores de dispersion atomica del atomo j en el cristal en funcién de f;), la resoluciéon y los

factores B;:

f, =1 exp(-B,[(send)/ A]) (4.2.8.2.10)
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Donde B; en general es:

DGR @
B, == vw,), U, =|uu, Cud) ) (4.2.8.2.11)
()

Uy Uyl

y en el caso isotrdpico:
B, = 87z2<\Arj\2> =37 |ar ) = 247°07 (4.2.8.2.12)

Como lo muestra Read,” no lo vamos a repetir aqui, no es necesario que exista una Unica
distribuciéon de probabilidad para el error posicional: pueden considerarse distribuciones
atomicas individuales; tampoco es necesario asumir que los errores estan solo en las
coordenadas: se pueden incorporar errores en los factores B (errores en los factores de dispersion
atomicos). En resumen, basta asumir que r es una variable al azar con una distribucion de
probabilidad Gaussiana, para que Ar también lo sea, y si asumimos un modelo isotropico
atomico de errores en las coordenadas de nuestro modelo y modelamos el desorden dindmico y
estatico en el cristal con la aproximacion isotropica (Gaussiana), la forma matematica y los
efectos sobre los factores de estructura de errores en las posiciones y el desorden en el cristal se
confundirdn “inseparablemente”. Es decir, volvemos al consabido concepto de que los factores B
atomicos reflejan todos estos factores, son una medida total sobre la incertidumbre posicional

atOmica.
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4.2.8.3. Métodos de escalado de factores B de distintos modelos: intentando reconciliar la

teoria cristalografica con la teoria fisica de los cristales de macromoléculas.

T T T T T T
1.2 § i
! .
x
© y=a+b*x
% R’ = 0.81567
> 0.84 Valor Error °
’§ a=  -0.03772 0.12538
> b=  0.80384 0.12581 A
b 4 4
<
)
8
a 0.4 1 ) ]
§ °
= 1 ® TCvsTA(sinTLS)
! B HSATCvs TA (sin TLS)
00 A HSATC conTLS vs TAsin TLS
. T T T T
0.0 0.5 1.0 15

100K, o 208K
ava ava

Figura 4.2.8.3.1. Comparaciéon de modelos de
cristales a temperatura ambiente y criogénica.
Cada punto que se grafica representa un par de
modelos, que difieren sustancialmente solo en la
temperatura a la que la colecta de datos
cristalograficos fue realizada. No siempre los
autores del modelo o trabajos donde ellos se
reportan son los mismos. La Tabla G (al final de
esta seccion) contiene la informacion detallada
sobre los modelos usados y los calculos realizados.

Para conocer mas sobre el efecto
sobre la incertidumbre posicional y el
Reree que tiene la temperatura a la que se
realiza el experimento de difraccion por
cristales de proteinas (temperatura

ambiente, TA; versus criogénica, TC)

s 331 .
usamos la ecuacion H10™”" y analizamos

modelos cristalograficos de diversas
proteinas con la condicion de que
existieran = modelos  para  ambas

condiciones del mismo estado funcional

y cristalino previo, es decir que los

cristales estos no difirieran sustancialmente con respecto a su celda unidad, contenido de

proteina, y simetria. Decidimos ademas tomar todos los modelos cuya contraparte a TA se

caracterice por 2.0 < Apin < 2.5 A. También es importante mencionar que todos los modelos

fueron refinados usando contenciones geométricas pero si refinamiento de grupos TLS.

La ecuacion 4.2.8.3.1:

DPI __Al/2 __DPI
O-r,Bavg =3 O,

=3"(N,/n

obs

)1/2 C—1/3R

free

d

(4.2.8.3.1)

min
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fue propuesta por Cruickshank como una forma de estimar la incertidumbre posicional media de

331
un modelo,

nos dice que la incertidumbre posicional para cualquier dtomo con B = B,y s€
puede predecir con solo cinco términos (todos ellos ya mencionados antes) y deriva de la

ecuacion 4.1.8.3, como se verd facilmente sustituyendo B; con By,:

D.

o 232N, /nobs)”z[BiJc—‘”R d (4.1.8.3)

free™ min
avg

La ecuacion 4.1.8.3 tiene como ventaja para el tratamiento que vamos a hacer ahora, el
hecho de que la incertidumbre media se calcula independientemente del valor de B, del
modelo. De existir una correlacion, esta se debera a razones fisico-matematicas de relevancia.
Como se muestra en la Fig. 4.2.8.3.1, los efectos de la temperatura a la que se encuentra el cristal
durante el experimento de difraccion (TC = 100 - 110 K, cristal vitrificado; versus TA =295 -
298 K, cristal fluido) son diferentes segun el caso. En la Fig. 4.2.8.3.1 graficamos el cociente de

incertidumbres posicionales como funcion del cociente de By, (ec. 4.2.8.3.2)

100K 100K

o,
(’sBm'ﬁ) :f B”Vg (4.2.8.3-2)

298K 298K
r.B,. av!
(r:Bug g

Si la modificacion de la temperatura a la que se realiza el experimento no afectara la
incertidumbre media o el B,,, de los modelos resultantes, cabria esperar que ellos se agruparan
en torno a las coordenadas (1, 1) del grafico de la Fig. 4.2.8.3.1. Se puede observar en la Fig.

4.2.8.3.1 que en general el uso de temperaturas criogénicas disminuyen la incertidumbre de los
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: 100K ; 298K
modelos, es decir: (o~ /0

) < 1. Solo 2 modelos de cristales a T criogénica de 10 pares en
total, tienen incertidumbres ligeramente mayores que sus pares a T ambiente. A diferencia, es
casi tan frecuente que el B, aumente o que este diminuya cuando se difracta a T criogénica

comparado con T ambiente. La pendiente de la linea en la Fig. 4.2.8.3.1 vale 0.8 y el valor de

Yx=0 = 0 (ambos sin dimensiones fisicas).

Como se puede observar en la Fig. 4.2.8.3.1, en el caso de HSA, la disminucion en la
incertidumbre posicional asociada con la difraccion a temperatura criogénica se acompafia de un
aumento del Baye. El aumento de B,,, en modelos criogénicos es un hecho que entra en aparente
contradiccion con la literatura biofisica sobre los efectos de la temperatura sobre los factores B,
como ya hemos sefialado. El efecto esperado es que los B,y, de modelos que representan cristales
vitrificados sean significativamente menores que los B,,, de cristales fluidos (cristales a
temperatura ambiente). Pero esta contradiccion es solo aparente ya que los B no solo traducen
desorden estatico y dindmico, sino también errores en el modelo. Ahora bien, estamos reportando
una observacion completamente nueva que estd intimamente ligada al balance desorden-error de
los factores B: Mientras que el desorden tiende a aumentar los B, y en general se asume que los
errores en las coordenadas aumentan los B también, los errores debidos al refinamiento
incompleto y al estancamiento en falsos minimos (eventualmente vinculados al B de Wilson, Fig.
H9) tienden a disminuir los factores B (como vimos los B,y correlacionan negativamente con el
residual del refinamiento Rpreg) en el refinamiento con factores B isotropicos. A esto se suma el
problema de que los factores B tienen una escala correcta interna al modelo, pero no una escala

absoluta.
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Nosotros razonamos que: 1) si los factores B atdmicos y la incertidumbre posicional de

Cruickshank (o, ) absorben efectos de los mismos factores, 2) si ambos traducen la

DPI

+.savg ti€NC UNA escala comparable entre modelos; 4) si ol

+ Bavg €S COMO

incertidumbre total, 3) si o

propone Cruickshank la incertidumbre posicional de un dtomo en el modelo con un B; igual al

DPI

Bayvg del modelo; entonces ha de ser posible corregir la escala de los B; de acuerdo cono, ,,, -

El procedimiento es muy sencillo, se debe calcular el valor del factor B, esperado

(*B,.) de acuerdo con &%’

-savg Y CON la ecuacion 4.2.8.3.3 que establece la relacion de B;

avg
isotropicos con la varianza de la distribucion Gaussiana tridimensional de la distribucion de

probabilidad de la posicion atomica:
2
B, = 87z2<‘ArJ,‘2> =37 (|an|) =247 (4.2.83.3)

Entonces, los factores B promedio estimados * B, segin la ecuacion de Cruickshank se pueden

obtener:

¢B,, =247 (20 J =237(c"% f (4.2.8.3.4)

r,Bavg r,Bavg

I . DPI E .
El siguiente paso es calcular los B; estimados de acuerdo con o, ., ("B;):
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E
E Bavg
B, =Bj[ Z J (4.2.8.3.5)

Estos célculos se pueden realizar equivalentemente a nivel de sigmas y no de factores B, pero

como nos estan accesibles los factores B;, esto implica mds operaciones, se debe primero calcular

B.
o, =3— 4.2.8.3.6
J 2472_2 ( )
luego
E _ DPI 2 Bavg 4 2 8 3 7
O-J o O-jo-"»Ban 2472_2 ( «£.0.0. )
y finalmente
“B,=247("c, | (4.2.8.3.8)

Es importante notar que estas correcciones de escala que estamos proponiendo no
permiten corregir errores en el refinamiento de factores B, solo logramos que los atomos j que
tenian B; = B,y tengan ahora B; = EBan. Las inexactitudes internas de cualquier tipo en los
valores de los factores B refinados pertenecientes a cada modelo van a persistir: Cuanto mejor
sean los modelos, las comparaciones de coordenadas (conformacion) y factores B (como funcion
de la incertidumbre posicional de toda causa) seran mas exactas. Otro aspecto a destacar es que

no ha sido necesario asumir la aproximacion lineal a la teoria de Cruickshank, y el cociente

TS 4283.8
Ep B ( )
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Tabla 4.2.8.3.1. Resumen de Informacion sobre los modelos de cristales a temperatura ambiente y criogénica*®

