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1 Resumen

El aumento de la concentracion de glucosa en sangre acelera la glicacidon (glucosilacion no
enzimatica) de aminas bioldgicas, una compleja cascada de reacciones que inicia por ataque
nucleofilico de la amina (Lys/Arg y residuos —NH, terminales en péptidos y proteinas) sobre el
carbonilo reactivo de la glucosa aciclica (forma minoritaria en solucidon acuosa, donde ~99% se halla
como glucopiranosa) dando lugar a la formacion reversible de productos de glicacion temprana
(Bases de Schiff, BS, y Productos de Amadori, PA) e irreversible de productos de glicacion avanzada
(AGEs). La acumulacién de AGEs in vivo se ha asociado al origen de patologias derivadas de la
diabetes. Asi, el conocimiento detallado del mecanismo de glicacion temprana de proteinas clave
para el normal funcionamiento del organismo (p.ej., la albimina sérica humana, HSA, por sus
funciones como transportadora de ligandos enddgenos/exdgenos y antioxidante protectora, entre
otras) puede ser utilizado para establecer métodos de deteccidn precoz del avance de la enfermedad
y disefiar farmacos especificos para inhibir/revertir la glicacion y sus efectos deletéreos en el
organismo.

En este trabajo se utilizaron métodos de modelado computacional a nivel PCM-DFT vy
ONIOM(DFT:AMBER) para estudiar la factibilidad de un mecanismo de apertura de a-D-glucopiranosa
que involucra residuos Lys195/199 del sitio de Sudlow | en HSA, propuesto por Wang et al.
(J.Biol.Chem, 2013) a partir de evidencia cristalografica que sefiala la formaciéon de una BS (o PA)
Lys195-glucosa y la presencia de glucopiranosa en ese sitio. Se validé la metodologia usada
centralmente (B3LYP/6-31+G(d,p)-PCM) sobre el mecanismo de apertura de glucopiranosa asistido
por una molécula de agua en solucién y se calculd la nucleofilia relativa de residuos Lys525/199/195
de HSA a nivel ONIOM(DFT:AMBER), estimando sus pKa con el servidor H++. Mediante simulacion de
dindmica molecular clasica (MD) se determinaron estructuras representativas en condiciones quasi-
fisiologicas para los complejos 1:1 de HSA con a-D-glucopiranosa y D-glucosa (cuya vida es breve, ~10
y 50 ns, respectivamente) y la carbinolamina primer producto intermedio de glicacion en Lys195
(HSA-GCA). Una exploracion preliminar de la red de enlaces de hidrogeno (EdH) en el sitio de Sudlow
| antes, tras ingresar D-glucopiranosa y tras formar la BS en Lys195, permiti6 asignar a Lys195/199 un
papel clave diferente al planteado por Wang et al. en la apertura de glucopiranosa y glicacién en
Lys195. Estos hallazgos llevaron a proponer un mecanismo alternativo, caracterizado aqui a nivel
DFT-PCM con un sistema modelo reducido que emula la asistencia por Lys195/199 el cual si bien no
compite con la catalisis bifuncional por agua en solucién, si podria ser viable en el entorno proteico.
También se exploré con modelos reducidos la adiciéon de Lys195 a D-Glucosa, no descartandose la
posibilidad de una reaccidn concertada directa en HSA (inviable sin asistencia en solucidn) visto que
el costo entrépico de formar complejos intermediarios iniciales y la polaridad del entorno inciden
significativamente sobre la barrera de este paso. Se identific6 ademads a Lys436 de HSA como posible
facilitador de la deshidratacién de HSA-GCA para formar la BS en Lys195, siendo necesario incorporar
la dispersidon electréonica en el funcional de la densidad usado para caracterizar el estado de
transicion de este paso de la glicacion temprana (localizado aqui a nivel ®B97X-D/6-31G(d,p)). Estos
resultados darian pie para pensar que la deshidratacion asistida por Lys436 en la proteina es un
proceso viable y reversible y que podria no ser el paso limitante del proceso de glicacidon en este
caso.

Palabras clave: Glucosa; apertura glucopiranosa; albumina sérica humana; sitio de Sudlow I;
Glicacion; mecanismos de reaccién; modelado computacional.



2 Introduccion

La D-glucosa es una de las principales fuentes de energia y carbono en los organismos vivos.
Se la encuentra principalmente en forma ciclica (> 99%), pudiéndose formar dos tipos de
anillos de seis miembros que difieren en la configuracion absoluta de su dtomo C1 (carbono
anomérico): a-D-glucopiranosa o B-D-glucopiranosa. En la Figura 1 se muestra la numeracién
clasica utilizada para identificar con facilidad a los 4tomos de carbono y a los hidroxilos en
sus respectivas posiciones, en este caso para las formas a-D-glucopiranosa y D-glucosa. Mas
detalles sobre la nomenclatura de carbohidratos puede encontrarse en la bibliografia
especializada del campo [1]. Este tipo especial de estereoisémeros de la glucopiranosa que
difieren en la ubicacion axial o ecuatorial de hidroxilo O1H, se denominan anémeros.

. H. O
H—{—OH

HO——H
H——OH
H——OH
SGCHZOH

Figura 1. Estructura 2D de la D-glucosa en sus formas a-D-Glucopiranosa
ciclica (A) y lineal (B). Se omite la representacion de los dtomos de H en A.
Numeracion de atomos de Cy O en negro y rojo respectivamente.

La forma mas reactiva de la glucosa corresponde a la conformacion abierta o de aldehido
libre, en la cual posee un grupo aldehido electrdéfilo. En solucidon acuosa, la fraccion de
glucosa abierta es menor al 1%, pudiéndose pensar que esta seria una de las razones por la
cual la misma fue seleccionada como fuente preferencial, de la mayoria de los organismos
vivos.

Los niveles de glucosa en plasma sanguineo varian constantemente en individuos normales
entre 4.2 y 6.7 mM, pudiéndose ampliar ese rango de 0-20 mM si se tienen en cuenta los
niveles de glucosa de individuos con desdrdenes metabdlicos que llevan a hipo e
hiperglicemia. Esto ha sido determinado usando diversas metodologias, una de ellas implicé
usar glucosa oxidasa inmovilizada y luego cuantificar el perdoxido de hidrégeno producido
usando electrodos de platino [2].

Considerando las posibilidades de libertad conformacional que presenta la D-glucopiranosa,
existen cientos de isomeros que corresponden a distintas disposiciones espaciales del anillo
de 6 4tomos (siendo la forma silla *C; la disposicién mas estable entre todas ellas) y a los
diferentes rotameros correspondientes a las distintas disposiciones relativas posibles de los
4 grupos hidroxilo y el grupo hidroximetilo que el anillo sostiene [3]. Entre ellas se ha



determinado que la poblacién relativa entre los andmeros alfa y beta depende de la
temperatura de trabajo y del medio en que se estudie la reaccién [4], siendo favorecida la
forma alfa en fase gaseosa y la forma beta en solucién acuosa [5]. Esto lleva a la necesidad
de explicitar la estabilidad relativa y las condiciones en que se halla la glucopiranosa.

La reaccidon a través de la cual se da la interconversidon entre andmeros se denomina
mutarrotacién. Esta reaccion implica la formacion de un intermediario no ciclico de mayor
reactividad y menor estabilidad, tal como se muestra en la Figura 2.

Al oH B) . on C) L OH
Ho H OH Ho
H H OH
— —
HO 1o . OH HO 1o . OH HO o . OH
H OH H o} H -
H H

Figura 2. Mutarrotacion de la Glucosa. A) a-D-Glucopiranosa; B) D-Glucosa (forma
aldehido) y C) 8-D-glucopiranosa.

Esta reaccion ha sido objeto de estudio de investigadores por casi 170 afios a la fecha. A
continuaciéon se resefan algunos de los trabajos de mayor relevancia como antecedentes
para esta tesina, ya que incluyen el estudio de esta reaccién en contextos variados:

Keilin y Hartree observaron el efecto catalitico del complejo descripto por ellos como mutarrotasa
1952 | [105]. Por su parte, Swain y Brown muestran las primeras evidencias de catalisis polifuncional
usando como modelo la reaccién de mutarrotacion [106].

Lee, Acree y Shallenberger estudiaron la cinética y termodinamica de la mutarrotacion de D-

el glucosa y D-manosa previamente derivatizados [107].

1971 | Gold realiza un andlisis de orbitales moleculares para la catalisis bifuncional de la mutarrotacion
por 2-piridona [108].

Estudios elaborados por Livingstone et al probaron el efecto de utilizar soluciones acuosas de
1977 | distinta polaridad sobre la cinética de la mutarrotacion de la glucosa y en base a los resultados
obtenidos sugieren que la reaccidn ocurriria siguiendo un mecanismo concertado, pasando por
un estado de transicidn altamente hidratado [109].

1999 Yamabe e Ishikawa evaluaron los cambios en las energias de activacién de las distintas etapas de
la mutarrotacion considerando multiples moléculas de agua [110].

Silva et al estudiaron tedricamente los efectos del solvente y determinaron estructuras tanto de
2006 |especies estables a lo largo de la reaccidon como las de los TSs [111]. Lewis et al determinan
estructura de TSs de apertura haciendo calculos DFT [112].

2013 | Quian logrd estudiar la superficie de energia libre de la reaccién apertura de glucopiranosa en
agua usando CPMD [14].

Kosaka et al determinaron la contribucion entrépica a las barreras de activacién en términos de
2015 |energia libre para la anomerizacién de glucosa y manosa [113]. Plazinski et al estudian la
mutarrotacion de la glucosa usando una combinacion de dindmica moleculary DFT [114].

igura 3. Linea de tiempo de algunos de los hallazgos clave para entender la
reactividad de glucosa en solucion



2.2 Apertura de a-D-glucopiranosa: mecanismo, termodinamica y cinética

A modo de simplificacién se podria decir que ocurren tres eventos necesarios para el pasaje
de glucopiranosa a glucosa:

1. Protonacién de O5 por un acido
2. Desprotonaciéon de OH sobre C1 por una base
3. Ruptura de enlace C1-05 y formacién del doble enlace C=0

Se propusieron tres mecanismos a través de los cuales podria darse esta interconversiéon en
solucién que difieren en la forma concertada o por etapas en que se dan estos procesos
elementales, siendo el primero propuesto por Lowry, apoyado también en las ideas de
catdlisis acido-base de Brgnsted [6]. Posteriormente se plantea un modelo alternativo de
Pedersen y por ultimo una serie de trabajos basados en polarigrafias llevan a una hipétesis
de mecanismo concertado. Las caracteristicas principales de estas propuestas se muestran
en la Tabla 1.

Tabla 1. Modelos mecanisticos propuestos para la apertura de la glucopiranosa

Mecanismo

Por etapas y con tres especies involucradas en la reaccidon: un acido HA, una base By la
glucosa. Se apoya en la teoria electrolitica para la catdlisis

HO 0 HO
Lowry HA B
Ho' OH HO OH
Por etapas y con dos especies involucradas: glucosa y HA. El primer paso corresponde a la
protonacién del O5 y luego le sucede un segundo paso en el cual, de manera concertada
se rompe el enlace C1-05 y se pierde el protdon del hidroxilo sobre el C1, formandose un
aldehido libre
HO HO
Pedersen HO ‘
Ell
HO OH
HO‘: "'OH HO OH
Concertado con formacién de aldehido libre en una reaccidon de pseudo primer orden
asistida por agua
Varios
trabajos
basados en
. ’ é
polarigrafias s
[10-12]

De los modelos descritos, la cinética de los dos primeros no ajusta a los datos
experimentales, descartandose que la formacion del aldehido libre ocurra por etapas.



En 2006, un estudio tedrico mostré la importancia del solvente tanto directa como
indirectamente para el proceso reactivo, logrando reproducir datos experimentales sélo en
el caso de introducir los efectos del solvente de manera explicita (agregando una molécula
de agua catalitica) y de forma implicita (para representar el efecto del solvente como un
complejo supramolecular) [13].

La Tabla 2 muestra barreras en término de energia libre para el pasaje de a-D-glucopiranosa
a glucosa determinadas tanto de manera experimental como tedrica y para el pasaje de B-D-
glucopiranosa a D-glucosa determinado experimentalmente. En la misma no se incluyen los
errores asociados a las distintas metodologias utilizadas, pero los mismos estan en el orden
de unas pocas kcal/mol.

Tabla 2. Energias libres de activacion determinada a nivel experimental y tedrico para la
mutarrotacion de la D-glucopiranosa en solucion acuosa (y eventual catdlisis dcida)

Reaccién Origen del Resultado AGH /
kcal.mol™
Experimental / Polarografia [11] 20.4

-D- i D-
o-D-glucopiranosa > D-glucosa ", i 5 / cPMD-MTD [14] 25

B-D-glucopiranosa - D-glucosa Experimental/ Polarografia [11] 21.1

Utilizando la ecuacidon de Eyring-Polanyi [15] (Ecuacion 1) para calcular las constantes
cinéticas se puede verificar que la diferencia de 5 kcal/mol se refleja en un factor de
aceleracion de 5x103. Tener en cuenta que kz = 1.38x10723J/K corresponde a la
constante de Boltzmann, T a la temperatura (en este caso se utiliza 298 K), h =
6.63x1073*Js a la constante de Planck y R = 1.987cal/Kmol a la constante universal de
los gases.

