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A Parametro hiperfino

AO Ascorbato oxidasa

AOR Aldehido oxidoreductasa

ASP Cddigo de tres letras correspondiente al aminoacido dcido aspartico
AZ Azurina

B Campo magnético

CYS Cédigo de tres letras correspondiente al aminoacido cisteina
ABpp Ancho de linea pico a pico

AE Diferencia de energia

DFT Teoria del funcional de la densidad

Dg Desulfovibrio gigas

DMSOR Dimetil sulféxido reductasa

EPR Acrénimo en inglés de Resonancia paramagnética electréonica (Electron Paramagnetic
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ET electron transfer
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g Tensorg

GLU Cddigo de tres letras correspondiente al aminodcido acido glutdmico
GPU Graphics processing unit

h Constante de Planck

hCP Ceruloplasmina humana

HIS Cddigo de tres letras correspondiente al aminoacido histidina

I Espin nuclear

A Parametro de energia de reordenacion nuclear

k.. Velocidad de reaccién

K,c Constante de inhibicién

MET Cédigo de tres letras correspondiente al aminoacido metionina
MM Mecdanica molecular
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M Momento magnético

B, Magneton de Bohr

m, Orientacién del momento angular del espin

NiR Nitrito reductasa
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NPT Ensamble isobarico

NVE Ensamble microcanénico

NVT Ensamble canénico

v Frecuencia fija de microondas
QM Mecdnica cuantica

QM/MM Mecdnica cuantica/Mecanica molecular
s espin

Sm Sinorhizobium meliloti

SO Sulfito oxidasa

t1 tiempo de relajacién espn-red
T1 Centro de cobre de tipo T1

t2 tiempo de relajacién espin-espin
T2 Centro de cobre de tipo T2

TE Transferencia electronica

v Velocidad de relajaciéon

wt wild-type

XO Xantino oxidasa
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Resumen

Las metaloenzimas son proteinas que contienen en su estructura al menos un cofactor
metdlico esencial para su funcién y que resultan de gran importancia para los seres vivos al estar
involucradas en diversos procesos bioldgicos. El molibdeno y el cobre son dos ejemplos de
metales que se encuentran en sitios metalicos de proteinas biolégicamente relevantes. El
primero se encuentra mayormente en estructuras mononucleares de Mo acomplejado a un
derivado organico llamado pterina. Las metaloenzimas que lo contienen suelen tener ademas
cofactores adicionales por ejemplo de hierro-azufre (FeS), que participan en procesos de
transferencia electrénica (TE). El cobre suele formar dos tipos diferentes de sitios metalicos
denominados T1y T2. Ejemplos de estas proteinas y que constituyen el tema de estudio en la
presente tesis son la aldehido oxidoreductasa obtenida de la bacteria reductora de sulfato
Desulfovibrio gigas (DgAOR) y la nitrito reductasa de cobre del organismo desnitrificante

Sinorhizobium Meliloti (SmNir).

La DgAOR cataliza la conversién de aldehidos a sus respectivos acidos carboxilicos en una
reaccion redox que involucra 2 electrones. Es una molibdo-proteina homodimérica, cuyos
mondémeros son cataliticamente independientes. Cada mondémero estd formado por dos
dominios. El de mayor tamano incluye al sitio activo, sitio mononuclear de molibdeno
acomplejado con un derivado de ptering, y el menor incluye dos centros de TE del tipo [2Fe-2S].
El sitio de Mo esta coordinado a dos ligandos ecuatoriales provistos por los azufres de la pterina,
un oxo ecuatorial que es exclusivo de esta proteina, ya que éste es reemplazado por un azufre en
todas las otras proteinas relacionadas estrechamente a DgAOR, un grupo oxo apical y un sitio
labil catalitico OH,, el cual es el sitio de interaccién con el sustrato. La DgAOR fue la primer
enzima mononuclear de Mo cuya estructura fue resuelta por rayos Xy la primera en ser resuelta

a una resolucién de ~1 A,

La SmNir participa en la via desnitrificante del ciclo del nitrégeno catalizando la
conversiéon de NO, a NO en una reaccién redox que requiere un electrén. Es una proteina
homotrimérica clasificada dentro de la subfamilia denominada “Nirs Verdes” que contiene dos
tipos de cobre por mondémero, un centro T1, que es un centro de TE, y un centro T2 que es el
sitio activo de la enzima. Los dos centros de cobre estdn unidos por un puente CYS-HIS. El
mecanismo de reaccién aceptado para esta proteina implica la uniéon del NO,- al T2 y su

reduccién a NO. El electrén necesario para llevar a cabo esta reaccién, el cual es provisto por una
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pseudoazuring, es cedido al T2 a través del puente CYS-HIS. Existe un debate sobre si la TE se da
a través del camino covalente puro que une T1-T2 o si dicha transferencia se realiza por el puente
hidrégeno N°'H...0=C que “cortocircuita” el camino covalente CYS-HIS. Si bien no se conoce la
estructura por rayos X de la SmNir, se supone que es similar a nitrito reductasas de cobre

obtenidas de otras fuentes.