Bayg

13

35

26

13

36

331

DPIT

0.7217877
1

0.7668968

0.2885390
3
0.1478367
4

0.3869810
5

0.3329306

0.3904201
3

0.3211025
7
0.5111992
4

0.2052531
9

0.4467280
1
0.2584459
9

0.3932507
6

0.4449764
4

0.4010632
4
0.1272911
6

0.5990528
9

0.4410170
2

T
(K)

291
120
293
100
298
100
277
120
293
100
291
100
293
100
293
100
293

100

Modelo Ni:#
atomos
1BT1 5508
1BT2 5514
1CWR 1597
1QBO 1872
1E2A 2421
2E2A 2511
1EP1 4570
1EP3 4856
118l 1899
118K 2083
1RN7 945
1ROA 994
2GES 2708
2GET 2723
2J8N 2791
2)8M 3345
1v7y 3870
iwas 4266

dmin

2.7

191

23

21

2.2

21

2.4

18

2.5

1.8

2.4

25

23

#obs (refl
w set)

16994

17217

14727

19822

15009

18682

29987

35305

9119

24309

4835

11576

16374

16654

14726

58095

15954

21699

0.168

0.184

0.172

0.135

0.198

0.202

0.195

0.156

0.172

0.191

0.188

0.227

0.1888

0.1994

0.218

0.185

Rfree

0.256

0.278

0.224

0.143

0.249

0.256

0.237

0.262

0.224

0.229

0.278

0.232

0.2242

0.2082

0.271

0.248

0.842

0.883

0.804

0.951

0.977

0.992

0.928

0.987

0.919

0.988

0.945

0.949

0.992

0.996

0.972

0.938

0.898

0.98

DPIx

0.4167243
3

0.4427680
8

0.1665880
9

0.0853535
8

0.2234236
1

0.1922175
7
0.2254091
7

0.1853886
6

0.2951410
2

0.1185029
9

0.2579185
3

0.1492138
6

0.2270434
3

0.2569072
7
0.2315539
7
0.0734915
9

0.3458633
5

0.2546213

Bavg

13

calc

calc

35

26

13

36

331

T
(K)

291

120

293

100

298

100

277

120

293

100

291

100

293

100

293

100

293

100

RRMS
Bond
Lengths

0.005

0.176

0.011

0.009

0.017

0.0014

0.006

0.006

0.007

0.007

0.007

0.007

0.008

* Los colores se usan para agrupar los modelos de a pares, los pares que se comparan internamente.

CRYST1

45.820
90.00
211

45.250
90.00
211

51.733
90.00
21 21

51.169
90.00
21 21

90.900
90.00
212

87.960
90.00
212

164.750 52.160
97.50 90.00 P 1
4

162.600 51.490
95.30 90.00 P 1
4

71.110 75.247
90.00 90.00 P 21
4

71.097 73.515
90.00 90.00 P 21
4

90.900  82.400
90.00 90.00 P 41
24

87.960  79.840
90.00 90.00 P 41
24

202.670 202.670 81.110

90.00
18

90.00 120.00 H 3 2

199.890 199.890  80.270

90.00
18

111.600

90.00
21

110.500

90.00
21

34.900
90.00
21 2

34.050
90.00
21 2

78.304
90.00
21

76.973
90.00
21

47.967
90.00
21 21

47.749
90.00
21 21

158.420

90.00
1

156.774

90.00
1

90.00 120.00 H 3 2

45.300 110.400
90.00 90.00 C 2 2
8

44.800 108.600
90.00 90.00 C 2 2
8

84.370  47.650
90.00 90.00 P 21
4

81.720  46.740
90.00 90.00 P 21
4

78.304 115.449
90.00 120.00 P 31
6

76.973 113.647
90.00 120.00 P 31
6

57.522 126.740
90.00 90.00 P 21
8

56.868 124.470
90.00 90.00 P 21
8

45.100  72.060
96.90 90.00 C 1 2
8

44.626  71.716
96.46 90.00 C 1 2
8
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4.2.9. Estudio de la informacion contenida en los factores B para
evidenciar rutas de comunicacion alostérica en la HSA

Usamos el método propuesto de comparacion de factores B escalados con el fin de hallar
evidencias que sugieran caracteristicas probables del mecanismo alostérico que acopla el sitio del
tiol a la unidén de ligandos en el sitio de unién a farmacos de Sudlow I. Mas precisamente,
pretendemos entender los procesos de comunicacion intramolecular disparados por la union de
ligandos al sitio de Sudlow I, los que ocurren en ausencia de cambios conformacionales
significativos segun los resultados de la comparacién de modelos cristalograficos de las formas
apo y de complejos con ligando unido. Nos focalizamos en analizar cambios en el dominio I de
la HSA (residuos 1-199), ya que contiene a la Cys34 y como sefialaramos, participa del sitio de
Sudlow I aportando la Tyr 150 como residuo clave en la interaccion con los ligandos (ver Tabla

42.9.1).

Tabla 4.2.9.1. Union de farmacos al sitio de Sudlow I

Residuos (atomos)

Identificador PDB (férmula) ticipant N° de
articipantes en
Cédigo PDB [nombre vulgar] P P interacciones
L puentes de H, . L.
-grupo farmacoldgico- ) . hidrofdbicas
[distancia, A]
OPB (Ci9H20N,03) Y150(0OH), [2.24]
2BXB [Oxifenilbutazona, Hidroxifenilbutazona] R257(NE), [2.93] 20
-AINE*- R257(NH2), [3.11]
P1Z (C49H,0N,0
(_ 1sHzoN202) Y150(0H), [2.30]
2BXC [Fenilbutazona] 19
) R257(NH1), [2.98]
-AINE (profarmaco)**-
Y150(0OH), [2.95]
RWF (Ci9H1604)
) H242(NE2), [3.03]
2BXD [Warfarina, 24
) ) o R222(NH1) [3.11]
-Anticoagulante antagonista de la vitamina K-
A291(0), [3.23]

* Antinflamatorio no esteroideo
** Compuesto activo: Oxifenilbutazona
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381 ,
nos llevo

La aplicacién mas fundamental de conceptos sobre teorias de la informacion
a suponer que ha de existir un canal de bajo ruido que permita transmitir la informacion

alostérica desde el sitio de Sudlow I al sitio del tiol, de modo que sefiales de baja energia, en el

orden de un par de puentes de H, sean transmitidas a 25 A de distancia (Fig. 4.2.9.1).

INFORMATION

SOURCE TRANSMITTER Canal de RECEIVER DESTINATION
comunicacion
_ Sitio de Horquilla .
Ligando = Sudlow I - . reguladora — Sitio del
SIGNAL RECEIVED tiol
SIGNAL
MESSAGE MESSAGE
RT
NOISE
SOURCE

Figura 4.2.9.1. Representacion esquematica de un sistema de comunicacién general segiin Shannon (1948)
adaptado al caso en estudio.

Del esquema presentado arriba (Fig. 4.2.9.1) nos gustaria destacar los efectos del ruido en
relacion a la transmision de la sefial a través de la proteina. De acuerdo con ello, residuos con
alta movilidad térmica son malos candidatos para formar parte de un canal de comunicacion
eficiente (poco ruidoso). Por lo tanto, caracterizamos la respuesta térmica de la HSA basandonos
en los modelos de los cristales de HSA-SH a temperatura ambiente y temperatura criogénica y en
el método propuesto de andlisis de factores B (Fig. 4.2.9.2, Paneles A y B). De la comparacion
por cocientes de factores B atdmicos corregidos surge una lista de residuos con B; aumentados
(més sensibles a la agitacion térmica) y otra lista de residuos cuyos carbonos alfa poseen

béasicamente los mismos valores de B;, independientemente de la temperatura (Fig. 4.2.9.2, Panel

172



B). La seleccion de integrantes de cada grupo se hizo manualmente, identificando maximos y
minimos (de hecho, se seleccionaron maximos y minimos intercalados en la secuencia). Por
tanto, residuos potencialmente implicados en la comunicacién segun nuestra hipotesis podrian
ser: 23, 32, 42, 49, 69, 74, 92, 98, 102, 107, 125, 139, 144, 150, 154-156, 162, 175, 182, 191,
194 y 198, o residuos muy proximos.

En los Paneles C y D de la Fig. 4.2.9.2 se pueden apreciar los resultados de la
comparacion por cocientes de los factores B del modelo la proteina formando complejo 1 a 1 con

su ligando unido al sitio de Sudlow I (se usan los B de cada cadena A y B de los 3 modelos

2BXB, 2BXC y 2BXD, se muestran los promedios = 1 o) y de los factores B del modelo de la

forma apo de la HSA-SH (promedios = 1 error estandar usando las cadenas A y B los modelos

1AO6 y 1BMO0). Nuevamente seleccionamos manualmente maximos y minimos. Los méaximos
corresponden con residuos cuyos carbonos alfa se desordenan mas por la union del ligando que
los de residuos cercanos en la secuencia, destacando que el mencionado desorden puede
corresponder con cambios dindmicos o estaticos. Los residuos en cocientes maximos de factores
B en respuesta a la unién son: 7, 10, 14, 23, 26, 29, 36, 43, 46, 50, 67, 69, 74, 102, 107, 120, 123,
139, 144, 150, 156, 162, 172, 175, 182, 189 y 198. Como podra apreciarse hay una importante
superposicion de residuos en ambos grupos: 23, 69, 74, 102, 107, 139, 144, 150, 156, 162, 175,
182y 198 (13 de 21 y 27 selecciones, respectivamente).