AGH
kpT %L
k; = %eRT (Ec. 1)

En la Ecuacién 2, k, y k, corresponden a las constantes cinéticas a comparar y a es el factor
de proporcionalidad entre ellas. Establecer este tipo de relaciones resulta util para ver como
las diferencias en las barreras se reflejan en forma amplificada en la cinética. La ecuacion 3
se obtiene despejando a, previa combinacion de las ecuaciones 1y 2.

ki, =axk, (Ec. 2)
AGi—AGE 5 kcalmol™?
a=e RT =e¢ RT = 5x103 (Ec. 3)

Estos cdlculos muestran la importancia que tiene el obtener energias de activacién lo mas
exactas posibles y como los errores en los calculos pueden afectar severamente las
predicciones cinéticas.

La albdmina sérica humana (HSA) es la proteina mas abundante en el plasma sanguineo y
constituye aproximadamente un 60% del total de proteinas del suero humano, con una
concentracion de 640 uM y una vida media de 18 dias [16-17].



Su estructura consiste en una cadena polipeptidica simple de 585 residuos y tiene un peso
aproximado de 67 kDa [18]. El pl para albumina deslipidada (la presencia de lipidos altera
varias de sus propiedades) es aproximadamente 4.7 y presenta 14 cargas negativas a pH 7.4
[18]. En lo que respecta a la estructura secundaria, se compone de multiples a-hélices
interrumpidas por segmentos cortos con giros beta o sin estructura secundaria definida. En
cuanto a su estructura terciaria, la albumina es relativamente flexible en el sentido de que
permite una rapida expansion, compresion y estiramiento. En la Figura 4 se muestra la
estructura de HSA obtenida por difraccién de rayos X en 2013 (cédigo PDB 4K2C) [19], se
muestra como dimero debido a que esta es la forma en que cristaliza la proteina, si bien
circula como mondédmero en el plasma. A diferencia de lo que ocurre para la albimina bovina,
la HSA experimenta cambios significativos al pasar del cristal a una estructura en solucion
acuosa y esto repercute sobre su capacidad de interactuar con otras moléculas [20-21].
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Figura 4. Estructura de homodimero de albumina libre de dcidos grasos (PDB 4K2C),
obtenida por cristalografia de rayos X, resolucién 3.2 A. En anaranjado se muestra la
ubicacion de los 17 puentes disulfuro intramoleculares en cada mondmero.
Representadas como esferas verdes se muestra la ubicacion del residuo Cys34 en
cada cadena, unico en estado reducido tiol/tiolato. Representacion construida con
UCSF Chimera.

Se organiza en 3 dominios, cada uno estabilizado por puentes disulfuro. Presentan
homologia y se denominan |, Il y Ill, contando desde el extremo amino terminal y se
diferencian en el tipo de ligandos para los cuales son especificos (siendo su capacidad
transportadora de ligandos enddgenos y exdgenos otra de sus funciones principales). A su
vez estos dominios estan divididos en subdominios Ay B (IA, lIAy llIA y IB, IIB y llIB). En la
Figura 4 se aprecia la ubicacion de dominios y subdominios en un mondmero de HSA y de los
principales sitios de union de ligandos (sitios de Sudlow | y Il y sitios de unidn de acidos
grasos). La division en subdominios tiene un significado funcional en lo que respecta a las
estructuras derivadas por difraccién de rayos X. Los sitios de union de Sudlow | y Il, se



definen de acuerdo a la capacidad que tiene la HSA de unir ciertas drogas a estos bolsillos
especificos, explicando la importancia que tiene esta proteina para el transporte de
farmacos, en particular los de naturaleza hidrofébica, en el torrente sanguineo [22]. De
hecho, muchos de los bolsillos hidrofdbicos de la HSA hacen que también sea adecuada para
el transporte de solutos hidrofdbicos endégenos, dado que no hay una afinidad muy elevada
por los ligandos que unen.

La estructura de la HSA presenta 17 enlaces disulfuro intradominio [17-18;23]. Estos enlaces,
gue van a aportar cierta rigidez a la macromolécula, estan distribuidos en los 3 dominios de
la HSA, conectando las a-hélices que la forman entre si, sin embargo, es notable que no haya
enlaces disulfuro entre residuos de cisteina pertenecientes a cadenas distintas (ver Figura 4).
Solo uno de los residuos de cisteina de HSA, Cys 34, se encuentra como tiol/tiolato en estado
reducido, y es por este residuo que se afirma que la HSA cumple un rol como antioxidante en
el plasma sanguineo [24] (se considera a HSA como el tiol mas abundante en plasma,
representando alrededor del 80 % de los tioles libres presentes en el mismo).

Ademas de las funciones anteriormente mencionadas, la HSA cumple funciones que no se

Figura 5. Organizacion en dominios (A), sub-dominios y sitios de union en HSA (B).
A) Estructura PDB 4K2C representada con Chimera USCF: dominios I-verde, II-
amarillo y lll-rojo. B) Sub-dominios (IA/IB-azul/cyan; IIA/IIB-verde oscuro/claro;
IIA/IlIB-rojo/anaran-jado) y principales sitios de union, tomado de Fasano et al.
[17], basado en estructuras PDB 1H9Z y 109X. Sitio FA1: hendidura primaria en IB
(ligando hemo, rojo). Sitios FA2 y FA5: unidn a dcidos grasos (ligando miristato,
bordd). Sitios FA3 y FA4: sitio de Sudlow Il en IlIA (ligando miristato). Sitio FA7: sitio
de Sudlow I en lIA (ligando warfarina, marron).

asocian directamente con su estructura molecular si no que con propiedades fisicoquimicas
mas generales, como ayudar a mantener la presion coloidosmética [16], simplemente por
ser de las sustancias mas abundantes en plasma y poseer una carga negativa importante.



2.4  Las reacciones de glicacion en seres vivos: una vision general

La glicacion es una compleja cascada de reacciones no enzimaticas a través de la cual los
grupos amino de moléculas bioldgicas (proteinas principalmente, pero no sélo) reaccionan
con carbonilos reductores (azucares en sus formas abiertas, entre otros), formandose
distintos tipos de productos. La reaccion fue descrita por primera vez en 1912 por Louise
Camille Maillard en su articulo titulado “Action des acides amines sur les sucres; formation de
meélaniodes par voie méthodique” [25] y desde ese entonces también se conoce a la glicacién
de proteinas por azlcares como reacciéon de Maillard, siendo sumamente estudiada por mas
de un siglo en el ambito de la quimica alimentaria, en tanto muchos de los productos
derivados de ella son responsables del aroma, sabor y color de los alimentos, o incluso de la
pérdida de sus propiedades deseadas durante su almacenamiento. No fue sino hasta
entrados los afios ‘80 que se comenzd a prestar atencidn a estos procesos y sus implicancias
fisiopatoldgicas (las biomoléculas que pueden sufrir este tipo de modificacion pueden ser
proteinas, lipidos y ADN) en seres vivos y en particular en el ser humano (ver Figura 6).

Glucosa
Fructosa
Ribosa ADN
D-Ribosa Proteinas
ADP-Ribosa Lipidos
Metilglioxal (MG)
Glioxal

Productos tempranos
de Amadori en ADN**
(E-DGP)

Productos tempranos Productos tempranos
de Glicaciéon* (EGP) de Lipoxidacion** (ELP)

PA derivado de Lipidos DNA-PA
OH:

*: Caraterizados AGEs
**: Poco caracterizados

RA: Rearreglo de Amadori
PA: Producto de Amadori
DNA-PA: Producto de Amadori en

DNA-AGEs

el ADN

AGEs: Productos avanzados de

Glicacion . . X

ALEs: Productos avanzados de Dlabt'ate's . Dlabc'atels . Dlabgte§ .
Lipoxidacion Envejecimiento Envejecimiento Envejecimiento
DNA-AGES: Productos avanzados ~ Artritis Hipertrofia Artritis

de Glicacién en ADN Neurodegeneracion Infarto del Miocardio Neurodegeneracion

Disfuncién Endotelial

Figura 6. Esquema de posibles modificaciones que pueden sufrir las macromoléculas
bioldgicas al reaccionar con azucares reductores, llevando a la formacion de AGEs, ALEs y
DNA-AGEs y las enfermedades asociadas a la acumulacion de estos productos. Modificado
de Ahmad et al [27].
Los grupos amino, que tienen caracter nucledfilo, son capaces de reaccionar con los azucares
cuando éstos presentan un grupo carbonilo disponible o con otras especies reactivas que



contienen carbonilos (RCS por su sigla en inglés, Reactive Carbonyl Species), en todos los
casos el enlace C=0 se encuentra polarizado lo que resulta en un carbono electréfilo, blanco
de la primera reaccién de adicion de la cascada. En el caso de azucares simples el producto
de adicion es una carbinolamina (CA), que puede sufrir deshidratacion y formar
reversiblemente una Base de Schiff (BS) (ver Figura 7). Posteriormente, tras una serie de
reordenamientos internos que pasan por la formacion de un enol, se forma un Producto de
Amadori (PA) de mayor estabilidad y que ademds se puede detectar experimentalmente con
ensayos colorimétricos [26].

! H,0 R3
: OH 2 /
N
LA /R3 _A —
+ HN—R3 ——— N S J|\i . AGEs
R
! R2 R1 2

Figura 7. Esquema para glicacion de biomoléculas por un azucar simple. Se muestran los
pasos correspondientes a la adicion y la deshidratacion que resultan en una
carbinolamina CB y una BS respectivamente. La formacion de AGEs es irreversible e
implica muchos pasos reactivos.

R1 2

El PA puede seguir reaccionando y sufrir una serie de modificaciones oxidativas y no
oxidativas lo cual lleva a la formacién de diversos productos, que en conjunto se denominan
Productos de Glicacion Avanzada (AGEs por su sigla en inglés, Advanced Glycation End
Products). En términos mas amplios, cuando los carbonilos reductores provienen de especies
resultantes del metabolismo lipidico (oxoaldehidos como el glioxal, aldehidos a,p
insaturados como el hidroxinonenal, etc.) se identifica a los productos finales como ALEs
(por su sigla en inglés, Advanced Lipoxidation End Products). Su produccion y acumulacion
puede llevar a la pérdida de la actividad biolégica de macromoléculas, razén por la cual se
piensa que podrian ser algunos de los causantes de complicaciones asociadas a la diabetes,
la enfermedad cardiovascular, Alzheimer y varios tipos de cancer [27].

En la Figura 8 se muestran las estructuras quimicas de distintos tipos de AGEs, algunos con
propiedades fluorescentes, otros inmundgenos, etc. Es notable la diversidad de productos
gue pueden formarse en determinadas condiciones. Los caminos que llevan a la formacién
de un producto u otro van a depender no sdélo de la naturaleza del agente glicante sino
también de cuales sean los grupos funcionales a modificar y su entorno quimico, la presencia
de agentes oxidantes, entre otros factores. La complejidad del estudio de estadios
avanzados de la glicacion es evidente en base a lo mencionado, siendo numerosos los
estudios realizados con el fin de comprender mejor el mecanismo de accién de estos
compuestos.
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Figura 8. Estructura de AGEs. FFI: 2-(2-furoil)-4(5)-furanil-1H-imidazol; AFGP:
1-alquil-2-formil-3,4- diglucosil pirrol; Pentosidina: piralina; CML: N-e-carboxi-
metil-lisina; CEL: N-e-carboxi-etil-lisina; Imidazolona; GOLD: dimero glioxal-
lisina; MOLD: dimero metil-glioxal-lisina. Modificado de Basta et al [115].

En 1992 tras un complejo procedimiento que incluyera pasos de centrifugaciéon y distintos
tipos de cromatografia (columna de hidroxiapatita, FPLC, HPLC) se logré aislar un marcador
celular de membrana de un extracto de pulmdén bovino. Ese marcador fue identificado
usando técnicas como inmunoblotting, microscopia de fluorescencia y electrénica y resulté
ser un receptor capaz de unir AGEs, por lo que se denomind RAGE (sigla en inglés de
Receptor of AGEs) [28]. RAGE es un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas,
expresado por células endoteliales y fagocitos mononucleados, tiene un peso molecular de
aproximadamente 35 kDa. Ese mismo ano se logré clonar el cDNA que corresponderia a la
version humana del RAGE [29]. Ya en 1994, investigadores del mismo grupo mostraron que
este receptor estaria mediando la fagocitosis de AGEs de albumina de rata y bovina,
pudiendo observar dos destinos posibles para estas proteinas: su acumulacién en vesiculas
de lisosomas o endosomas, o alternativamente ser transportados a la superficie abluminal.
De esta forma mostraron que la interaccién RAGE-AGEs que se da sobre superficies celulares
estaria mediando la fagocitosis de AGEs para su posterior deposicidn o eliminacion [30].