Esta tesis se encuadra en un proyecto de investigacién en el que se persigue dilucidar el
mecanismo de reaccién de estas enzimas, asi como entender aspectos estructurales y
funcionales de sus centros metalicos mediante el uso de técnicas experimentales de biologia
molecular, cinéticas, espectroscépicas y estructurales, combinadas con técnicas
computacionales. Las técnicas computacionales se usan para entender distintos aspectos
estructurales/funcionales que no pueden ser resueltos experimentalmente y/o para racionalizar
determinados resultados experimentales a nivel molecular. El objetivo del presente trabajo es
estudiar distintos aspectos del mecanismo catalitico de la DgAOR y de la SmNir utilizando la
metodologia hibrida Quantum Mechanics-Molecular Mechanics (QM/MM). La regién del sitio
activo y cofactores metdlicos de interés de todos los sistemas estudiados son tratados a nivel
QM, mientras que el resto de la proteina y las aguas de solvatacién a nivel MM con el fin de no
perder interacciones estéricas y couldémbicas con el entorno proteico. Los cdlculos

computacionales fueron realizados principalmente con los programas Gaussian y AMBER.

Se evalué el mecanismo catalitico de la DgAOR sobre la base de una propuesta
implementada para estudiar las propiedades cataliticas de la enzima xantino oxidasa, una enzima
estrechamente relacionada con la DgAOR. El punto de partida fue obtener por métodos QM/MM
la estructura de la DgAOR, lo cual mostré un muy buen acuerdo con los datos cristalograficos.
Nuestro aporte al problema en cuestién fue evaluar mediante cdlculos computacionales que la
presencia de un O ecuatorial en la DgAOR no resulta en procesos cataliticos inviables, como si
ocurre con la xantino oxidasa y otras proteinas de su familia. El modelo utilizado incluyé en la
regién cudntica dtomos de residuos que forman la cavidad hidrofébica dénde se lleva a cabo la
reaccion catalitica, constituyendo el modelo utilizado mas completo a la fecha. Nuestros
resultados muestran que la energética del proceso es favorable con un oxigeno en la posicion
ecuatorial, lo cual estd en linea con los resultados experimentales. Otro logro importante de este
trabajo fue obtener estructuras QM/MM de un intermediario catalitico, también obtenido
experimentalmente, que permitié reinterpretar con un mejor ajuste la estructura de rayos X del
mismo. También se estudié el proceso de TE Mo-FeS1, donde FeS1 es el centro de hierro-azufre
proximo al Mo, estudiando los cambios en la densidad de espin en el cofactor de molibdeno.

Estos estudios se hicieron para la Forma resting de la enzima, la cual se asume es la que inicia el
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ciclo catalitico, y en formas inhibidas con polialcoholes, las cuales modelan interacciones sitio
activo-sustrato. Estos estudios se hicieron a partir de resultados de rayos X obtenidos
previamente para estas formas de la enzima. Los resultados obtenidos se racionalizaron sobre la
base de los valores obtenidos para la interaccion de intercambio J Mo-FeS1 obtenidos
experimentalmente, siendo J un pardmetro proporcional a la velocidad de TE. El aumento de J
de aproximadamente dos veces en condicion de inhibicion alcohdlica, en conjunto con los
resultados computacionales, sugieren que la TE es favorecida cuando el sustrato se une al sitio
activo, facilitando asi la reconversién de la enzima al estado resting. Adicionalmente, el estudio
de las propiedades electrénicas del cofactor de pterina y sitio de Mo mostré que el efecto
regulador de la TE sobre el camino quimico Mo-FeS1 estaria gobernado por la presencia/ausencia
del ligando labil del Mo OH,.

Calculos computacionales de SmNir permitieron obtener las estructuras tridimensionales
de las formas wild typey de las variantes H171Dy C172D. H171D y C172D son dos variantes de la
SmNir donde se permutaron los residuos CYS e HIS del puente CYS-HIS por 4cido aspartico. Las
estructuras cuaternarias obtenidas corresponden a trimero y en todas ellas se asumié la
presencia de 2 Cu/monémero. Adicionalmente se obtuvo la estructura de una forma de C172D
con un solo cobre por monémero en el T2 y las de SmNir y H171D con nitrito unido al T2. Las
estructuras de H171D y C172D mostraron que los iones cobre se coordinaron a los sitios donde
fueron realizadas las modificaciones y que los cambios estructurales sufridos se localizaron
principalmente en dichos sitios. El puente de hidrégeno N°'H...0=C, propuesto como camino de
TE en las Nirs verdes, se conservo en la estructura wild typey en la variante C172D, mientras que
no se pudo formar en la variante H171D. Cabe mencionar que esta Gltima demostro ser inactiva
cataliticamente por métodos experimentales. La inactividad de H171D fue hipotéticamente
atribuida a dos factores: la incapacidad del T2 modificado para unir nitrito, o a la no formacién
del puente N®'H...0=C. Los cdlculos computacionales mostraron que el costo energético para
remover el ligando apical agua del T2 en el estado resting de la SmNiry en H171D es muy similar,
lo que sugiere que esa no es la causa de la falta de actividad de H171D, ademas de que el nitrito
se une practicamente de la misma manera al T2 en los dos casos. De los resultados obtenidos se
infiri6 que la pérdida de actividad de H171D se debe probablemente a la pérdida del puente