De una forma menos intuitiva, los mismos datos fueron analizados en forma en realidad
similar, calculando el cociente de cocientes “CC” para la deteccion de residuos potencialmente
alostéricos (ec. 4.2.9.1), y luego usamos el programa Origin Lab para detectar automaticamente

maximos y minimos. Los maximos asi hallados (23, 32, 43, 49, 69, 74, 98, 102, 107, 139, 144,
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150, 156, 162, 175, 182, 194 y 198) corresponderian a residuos que se desordenan maximamente

y los minimos (79-88), con aquellos que se ordenan méximamente.

co = UBLig x("Bapo,.) (4.2.9.1)
(EBiapOTA>Z

La ventaja del uso de esta ecuacion es que hay menos pérdida de informacion en interpretaciones
intermedias y por tanto las caracteristicas verdaderamente distintivas (maximos y minimos) de
cada cociente se magnifican. La mayoria de los residuos identificados como mdaximamente
desordenados segtin cualquier método pertenecen al core hidrofobico de la proteina, mientras
que los residuos que se ordenan méximamente pertenecen a la horquilla alfa que contiene a la
Tyr84, el residuo méas importante en el control de la reactividad de la Cys34.>*’ Es interesante
sefalar que adyacentes a los residuos maximamente desordenados por union del ligando se
encuentran la Cys75 y la Cys101, que forman puentes disulfuro con las Cys91 y Cys90, que
pertenecen a la base de la horquilla reguladora (Fig. 4.2.9.3). Vale mencionar que el analisis de
la red cristalina permite concluir que el ordenamiento de la horquilla reguladora no se debe a
contactos cristalinos debidos a diferencias de empaquetamiento. Ademads, este ordenamiento se
acompafia de desorden de la cadena lateral de la Tyr84, tal que impide su modelado, como ya se

ha reportado.**’
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Figura 4.2.9.2. Residuos probablemente implicados
en la transmision alostérica desde el sitio de
Sudlow I. Panel A. Factores B atomicos de las formas
apo de la HSA a T ambiente (escalados) y T
criogénica (lineas negra y roja). Panel B. Cociente de
factores B atomicos de las apo (7 ambiente escalado
sobre 7T criogénica como referencia). Panel C.
Factores B atomicos escalados (7' criogénica como
referencia) de las formas apo y complejo con ligando
unido al sitio de Sudlow I de la HSA a T ambiente
(lineas negra y roja). Panel D. Cociente de factores B
atomicos escalados de las formas complejo y apo
(como denominador) a 7 ambiente. Panel E. Grafico
que intenta resumir y enfatizar la informacion
contenida en los Paneles B y D. Los maximos son
residuos poco moviles en la apo (se excitan poco con
el aumento de 7) que se desordenan (dindmica o
estaticamente, no sabemos) cuando se unen ligandos
al sitio de Sudlow I. Los minimos son residuos muy
moviles en la apo (sensibles a la T) que se ordenan
(estatica o dinamicamente) por unioén de los ligandos
del sitio de Sudlow I. Residuos proximos a y = 1
(banda amarilla), estos serian residuos “constantes”.
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INFORMATION
SOURCE TRANSMITTER Canal de RECEIVER DESTINATION

comunicacion

) Sitio de Horquilla .
Ligando (3= Sudlow I = reguladora [ Sitio del
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Figura 4.2.9.3. Representacion esquematica de un sistema de comunicacién general segiin Shannon (1948)
adaptado al caso en estudio.
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Figura 4.2.9.4. Probable canal de comunicacion alostérica entre la Tyr 150 y la Tyr 84. Sistema de
comunicacion hidrofébico propuesto en el contexto de la proteina entera. Dominio I en purpura, II en verde y
IIT en celeste. Se destacan el residuo de Tyr150 unida a fenilbutazona (FB) y los residuos hidrofébicos
maximamente desordenados que conectan el sitio de Sudlow I con la Cys34 en forma mas directa (en
amarillo). En azul, en la parte superior, se representa como cartoon la horquilla reguladora de la Cys34.
También destacamos una conexion hidrofobica entre dominios II y III que podrian comunicar la unién del
ligando entre los sitios de Sudlow I y II, interaccion que estd demostrada para varios ligandos especificos,

. . SoI-
como por ejemplo tolmetina y warfarina.
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N° de
residuo
L11
L14
V21
L 22
Iah2 A23
Q26
F27
A28

—
D
(©)]

[o2] [=2]
ol

T
~
(@)

lah4

N B R B
DI -

(@)
=]
(4]

Z Ao m T
© © © ©
© N o

Iah6
F 102

Ibh2 L 139

A 172
D 173
K 174
A 175
A 176
c177
L 178
L 182

CcC

3.7998
3.8195
3.7201
3.9601
3.9775
3.7772
4.0138
3.8063
4.3843
5.5121
5.4858
7.2863
5.9441
4.9850
3.9486
3.8477
4.9459
3.9612
3.8217
5.0252
5.3295
3.8375
4.6198
3.7330
3.9908
4.9526
3.9477
3.9556
3.7784
4.0549
3.7954
5.0335
4.2667
4.1075
3.7440
3.9551

CC

3.7201
3.7330
3.7440
3.7772
3.7784
3.7954
3.7998
3.8063
3.8195
3.8217
3.8375
3.8477
3.9477
3.9486
3.9551
3.9556
3.9601
3.9612
3.9775
3.9908
4.0138
4.0549
4.1075
4.2667
4.3843
4.6198
4.9459
4.9526
4.9850
5.0252
5.0335
5.3295
5.4858
5.5121
5.9441
7.2863

N° de
residuo
V21
K 137
L 178
Q26
A 172
K 174
L11
A28
L14
P96
N 99
K73
R 145
D72
L 182
K 162
L22
C75
A 23
L 139
F 27
D173
Cc177
A 176
L 66
F 102
L 74
R 144
G171
E 97
A 175
R 98
T 68
H 67
F 70
L 69

Figura 4.2.9.4 Cuatro alfa hélices del dominio IA que concentran la mayor parte de los cambios en los
factores B especificos de la union del ligando. El 70 por ciento de los residuos con CC mayores a 3.7 (Panel A)

se ubican en las cuatro hélices alfa mostradas y sefialadas en el Panel B.
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4.3. Discusion

Los principales resultados de esta investigacion sobre las propiedades alostéricas de la HSA
podrian clasificarse en cuatro categorias: 4.3.1) Resultados Metodoldgicos; 4.3.2) Resultados de
Estudios Biofisicoquimicos en Solucion; 4.3.3) Resultados de Estudios Biofisicos por
Cristalografia de Rayos X; 4.3.4) Resultados dependientes de la integracion de toda la

informacion. A continuacion presentamos y discutimos los mencionados resultados.

4.3.1.1. Bioquimica Analitica y Cromatografia Preparativa. Se desarrollaron métodos
de andlisis y de purificacion de isoformas redox de la HSA que en conjunto permiten obtener
preparaciones de alta pureza, necesarias para la realizacion de estudios exactos y detallados de la
modulacion redox del comportamiento alostérico de la HSA (Fig. 4.2.1.1 y seccion de Materiales
y Métodos). Entre los métodos actuales de estudio del estado redox del plasma mas exitoso se
encuentra el desarrollado por Era y cols en la década de 1980."° Este método que se usa cada
vez con mayor frecuencia,”* se basa en un método cromatografico mixto de intercambio iénico e
interaccién hidrofobica.'”®  Este método tiene como ventaja el hecho de poder separar
parcialmente HSA-SSR de “HSA-SH” y HSA-SO;". Nuestros estudios permitieron identificar
como desventaja de este método, el hecho de que no permite la separacion y por tanto el analisis
de HSA-SH y HSA-SOH, de modo que estas dos isoformas coeluyen en un solo pico. Ademas de
las isoformas mencionadas de HSA, se ha propuesto que la HSA puede perder su Asp amino
terminal (pérdida o modificacion, descarboxilacion?) por la liberacion de metales de transicion
asociada con la isquemia tisular, particularmente liberacién de Cu®". Por tanto esta isoforma

(HSAAAsp) es vista como un marcador biologico de estrés oxidativo dependiente de la
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ocurrencia de de isquemia tisular, con previstas aplicaciones en enfermedades

382387 ¢ imprevistas complicaciones.”® El método actualmente disponible para

cardiovasculares.
la determinacion de esta isoforma es colorimétrico y se basa en la capacidad de unién de Co** en
el extremo amino terminal de la HSA nativa,”™ un método que ha recibido criticas.**® Nuestro
método en su estado actual usa deteccion UV y permite la determinacion de HSAAAsp, HSA-
(SOH/SSR), HSA-SH (como HSA-SHg") y HSA-SO5, por lo que podria sustituir a los otros dos
métodos. Ademas, segun nuestros resultados preliminares puede ser acoplado a un espectrémetro
de masas con ionizacion por electrospray (ESI-MS), la ventaja del método cromatografico que

proponemos en este sentido es que prevendria la supresion ionica por la HSA-SH de especies

poco representadas.

4.3.1.2. Cristalografia de Rayos X. Se desarroll6 un método aun incompletamente validado de
comparacion de factores B cristalograficos, que posibilitd el escalado absoluto de los mismos,
permitiendo la realizacion de comparaciones cuantitativas directas entre distintos modelos. Los
métodos actuales de comparacién de factores B son tres principalmente. Dejando de lado la
comparacion directa de factores B de atomos j equivalentes entre distintos modelos por motivos
ya explicados, podemos considerar dos métodos: uno consiste en comparar cocientes (Bj/Bavg) ¥
el otro, en comparar diferencias estandarizadas [(B; - Bavg)/c(B;)]. Ambos métodos tienen como
desventaja el hecho de que se pierde la dimension fisica de los factores B (normalmente A%). El
segundo método tiene como problema conceptual el hecho de que pese a que se refinaron
factores B atomicos, asume que los factores B ocurren de acuerdo con una distribucion de
probabilidad Unica, lo cual no es correcto. El valor esperado para el factor B de un 4&tomo j y un

atomo 1 no tienen por qué poseer la misma varianza. Tronrud propone por ejemplo que los
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factores B més altos tienden a tener mayor error puesto que su refinamiento es mas dificil.”' El

método propuesto podria suplantar los métodos previos de andlisis, pero ain requiere validacion.