Los RAGE no son el Unico tipo de receptor de membrana con capacidad de unir AGEs y
desencadenar respuestas efectoras por parte de las células; también fueron identificados y
caracterizados otros receptores, por ejemplo AGE-R1, quien estaria mediando respuestas
efectoras via nF-kB y MAPK y cuya expresion disminuye dramaticamente en las células
mesangliales [31] teniendo un efecto protector que evitaria una respuesta inflamatoria muy
fuerte y cronica en el caso de individuos con nefropatia diabética. Otros receptores de
membrana que reconocen AGEs identificados serian los receptores barrenderos (scavengers)
tipo | y Il de macrdéfagos, 80K-H fosfoproteina (AGE-R2), galectina-3, CD36 y LOX-170 [32].
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A nivel mundial, se estimé que 347 millones de personas padecian diabetes en 2011, siendo
una de las patologias mas extendidas en los paises desarrollados y en vias de desarrollo [33].
Existen distintos tipos de esta enfermedad, por un lado estd la diabetes Tipo | que es el tipo
mas comun en individuos de temprana edad y aparece cuando el pancreas no produce
niveles suficientes de la insulina requerida para la utilizacidon de la glucosa; quien la padece
requiere asi del suministro de dicha hormona [34]. Por otro lado esta la diabetes Tipo Il
globalmente el tipo mds comuin que aparece cuando el organismo no utiliza la insulina de
manera eficaz y para la que no se cuenta con tratamientos que ataquen directamente el mal
[34]. La falta de tratamientos adecuados puede resultar en hiperglucemia (aumento en la
concentracion de glucosa en sangre), provocando dafio a nivel de drganos y sistemas.

El dltimo relevamiento de datos llevado a cabo en Uruguay acerca de la prevalencia de la
diabetes en la poblacién local fue realizado en el aino 2004 [35]. En el mismo se mostrd que
la prevalencia de esta patologia era de un 8%, de los cuales el 6,4% correspondian a
diabéticos conocidos y el 1,6% restante a diabéticos desconocidos. Ademas, destacaron el
hecho de que solo el 20% de los diabéticos que participaron del estudio no habian sido
diagnosticados previamente.

La mortalidad es otro indicador utilizado para elegir las prioridades a la hora de realizar
intervenciones en el ambito de la salud. En el afio 2013 se disefié un modelo computarizado
para estimar el nUmero de muertes atribuible a la diabetes en base a datos recolectados por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la International Diabetes Federation (IDF) [36].
Como resultado fue posible estimar que para el afio 2015 el 8,8% de las muertes a nivel
global eran atribuibles a diabetes en individuos de entre 20 y 79 anos de edad,
correspondiendo este valor a un total de 5,1 millones de muerte. Ademas 1 cada 11 adultos
tiene diabetes actualmente en el mundo y la mitad de ellos no estd diagnosticado,
proyectandose para 2040 un crecimiento del 65% en el nimero de casos de diabetes en
América Central y del Sur [37-38]. En 2015 la IDF estimé que en la region de América Central
y del Sur 29.6 (25.2-35.5) millones de personas, o el 9,4 % ( 8,0-11,3 %) de la poblacion
adulta es diabética [39].

Es sabido que la glicaciéon de proteinas transportadoras puede afectar la funcién de las
mismas, como sucede en el caso de la transferrina [35], la ceruloplasmina [40] y HSA [41],
por citar algunos ejemplos. Para el caso de la HSA, el cambio en el modo de unién de un
ligando va a depender tanto del grado de glicacion de la proteina y del sitio al que se una
[41-46]. En el marco de esta tesina se propuso estudiar los efectos de la glicaciéon temprana
de HSA por glucosa vy si bien hay una bibliografia extensa sobre las caracteristicas de la unién
de diversos ligandos a HSA y se cuenta con la estructura de los complejos correspondientes
en bases de datos como el Protein Data Bank (PDB) a la fecha se encuentra disponible
Unicamente la estructura correspondiente a HSA glicada en Lys195 por glucosa, determinada
por cristalografia en 2013 por Wang y colaboradores [19].

Dado que la HSA es una proteina sérica abundante, que circula por el plasma sanguineo por
periodos prolongados de tiempo, la misma es susceptible a sufrir modificaciones desde que
es secretada al torrente hasta el momento de su remocion, siendo una de las posibles
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Figura 9. Localizacidn de los residuos bdsicos Lys/Arg de HSA (cédigo PDB 4K2C,
homodimero cristalogrdfico). (A) En verde se aprecian los 59 residuos de lisina por
cadena, localizados en regiones expuestas e internas. (B) En negro se aprecian 24

residuos de arginina por cadena, con distribucion similar a las lisinas. Representaciones
hechas con USCF Chimera.

modificaciones la glicacion. Como vimos anteriormente la HSA es una proteina con muy
diversas funciones, y por lo tanto modificaciones a nivel estructural muy probablemente van
a afectar y eventualmente interrumpir el desarrollo normal de dichas funciones. Para
estudiar el efecto que tiene la glicacion se utilizan multiples enfoques de manera de obtener
una visién integral del problema, para luego disefar estrategias que contribuyan a frenar el
deterioro ocasionado.

Tal como se menciond previamente, los principales grupos funcionales de las proteinas que
pueden reaccionar con azucares reductores y otras especies carbonilicas reactivas derivadas
de ellos como el metilglioxal, son los residuos basicos de Lys y Arg (junto con residuos N-
terminales y residuos de Cys libre). En total la HSA cuenta con 59 residuos de lisina y 24 de
arginina, distribuidos por toda la estructura de la proteina (ver Figura 9).

De todos estos residuos susceptibles a experimentar modificacion por glicacion, se ha
identificado que existen sitios de glicacion preferenciales para distintos agentes glicantes.
Anguizola y colaboradores realizaron en 2013 una extensa recopilacién de trabajos donde se
identifican distintos sitios de glicacidén [47], incluyendo experimentos donde se trabajé con
muestras in vivo e in vitro (ver Tabla 3)

En la Figura 10 se aprecian dos graficas tomadas de la misma revision de Anguizola et al [43]
gue muestran el nimero de articulos que reportan la modificacion de residuos lisina y
arginina de HSA discriminando que casos corresponden a ensayos in vitro, in vivo o usando
muestras de plasma enriquecido con glucosa e incubadas in vitro. Si bien la mayoria de los
experimentos resefiados se realizaron usando glucosa como agente glicante, también se
incluyeron trabajos donde se utilizé metilglioxal (MG) o galactosa. El hecho que los residuos
Lys superen ampliamente la cantidad de residuos Arg en HSA, sumado a que tienen por lo
general valores de pKa mas bajos que los segundos (y por lo tanto a pH fisioldgico estan
presentes en mayor concentracion en su forma nucleofilica desprotonada) hace a los
primeros mas susceptibles a la glicacion con glucosa, algo reflejado el mayor numero de
trabajos que reportan la modificacién de Lys (ver en Figura 11 pKa de lisinas y argininas de
HSA determinados con PROPKA [48]). Es de hacer notar que cuando se utiliza metilglioxal
(mucho mas reactivo y selectivo por los residuos de Arg) como agente glicante las argininas
pasan a ser blancos principales. Por esta razon, es importante especificar cual es el agente
glicante y las condiciones en que se realiza cada experimento, pues los blancos principales
de ataque por glicacidn van a variar en funcién de esto.
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Tabla 3. Sitios de modificacion y tipo de aductos reportados para HSA modificada

Tipo de Sitios de modificacion identificados Lys/Arg Aducto principal
Modificacion

Glicacion Sitio preferencial: K525 FL/PA
[49]
Glicacién [50] Sitio preferencial: K525; FL/PA

Otros sitios significativos: K199, K233, K281, K439; Sitios adicionales identificados: K12, K317, K351, K534

Glicacion [51] K12, K20, K41, K51, K73, K136, K137, K159, K162, K199, K205, K233, K262, K276, K281, K313, K317, K323, K351, K378, K389, FL/PA
K402, K432, K436, K439, K475, K500, K519, K525, K541, K545, K557, K574

Glicacién [52] K525 > K233 > K136/K137 > K199, K64/ K73, K439, K317, K274/K276 > K534 > K389 FL/PA

Glicaciéon [53] N N . .K.524/K525 > K162 > K276 > K359 > K351 > K233; FL/PA
Sitios adicionales identificados: K12, K51, K64, K174, K181, K262, K378, K414, K475, K541, K545

Glicacion [54] K4, K41, K73, K137, K181, K190/K195, K199/K205, K225/K233, K323, K351, K378, K413/K414, K432, K436/K439, K466, FL/PA
K519, K524/K525, K536, K545, K564/K573

. . Sitios preferenciales: K525, K240, K233, K51, K136, K137, K73;
Glicacién [55] otros sitios: K41, K64, K93, K106, K159, K174, K181, K195, R218, K262, K274, K323, K359, K372, K378, K389, K402, K413, FL/PA/AGEs
K432, K436, K439, K444, K466, R472, K475, K500, K519, K573

Glicacion y formacién K51, K137, K162, K225, K233, K276, K313, K323, K351, K378, K413, K444, K525, K536, K545, K573 FL/PA/AGEs
de AGEs [56]

! Abreviaturas para las modificaciones: FL: fructosilisina; PA: Producto de Amadori; AFGP: 1-alquil-2-formil-3,4-glicosilpirrol; ArgP: argpirimidina; CEL: carboxietillisina; CML:
carboxymetillisina; 3DG-H1: hidroimidazolona-1 de 3-deoxiglucosona; G-H1: hidroimidazolona-1 de glioxal; Pyr: pirralina; THP: tetrahidropirimidina; IB: imidazolona B; MG-H1:
hidroimidazolona-1 de metilglioxal.
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Glicacion y formacion
de AGEs [57]

Glicacion y formacion
de AGEs [58]

Glicacion y formacion
de AGEs [59]

Glicacion y formacion
de AGEs [60]

Glicacion y formacion
de AGEs [61]

Glicacion y formacion
de AGEs [45]

Formacion de AGEs
con MG [62-63]

Galactacion [64]

Sitios potenciales: K41, K64, K93, K106, K317, K323, K359, K372, K402, K439, K444, K525, K541, K545, K557, K560, K564,
K573, K574, R10, R9S;
Otros sitios potenciales: K4, K51, K281, K286, K313, R160, R209

K12, K51, K159, K199, K205, K286, K378, K439, K525, K538; R160, R222, R472

Sitios significativos: K525/K524/R521 > N-terminal, K93/R98, K276/K286, K414/ K439 > R197 > K199, K281, R428; Otros
sitios: K4, K12, K174, K190, K205, K212, K262, K313, K317, K413, K545, K557, K560, K564, K573, K574; R10, R186, R209,
R410

K159, K212, K323, K413, K432, K439, K525; R81, R114, R218

Regiones con los niveles mas altos de modificacion (sitios posibles): 1-10 (N-terminal*/K4/R10) o 42-51 (K51), 521-531
(K525*/K524), 275— 286 (K281*/K276/K286), 21—41 (K41), 82— 93 (K93), 87—100 (K93/R98), 101-119 (K106/R114/R117),
146-160 (K159/R160), 360-372 (K372); otras regiones: 426—442 (K439*/R428), 61-82 (K64/K73/R81), 142— 153
(R144/R145), 154-167 (K159), 189— 208 (K199), 209-227 (K212/R218), 241- 257 (R257), 324-336 (R336), 373-389
(K378/K389), 414-428 (K414/R428), 502—

518 (K519)

K12, K162, K174, K190, K199, K205, K276, K281, K286, K313, K317, K372, K432, K525, K545, K557, K560, K564, K573/K574;
R10, R98, R160, R197, R209, R428, R484, R485

R410 > R114, R186, R218, R428

K12, K233, K276/K281, K414, K525

FL/PA/AGEs

FL/PA
AGEs (ejs.: AFGP, ArgP CEL,
CML, 3DH-H1, G-H1, Pyr,
THP)

FL/PA
AGEs(ejemplos: AFGP, ArgP,
CEL, CML, 3- DG-H1, G-H1,
IB, MG- H1, Pyr, THP)

FL/PA
AGEs(ejemplos: AFGP, CEL,
CML, Pyr)

FL/PA
AGEs(ejemplos: AFGP, CEL,
3-DG-H1, G- H1, Pyr, MG- H1

FL/PA
AGEs(ejemplos: AFGP, CEL,
CML, 3-DG- H1, G-H1, MG-

H1, Pyr, THP)

MG-H1, ArgP, CEL, dimero
de Lys derivado de MG

Galactosil-lisina
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vivo (seccion media, de color gris claro) o usando plasma enriquecido con glucosa e
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Ya en 1986 Garlick y Mazer habian determinado que el sitio de glicacién mayoritario en HSA
era el residuo Lys525 cuando se tomaba muestras recién purificadas y se las hacia
reaccionar con borohidruro de sodio tritiado [49]. Ademds, a ese residuo Lys525
corresponde el mayor niumero de articulos que reportan modificacién de Lys. En cambio si
bien la modificacidon de arginina aparece reportada un niumero considerable de veces, su
frecuencia es bastante menor, no pareciendo ser sitios preferenciales de glicacién cuando
el agente glicante es glucosa u otro azucar; por su parte en el caso de modificacion por a,f3-
dicarbonilos son las Arg los sitios preferenciales de ataque.

La glicacién de distintos residuos de la HSA puede llegar a provocar cambios
conformacionales en esta proteina. Uno de los experimentos utilizados para evidenciarlo
consiste en seguir la fluorescencia intrinseca de la HSA, propiedad que brinda mucha
informacidn estructural estatica y dinamica, ya que esta proteina contiene un Unico residuo
de triptéfano fluorescente (Trp214) que refleja ese tipo de cambios, lo cual supone ventajas
a la hora de hacer disefios experimentales. Tanto la HSA glicada obtenida directamente de
suero de donantes diabéticos, como la obtenida post-incubacion con glucosa muestran
cambios significativos en el rendimiento cuantico y longitudes de onda de maxima emision
[65]. Estos autores interpretan que siendo el blanco principal de glicacién Lys525 y estando
ubicada en un dominio distinto al de Trp214, la glicacion debe provocar cambios
conformacionales que se propagan desde el dominio Ill al Il. En la Figura 12 se puede
observar que la distancia entre estos residuos es importante, lo cual estaria a favor de la
hipdtesis de que la glicacion de la Lys525 provoque cambios en el espectro de emisién del
Trp214.

Figura 12. Estructura de HSA libre de ligandos (codigo PDB 4K2C). Se muestran
los residuos de Trp214 (en azul) y Lys525 (en verde).
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Aun asi, habria otros residuos Lys mds cercanos a Trp214 que pese a no ser blanco
principal, son susceptibles de sufrir glicacién: Lys195, Lys199, Lys212, Lys233, Lys276,
Lys281, Lys286 y Arg218. Comparando los espectros obtenidos por dicroismo circular (CD)
se logra observar pequeinas diferencias entre HSA y HSA glicada y analizando esos
espectros a diferentes concentraciones de agente desnaturalizante se confirma que las
estructuras presentan diferencias y eso puede reflejarse en la transicion del estado nativo
al desnaturalizado [66]. Algo similar ocurre cuando el agente glicante utilizado es galactosa
[67]. Una manera de confirmar que la propagacién de los cambios estructurales debidos a
la glicacion es posible podria ser hacer estudios con mutantes de Lys525.

Recuérdese que en tanto el sitio de Sudlow | une warfarina (junto a varias drogas
anticoagulantes tales como azapropazona, fenilbutazona y salicilato) el sitio de Sudlow Il
une L-triptofano (ademads de ibuprofeno, fenoprofeno, ketoprofeno y benzodiacepinas)
[68]. Usando columnas con estas dos moléculas representativas de la unidon de cada sitio
inmovilizadas en ellas fue posible determinar que las caracteristicas de la unidn de estos
ligandos a HSA cambia cuando la proteina es glicada [43].

Como se menciond tempranamente en esta introduccién, la Unica estructura de HSA
glicada que se encuentra disponible en el Protein Data Bank estd modificada en el residuo
Lys195 por unidn de una molécula de glucosa, correspondiendo la cristalografia a una BS o
PA [19]. Sumado a esto, estudios de dindmica molecular [69] también sugieren la
posibilidad de que la misma lisina actie como nucledfilo, posterior a una transferencia
proténica mediada por un puente de aguas a la Lys199, lo cual también concuerda con otro
estudio que muestra que ambas Lys195/199 son capaces de reaccionar frente a
penicilinas[70].

La razén por la cual es el residuo Lys195 y no el blanco principal de glicacién bajo
condiciones fisioldgicas (Lys525) el que aparece glicado en la estructura cristalografica no
gueda clara. El hecho que para obtener los cristales caracterizados se incubara HSA
deslipidada con glucosa en condiciones experimentales que no reproducen exactamente las
condiciones fisioldgicas (se ha reportado que la presencia de acidos grasos interactuando
con la HSA en forma no covalente en distintas posiciones y proporciones tiene efectos
tanto sobre la estructura y la exposicion y reactividad de residuos particulares de la
proteina [71]) podria ser una de las explicaciones.
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3 Objetivos

El objetivo central de este trabajo de tesina de graduacion se orientd a caracterizar
mediante técnicas de modelado computacional que llegan al nivel de descripcidn
molecular, atéomico y electrénico (incluyendo métodos clasicos MM/MD, métodos
cuanticos PCM-DFT y métodos mixtos QM/MM) los siguientes dos mecanismos de reaccion:

=  Apertura de D-glucopiranosa en el contexto del sitio de Sudlow | de la HSA,
examinando el papel que puede tener el entorno local de Lys195/Lys199 (identificado
como clave por Wang et al. en 2013 mediante cristalografia de rayos X) en este
proceso, modulando sus caracteristicas respecto a la forma en que tiene lugar en
solucién acuosa y bajo distintos escenarios de catalisis;

=  Glicacién temprana e intermedia del residuo Lys195 de HSA por una molécula de D-
glucosa hasta la formacién de la correspondiente BS de la que existe evidencia
experimental

Con el propédsito de aportar nuevos elementos al conocimiento detallado de los aspectos
estructurales y de reactividad (protagob5nistas en el proceso, papel de los enlaces de
hidrogeno del entorno, participacion de moléculas de agua, etc.) subyacentes a ambos
procesos y validar o rectificar hipdtesis mecanisticas planteadas por otros autores. A tales
efectos se trabajé tanto con modelos materiales reducidos de los sistemas en estudio
(representando residuos clave del entorno proteico con pequefios fragmentos de
metilamina o etilamina) como con las estructuras de la proteina completa libre y
modificada por glucosa (HSAjipre-4K2C y HSAgjicada4!W2) incorporando las formas ciclica
D-glucopiranosa o lineal D-glucosa en forma acorde a cada proceso en estudio, al igual que
moléculas de agua asistentes.

1. Validar la metodologia PCM-DFT a utilizar usando como referencia el proceso de
apertura de a-D-glucopiranosa catalizado por agua bien caracterizado experimental
y tedricamente;

2. Estudiar el comportamiento dinamico de HSA, los complejos 1:1 D-Glucosa-HSA vy
o-D-glucopiranosa-HSA, la carbinolamina formada entre glucosa y Lys195 de HSA
correspondiente con simulaciones de dindmica molecular clasica en la escala de los
sub-microsegundos

3. Examinar en forma comparativa la nucleofilia de los residuos de Lys195, Lys199 y
Lys525 con métodos QM/MM (ONIOM);

4. Elucidar el posible mecanismo de apertura de a-D-glucopiranosa con la asistencia de
aminas (Lys195 y Lys199);

5. Elucidar el mecanismo de adicion y deshidratacion que llevan a la formacién de la
CA y BS de la glucosa con Lys195 de HSA respectivamente.
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4 Metodologia

El estudio del mecanismo reacciones quimicas requiere el conocimiento de la estructura
electrénica detallada de las especies participantes en cuestidon (reactivos, productos y
complejos intermediarios estables, estados de transicion inestables) que experimentan
ruptura/formacion de enlaces caracteristicas de la transformacién quimica, que no se
puede lograr con una descripcidn clasica de los sistemas moleculares (MM, apropiada para
los sistemas proteicos de gran dimensién como la HSA) lo que fuerza en este tipo de
estudios a recurrir a la mecdanica cuantica (QM) junto a métodos del campo de reaccion
continuo como el IEF-PCM [72] o descripciones explicitas de las moléculas circundantes
para describir efectos del medio, o finalmente se recurre a su combinacién en métodos
mixtos QM/MM [73]. Entonces dependiendo del tamafio del sistema de trabajo se opté por
métodos cudanticos en el caso de sistemas con un numero reducido de atomos y por
métodos mixtos QM/MM cuando era necesario incluir todos los atomos del sistema para
tener una descripcidon mas detallada.

En este trabajo de tesina, el detalle de la estructura electrdnica de los sistemas bajo estudio
fue descripto utilizando la Teoria de los Funcionales de la Densidad (DFT). Se utilizaron los
funcionales B3LYP [74] y wB97X-D [75], en conjunto uno de los siguientes conjuntos de
base: 6-31G(d,p) o 6-31+G(d,p) [76]. B3LYP es uno de los mas utilizados en la actualidad, y
ha sido probado para reacciones que involucran transferencias protdnicas [77] y ademas ha
mostrado un buen desempefio en la prediccion de geometria de complejos no covalentes
donde predominan interacciones polares [78]. wB97X-D tiene correcciones para la
dispersion y por lo tanto resulta mas adecuado para los sistemas con electrones que se
encuentren deslocalizados (por ejemplo sistemas con dobles enlaces conjugados,
aromaticos, etc.).

Para las descripciones del sistema completo se optd por utilizar el esquema mixto ONIOM
QM:MM [79-80]. En este tipo de métodos, el sistema se divide en capas con distinta
jerarquia (aqui los sistemas se dividieron en dos capas: los atomos de la capa alta
descriptos al nivel DFT B3LYP/6-31+G(d,p), seleccionados por participar directamente de los
procesos reactivos, y los de la capa baja con el campo de fuerza AMBER, que en principio
sin participar activamente en las reacciones, caracterizan al entorno en que éstas ocurren).
El método se basa en aproximar la energia del sistema real como una combinacién de
energias calculadas a distintos niveles de teoria en las distintas capas.

La energia total se calcula como:

EONIOM — pbaja(R)yFalta(gpr) — Ebaja(SM) (Ec. 4)

Donde EONIOM corresponde a la energia total, E’“%(R) corresponde a la energia para el

sistema completo calculada con AMBER, E%*(SM) corresponde a la energia de la capa
alta calculada con DFT y EP4¢(SM) corresponde a la energia de la capa alta calculada con
AMBER.

Se utilizé embedding electronico [81], de manera de permitir que la funcién de onda QM
pueda polarizarse por el entorno MM. Esto se consigue incorporando las cargas atémicas
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parciales de la regidn clasica en el Hamiltoniano cuantico. De esta forma se logra una mejor
descripcién de la interaccion electrostatica entre las regiones QM.

4.1.1 Modelos reducidos

Los efectos del entorno se introdujeron mediante el modelo continuo IEF-PCM [82]. Se
utilizé una constante dieléctrica € = 78.35, correspondiente a un solvente polar como el
agua. Las cavidades de forma adaptada a la molécula se construyeron intersecando esferas
centradas en los atomos y con radios de Bondi [83]. Se tuvieron en cuenta las
contribuciones de dispersidon, repulsion y cavitacion de la forma en que estan
implementadas en Gaussian09 junto con la contribucion electrostatica para el calculo de la
energia en solucién.

Se optimizaron estructuras de reactivos (R), estado de transicién (TS) y producto (P) para
cada reaccidén, usando el algoritmo de Schlegel [84], con el paquete Gaussian 09 revision
D.01 [85]. La naturaleza de las estructuras se verificd con el calculo del Hessiano analitico al
mismo nivel de teoria. Para conectar los TS con R y P se realizaron calculos de camino de
reaccion (IRC), usando el integrador predictor-corrector HPC [86-88] y con un tamafio de
paso de 0.02 Bohr, al mismo nivel de teoria. Los extremos de los IRC asi obtenidos se
tomaron como puntos de partida para caracterizar los complejos intermediarios
correspondientes al mismo nivel de teoria y con el mismo protocolo.

La termoquimica de los procesos se calculd usando las aproximaciones usuales de la
termodindmica estadistica, a 298.15 K y 1 atm. La energia libre de activacién se calculd
restando la energia libre de reactivos separados al infinito (sumados) de la correspondiente
al TS. La energia de reaccién se calculd respecto a la suma de la energia libre de los
reactivos separados al infinito.

4.1.2 Sistema real completo

Se realizaron calculos mixtos ONIOM (B3LYP/6-31G(d,p):AMBER) single point sobre
estructuras representativas de HSA en solucién, habiendo hecho previamente simulaciones
de dinamica molecular clasica, clustering y minimizacion clasica de estructuras con el
programa AMBER14 v14.0.1 [89] segln se detalla en seccién 4.3.

Se estudid el mecanismo de apertura de a-D-glucopiranosa con una molécula de agua
como catalizador bifuncional (acido/base). El sistema de trabajo se muestra en la Figura 13,
y consta de una molécula de a-D-glucopiranosa y otra de agua.

Ademas, se analizd la reorganizacion electrénica que tiene lugar a lo largo del proceso
reactivo. Para esto se optd por realizar un andlisis de los orbitales naturales (NBO) de
Weinhold [90] y tomar los érdenes de enlaces de Wiberg como indicadores del avance de la
reaccion.
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Figura 13. Representacion 2D del Sistema de trabajo para la validacion
metodoldgica

Se construyeron los siguientes sistemas:

4.3.A. HSA sin ligandos ni modificaciones 4.3.C. Complejo HSA-Glucosa
4.3.B. Complejo HSA-Glucopiranosa 4.3.D. Carbinolamina en Lys195 (HSA-GCA)

Los sistemas se construyeron a partir de las estructuras reportadas por Wang et al [19]
(4K2C en el caso de 4.3.A, 4K2C/4IW1 en el caso de 4.3.B/4.3.C y 4IW2 4.3.D). Se asignaron
los estados de protonacién de los residuos titulables con la ayuda del servidor H++ v3.2 [91-
93]. Los complejos se construyeron mediante docking manual de a-D-glucopiranosa y D-
glucosa para los sistemas 4.3.B y 4.3.C respectivamente, usando como guia el complejo
HSA-fructosa 4IW1. El sistema 4.3.D se construyé modificando manualmente la BS sobre
Lys195 presente en 4IW2. Los campos de fuerza utilizados fueron: AMBER ff99SB [94] (para
los residuos estandar) y gaff [95] con cargas RESP [96] (para los ligandos y residuos
modificados).