4.3.1.3. Crioproteccion de cristales de HSA. Se adapté un método de equilibrio de vapor para
la crioproteccion efectiva de cristales de HSA, lo que permitid estudios cristalograficos a
temperatura criogénica. Demostramos que el método propuesto permite obtener un modelo mas
preciso. Este método podria usarse ampliamente para mejorar la precision de cristales de HSA

previamente estudiados a temperatura ambiente.*”

4.3.2.1 Nuevo modelo para las isomerizaciones dependientes del pH y la unién de Ca**. El
modelo actual establece que la union de Ca®* facilita la adopcion de la conformacién basica de la

224 . . .
0.77" Los estudios realizados de excitacion directa

HSA, en acuerdo con reportes de los afos 198
de Prodan (hexe = 360 nm, Aen °%* "9 = 437 nm) nos permitieron obtener los siguientes
resultados: a) Prodan unido a la forma bésica de la HSA (pH 9.0) fluoresce con una intensidad
casi 3 veces mayor que si estd unido a la forma neutra (mas precisamente HSA a pH = 7.5); b) la
transicion basica (N (pH = 7.5) - B (pH = 9.0)) causa un incremento de la constante de
equilibrio observada de unidn al sitio de Sudlow I de 1.4-1.5 veces; ¢) la transicion basica causa
un incremento de casi 1.5 veces en el rendimiento cuantico de Prodan unido, sin cambios en Apax
(los que serian indicativos de cambios en la polaridad y polarizabilidad del entorno). Esto por
definicion quiere decir que la transicidon basica modula el cociente entre la constante cinética de

la ruta luminiscente (k,) y la constante de vida del fluor6foro de una o ambas de las siguientes

dos formas: aumento absoluto de k;, y disminucion absoluta de 4, (constante de decaimiento no
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radiativo; Fig. H3); d) la unién de Ca®" inhibe completamente o) el aumento de la constante de
afinidad de union de Prodan y HSA asociado con la transicion basica, y B) el aumento del
rendimiento cuantico de fluorescencia de la sonda unida a la forma bésica (Fig. H3). Dados los
resultados anteriores (a-d) se puede concluir que cambios de afinidad y de rendimiento cuéntico
aparente son fendmenos indisociables en forma alostérica modulados por la unién de H" y Ca*".

Por otro lado, los estudios sobre los cambios en la transferencia no radiativa de energia
por resonancia (RET) entre el Trp214 (dador, (Aexe = 295 nm) y Prodan unido al sitio de Sudlow
I (Aem = 437 nm) asociados con la transicion N = B (6.5 < pH < 9.5), nos permitieron obtener
los siguientes resultados: e) La presencia de Ca®" inhibe parcialmente (-30%) la transferencia de
energia aumentada a pH alcalino en la misma proporcion que inhibe el aumento de la constante
de afinidad; f) la inhibicion causada por el Ca®" del aumento de la fluorescencia de Prodan unido
que se adquiere en la forma basica es mayor (el doble, -60%) que la disminucién del RET. Por
tanto (e y f) el aumento del RET con el aumento del pH se podria explicarse por un aumento de
la fraccion de ocupacion del sitio de Sudlow I, sin necesidad de hipotetizar cambios
conformacionales (ej. cambios en la distancia Trp214 — Prodan).

Ademas, la unién de Ca>* g) provoca una disminucion de la constante de segundo orden
independiente de pH para la reaccion de disulfuros con la Cys34 y una disminucion del pH; .,
aparente de la transicion bésica; h) inhibe la cristalizacion de la forma N de la HSA; i) favorece
la pérdida de protones, lo que es evidenciado por una pendiente mayor dk,/dpH. De los puntos
(g-i) anteriores se puede concluir que al menos dos atributos de la forma B y uno de la forma N
son modificados en forma alostérica por el Ca®", por lo que se debe concluir que la unién de Ca**
no facilita la adquisicion de la forma basica de la HSA, ni tampoco estabiliza la forma N, sino

que favorece la adopcion de otra forma o estado, que llamamos forma C la que se puebla mas
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facilmente a pH basico, condicién en la que se sabe que la afinidad por el Ca®" aumenta (Figura
4.3.2.1.1). Esto esta de acuerdo con trabajos previos de alcance general, que proponen que la
union de ligandos en sitios alostéricos inducen un cambio en la toda la distribucion de
conformacion “P(x)” de la proteina regulada.392 Sigue siendo muy importante identificar los

sitios de union de Ca2+, algo que quizas pueda estudiarse computacionalmente.*”’

Ca2+
1 Ka 11
} Cl cz{
1 H* 11
2+ K 2+ K
CKB I(reactividad del tiol) Ca A Ca A
B
N —L- 3 K, {m
H (afinidad por ligandos N —— B
del sitio de Sudlow 1) H" "'

Figura 4.3.2.1. Modelos previo y propuesto para la modulacién por pH y Ca’" de la reactividad del tiol y la
unién de ligandos al sitio I de Sudlow. El modelo previo (Janssen y cols.,1981) concibe a la HSA como una
proteina alostérica, cuyo alosterimo permite la modulacion del balance entre los estados neutro y basico. El modelo
propuesto por nosotros afirma que la modulacion alostérica por Ca®* depende de los equilibrios de union de Ca2+y
H+ y distingue el complejo HSA-Ca”*" a pH alcalino de la forma bésica de la HSA.

4.3.2.2. Descripcion y cuantificacion del efecto alostérico producido por la modificacion
oxidativa por 4 e de la Cys34 sobre la union de Prodan al sitio de Sudlow I. Los estudios de
fluorescencia por RET Trp = Prodan y por excitacion directa de Prodan coinciden en sefialar
que: j) la oxidacion del grupo tio lato de la Cys34 a sulfonato (oxidacion secuencial por 4
electrones) aumenta a pH 7.5 aproximadamente 2.6 veces la afinidad del sitio de Sudlow I de la
HSA por Prodan; k) los cambios en la union de Prodan a la HSA con el pH tanto en el caso de la

forma oxidada como de la reducida pueden ser descriptos como dependientes de la ionizacion de

183



dos grupos, uno de pKa =~ 7.0 y otro de pKa =~ 8.3 (este tltimo asociado a la transicién basica);

1) la mencionada oxidacién no afectaria la transicion basica ni los efectos de la union del Ca®"
sobre el RET Trp214 = Prodan unido (no lo mostramos); m) el aumento de la afinidad de la
HSA por Prodan por oxidacion del tiol resulta de la exageracion de un proceso preexistente
dependiente del pH si, pero con pH, cercano a 7, independiente de la transicion bésica. En
conjunto, los resultados muestran que el sitio de la Cys34 esta conectado en forma alostérica con
el sitio de Sudlow I en cualquier estado redox del tiol y que los cambios alostéricos son sutiles,
pudiendo implicar cambios conformacionales o dinamicos directos o indirectos en al menos un
residuo del sitio de Sudlow I con pKa = 7 (Fig. 4.3.2.2.1). De acuerdo con la literatura, y
nuestros resultados de cristalografia, es altamente probable que se trate de la histidina 242, y que
el mecanismo implique el desplazamiento de iones cloruro del sitio de Sudlow 1. Los isomeros
N, B y C podrian hallarse con el tiol oxidado en estados N°, B’ y C’, o eventualmente se podran
encontrar evidencias que muestren que cada uno de ellos presenta propiedades suficientemente

distintas como para adjudicarle una identidad realmente propia.
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Radicales Electrofilos Figura 4.3.2.2.1. Modelo propuesto para las interacciones

O2 ) alostéricas disparadas por la oxidacion del tiol libre de la
Oxidantes HSA.  Electrofilos  paramagnéticos  (radicales) y
diamagnéticos (electrofilos como ONOOH y H,0,) pueden

determinar la oxidacion por 4e- del tiolato en la HSA (los

primeros requieren de dioxigeno, O,). Debe existir un canal

de comunicacion alostérica entre el sitio del tiol y el sitio de

oxidacion por 4e Sudlow I, pero otros blancos alostéricos y cierta disipacion

de la Cys34 del estimulo son probables. El Sitio de Sudlow I responde
estereotipadamente al estimulo alostérico, la afinidad por
Prodan aumenta escasamente (2.6 veces), lo que pone de
manifiesto la participacion en el mecanismo de unién de un
residuo de pKa cercano a 7, que cuando se desprotona
Sitio I de Sudlow favorece la union del ligando, y en cuyo estado protonado

@ participa en la unién de Cl-.

Ka
L + HSA L-HSA
H", CI

4.3.3.1 Nuevo modelo de cristales de HSA a temperatura criogénica que incluye iones
cloruro. Se refind un modelo con Rw y Reree (0.199 y 0.248) adecuados para una modelo con
Amin = 2.3 A, con una estereoquimica adecuada y con indicadores de validacion que sefialan su
buena calidad. A través de estudios sistematicos de condiciones de contencion de simetria no
cristalografica y de definicion de grupos TLS se obtuvieron evidencias de la optimizacion del
refinamiento. El modelo es mas preciso que otros modelos de HSA comparables obtenidos a
temperatura ambiente (todos menos 3) y mas preciso que todos los modelos criogénicos excepto
1. El modelo incluye 6 iones CI” unidos en forma asimétrica a las cadenas A y B que integran la
unidad asimétrica: Un Cl se une a un sitio entre los dominios I y III en la cadena A, pero no el la
B, representaria un estado ligeramente distinto de la HSA que explica resultados previos que
sefialan la existencia de puentes i6nicos entre estos dos dominios; el sitio de Sudlow I puede

alojar uno o dos iones CI, con modos de unidon bien distintos, lo que involucra también
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ordenamientos dispares de moléculas de agua; y el sitio de Sudlow II solo aloja un i6n CI.