Para cada sistema, se agregaron los atomos faltantes, se solvatdé con una caja octaédrica
truncada de aguas TIP3P y se neutralizé con Na® con el médulo leap del paquete AMBER 14.
Se usd un protocolo de minimizacién por etapas, calentamiento a 300 K (50ps usando un
ensemble NVT y el termostato de Langevin), equilibraciéon de la densidad (1ns con un
ensemble NPT y el termostato de Langevin) y por ultimo se realizaron las dindmicas de
produccién (con un ensemble NPT, el termostato de Berendsen y el Bardstato de Monte
Carlo). Para las interacciones no enlazantes se usé un cutoff de 10 A, las interacciones
electrostaticas de largo alcance fueron con el procedimiento PME [97] junto con
condiciones de contorno periddicas.

Se siguieron las trayectorias visualmente con el programa VMD [98] para asegurar la
correcta convergencia de los sistemas durante las simulaciones. Las trayectorias se
analizaron usando la herramienta MD Movie incluida en el paquete UCSF Chimera v1.10.1
[99]. Para todos los analisis se almacenaron 1 de cada 4 frames. Para evaluar la
estabilizacién de las estructuras se calculé el RMSD (por sus siglas en inglés, Root Mean
Square Deviation) en base a backbones minimos (donde no se incluyen atomos de O ni H).
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Con el fin de entender con mayor detalle como se modula la reactividad de los residuos Lys
en el entorno de HSA, se seleccionaron los residuos Lys525 por haber sido sefalada como
blanco principal de glicacién de HSA en condiciones generales, Lys195 por encontrarse
evidencia experimental de su glicacion por glucosa [19] y Lys199 por su cercacion a Lys195
y su facilidad para perder un protén (posee pKa relativamente bajo para un residuo Lys).

Teniendo en cuenta que el interés es comparar la nucleofilia de estos residuos como
iniciadores del proceso de glicacion de HSA, se tomé como indicador de la misma la
estabilidad del orbital de Kohn-Sham ocupado de mayor energia (HOMO-KS),
correspondiente a su forma desprotonada mas alld del pKa de cada residuo, segun las
siguientes combinaciones: 4.4A) Lys195/199 desprotonadas (de aqui en adelante Lyn) y
Lys525 protonada y 4.4B) Lys195 protonada y Lyn199/525.

Estos estudios se llevaron a cabo con 3 calculos single point ONIOM (B3LYP/6-
31G(d,p):AMBER) localizando la regién cuantica sobre un residuo Lyn (incluyendo los
atomos correspondientes a su backbone) de la estructura representativa del cldster mas
poblado en solucién de HSA obtenido segun el protocolo sefialado en la seccién 4.3. Las
moléculas de agua ubicadas a mas de 12 A del 4tomo Ne de Lys195 (sistema 4.4A) o de
Lys525 (sistema 4.4B) fueron eliminadas. El cdlculo para Lyn199 se realizdé solo para el
sistema 1, asumiendo que esta no se vera muy afectada por el cambio en la protonacién.

Para explorar la viabilidad del mecanismo de apertura de glucosa en HSA propuesto por
Wang et al, se recurri6 a un modelo reducido representativo del sistema reactivo
construido a partir del conocimiento de las cristalografias reportadas para HSA libre y
glicada en Lys195 (Sistemas 4.5A y 4.5C respectivamente). No contando con estructura
cristalografica del complejo inicial HSA-glucosa, se generd una aproximacién de partida
(Sistema 4.5B) introduciendo por docking manual una molécula de a-D-glucopiranosa en el
sitio Sudlow |, en forma andloga al procedimiento de minimizacidn previo a la dindmica del
mismo complejo descripto en seccién 4.3.

Buscando entender la naturaleza de la red de enlaces de hidrégeno (EdH), en el entorno de
las Lys195/199, indicadas como relevantes en el mecanismo de apertura por los mismos
autores, se trabajé con recortes de estos sistemas (ver Figura S1) que permitieran
caracterizarla con detalle electronico al nivel B3LYP/6-31+G(d,p)-PCM junto a los
pardmetros geométricos usuales [100] provenientes de las estructuras 4.5.A-C.

Se determinaron los ordenes de enlace para los pares hidrogeno-aceptor de los posibles
EdH mediante indices de Wiberg obtenidos a partir de orbitales naturales de enlace (NBO)
de Weinhold y las cargas atdmicas NPA, usadas como posible indicador de reorganizacion
electrénica en sitio de reaccién.
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Como resultado de esta exploracion preliminar no se hallé evidencia para sostener la
propuesta de Wang et al (ver en mayor detalle en seccion 5.3) y por el contrario los
resultados obtenidos parecian sugerir un mecanismo alternativo donde la apertura se ve
facilitada por la participacion activa de los residuos Lys195/199 actuando como &cidos y
bases de Brgnsted (ver Figura 14). Este mecanismo fue explorado en detalle siguiendo los
protocolo especificado en la seccion 4.1.1 y validado en la seccién 4.2, empleando dos
aminas (MeNH,/MeNH;*) para emular la acciéon de la lisinas en la proteina y a-D-
glucopiranosa.
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Figura 14. Propuesta mecanistica para la apertura de glucosa catalizada por HSA en
el sitio Sudlow | como paso previo a la glicacion de Lys195.

Para facilitar la busqueda de los TS correspondientes (se considerd la posibilidad de
mecanismos concertados y por etapas) se realizdé un barrido relajado en dos dimensiones,
siguiendo las coordenadas correspondientes a la transferencia proténica desde O1H de a-
D-glucopiranosa al atomo de N de MeNH; (dHpy, — Nyenn,) v la distancia del C1 al O5
(dC1 — 05), mostradas en la Figura 15.

De esta forma se construyd una superficie de energia potencial (PES) representativa del
proceso reactivo asumiendo que las variables seleccionadas se pueden utilizar como
coordenadas de reaccion.

=== dHou, — Nyenun,

dc1 - 05 J‘ ‘\J
’

n.w

Figura 15. Sistema reducido empleado para estudiar la apertura de la
glucopiranosa catalizada por Lys195 y Lys199. Se muestran las coordenadas
utilizadas para obtener la PES de la reaccion.
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Como se menciond en la introduccién, este proceso involucra dos etapas elementales: una
adicion de la amina sobre el carbonilo de la glucosa aciclica para formar una carbinolamina
y la subsecuente deshidratacién hasta formar la BS correspondiente. Para la primera etapa
se utilizé un modelo reducido de adiciéon y transferencia protdnica concertadas, mostrado
en la Figura 16).

Figura 16. Representacion 2D del sistema reducido utilizado para estudiar la
adicion de una amina genérica sobre D-glucosa.

Los efectos del entorno proteico también fueron tenidos en cuenta usando un modelo de
solvente implicito al igual que en las otras reacciones y se estudio el efecto de disminuir la
polaridad del solvente estudiando el caso extremo que corresponde a la reaccion in vacuo.

El estudio de la estructura representativa del sistema HSA-GCA (4.3.D) obtenido por MD
segun descripto en la seccidn 4.3, proporciona informacion valiosa para determinar la
posible participacidon de residuos vecinos en la catalisis de la posterior deshidratacién de
esta especie (proceso no favorable cinéticamente sin asistencia) y definir extensién del
recorte representativo a utilizar en una descripcién simplificada del mecanismo. En
particular como se presenta en mayor detalle en la secciéon 5.2 aparece un residuo de
Lys436 que se representd con una molécula de MeNH;" en el modelo reducido llevando a
proponer un mecanismo como el mostrado en la Figura 17. Ademas se requirid incorporar
3 moléculas de agua explicitas estabilizar el sistema. Se siguid el protocolo explicitado en la
seccion 4.1 sustituyendo el funcional de la densidad B3LYP utilizado inicialmente por
wB97X-D junto con el conjunto de base 6-31G(d).

Lys
N\I’Hue L‘|/5436
H ~ 2 /H NH2
H-o
H-0
HO \— NH HO — N{-i
\ .
HO Lysios S HO Lysigs
/un--» OH /lmn-~ OH
HO OH

HO OH

Figura 17. Propuesta mecanistica para la deshidratacion de la carbinolamina en
el entorno particular del sitio Sudlow | de HSA.
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5 Resultados y Discusion

Validaciéon metodoldgica en la reaccion de apertura de glucopiranosa

Tal como se observa en la Figura 19, correspondiente al IRC obtenido al nivel
B3LYP/6-31+G(d,p) en solucidn acuosa, en consistencia con los datos experimentales y
modelado MTD-CPMD el proceso trascurre de manera concertada a través de un TS ciclico
(con una frecuencia vibracional imaginaria asociada de 1141 cm™), siendo el resultado
obtenido confiable en términos de cambios estructurales a lo largo de la reaccién.

La energia libre de activacion para la reaccidn calculada al nivel B3LYP/6-31+G(d,p)-PCM fue
de 23.8 kcal/mol, por lo que la metodologia elegida estaria logrando dentro del error del
método reproducir la informacion experimental y modelada con métodos mas exactos y
costosos reportados en la Tabla 2. El proceso es descripto como endergdnico con un valor
de ArG = 9.5 kcal /mol, también consistente con lo reportado por Qian [14].
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Figura 19. Perfil de Energia electrénica DFT-PCM correspondiente al IRC para la
apertura de a-D-glucopiranosa. Se incluyen los valores de energias libre de
activacion y reaccion a 298Ky 1 atm

El avance de la reaccién determinado con érdenes de enlace de Wiberg para la ruptura y
formacion de enlaces se puede apreciar en los resultados presentes en la Tabla 4. Teniendo
en cuenta que los valores tedricos para los érdenes de enlace de C-O, C=0, O-H y entre
cada para protén—0 aceptor de EdH son respectivamente de ~1, ~2, ~0.7 y ~[0.03-0.07]
es notable que en el TS todos los enlaces que se reorganizan durante la reaccién estarian a
medio camino entre reactivos y productos (lo cual no necesariamente ocurre en todos los
procesos). En base a estos resultados se puede inferir que la reaccidon ocurre de manera
concertada.
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Tabla 4. Orden de enlace de Wiberg como indicador del avance de reaccion.

ORDENES DE ENLACE DE WIBERG (U.A.)

ENLACE IC TS FC
C1-01 0.89 1.23 1.77
O1-Houn 0.65 0.22 0.03
Ho1n-Oacua 0.05 0.46 0.68
Oagua-Hagua 0.69 0.34 0.06
05-Hagua 0.03 0.34 0.63
C1-05 0.95 0.61 0.07

En sintesis, la combinacion B3LYP/6-31G(d,p)-PCM aqui empleada logra reproducir muy
satisfactoriamente las caracteristicas conocidas de esta reaccion, mostrando que la
metodologia seleccionada resulta confiable para estudiar los aspectos estructurales y
energéticos de la apertura catalizada de glucopiranosa en solucion.

5.2  Estructura y dindmica en solucion de HSA, complejos 1:1 HSA-Glucosa,
modificaciones en Lys195

El estudio de la dinamica en solucion del sistema 4.4A (correspondiente a HSA libre)
abordado como paso previo para estudiar la reactividad de residuos Lys de HSA como
nucledfilo (ver seccién 5.3) mostrd que la estructura converge a los 15 ns de simulacién
(RMSD de backbone minimo en Figura S2).

Los complejos 1:1 formados por HSA con a-D-glucopiranosa (sistema 4.4B) o con D-glucosa
(sistema 4.4C) son de vida muy corta, tras solvatarse completamente la molécula de azucar
escapa del sitio Sudlow |. La permanencia en el sitio fue evaluada en base a distancias clave
para el mecanismo propuesto por Wang et al [19] definidas entre atomos de la proteina
(Ne-Lys195/199) y de cada forma de la glucosa (C1/01/05) tal como se muestra en la Figura
19.

a-D-glucopiranosa D-glucosa
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Figura 19. Distancias atomicas utilizadas para estudiar la permanencia de a-D-
glucopiranosa y D-glucosa en el sitio Sudlow I de la HSA.
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La glucopiranosa permanece a 10 A del residuo Lys195 en los primeros 10 ns de simulacién
y luego se distancia de la proteina, perdiéndose por completo todas las interacciones con
residuos del sitio Sudlow I. Por otro lado, la D-glucosa permanece en dicho sitio por un
periodo de tiempo mas prolongado, del orden de 50 ns. En ambos casos se observa que el
carbono C1 se acerca considerablemente a los Ne-Lys, siendo esto indispensable para que
se dé la adicion nucleofilica y empiece el proceso de glicacion. Una hipdtesis que podria
explicar porqué ninguno de los dos complejos de glucosa con HSA tiene larga vida es que
las interacciones con el solvente, agua en particular, son mucho mas favorables tratdndose
de moléculas pequeiias e hidrofilicas. Sin embargo como se menciond en la seccién 2.6,
existe evidencia experimental de que la reaccién ocurre y se forma o bien una BS o bien un
PA sobre Lys195 por lo tanto tiene que haber un acercamiento productivo para la reaccién
mas alld de que su probabilidad se baja. Para poder estudiar esa reaccién con técnicas de
simulacidn se requiere una descripcion QM/MM en la dinamica que no fue empleada en
esta tesina.

En cuanto a la estructura de la carbinolamina HSA-GCA (sistema 4.4D) la misma logra
estabilizarse a los 10 ns (RMSD de backbone minimo en la Figura S3). Inspeccionando el
entorno de la carbinolamina a lo largo de la simulacién, se encontré que la misma establece
un EdH con Lys436 durante un periodo prolongado de la simulacién (ver distancias
representativas en la Figura 20). Esta observacion resultd de particular utilidad para
plantear una hipdtesis mecanistica donde Lys436 podria asistir la deshidratacién de la
carbinolamina actuando como acido de Brgnsted, posibilidad exclusiva para el aducto
formado por la glucosa sobre Lys195. Como resultado de esta reaccion se formaria una BS
protonada. En busca de un residuo basico que pudiera capturar el protén de la BS sobre
Lys195 asistiendo su formaciéon en un solo paso, se hallé que si bien Glu188 se encuentra a
7 A forma un puente salino con otro residuo Arg160 durante toda la simulacién, por lo que
no es de esperar que pueda cumplir ese rol.

141 I Cguanidinio(Arg160) - Cy(Glu188)
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Figura 20. Distancias atémicas usadas para analizar el entorno de la
carbinolamina en Lys195 de HSA. En el inserto se muestra una imagen de
la estructura representativa del cluster mds poblado. 27



5.3 Nucleofilia de lisinas relevantes de HSA: su dureza a nivel QM/MM

En la Figura 21 se muestra el entorno de cada lisina (195/199/525) en la estructura
representativa de HSA libre en solucidon obtenida por MD. Es notable la diferencia en
accesibilidad al solvente que resulta al comparar una poco accesible Lys199 con Lys195 y
Lys525 que tienen una mayor cantidad de moléculas de agua a su alrededor. En la medida
gue la exposicion al solvente afecta las propiedades fisicoquimicas de cada uno de estos

residuos, esta observacion da base para explicar las diferencias en su reactividad como
nucledfilos.
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Figura 21. A) Sitio Sudlow | y B) Region de Lys525. Se muestran dtomos a 10 A de Ne-
Lys195 y Ne-Lys525. Estos fueron los sistemas utilizados para hacer los cdlculos
single-point ONIOM (se mantuvieron en el sistema las moléculas de agua
evidenciadas).

En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos para la energia HOMO-KS
correspondiente a cada residuo obtenidos al nivel ONIOM QM:MM junto a la estimacion de
su pKa obtenido con H++. El orden de reactividad como nucledéfilo que surge de estos
valores es el siguiente: Lys525>Lys195>Lys199. En base a las predicciones de pKa Lys199 es
la lisina mas acida de las tres por lo que en su caso la fraccién de la forma desprotonada
serd mucho mayor, en cambio para las otras lisinas poseerian un pKa elevado y por lo tanto
una mayor disponibilidad (la prediccion de pKa > 12 no permite hacer mas
aseveraciones).

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas empleadas para el andlisis de nucleofilia.

RESIDUO Ejomo REL* (EV) pKa

Lys195 ‘ 3.6 >12

Lys199 ‘ 0 6.9
Lys525 ‘ 7.4 >12

* Energias ONIOM del orbital HOMO-KS relativas al valor obtenido para Lys199
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Como ya se anticipé en la seccion 4.5 de la metodologia, para entender el efecto del
entorno de la proteina sobre el proceso de apertura de la glucopiranosa y construir un
modelo reducido capaz de incorporar los aspectos esenciales de dichos efectos, se
inspecciond la arquitectura del sitio de Sudlow | en HSA libre y modificada a BS en Lys195
de las que se dispone estructura cristalografica complementando el andlisis con la
estructura modelada del complejo con glucopiranosa. Junto a los residuos Lys195/199, a los
gue se asignan roles esenciales en la propuesta mecanistica de Wang et al [19], se
identificd a los residuos Arg222, Ala291 (backbone) y Glu292 como participantes en la red
de EdH que cambia su naturaleza a lo largo del proceso de apertura y glicacion (ver Figura
22).

A su vez no se observan cambios significativos en la distribucidon de carga atémica NPA de
los dtomos centrales para estos procesos (C1 y O1 en glucopiranosa y Ne en Lys195/199).
Estos resultados se aprecian en la Figura S3 de la informacion suplementaria.

Un aspecto interesante en la estructura obtenida por minimizacién para el complejo
HSA-glucopiranosa, es que ésta queda posicionada en el sitio de Sudlow | en forma ideal
para que Lys195/199 puedan asistir cataliticamente su proceso de apertura en forma
analoga al rol catalitico que cumple la molécula de agua en solucién (seccién 5.1). En la
Figura 22B se aprecia como Lys195 establece EdH como dadora frente a O5 y Lys199
desprotonada lo hace como aceptora frente a O1H. Al comparar las Figuras 22 A y B se
observa que el residuo Glu292 que originalmente establece un puente salino con Lys195
cerrando el acceso al sitio, se desplaza significativamente alejandose al incorporarse la
molécula de glucopiranosa. Al mismo tiempo esta ultima establece una nueva red de EdH
gue involucra por un lado a los grupos amino y guanidinio de Lys199 y Arg222 como
dadores frente a 02 y 06 y por otro al grupo carbonilo de Ala291 como aceptor frente al
grupo hidroxilo O4H. Esto indicaria que esta red no solo tendria un rol fundamental en la
arquitectura del sitio tras el ingreso de la glucopiranosa, sino que podria promover su
apertura.

Es importante tener en cuenta que estos estudios de red de EdH en el sitio de Sudlow | son
preliminares, en tanto no se utilizaron estructuras representativas en solucién sino las
estructuras resultantes de solvatar y minimizar cldsicamente las provientes de
cristalografias. No obstante lo anterior, los resultados de esta exploracién permitieron
proponer un mecanismo alternativo para la apertura catalizada por HSA de glucopiranosa,
ya mostrado en la seccidn 4.5, con participacién de los residuos Lys195 y Lyn199 cuyos
estados de protonacion son compatibles con los valores de pKa obtenidos en la seccién 5.3,
lo que no ocurre en el mecanismo inicialmente propuesto por Wang et al.

Respecto a la estructura de la BS que se aprecia en la Figura 22C, se destaca que se
mantiene la interaccidon Arg222-04H y que se establecen nuevos EdH entre O5 y Lys199,
gue ahora se encuentra protonada. Otro elemento a sefialar es que en tanto la
carbinolamina caracterizada en solucion (ver Figura 20, seccion 5.2) se encuentra
desplegada en forma casi lineal en la BS resultante de su deshidratacién el fragmento
correspondiente a la glucosa aparece plegado sobre si mismo como tendiendo hacia el
isdmero ciclico correspondiente.
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Glu 292

Figura 22. Andlsis de la red de EdH en el sitio Sudlow I en estructuras minimizadas
cldsicamente. En cada caso se muestran los residuos que establecen interacciones
relevantes para la red indicando distancias y ordenes de enlace en u.a. A, By C
corresponden a HSA libre, HSA-Glucopiranosa y HSA-BS.
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Siguiendo con la hipdtesis mecanistica planteada, ya en el marco de los modelos reducidos,
se modelizd la apertura catalizada por Lys195/199 de HSA segun se indicé en la seccién 4.5.
Se localizé un estado de transicidn para este proceso cuya estructura se aprecia en la Figura
23 la cual muestra que mientras los procesos de ruptura C1-O5 y protonacidon de O5 estan
en curso, la transferencia protdnica entre O1 y MeNH, ya concluyé. El mismo fue obtenido
tomando como base la estructura del TS correspondiente al mecanismo catalizado por agua
localizado al mismo nivel de cdlculo e incorporando la informacidn proveniente del analisis
de la estructura del complejo HSA-glucopiranosa. El IRC correspondiente es mostrado en la
Figura 24, que detalla los perfiles de energia y RMS del gradiente. El primero presenta un
hombro atipico (coordenada de reaccién -100) que se asocia con un crecimiento del RMS
del gradiente que sugiere la posibilidad de un mecanismo de reaccidn por pasos. A pesar de
haber realizado numerosos intentos, no fue posible localizar otro punto de ensilladura para
la reaccién previa de transferencia de protén del grupo O1H a MeNH, en la regidn cercana
a ese hombro.

w
I

Figura 23. Estructuras optimizadas y verificadas de IC, TS y FC para la reaccion de
apertura de glucopiranosa catalizada por el par metilamina/metilamonio.
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Figura 24. Perfiles de energia potencial (izquierda) y RMS del gradiente (derecha)
obtenidos al nivel B3LYP/6-31+G(d,p)-PCM para la reaccion de apertura
modelizada. El 0 de la coordenada de reaccidn corresponde al TS, los valores
negativos y positivos corresponden al progreso hacia reactivos y productos.
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Con el fin de explorar mas exhaustivamente la PES de esta reaccion se realizaron barridos
en dos dimensiones siguiendo el procedimiento explicado en la seccidn 4.5. La superficie
obtenida se muestra en las Figuras 25 A y B. En ambas se observa la posicion de los pozos
de energia potencial correspondientes a los complejos intermediarios inicial (IC, donde los
procesos de transferencia proténica O1H->MeNH, y MeNH;*>05 aln no empiezan) y final
(FC, donde ambas transferencias protoénicas, la ruptura de C1-O5 y formacién de C=0 estan
completas) cuyas estructuras se muestran en la Figura 23. La localizacién del TS en la PES
coincide con una region del canal que conecta reactivos con productos. De esta forma se
confirma que esta reaccién posee un solo TS y transcurre de manera concertada. Esto
significa que la reaccion empezaria con la primera transferencia protdnica, para formar un
producto inestable desprotonado, y que se acopla con la ruptura del enlace C1-05 y la
segunda transferencia protdnica.
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Figura 25. Superficie de Energia potencial o PES para la apertura de glucopiranosa
catalizada por dos aminas. A) Representacion 3D y B) proyeccion sobre el plano de la
superficie con puntos estacionarios ubicados sobre la misma (usando las distancias de
estructuras optimizadas y verificadas)
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Finalmente una vez conocidos los puntos estacionarios correspondientes a esta reaccion,
fue posible determinar su termoquimica.

En la Tabla 6 se muestran los parametros termodinamicos calculados al nivel
B3LYP/6-31+G(d,p)-PCM. La formacion del complejo intermediario IC representa un costo
de 17.0 kcal mol™! en términos de energia libre como resultado de una componente
entropica muy desfavorable que no llega a ser compensada por la entalpia de formacion
del mismo complejo.

Tabla 6. Energética relativa (kcal mol™®) para la reaccién de apertura de glucopiranosa
catalizada por el par MeNH,/MeNHs" a 298 Ky 1 atm.

AH -TAS AG
Rs-IC -4.7 21.7 17.0
IC-TS 12.0 0.1 12.1
IC-FC 12.6 -2.4 10.2

Por su parte, la energia libre de activacidn de esta reaccién asciende a A,,G =
29.1 kcal mol™?, lo que significa que la misma seria mdas lenta que su contraparte
catalizada por agua. Sin embargo, dado que en la proteina el proceso reactivo involucra la
formaciéon de un complejo binario (los grupos amino de Lys195/199 estan ambos
incorporados a la proteina), seria razonable pensar que el costo entrépico no seria tan
elevado en esas condiciones respecto a lo que ocurre en el modelo reducido donde se
forma un complejo ternario. A su vez estos hallazgos son consistentes con la vida corta de
los complejos 1:1 HSA-glucosa. Una vez formado IC su transformacion a TS es controlada
por la variacién de entalpia, siendo el efecto entrépico practicamente despreciable. Una
vez mas el proceso resulta ser endergénico con un A,.G = 27.2 kcal mol™1. En base a estos
resultados y extrapolando las diferencias en efectos entrépicos esperables para un sistema
binario frente a uno ternario, la apertura de glucopiranosa catalizada por Lys195/199 en
HSA podria ser cinéticamente posible.

5.5.1 Adicién nucleofilica de EtNH; sobre D-glucosa

Para conectar la apertura de glucopiranosa con la formacién de la BS en Lys195, se explord
un modelo reducido minimo consistente en la adicion directa de EtNH, sobre la primera. En
la Figura 26 se muestran los perfiles de energia y RMS del gradiente obtenidos por célculo
del IRC a partir del TS localizado, correspondiendo a los esperados para una reaccion
concertada en una sola etapa.

La energia libre de activacién del proceso directo no catalizado es de 40.1 kcal mol™%, lo
que indicaria la necesidad de catdlisis por otros residuos de la proteina y/o moléculas de
agua presentes en el sitio de Sudlow | para que sea consistente con la evidencia
experimental, que apunta a un proceso con barrera mucho mas baja en el orden de las
22 kcal mol~! [101]. En otra tesina de graduaciéon de la Licenciatura en Bioquimica
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previamente desarrollada en el mismo laboratorio [102], se encontrd que la barrera para el
proceso de adicion directa de Lys sobre D-ribosa es el del orden de 30 kcal mol™?,
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Figura 26. Adicion nucleofilica de etilamina sobre glucosa: perfiles de energia
electrénica (izquierda) y RMS del gradiente (derecha) a lo largo del IRC B3LYP/6-
31+G(d,p)-PCM.

reflejando la mayor reactividad de la ribosa respecto a la glucosa.