Estos resultados ponen en evidencia la importancia de la unién de Cl para la unién de
ligandos a los sitios de Sudlow I y II, confirmando reportes previos que sefalan el mecanismo
competitivo de inhibicion de la unién de farmacos por iones Cl, un efecto que seria
independiente de la naturaleza de las interacciones del ligando particular con el sitio de Sudlow
[ 1-2.233.393

Nuestros resultados estan en buen acuerdo con estudios computacionales recientes de

prediccion de sitios de union de C1” en la HSA.?”

4.3.3.2. Diferencias conformacionales entre los modelos de cristales de HSA a temperatura
criogénica, a temperatura ambiente y con ligandos del sitio de Sudlow I. Exceptuando un
punado de residuos, no pudimos evidenciar cambios conformacionales significativos con 0.05 <
o.. Identificamos un sector del dominio IA que sufre cambios conformacionales aparentemente
cooperativos pequefios de acuerdo con la temperatura (comparacion de los modelos a
temperatura ambiente y criogénica). Ese sitio del dominio IA se diferencia de sus homodlogos de
los dominios II y III por poseer un patron de disulfuros distinto, con un disulfuro menos. El
dominio IIT se comporta como un cuerpo rigido independiente en la comparacion de los modelos
a T ambiente de las formas apo y con ligandos ocupando el sitio de Sudlow I. Es decir, el
dominio III se independiza mas en presencia de ligandos en el sitio de Sudlow I. Realizando
comparaciones de alta sensibilidad (0.5 < o) con ESCET identificamos pocos residuos del sitio
de Sudlow I y del dominio IA que sufren pequefios cambios conformacionales.” Entre los
residuos que por su ubicacion podrian estar implicados en la comunicacion alostérica destacamos

principalmente a la Tyrl50 y Alal51. Cabe mencionar, que el Trp214 sufre cambios

13 1 a baja significacién estadistica “frecuentista” es de alguna forma pesada por la probabilidad a priori de que se
detecten cambios coordinados en sectores especificos donde se esperan cambios. Esta forma de analisis requiere
validacion.
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desplazamientos importantes a nivel de su cadena lateral (cambios que no se analizan con
ESCET) que acompanan la uniéon del ligando, cuando éste presenta grupos voluminosos, en

general hidrofébicos (grupos fenilo por ejemplo).

4.3.3.3. Diferencias en el desorden y la incertidumbre posicional atdmica entre los modelos
de cristales de HSA a temperatura criogénica y con ligandos del sitio de Sudlow I. Usando
el método que estamos proponiendo de escalado de factores B, pudimos identificar un grupo de
residuos que tienen una escasa respuesta térmica (movimientos de alta frecuencia) pero una alta
respuesta frente a la union de los ligandos. Estos residuos integrarian un canal de comunicacion
alostérica de bajo ruido, como lo exigiria la teoria de la informacion de sistemas de
comunicacion en el caso especifico, donde los cambios son de escasa intensidad (recuérdese que
la oxidacion del tiol aumenta solo 2.6-3 veces la K,). Este desorden podria ser “estatico”
(movimientos de baja frecuencia), evidenciando la existencia de estados microconformacionales
en el cristal. A favor de esta idea esta el hecho de que los residuos se agrupan en regiones del
core del dominio IA, integrando cuatro cadenas alfa que podrian realizar desplazamiento
helicoidales relativos de escasa amplitud o movimientos de tipo tijera. Eventualmente, se podrian
probar métodos de refinamiento cristalografico recientemente desarrollados para modelar un
ensamble de conférmeros que permita entender mejor el comportamiento de dicho manojo de
hélices alfa.”*** Sin embargo, para ello seria recomendable obtener nuevos datos de HSA en
complejo con Prodan u otro ligando del sitio de Sudlow a mejor resolucion que los existentes

(2BXB, 2BXC, 2BXD), usando el método de crioproteccion que reportamos en esta tesis.
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4.3.4.1. Integracion de la informacion de estudios en soluciéon y cristalograficos. Vistos en
conjunto, nuestros resultados de analisis cristalografico usando ESCET muestran que los
cambios alostéricos relacionados con la uniéon de los ligandos estudiados en la HSA son de
escasa magnitud. No pudimos evidenciar cambios conformacionales significativos en su
definiciéon mas clasica (cambios en la cadena principal) que expliquen los modestos efectos
alostéricos observados en solucion dependientes de la oxidacion del tiol. Estariamos por tanto
ante un caso de alosteria a distancia sin cambio conformacional (significativo), una entidad
propuesta por Perutz, de la cual se conocen pocos ejemplos bien caracterizados. En nuestra
opinién, es posible que el andlisis de factores B escalados que nosotros presentamos sea una
herramienta valida y util para entender estos fendomenos que pueden facilmente pasar
desapercibidos.

(Como se explica un cambio de 2.6 — 3 veces en la constante de afinidad por Prodan cuando la
Cys34 se oxida por 4e” a 25 A de distancia? Reportes previos sefialan la importancia de las
interacciones entre la Tyr84 en el control de la reactividad de la Cys34.>* Como se puede
observar en nuestro modelo criogénico y en modelos previos de la forma N de la HSA a
temperatura ambiente, estos residuos forman un puente de H. Este puente de H de be romperse
antes de que ocurra la oxidacion, y la oxidacidon por 4e- no hace mas que impedir la interaccion
de la Cys34 oxidada con la Tyr84. Como mostramos, la horquilla o que contiene en su extremo a
la Tyr84, esta directamente acoplada por su base y a través de puentes disulfuro con el ramillete
de hélices alfa del core del dominio IA. Esto implicaria al canal de comunicacidon que
transmitiria informacidn en el sentido inverso, es decir desde el sitio de Sudlow al sitio del tiol.
No queremos decir con esto de que ocurra exactamente lo mismo pero en reversa, solo que la

explicacion mas sencilla y probable a nuestro juicio es que estos cambios deben (para usar
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distintos términos) cooperar, ser sinérgicos, solaparse, estar acoplados, al menos parcialmente, de
acuerdo con trabajos previos.”*>*” El modelo hipotético que proponemos se muestra en el
esquema 4.3.4.1.1. Una posibilidad que vamos a probar experimentalmente (modelo alternativo
representado en el esquema 4.3.4.1.2) es si el efecto alostérico gatillado por la oxidacion de la
Cys34 depende de la presencia de Cl-. Si en ausencia (o concentraciones bajas de Cl” no hay
efecto, entonces podriamos proponer que la uniéon de CI' en el sitio de Sudlow I podria
desfavorecerse en el caso de la isoforma oxidada. Los iones Cl competirian menos

eficientemente con Prodan por el sitio de Sudlow I en la isoforma oxidada.

Esquema 4.3.4.1.1 Esquema 4.3.4.1.2

Tyr84 ;
o
-H
/S
e C Otros residuos .
C\ Cys34 Otros residuos
C
o’ \ e — s Ligando 7 — .
Otros canales? O \ h Ligando
Otros canales? H, Ol
N_®
M
NH
ScHoC o His242
7" CH
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5. Conclusiones, perspectivas y comentarios finales

Aqui vamos a presentar brevemente algunas conclusiones generales que extraemos de nuestro
trabajo y més como espinas irritantes que como conclusiones, algunos pensamientos sobre la

experiencia de investigacion que ha implicado esta tesis.

No hay trabajos de cinética (resueltos en el dominio del tiempo o la frecuencia) que planteen
directamente que en una reaccion controlada por difusion la constante bimolecular depende de la
distancia media entre reactivos. Por tanto el estudio de la reaccién de O,” y 'NO para dar ONOO
que hemos realizado y publicado™®, nos pone en frente a una posibilidad radical: las reacciones
controladas por difusion no son bien comprendidas aun. Tenemos una oportunidad, la de realizar
un estudio que nos permita avanzar mas para entender mejor la termodindmica de reacciones
controladas por difusion, un trabajo que podriamos encarar en colaboracion con un investigador

formado en el terreno de teoria, simulacion y matematica de reacciones controladas por difusion.

No es novedad quizas que el sitio del tiol esté conectado alostéricamente con el sitio de Sudlow,
lo novedoso es el planteo de una posible explicacion molecular mas detallada que las anteriores.
Nuestro trabajo hace una propuesta metodoldgica a cerca de como hacer uso de factores B para
entender alosterismo sin cambio conformacional (pero por qué no, detalles del alosterismo en
gral). Validar el método de escalado con trabajo estadistico y teérico en cristalografia con
colaboradores, particularmente Murshudov y Alejandro Buschiazzo seria a mi juicio el camino

mas natural.

El campo de la investigacion de la quimica biologica del ONOO™ ha sido fuertemente
controversial. Tan solo una de ellas ha sido el valor de la constante de reaccion de O,” y 'NO. Si
bien las controversias provienen de genuinos intereses y creencias, y tuvieron en su momento un

efecto vitalizador, las nuevas generaciones de investigadores en el campo tienen la oportunidad
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de intentar entender las razones fundamentales de las diferencias, y solucionar los dilemas. El
espiritu critico y rebelde de los investigadores mas jovenes puede aportar la chispa. Pienso que
de otra forma, el legado cientifico de la primera generacion de investigadores se debilitara en las
incertidumbres. Permitasenos decir que nuestra investigacion es un ejemplo de lo que arriba
decimos: de lo geniuno de las creencias, y del valor potencial de la reinvestigacion. Dejo para el
lector, sobre todo de los mas jovenes, el ejercicio de pensar como debe hacerse la
reinvestigacion, con que metas, con que filosofia, con qué argumentos. La colaboracioén entre
distintos laboratorios y investigadores principales tiene en esta tarea varias ventajas. Una ventaja
obvia es la de capturar la diversidad de ideas y métodos, otra ventaja es la de poder coordinar
esfuerzos para una investigacion que dudosamente pueda tener financiacion propia y la tercera,
la de realizar publicaciones conjuntas que quizas faciliten el impacto necesario en un mundo de

comunicaciones cientificas con mucho “ruido”.