Para explorar el efecto de la polaridad del entorno, se estudioé esta misma reaccién en fase
gaseosa. La energia libre de activacidon en estas condiciones disminuye a A,.G =
33.3 kcal mol™t. Esto significa que un entorno polar vuelve la reaccién mas lenta, en
consistencia nuevamente con la barrera menor propuesta para el proceso en la proteina
gue podria ser el resultado combinado de un entorno menos polar y la participacién activa
de otros residuos y/o moléculas de agua (que nuestras simulaciones mostraron estan
presentes en el sitio de Sudlow I).

De profundizar en el estudio del mecanismo de esta etapa (algo que va mas alla de los
limites temporales previstos para el desarrollo de esta tesina), el siguiente paso natural
seria explorar modelos reducidos con la participacién activa de una o mas moléculas de
agua en un medio de menor polaridad que la correspondiente a la de la solucién acuosa.

5.5.2 Deshidratacién de carbinolamina asistida por MeNH3"

A partir de los resultados de la simulacion de HSA-GCA (sistema 4.4D, seccion 5.3) se
propuso un mecanismo (ver seccién 4.6) para caracterizar la etapa de deshidratacion de la
carbinolamina a BS incorporando al modelo un residuo de Lys436 (representado por
MeNH;") que podria asistir el proceso como acido de Brgnsted y 3 moléculas de agua con
papel estructural, estabilizante. Este estudio fue iniciado a nivel B3LYP/6-31+G(d,p)-PCM y
ante la imposibilidad para caracterizar el TS correspondiente se cambid el funcional DFT a
wB97X-D, lograndose completar la caracterizacién del mecanismo a este nivel.

Las estructuras de IC, TS y FC optimizadas al nivel wB97X-D/6-31G(d,p)-PCM se muestran en
la Figura 27. Se aprecia en ellas que las 3 moléculas de agua explicita incluidas en el modelo
no participan del proceso reactivo, sino que estabilizan a los grupos reaccionantes.
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Figura 27. Estructuras de IC, TS y FC al nivel wB97X-D/6-31G(d,p)-PCM para la reaccién de
deshidratacion. Las moléculas de agua con rol estructural se destacan en diferente
representacion.

En la Figura 28 se muestran los perfiles de energia electrénica y RMS del gradiente
obtenidos para esta reaccion a lo largo del camino IRC. Su asimetria refleja la formacién de
un producto poco estabilizado respecto a la carbinolamina en términos de energia
electrdnica, resultado que se atribuye a la formacidon de una BS protonada, que podria
estabilizarse a posteriori por interacciones con su entorno.
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Figura 28. Deshidratacion de carbinolamina a BS: perfiles de energia electronica
wB97X-D/6-31G(d,p)-PCM de la reaccion (izquierda) y de RMS del gradiente (derecha).

En cuanto a la termoquimica, como se aprecia en la Tabla 7, el modelo reducido de
reaccion en solucion es ligeramente exotérmico, pero sumamente endoérgico con A,.G =
33.4 kcal mol™' y A,.G = 36.2 kcal mol™1. Esta situacién resulta del peso que tiene la
componente entrdpica desfavorable asociada a la formacion de un IC de 5 componentes,
gue supera ampliamente la estabilizacién lograda en términos de entalpia, y no es estable
en términos de energia libre. Por lo tanto este mecanismo planteado para la deshidratacion
de la carbinolamina no se presenta como una alternativa viable en solucién acuosa, donde
requeriria de otra forma de asistencia, probablemente por moléculas de agua participando
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activamente en el proceso, como se ha reportado en el modelado de este tipo de procesos
en solucidén acuosa.

Tabla 7. Energética wB97X-D/6-31G(d)-PCM relativa para la deshidratacion de
carbinolamina asistida por MeNHs" y 3H,0 298 Ky 1 atm (en kcal mol™).

AH -TAS AG
Rs-IC* -21.7 42.6 20.9
Rs-TS* -6.0 42.2 36.2
Rs-FC* -6.6 40.0 334
IC-TS** 15.7 -0.4 15.3
IC-FC** 15.1 -2.6 12.6

* Valores calculados respecto a la energética de los componentes iniciales sin interactuar
**Valores calculados respecto a la energética del complejo inicial IC

Por otra parte, en el entorno de la proteina este proceso de deshidratacién de
carbinolamina formada en Lys195 y asistido por Lys436 seria intramolecular y las moléculas
de agua estabilizadoras se encuentran ya presentes y organizadas en el entorno de la
carbinolamina desde el comienzo del proceso quimico, tal como se aprecio en la simulacion
MD de HSA-GCA previamente analizada. Todo ello permitiria hipotetizar que el costo
entropico asociado a la formacién del complejo intermediario seria de mucha menor
magnitud en estas condiciones. Con tales consideraciones a la vista, se podria llegar a
asumir que los valores de energia libre de activacion y reaccién del modelo reducido en
solucién recalculados tomando como referencia la energia libre del IC ya formado
(15.3 kcal mol™* y 12.5 kcal mol™?!, respectivamente) ofician como aproximaciones
razonables y mas cercanas a la energia de activacién y reaccion del proceso de
deshidratacion de la carbinolamina en Lys195 en el sitio de Sudlow | de HSA.

Asi, en aproximacion de orden cero, se podria considerar que la propuesta mecanistica aqui
planteada de proceso de deshidratacion de HSA-GCB a BS asistida por Lys436 actuando
como 4acido de Brensted, seria viable y tendria asociada una barrera de reaccion
relativamente baja, tratdndose de un proceso reversible, en consistencia con la evidencia
experimental conocida sobre las caracteristicas de la glicacion temprana por glucosa en
HSA.
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6 Conclusiones

Utilizando una metodologia accesible en términos de costo computacional, como los
calculos DFT-PCM aplicados a modelos reducidos, es posible obtener informacion valiosa
para estudiar mecanismos de reaccién en solucidn y otros entornos. En concreto, aqui se
muestra para la apertura de glucopiranosa en solucién acuosa que al nivel
B3LYP/6-31+G(d,p)-PCM es posible obtener estructuras y parametros termodindamicos
consistentes con los datos experimentales y comparables a los obtenidos con otras
metodologias de costo computacional mucho mas elevado. Esto permite a la vez extender
su uso al estudio de mecanismos para el proceso de apertura glucopiranosa y glicacién de
HSA no explorados previamente usando sistemas reducidos.

Se estudid aqui por primera vez el comportamiento dindmico en solucidon de los complejos
1:1 de HSA con a-D-glucopiranosa y D-glucosa y la carbinolamina HSA-GCA. La vida media
de los complejos en el sitio de Sudlow | resultd ser breve, del orden de 10ns para la
glucopiranosa, siendo mayor para la mucho menos abundante forma aciclica de la glucosa
gue se posiciona mejor para reaccionar con Lys195. En la medida que estas simulaciones
clasicas tienen la limitacion de no contemplar eventos reactivos, no se cuenta con evidencia
para elucidar si la D-glucosa que reacciona con Lys195 ingresa directamente en esa forma al
sitio de Sudlow | o resulta de la apertura de la glucopiranosa catalizada por la proteina. El
analisis del entorno de la carbinolamina en la simulacion de HSA-GCA, permitié identificar a
la Lys436 como un residuo capaz de facilitar la reaccién de deshidratacion.

La nucleofilia relativa de Lys195/199/525 se determiné en base a la energia de los orbitales
HOMO-KS al nivel ONIOM QM:MM. El orden de nucleofilia seria Lys525>Lys195>Lys199.
Esto coincide con los datos encontrados en la literatura que sefialan a Lys525 como uno de
los sitios principales de glicacion con distintos agentes y bajo distintas condiciones, siendo
consistente con la evidencia cristalografica que Lys195 aparezca como mas reactiva siendo
el blanco confirmado de glicacién por glucosa en el sitio de Sudlow I. Por otra parte la
estimacion de pKa de estos residuos con el servidor H++ indica que la disponibilidad de la
forma desprotonada seria mucho mayor para Lys199 (pKa = 6.9) que en los otros dos
casos, que exhiben valores mayores a 12 unidades de pKa. Todo esto permitiria concluir
gue la reactividad intrinseca de cada Lys pesaria mas que la disponibilidad de la especie
nucleofilica en el equilibrio entre las formas protonada/deprotonada del residuo y que los
estados de protonacién en que se encuentran estos residuos en la proteina no serian
consistentes con los manejados en el mecanismo de Wang et al.

El analisis de la red de EdH en el sitio Sudlow | para el complejo con glucopiranosa mostré
que los residuos Lys195/199 pueden facilitar su apertura en tanto Lyn199, Arg222 y Ala291
la mantienen bien posicionada para que el proceso de apertura tenga lugar in situ. Esta
informacién no seria consistente con el mecanismo de apertura propuesto por Wang et al.
y da por el contrario sustento a un mecanismo alternativo propuesto por primera vez en
este trabajo que plantea que la apertura del anillo podria ser disparada por la protonacion
de O5 desde Lys195 concertada con la desprotonacion de O1 por Lyn199.

El estudio del mecanismo de apertura de la glucopiranosa catalizada por el par
MeNH;"/MeNH, (par que emula a Lys195/Lys199 respectivamente) en solucién acuosa
permitié determinar que el proceso ocurriria a través de una primer transferencia
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proténica desde O1H a MeNH, que conduce a un producto inestable que facilitado por la
protonacion en O5 da lugar a la ruptura de C1-05. Este proceso resultd ser endergdnico
(ArG = 27.2 kcal mol™') en solucién acuosa y con una barrera de A,,G =
29.1 kcal mol~? atribuida principalmente al costo entrépico de formar un complejo inicial
ternario. Comparado con la reaccién catalizada por agua el par MeNH;"/MeNH, es menos
eficiente como catalizador. Pensando por otro lado en el proceso en la proteina, se plantea
qgue el costo entrdpico de la formacién del complejo binario inicial para la apertura
catalizada por HSA seria menor y por lo tanto la reaccion podria llegar a ser viable en este
contexto.

El modelo reducido de la reaccién de adicién de Lys195 sobre D-glucosa bajo el escenario
de adicion directa no catalizada en solucidn acuosa sefala que la misma necesitaria de la
asistencia de moléculas de agua y/o residuos proteicos capaces de disminuir una barrera de
reaccion que es en principio demasiado elevada. La comparacion con el mismo proceso en
fase gaseosa permitid concluir que un entorno polar desfavorece este proceso directo,
pudiendo por tanto el entorno hidrofébico del sitio de Sudlow | acelerarlo. No siendo este
proceso el centro de estudio de esta tesina, no se exploraron aqui otras alternativas
mecanisticas que incorporaran la participacién de moléculas de agua explicitas (que los
estudios de MD de los complejos de HSA-glucosa mostraron estan presentes en el sitio de
Sudlow | alrededor del complejo inicial con glucopiranosa y glucosa) y otros residuos
facilitadores del proceso.

Por ultimo, encontrd evidencia estructural y mecanistica que sugiere que la deshidratacion
de la carbinolamina formada en Lys195 podria ocurrir con asistencia de Lys436 y seria un
proceso viable y reversible en el contexto de HSA. El producto asi obtenido seria una BS
protonada, que podria estabilizarse respecto a la carbinolamina perdiendo el protén o a
través de interacciones electrostaticas con su entorno.

En resumen este trabajo de tesina de graduacién representa un aporte significativo al
conocimiento de las caracteristicas de las etapas tempranas de la glicacién de HSA por
glucosa, proponiéndose en el mismo un mecanismo alternativo al planteado previamente
para la apertura de la glucopiranosa en la proteina y llevando a plantear la posibilidad (a
corroborar a posteriori con estudios de estos mismos procesos reactivos en la proteina
usando métodos QM/MM que permitan incluir cabalmente efectos especificos y globales
del entorno proteico en los modelos) que el paso limitante del proceso de formacion de la
BS observada en Lys195 (tomado desde el ingreso de glucopiranosa y su apertura) no sea la
deshidratacion de la carbinolamina correspondiente.
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7 Glosario

Término Significado

AGE

Producto de Glicacion avanzada (por sus siglas en inglés, Advanced
Glycation End product). Conjunto heterogéneo de productos de reacciones
irreversibles de glicosilacion en ausencia de catdlisis enzimatica. Este tipo
de modificaciones en biomoléculas altera su funcién normal y su aparicion
se suele asociar con el envejecimiento y la diabetes.

AMBER

AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement). Suite de
programas para simulacion de dindmica molecular de biomoléculas.
También puede referir al campo de fuerza desarrollado por Kollman et al.

BS

Base de Schiff. Compuesto organico de férmula general R;{R,C=N-Rs, donde
Rs es un grupo arilo o alquilo (se excluye H) que hace que la base de Schiff
sea una imina estable.

CA

Carbinolamina. Aducto que se forma por ataque nucleofilico de una amina
sobre un grupo carbonilo. Generalmente son intermediarios de vida media
muy corta.

(0))

Dicroismo circular - técnica espectroscopica que mide la capacidad de las
moléculas dpticamente activas de absorber diferencialmente la luz
polarizada.

CD36

Proteina integral de membrana encontrada en la superficie de muchos
tipos celulares en animales vertebrados.

cDNA

El ADN copia es una hebra de ADN de doble cadena una de las cuales
constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a
partir del cual se ha sintetizado. Se suele utilizar para la clonacidn de genes
propios de células eucariotas en células procariotas, debido a que, dada la
naturaleza de su sintesis, carece de intrones.

CPMD

Dindmica molecular de Car-Parrinello. Método de dindmica molecular ab
initio QM(DFT)/MM implementado en el cédigo CPMD que emplea ondas
planas/pseudopotenciales.

CPMD-
MTD

Combinacién de CPMD con metadindmica. Los algoritmos para
simulaciones de metadindmica logran explorar regiones mas amplias de la
superficie de energia libre, muestreo que se logra afiadiendo gaussianas
positivas a la superficie de energia real que fuerzan a explorar una regién
diferente.

DFT

Teoria del funcional de la densidad (por sus siglas en inglés, Density
Functional Theory). Se basa en tres teoremas centrales: dos de Hohenberg
& Kohn [103] (la energia es un funcional de la densidad electrénicay la
densidad electrénica del estado fundamental es aquélla que minimiza la
energia del sistema, siendo por consiguiente variacional) y Kohn & Sham
[104] (recurre a un sistema ficticio constituido por particulas no
interactuantes que se pueden representar con un determinante cuyos
elementos son funciones que representan a los electrones, orbitales de
Kohn-Sham, de manera similar al determinante de Slater, aunque la
formulacion tedrica sea distinta; para representar la interaccion entre estas
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particulas, se introduce un potencial externo en el cual estas estaran.
moviéndose). Cabe destacar que a diferencia de lo que ocurre con el
método de Hartree-Fock, la formulacion tedrica de DFT es exacta hasta la
formulacion de Kohn-Sham. Las aproximaciones se introducen al definir las
componentes de intercambio y correlacién del funcional de la densidad,
gue son desconocidas y se definen de distinta forma en cada funcional.

EdH

Enlace de Hidrogeno. Segun la IUPAC consiste en una interaccién atractiva
90% electrostatica y 10% covalente establecida entre un atomo de
hidrogeno de una molécula o fragmento molecular X-H, siendo X mas
electronegativo que H, y un dtomo o grupo de atomos en la misma o en
otra molécula.

FC

Complejo final (por su sigla en inglés, Final Complex). Se refiere al complejo
gue se forma al finalizar un proceso reactivo en forma previa a la
separacion de los productos y corresponde a un minimo en la superficie de
energia potencial. Se suele localizar minimizando la estructura que
corresponde al extremo del IRC que supera el punto de inflexidn hacia
productos.

FPLC

Es un tipo de cromatografia liquida utilizada frecuentemente para el
analisis y/o purificacion de muestras que contienen multiples proteinas.

gaff

General Amber Force Field. Es un campo de fuerza completo (todos los
pardmetros se encuentran disponibles, sin excepciones) de tipo general y
cubre casi todo el espacio dentro de la quimica organica. Es compatible con
el campo de fuerza AMBER y suele usarse para representar en los calculos
clasicos residuos y moléculas no presentes en el campo de fuerza AMBER
estandar.

HPLC

Cromatografia liquida de alta eficacia. Es un tipo de cromatografia en
columna utilizada frecuentemente en bioguimica y quimica analitica.

HSA

Albumina sérica humana (por sus siglas en inglés, Human Serum Albumin).
Para mds informacién ver seccién 2.3.

HSA-BS

AlbUmina sérica humana cuyo residuo Lys195 se encuentra formando una
Base de Schiff tras reaccionar con D-glucosa.

HSA-GCA

Albumina sérica humana cuyo residuo Lys195 se encuentra formando una
carbinolamina tras reaccionar con D-glucosa.

IC

Complejo inicial (por sus siglas en inglés, Initial Complex). Se refiere al
complejo que se forma entre especies reactivas con la orientacion
adecuada para que pueda ocurrir el proceso reactivo. Corresponde a un
minimo en la superficie de energia potencial del sistema reaccionante y se
suele obtener por minimizacién de la estructura que corresponde al
extremo del IRC que supera el punto de inflexidon hacia reactivos.

IDF

Federacion Internacional de la Diabetes (por sus siglas en inglés,
International Diabetes Federation). Es una organizacién que congrega mas
de 230 Asociaciones Nacionales contra la Diabetes en 170 paises y
territorios. Su misidn es promover la prevencién, los cuidados y la
busqueda de una cura para la diabetes a nivel global.

IEF-PCM

Método que modela los efectos del entorno sobre un soluto contenido en
una cavidad como un continuo polarizable representado por su constante
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dieléctrica (uniforme o variable). En su implementacién IEF se resuelve
analiticamente y permite obtener derivadas primeras y segundas de la
energia libre en solucion. Utiliza una cavidad adaptada a la forma
molecular.

IRC

Camino de reaccion. Es un calculo que permite determinar el camino de
mayor pendiente que conecta el estado de transicion de un proceso con
reactivos y productos correspondientes, integrando sobre la coordenada
de reaccion intrinseca. Requiere el conocimiento de la estructuray
Hessiano del estado de transicién y emplea un algoritmo de integracion
para generar estructuras y energias que definen el camino de reaccion en
una o ambas direcciones desde el punto correspondiente al TS.

KS-HOMO

Orbital de Kohn-Sham ocupado de mayor energia. Cuando se localiza sobre
el grupo quimico de interés, su energia puede utilizarse como indicador de
nucleofilia del mismo, comparando la estabilidad a lo largo de una serie
analoga.

MD

Dindmica molecular atomistica (por sus siglas en inglés, Molecular
Dynamics). Técnica de simulacion computacional que describe el
comportamiento atdmico de los sistemas moleculares a través de un
campo de fuerza, resolviendo las ecuaciones de movimiento de Newton
para el mismo bajo determinadas condiciones, permitiendo una
visualizacién del movimiento de los atomos y moléculas que éstos
componen.

MG

Metilglioxal. Es un compuesto organico de formula CH3C(=0)CHO. Se forma
como producto secundario en muchas vias metabdlicas. Interviene en la
formacion de AGEs, pudiendo provocar la pérdida de actividad de
macromoléculas bioldgicas. Su concentracion plasmatica es mas elevada en
personas diabéticas.

MM

Mecdnica molecular. Técnica de modelado molecular que usa la mecanica
clasica para describir sistemas moleculares con detalle atébmico. Con esta
metodologia, la energia potencial de los sistemas se calcula utilizando
campos de fuerza que dependen de la posicidn relativa de los atomos y
requieren pardmetros por tipo de atomo. El 4&tomo es considerado como la
unidad estructural minima y se le asigna radio, polarizabilidad y carga neta
(constante o polarizable). Los enlaces se describen como resortes con
distancias de equilibrio iguales a las distancias de enlace determinadas
experimental o tedricamente y constantes de fuerza.

NBO

Natural Bond Orbital. En quimica cudntica se calculan en base a la densidad
electrénica maxima. En quimica computacional se utilizan para determinar
la distribucion de la densidad electrénica sobre atomos o en los enlaces
entre atomos.

oMs

La Organizacion Mundial de la Salud es la autoridad directiva y
coordinadora en asuntos de sanidad internacional en el sistema de las
Naciones Unidas.

ONIOM

Método de modelado computacional hibrido que divide al sistema
molecular en regiones y las describe con una combinacion de metodologias
de distinto costo y exactitud, pudiendo combinar QM:QM o QM:MM. La
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energia se evalla en forma sustractiva. En este trabajo se combinan
métodos cuanticos (QM = DFT) para las regiones de interés de HSA y el
resto de la misma se modela con métodos clasicos (MM).

PA

Producto de Amadori. Es un intermediario reactivo en la formacién de un
producto final de glicacion avanzada (AGE), que corresponde a la
isomerizacion de una BS formada previamente por trasposiciones internas.

DFT-PCM

Se refiere a la combinacion de métodos cuanticos DFT con un modelo de
continuo polarizable PCM para describir estructuras y energias en solucién
o distintos entornos polarizables.

PDB

Protein Data Bank. Es una base de datos de acceso libre que contiene
estructuras tridimensionales de proteinas y acidos nucleicos.
Generalmente estas se obtienen mediante cristalografia de rayos X o
resonancia magnética nuclear y se depositan en la misma.

PES

Superficie de energia potencial (por sus siglas en inglés, Potential Energy
Surface). Tal como lo indica su nombre es una superficie que se construye
graficando la energia potencial del sistema molecular en funcién de un
conjunto de coordenadas del mismo representativas del comportamiento
del sistema y sus transformaciones (que pueden o no implicar reacciones
guimicas). En este trabajo se construyeron realizando barridos relajados,
donde la geometria se optimiza en todas las coordenadas excepto la que
corresponde a la variable explorada.

PROPKA

Programa que se basa en una serie de reglas empiricas que relacionan la
estructura proteica con el valor de pKa de los residuos ionizables y permite
predecir el pKa de los residuos proteicos a partir de la estructura
proporcionada en un archivo PDB.

Qam

Mecdnica Cudntica (por sus siglas en inglés, Quantum Mechanics). Describe
el estado estacionario de un sistema a través de la Ecuacion de Schrédinger
cuya solucién proporciona una funcion de onda que codifica la distribucién
de probabilidad de todas las propiedades medibles u observables. Algunos
observables posibles sobre un sistema dado son la energia, posicion,
momento y momento angular. La mecdnica cudntica no asigna valores
definidos a los observables, sino que hace predicciones sobre sus
distribuciones de probabilidad. Este tipo de método de modelado logra
describir la estructura molecular con detalle electrénico, siendo esencial
para entender y anticipar la reactividad molecular y las transformaciones
electrdénicas que subyacen a un proceso reactivo.

aQM/MMm

Enfoque que combina los puntos fuertes de QM (exactitud y detalle de
estructura molecular a nivel atdomico y electrénico) y MM (menor costo
computacional y detalle de la estructura atémica en sistemas de gran
tamafo). En los cdlculos que emplean esta metodologia el centro reactivo
(en caso de estudiar reacciones quimicas) es tratado de modo cuantico
mientras que el entorno que lo rodea se trata de modo clasico.

RA

Rearreglo de Amadori o transposiciéon de Amadori. Es una reaccion
organica que consiste en la isomerizacién en medio acido (Transposicidn)
de un N-glicdsido de una aldosa a su correspondiente 1-amino-1-
desoxicetosa.
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RAGE

Receptor de AGEs. Proteina transmembrana de 35 kDa que pertenece a la
super familia de las inmunoglubulinas y es capaz de unir productos de
glicacién avanzada y otras moléculas relevantes fisiolégicamente.

RCS

Grupo de moléculas que contienen carbonilos altamente reactivos (por sus
siglas en inglés, Reactive Carbonyl Species).

RMS del
gradiente
dela
energia

Desviacién cuadratica media del gradiente de la energia molecular
respecto a las coordenadas nucleares (por sus siglas en inglés, Root Mean
Square gradient). El gradiente es la derivada primera de la energia respecto
a las posiciones nucleares, representa el opuesto de las fuerzas sobre los
nucleos en una configuracién molecular particular. Se utiliza como criterio
para verificar la convergencia en célculos de optimizacion de la estructura
dirigidos a caracterizar puntos estacionarios de una PES (da un indicio de la
desviacion de una estructura respecto a una previa) y permite también
evaluar si un camino de reaccién IRC corresponde a uno o mas procesos
reactivos.

RMSD
estructural

Por sus siglas en inglés, Root Mean Square Deviation. En este caso se trata
de las desviaciones cuadraticas media de las posiciones atémicas y se
obtiene promediando las posiciones atdmicas de moléculas superpuestas.
Se lo emplea en simulaciones de dinamica molecular como indicador para
el seguimiento de cambios estructurales a lo largo del tiempo de
simulacién .

Rs

Reactivos. En este trabajo utiliza para referirse a los reactivos separados
infinitamente).

TS

Estado de transicidn (por sus siglas en inglés, Transition State) es una
configuracion particular a lo largo de la coordenada de reaccién que se
define como el estado que corresponde al maximo de energia a lo largo de
la misma, siendo un minimo en toda otra direccién de cambio del sistema
molecular. Su estructura puede ser determinada buscando puntos de
ensilladura de primer orden sobre |a superficie de energia potencial.
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8 Informacién Suplementaria

A) ) 47,

B) X Q)
(o

Figura S1. Recortes minimos de los sistemas para estudiar la red de EdH en el sitio
Sudlow |I. Los sistemas 4.5A, 4.5B y 4.5C corresponden a HSA-libre,
HSA-glucopiranosa y HSA-BS respectivamente. Recorte A: Lys195 (metilamonio),
Arg222 (Guanidinio), Ala291 y Glu292 / Recorte B: Lys195 (metilamonio), Lys199
(metilamina), Arg222 (Guanidinio), Ala291, Glu292 (backbone) y glucopiranosa/
Recorte C: BS195, 196 (backbone), Lys199 y Arg222 (guanidinio).

RMSD /A

5 10 15 20 25 30 35 40
Tiempo / ns

Figura S2. RMSD de backbone minimo de HSA libre de ligandos
(sistema 4.4A) en solucién acuosa.
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Figura $S3. RMSD de backbone minimo de HSA-GCA (sistema 4.4D) en
solucion acuosa.
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*. i AT Sl
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Figura S4. Representacion de distribucion de cargas DFT-PCM en los
sistemas recortados. A, By C corresponden a HSA libre (sistema 4.5A),
HSA-glucopiranosa (sistema 4.5B) y HSA-BS (sistema 4.5C)
respectivamente.
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