En el campo de la medicina muchas veces la controversia se centra en los efectos finales del uso
de tal o cual firmaco en la “realidad”: un agente potencialmente beneficioso es un farmaco
hecho y derecho solo cuando pasa la prueba en el uso cotidiano que los médicos y la sociedad
hacen de ¢l. ;Qué sentido tuvo investigar hasta el mas minimo detalle de la farmacodindmica y
farmacocinética de una droga, si esta finalmente no se puede usar? El concepto de estrés
oxidativo, como si fuera un potencial farmaco, tiene que alcanzar ese grado de madurez, quizas
el que alcanzan ciertas ideas que a veces llamamos secretos de la vida. En este sentido quisiera
destacar que quizas la estrategia farmacoldgica antioxidante mas potente sea la prevencion de la

formacion de O,".

Finalmente, quiero realizar una simple enumeracion, a cerca de algunos de los desafios de los
investigadores que como yo se sienten igualmente a gusto en muchas disciplinas, pero tienen una
tendencia hacia lo tedrico: cada uno debe encontrar la forma de lidiar con las limitaciones de

dinero, tiempo, concentracion y educacion. Cada paso puede ser una gran victoria, pero quizas
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solo para nosotros, y no hay que temerle demasiado a eso pero tampoco encerrarse demasiado en

uno mismo.
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6. Anexo. Procedimientos cristalograficos

6.1. Colecta de Datos. El juego de datos que se utilizd en el modelo que reportamos en este
trabajo se obtuvo en la estacion de difraccion X26C del Brookhaven National Laboratory,
Biology Dept., Cold Spring Harbor Laboratory. El rayo utilizado proviene de un magneto de
doblado de electrones instalado en el anillo de almacenaje de electrones del Brookhaven

National Laboratory. La linea se caracteriza por un rango de energias de 5 — 20 keV, un
monocromatizador de cristal de Si(111), una resolucién de 8 x10™ y una fluencia de 4.1 X 10"

fotones s™' (a 1.1 A, 2.8 GeV y 200 mA), y spots de 0.1 — 0.5 mm de diametro. La estacion de
difraccion X26C cuenta con un difractometro equipado con un goniémetro mini-KB, un detector
de éarea de rayos X CCD (Charge-Coupled Device) ADSC Quantum-210, y un sistema de
criopreservacion de cristales Oxford CryoSystems 700. La estrategia de colecta de datos fue
definida de acuerdo con el andlisis de dos imagenes a 0 y 90 °, con barridos de 1 ° imagenes con
el programa hkI-2000.* Se buscaron y registraron reflexiones, se autoindexé en forma
automatica y se definid la estrategia de la colecta (dngulo de barrido por imagen, angulo de
barrido total, tiempo de exposicion y distancia al detector) con datos de esas imagenes iniciales.
Los datos se procesaron a medida de que las imagenes se fueron colectando para conocer en

tiempo real la completitud del juego de datos en funcion de la resolucion.

6.2. Procesamiento de Datos. Los datos colectados (243 iméagenes de difraccion) fueron luego
reprocesados en Montevideo (indexado, refinado de los parametros de la celda e integracion de
las reflexiones) usando iMOSFLM y SCALA ****"149492 iNMOSFLM toma del encabezado del
archivo de imagen la mayoria de los datos necesarios para iniciar el procesamiento de los datos

(marca y modelo de detector, angulo inicial y final de cada imagen, la longitud de onda (1.0809
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A), el tamafio de los pixeles, asi como otros parametros con valores aproximados que son
refinados como la distancia al detector (25 cm) y la posicidn en el plano de deteccion del punto
de incidencia del rayo principal. Se usaron 10 iméagenes para autoindexar y 30 imagenes para
refinar la celda, de modo de cubrir esparcida y regularmente el angulo total de barrido. Dado que
los cristales de HSA difractan en forma imperfecta, aunque el programa sugirié modificar la
ganancia del detector, esta fue fijada de acuerdo con informacion previa en 0.25. Luego de la
integracion se verifico la calidad del juego de datos de acuerdo con las alertas generadas por
iMOSFLM, asi como analizando el archivo .Ip en busca de imagenes con un niimero alto (mas de
10) de “bad spots” (aquellas reflexiones observadas que no superan ciertos test de calidad
automaticos luego de la integracion, mostrando demasiada variacion en el nivel de base, un
ajuste de perfil pobre, una intensidad muy negativa -mas de 5 SDs- o un gradiente muy alto para
el plano de fondo) y de spots sobrecargados (detector con pixeles saturados). iIMOSFLM genera
un archivo de salida .mtz el cual contiene los datos integrados (intensidades y desviaciones para
cada reflexion), el cual es el archivo de entrada para SCALA. Dicho mtz contiene /; y sigma de
I, por imagen como informacion principal.

El programa SCALA version 3.3.9 se uso para la reduccion de los datos (su correccion,

escalado y combinado).””!

Este emplea un modelo multiparamétrico continuo de escalado
tomando como observaciones las intensidades de reflexiones unicas equivalentes integradas por
IMOSFLM (reflexiones relacionadas por la simetria del cristal y del espacio reciproco -esto
ultimo es esencial para escalar en P1- o registradas e integradas mas de una vez —mediciones
repetidas de la misma reflexion-). Luego que los factores de escala por imagen y resolucion se

establecen, se aplican a los datos. Es importante hacer notar que el escalado de los datos fue

relativo (como suele serlo), resultando en la mayor consistencia interna posible de los datos pero
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371

no en datos en una escala absoluta.””” El programa SCALA minimiza la funcién Psi que es una

sumatoria de cuadrados de residuales:

Y= z 2 w, (L, — gy <I N >)2 + términos dependientes de contenciones de parametros (6.2.1)
ho

Donde la primer sumatoria es para todas las reflexiones unicas hkl (simplificamos como h), la
segunda es para la reflexion hkl niimero 1 relacionada con otras por simetria o por medicion

repetida, siendo /;; la medida numero 1 de una reflexion hkl particular, (7,) el promedio de las

intensidaddes asociada a la reflexion hkl particular, wy; es un peso asignado a la observacion I, y

. . 3Tl
g, es la funcion factor de escala inversa, que se define como sigue:

g, = (Escala, C),) x (factor B, T,,) x (Absorcion, S,,) x (Correccion de colas, L,,)  (6.2.2)

Donde la escala Cj; es una escala en funcion de la rotacion, el factor B relativo 7j; (no es un
factor B atomico) aqui mencionado es un factor de correccion para el decaimiento de la
difraccion en funcién del tiempo (ergo, la rotacion) y la resolucion debido al dafio en el cristal
por radiaciones; el factor de correccioén por absorcién compensa las diferencias entre reflexiones
equivalentes debidas absorcion diferencial del luz por el cristal (sea del haz primario o del
secundario -incidente o difractado-); la correccioén de colas, Ly, busca corregir el efecto de la
difraccion difusa sobre las intensidades de las reflexiones.

El programa SCALA funciona en combinacion con otros del conjunto CCP4 (modulo de
reduccion de datos de CCP4), de modo que se siguié una secuencia o “tuberia” de programas

estandar en la que los archivos de salida de un programa (SORTMTZ, SCALA, cTRUNCATE,
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MTZDUMP, UNIQUE, CAD, FREEFLAG y MTZUTILS) son los de entrada del siguiente, de
forma que se produjo un archivo mtz final compatible con otros programas del grupo CCP4 con
cuyo contenido principal es la informaciéon sobre amplitudes de los factores de estructura
(F_New) y las desviaciones estindar de las mismas (SIGF New) para cada reflexién Unica
observada. De acuerdo con el andlisis e los datos procesados se defini6 el rango de resolucion

efectivo del juego de datos.

6.3. Solucion de la Estructura por Reemplazo Molecular (RM). Para resolver el problema de
las fases se recurrié al RM, usando el programa AMoRe.*” Como otros métodos de faseo, el RM

. .y 404
se basa en el calculo de la funcidn de Patterson:

P(u,v,w) = D |F [ ekt (6.3.1)

hkl

La funcién de Patterson es la transformada de Fourier de las intensidades (/ = |Fhk1|2). A

diferencia, la funcion de densidad electronica es la transformada de Fourier de los factores de

estructura ( £}, ):

1 =27 (hx+ky+lIz
p(x,y,z)=;ZFhk;e plierre) (6.3.2)

hkl

La ventaja de la ecuacion de Patterson es que no requiere de la informacidn sobre fases contenida
en los factores de estructura, y por tanto se puede calcular tanto a partir de datos no faseados
como también de modelos ubicados en el espacio real en forma arbitraria. EIl RM se basa en la
comparacion de las amplitudes de los factores de estructura observados y los calculados a partir

, . 405 . : ’
del modelo de busqueda, las que deben correlacionar.”™ Para ello es necesario estimar el nimero
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de moléculas por unidad asimétrica (por ende el numero de soluciones que debemos hallar) y
probar distintas posiciones del modelo de blisqueda en el cristal, cuyos parametros de celda y
simetria son ya conocidos o asumidos, hasta hallar la/s que mejor concuerde/n con las
observaciones. Los archivos de ingreso para AMoRe para realizar las busquedas fueron el
archivo mtz derivado de SCALA (y programas asociados del paquete CCP4) y el archivo PDB
del modelo de busqueda. Se probaron varios modelos de busqueda, se utilizaron solo cadenas A
sin moléculas de agua asociadas. Hallar la solucion implica determinar valores para 6 variables
por cadena: los angulos de rotacion (R) en torno a los ejes Z, Y,y X (v, 6,y ¢) y las
coordenadas X; y; z: del centro de masa del modelo trasladado (7) en el cristal en estudio, de

modo que los vectores de posicidn atomica iniciales del modelo de busqueda (+°) se modifican

(r):
r':RI"O +T (633)

AMoRe calcula la siguiente funcion de correlacion lineal, que puede tomar valores entre 1y -1y

que utilizamos para evaluar los resultados:

]

_— = =2 =2 s
CC, = (Z‘F;}’” x| Fgete ] / HZ Fo J x (Z F ﬂ (6.3.4)

Fy

Donde representa una variable centrada:

FH

=|F,|- <\FH D (6.3.5)

Siendo <‘F H‘> un promedio de reflexiones.
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Se limito la resolucion entre 0.01225 y 0.06250 A" (9.034 - 4.000 A). AMoRe contiene
programas que usan funciones de barrido rapido (programas ROTING, TRAING y FITING),**
los que se usaron en ese orden. Estos programas calculan las funciones rapidas de rotacién,**®
traslacién y ajuste de dos funciones de Patterson.*”” Finalmente se cre6 un archivo de
coordenadas PDB en CCP4 con las moléculas situadas en las posiciones que las soluciones de

reemplazo indican.

6.4. Refinamiento del Modelo. El modelo inicial proveniente de RM claramente contiene sesgo
hacia el modelo usado en la busqueda; de hecho las coordenadas atomicas del modelo de
busqueda son solamente rotadas y trasladadas como un cuerpo rigido. Para disminuir este sesgo
inicial se introdujo ruido blanco (desplazamientos al azar en x, y o z de 0.4 A) a las coordenadas
atomicas del modelo inicial usando el programa PDBSET del paquete CCP4.*° También con
PDBSET se sustituyeron los factores B del modelo inicial con un unico valor igual al factor B de
Wilson calculado por TRUNCATE.** Ademis, usando el programa UNIQUE’® se defini6 al
azar el set de reflexiones Unicas empleadas para la validacion cruzada del refinamiento a través
del calculo del Rgree (1009 reflexiones, aproximadamente 2% del total, ver ecuaciones H12A-C)
y del Rw, lo que permite evaluar la exactitud de las fases refinadas y el posible incurrimiento en
sobre-refinameinto.’®°'2%3%7 Cabe recalcar que el refinamiento exitoso es aquel que minimiza
el Rgree alcanzando un cociente Optimo entre Reree y Ry .

El refinamiento cristalografico es la optimizacion de una funcién de un conjunto de

408

observaciones (funcion blanco), modificando los pardmetros del modelo.”" Para refinar el

modelo se uso el programa REFMAC incluido en el paquete CCP4.°2****!° E| programa
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REFMAC se caracteriza por basarse en aplicaciones del teorema de Bayes,*'' como lo muestra la

ecuacion 6.4.1:

P(x, Fabs Fobs Fobs Fobs

)= p(x)P(

;%) P(

) = p(x)L(x;

) (6.4.1)

Donde P(x;|F°"|) es la distribucion de probabilidad a posteriori de los parametros x del modelo

condicional a los datos observados | Fo | , p(x) es la distribucion de probabilidad a priori de los

parametros x del modelo (aqui es donde la informaciéon en forma de constricciones y

contenciones es utilizada), y L(x;|F°"|) es la funcioén de verosimilitud, que de acuerdo con la

ecuacion H8A puede escribirse como:

L(x;|F|) = P(F™|;x)/ P(|F")) (6.4.2)

De estas ecuaciones se desprende que para aumentar P(x;|F*”

), siendo p(x) constante y

conocido, se debe maximizar L y para ello maximizar P(‘F o

;x). Tomando /n a ambos lados de

la ec. 6.4.2 obtenemos la ecuacion 6.4.3 y de acuerdo con lo arriba mencionado, la ecuacion

6.4.4:

ln[L(x, Fabs Fobs Fabs Fobs Fabs

)] =In[P(F" |, x)/ P(F"])] = In[P(

;)] = In[P(

N (6.43)

In[L(x;|Fo )] (6.4.4)

)] o< In[P(F°”
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REFMAC usa la siguiente aproximacion:

F obs

hkl

P[( s F) (6.4.5)

thz;{ll)s )hkls F;lc;;lc thS] H P(

hils

Implicita en la ecuacidon 6.4.5 esta la asuncion simplificadora de que las observaciones (y sus
errores) son independientes. El problema de hallar valores de x de modo de maximizar

In[L(x; ;X)] es equivalente al problema de minimizar el opuesto (ec. 6.4.6):

)]y In[P(F"

—In[L(x;|F°" Fo”

)] =In[P(F"

) —In[P(

;%)]] (6.4.6)

De acuerdo con ello, REFMAC y otros programas minimizan una funcién de cuadrados de

residuales con la siguiente forma general:

hkls

f(modelo) =" ﬂF,,”

)} i s 647)

modelo
_ <‘ F,

: 1
De relevancia, <‘F modelo

> no es simplemente el valor calculado para la amplitud de una reflexion

particular 4 segiin el modelo de referencia, sino que es el valor esperado para la amplitud de
dicha reflexién de acuerdo con todos los modelos plausibles similares al modelo de referencia.
Se ha demostrado que se obtienen mejores resultados en el refinamiento de modelos
cristalograficos usando funciones blanco de maxima verosimilitud.*® Dicha ventaja se explica en
parte por la capacidad de estas funciones de reconocer minimos absolutos. De acuerdo con ello,

se ha demostrado que existe una potenciacion entre el uso de estas funciones blanco y el uso de
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algoritmos de modificacién de parametros por recocido simulado (simulated annealing),*'**"* un

método de minimizacion especialmente proclive a hallar minimos relativos. Para minimizar esta
funcion, REFMAC utiliza un método de optimizacion de primer orden conocido como el método
de gradiente de descenso, usando un muestreo ralo de la matriz normal completa de
para’tmetros.408

La estrategia seguida en el refinamiento fue la de introducir grados de libertad
(parametros al modelo) en forma progresiva; y ademds, de ensayo y error, es decir que se
realizaron pruebas mas o menos sistemdticas de modulos de refinamiento y diversas
parametrizaciones cuyos resultados se evaluaron de acuerdo con Ry y Rpe.. La secuencia de
modos de refinamiento fue la siguiente: 1) refinamiento de cuerpo rigido, 2) refinamiento con

414-415

contenciones y con de factores B atomicos de constriccion isotropica, 3) refinamiento con

contenciones; constricciones de factores B atomicos isotropicos; y con grupos de TLS
(“Translation, Libration and Screw”).*'%4!¢

El uso de contenciones es esencial a bajas y moderadas resoluciones, y puede ser
necesario a alta resolucion cuando existen sectores del modelo para los que se ha obtenido una

- .. 415
pobre informacion.

Usamos contenciones de: longitud de enlace, angulos de enlace, planos,
quiralidad, angulos de torsion, interacciones no enlazantes, simetria no cristalografica y de
factores B. Los primeros 5 tipos corresponden a contenciones de estereoquimica o geometria.
Los ultimos tres de son establecidos con caracter general para todo tipo de residuos. Los pesos
asignados a las contenciones de geometria fueron automaticamente definidos por REFMAC,

aunque probamos modificarlos en algunas corridas. REFMAC define los pesos, y por ende las

penalidades, de acuerdo con la siguiente ecuacion:
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Penalidad = Z w(vo — vi)2 = Z 1 (vo —vi) (6.4.7)

Donde w es el peso especifico de una determinada contencion, vo es un valor observado y vi un
valor ideal (tomado de la libreria). REFMAC busca minimizar la sumatoria de penalidades,
como un término mdas del residual de refinamiento. Es importante hacer notar que las
contenciones son en definitiva tratadas como observaciones adicionales (la informacion previa
en forma de longitudes de enlace, etc., pero también podria usarse como constricciones, lo que
lleva a disminuir el nimero de pardmetros del modelo). Las contenciones de factores B consisten
en penalidades establecidas para diferencias de valores de B; — Bj mayores a un valor
predeterminado, donde i y j son dos dtomos cercanos en espacio, o atomos relacionados por
simetria no cristalografica. Los pesos aplicados por REFMAC para los términos residuales de
contencion de factores B (Rg) se basan en el tipo de relacién espacial entre los dtomos iy j:
enlace covalente de la cadena principal, enlace covalente cadena lateral, formando un dngulo en
la cadena principal, formando un angulo en la cadena lateral. TOmese en cuenta que sobre un

4tomo i a pueden aplicarse todos los tipos de contenciones de factores B (ec. 6.4.8).*"

Ry =Wy ntaces Z(Bi - Bj)z/o-jnlaces + WB,dngulos Z(Bi - B, )2 /szizgulos + ... (6.4.8)

(i,j }enlaces ([,j K )—dngulos

REFMAC incluye la posibilidad de conducir un refinamiento con grupos de 4tomos con
parametros de TLS.>***!° E] resultado de este modo de refinamiento es usualmente mejor que
cuando se modelan B isotropicos puros. Tronrud sostiene que la mayor constriccion que se le

impone a los modelos cristalograficos durante su refinamiento (y representacion) es la de asumir
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que la movilidad y el desorden son isotropicos*® (ec. 6.4.9) cuando la movilidad y/o el desorden
atomico en el cristal tienen muchos componentes que pueden eventualmente ser modelados por

separado y pueden ser anisotropicos (6.4.10):**

B = 87z2<Uf> , U atdémico isotropico (6.4.9)

J

UTotal = UCristal + UTLS + Ulntemo + U (64 10)

Atomos

Enlaec. 6.4.9 <U ]2> es el promedio temporal y espacial del desplazamiento cuadrado isotropico

del atomo j del cristal modelado. En la ec. 6.4.10 se supone que parte del desplazamiento no es
isotropico y que parte puede modelarse usando la parametrizacion de grupos TLS. Considerando
el U atomico, este puede ser modelado isotropicamente, como en la ec. 6.4.9, o
anisotropicamente como un tensor 3x3 promedio temporal y espacial de modo que el factor B

atomico correspondiente se define como:

(uyus,) (6.4.11)
(v )

En esta ecuacion Tr se usa para abreviar Traza, que es el equivalente a la suma de los valores
propios de la matriz de pardmetros de desplazamientos. Cada elemento de la matriz 3x3 (ec.
H22) es lo que se denomina un pardmetro de desplazamiento anisotropico atomico (“atomic
anisotropic displacement parameter”, ADP). Siendo U; una matriz simétrica, se deben refinar 6

pardmetros por atomo. El refinamiento con grupos TLS es una solucion parcial pero poco
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costosa en términos del cociente parametros/observaciones (esto es cierto siempre que el nimero
de grupos TLS sea mucho menor que el nimero de dtomos, y deberd ser tanto menor cuanto
menor la cantidad de informacion disponible sobre el cristal) al problema del refinamiento con
resoluciones moderadas o bajas (Amin > 2 A), ya que por cada grupo TLS es necesario y
suficiente refinar 20 parametros: 6 parametros Unicos de T (tensor de traslacion, tensor 3x3
simétrico, tienen unidades de A?); 6 parametros tnicos de L (tensor de libracion, tensor 3x3
simétrico, tienen unidades de radianes® o grados®), 8 parametros Gnicos de S (tensor de
desplazamiento helicoidal o “screw”, tensor 3x%3 asimétrico, e indica en qué medida los
desplazamientos trasnacionales y rotacionales estan correlacionados, tienen unidades de
A&) 344418419

REFMAC requiere un archivo de instrucciones que indique las definiciones de grupos
TLS que se van a usar en el refinamiento, es decir, cuantos grupos TLS y como estan ellos
constituidos (por qué atomos). Nosotros seguimos varias estrategias para definir estos grupos, las
que se presentan en la seccion de Resultados. REFMAC refina la escala global del modelo y los
parametros de TLS primero e independientemente del refinamiento con contenciones de las

44,41 .
34410 (una definicion

coordenadas atomicas y los factores B isotrdpicos atomicos residuales
operativa por cierto). Para analizar los resultados de los refinamientos con grupos TLS se uso el
programa TLSANL,***** ¢] que permite obtener parametros de desplazamiento atéomicos (B a
partir de los parametros refinados de cada grupo de TLS para los dtomos que integran estos
grupos. Nétese que, de acuerdo con lo expuesto arriba, todos los atomos de cada grupo de TLS
compartirdn solo la parte traslacional de los desplazamientos. A su vez el programa permite

calcular un Bj.q, que integra los componentes isotropicos residuales y anisotropicos debidos a

TLS.
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6.5. Evaluacion y validacion cruzada del refinamiento. Los programas de refinamiento,
incluido REFMAC, escriben un archivo a medida que avanza el refinamiento, donde se detallan
las instrucciones con las que el programa esta cumpliendo o los problemas que encuentra para
cumplir con las mismas, los andlisis automaticos que el programa realiza sobre los archivos de
ingreso de datos (PDB y mtz), los resultados del refinamiento y el andlisis de dichos resultados.
Son varios los indicadores de calidad del modelo, los que naturalmente, deben ir mejorando a
medida que el refinamiento avanza. Entre los indicadores que reporta REFMAC destacamos los
que se detallan en la Tabla 6.5.1.

El uso del Rerge como elemento de validacion cruzada fue introducido por Briinger en 1992,°%°

de acuerdo con la ec. 6.5.1.

Z F FREE| —k Fo
Ry = (6.5.1)
FREE Z FobSFREE|

Donde |Fpsrreel son las amplitudes de los factores de estructura observados (F,p)

pertenecientes al grupo de reflexiones no usadas en el refinamiento y |F.u.| son las amplitudes

de los factores de estructura calculados (Fcalc) a partir del modelo atdmico para las mismas

reflexiones (ec. 6.5.2).

F

calc

_ 27 (hyj+hyj+lzj)) _—Bj[(sin0)/ AJ*
—G-anfje e (6.5.2)

J
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La ecuacion 6.5.2 es una simplificacion frecuentemente usada con fines didacticos de la ecuacion

6.5.3:

B Z|F0bSFREE| _|FMODEL| (6.5.3)

R =
FREE z | Fobs e |

Donde Fuoper se obtiene considerando parametros atdmicos y no atomicos del modelo (ec

6.5.4):

2
Bgo, s

Foe thsoe * Fle (6.5.4)

F — k e‘s Ucrist s'
MODELO GLOBAL
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Tabla HI. Indicadores de calidad del modelo usados para evaluar el refinamiento

Indicador

Formula

Uso y significado

Rfact (R factor, Ry o
RCRIST)

R = Z|F0bsw| _|FM0DEL|
" Z|FobsW|

Factor que describe la exactitud del modelo del cristal que se ha
refinado por comparacion de las amplitudes del modelo con las
amplitudes observadas usadas en el refinamiento.

Rfree (Rrgee)

R _ z‘FObSFREE‘ - ‘FMODEL‘
FREE Z ‘ Fobs v ‘

Factor que describe la exactitud del modelo del cristal que se ha
refinado por comparacion de las amplitudes del modelo con las
amplitudes observadas no usadas en el refinamiento a los efectos
de validar el refinamiento (validacion cruzada). El correcto uso de
este residual acumulado normalizado depende de la correcta
eleccion del grupo de reflexiones usadas para su cdlculo, no
usadas en el refinamiento. Idealmente, se deberia refinar contra
distintos sets de reflexiones tomadas a partir del total de
reflexiones tinicas medidas, dejando cada vez un nimero pequefio
(no mas de 10 %) pero estadisticamente suficiente de reflexiones
para el calculo de Rggee. De esto surgen un conjunto de modelos. En
la practica, se considera suficiente refinar un solo modelo tratando
de minimizar el nimero de reflexiones usadas para calcular el Regee
de modo de no perder mucha informacion (1000 es un nimero
adecuado).

FOM (Figure Of Merit,
m)

m=|[ P(p)e”do|

Factor por el cual la amplitud del factor de estructura
observado | Fobs|es escalado, para que en conjunto con la mejor
fase (fase del centroide en el plano complejo de la distribucidn de
probabilidad de Fc), se pueda obtener el mapa de densidad
electrénica con el nivel mas bajo de ruido. m < 1, cuanto mayor es
m mejor es el acuerdo de fases entre el modelo y el cristal, valores
mayores a 0.7 son deseables.

rmsBOND (root mean

Expresa la desviacion cuadratica media de las longitudes de enlace
presentes en el modelo con respecto a los valores de la literatura

i=N o ) . "
squared bond rmsBOND = 2 il (l _1 )z (diccionarios de estereoquimica). Valores mayores a 0.02 A
length - N 4 ideal ~ “"modelo sugieren que los pesos utilizados en la matriz de refinamiento para
. - as contenciones geométricas deben ser disminuidos (menor peso,

diferences) - ! v tricas deb d d

contencion mas fuerte).
rmsANGL (root mean 1 =N Valores mayores a 2 ° sugieren que los pesos utilizados en la matriz
squared angle | rmsANGL =2/— (aideal — podelo )2 de refinamiento para las contenciones geométricas deben ser
N3 disminuidos.

diferences)

6.6. Construccion y validacion del modelo atomico en espacio real. Las modificaciones al

modelo en espacio real y la validacion del modelo fueron realizadas usando el programa Coot v

325,345 - I . . ,
0.6-pre-1."7""" Seguimos procedimientos estandar de construccion del modelo en espacio real.

Partimos de un modelo muy completo de la proteina (residuos 5-578 de cada cadena) derivado
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del modelo 1AO6. El programa Coot genera mapas de densidad electronica tridimensionales a
partir de archivos mtz refinados por REFMAC, a la vez que despliega el modelo en 3D. El
modelo atomico de la proteina se mejord por agregado de residuos faltantes en los extremos
amino y carboxilo terminales de las cadenas polipeptidicas, de cadenas laterales en multiples
posiciones y por el ajuste del modelo atéomico a los mapas de densidad electronica 2F°™ — F¢ y
F°* — F*°_El ajuste del modelo a la densidad electrénica (refinamiento en espacio real) se
realizd usando contenciones de torsion, planaridad de enlaces peptidicos y de Ramachandran.
Der ser apropiado, donde la densidad electronica era pobre, empleamos también contenciones
locales de estructura secundaria. El proceso consistid en varios ciclos en los que se intercald
refinamiento con REFMAC y construccion y validacion con Coot. La densidad electronica
absoluta se expresa en e’A”, electrones por Armstrong cubico, sin embargo la escala absoluta de
densidad electronica no suele conocerse con exactitud, por lo que se prefiere expresarla en una
escala de valores relativos de acuerdo con estimadores estadisticos internamente consistentes.
Asi, diremos que la evaluacién de los mapas de densidad electronica 2F°™ — F* se realizd
principalmente a un nivel de contorno de superficie de densidad electronica de 1 o'y en el caso
de los mapas F°™ — F gse utilizd principalmente un nivel de contorno de 2.5 o. Cuando el
refinamiento del modelo proteico estuvo avanzado (cuando los cambios en la proteina eran ya
muy pequefios), se agregaron moléculas de agua en forma manual de acuerdo con criterios
ampliamente aceptados, basicamente, que las moléculas de agua mantengan enlaces de H o
polares con la proteina o con moléculas de agua o ligandos firmemente unidos a la proteina. Se

eliminaron pocas moléculas de agua que no pasaron los test de validacion de Coot.
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