hidrégeno N®'H...0=C, hecho sobre el cual hay ademés fuertes evidencias experimentales.
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Abstract

Metalloenzymes are proteins that contain in their structure at least one metallic cofactor
which is essential for catalysis. They are very important in living organisms because they play key
roles in many biological processes. Molybdenum and copper are two examples of metal ions
found in metal sites of proteins with relevance in biology. The first one is mainly found in
mononuclear Mo structures linked to an organic molecule called pterin. Metalloenzymes that
contain this structure usually have also additional cofactors, for example iron-sulfur centers
(FeS), which participate in electron transfer reactions (ET). Copper usually form two different
types of metallic centers called T1 and T2. Representative examples of these proteins are the
aldehyde oxidoreductase, from the sulfate reducing bacterium Desulfovibrio gigas (DgAOR), and
the copper nitrite reductase, from the denitrifying organism Sinorhizobium Meliloti (SmNir). The

characterization of some aspects of both proteins is the subject of this PhD thesis.

DgAOR catalyzes the conversion of aldehydes to the respectives carboxylic acids in a
two-electrons redox reaction. It is a homodimeric molybdoprotein in which monomers are
catalytically independent. Each monomer is constituted by two domains. The biggest one
contains the active site, a mononuclear molybdenum site linked to a pterin moiety, whereas the
other has two ET centers of the [2Fe-2S] type. The Mo is bound to two equatorial ligands
provided by the pterin moiety, to one equatorial oxo ligand that is found solely in this protein as
this atom is replaced by a sulfur atom in closely related proteins, an apical oxo group and to a
catalytic labile site named OH,, which is the site for interaction with the substrate. DgAOR was
the first mononuclear Mo-enzyme characterized by X-ray crystallography, and the first one

whose structure was solved at a resolution of ~1 A.

SmNir participates in the denitrifying way of the nitrogen cycle catalyzing the conversion
of NO, to NO in a one-electron redox reaction. It is a homotrimeric protein, that is classified in a
green Nirs family, containing two copper centers in each monomer, an ET center of type T1, and
a T2 center that is the active site of the enzyme. Both coppers centers are linked for a CYS-HIS
bridge. The accepted reaction mechanism implies the bonding of NO,-to T2 and its reduction to
NO. The necessary electron for this reaction, which is provided by a pseudoazurin, is given to T2
through the CYS-HIS bridge. There is a debate whether ET occurs through the pure covalent
pathway that binds T1-T2, or through a mixed pathway that involves the N®'H...0=C hydrogen
bridge that shortcuts the covalent CYS-HIS bridge. Although the X-ray structure of the SmNir is
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unknown, it is supposed that its structure is quite similar to copper nitrite reductases found in

other organisms.

This thesis is part of a research project that aims to elucidate the reaction mechanism of
these enzymes, as well as to understand structural and functional aspects of their metal centers
by mean of molecular biology, kinetic, spectroscopic and structural experimental techniques,
together with computational calculations. The last one is used to understand different
structural/functional aspects that cannot experimentally be addressed and/or to rationalize
experimental results at molecular level. The aim of this work is to study different aspects of
DgAOR and SmNir catalytic mechanisms using the hybrid methodology Quantum
Mechanics-Molecular Mechanics (QM/MM). The active site region and those of the metallic
cofactors are performed at QM level. In order not to lose steric and coulombic interactions with
the protein environment, the rest of the protein and the solvation waters are treated at MM

level. Computational calculations were performed mainly with Gaussian and AMBER software.

DgAOR catalytic mechanism was evaluated on the basis of a proposal for study of the
catalytic properties of the xanthine oxidase enzyme, a closely related protein with DgAOR. We
firstly obtained the DgAOR structure by QM/MM, which showed a good agreement with
crystallography data. Our contribution was to evaluate by computational calculations that the
presence of an equatorial O ligand in DgAOR instead of a sulfido ligand does not result in a
non-viable catalytic process, which happens with xanthine oxidase and other proteins belonging
to its fFamily. The used model included in the quantum region residue atoms that form the
hydrophobic cavity where the catalytic reaction occurs, with this being the most complete model
used until now. Our results show that the energetic of the process is favorable with an oxygen
ligand in the equatorial position, which is in line with the experimental results. Another
important achievement of this work was to obtain QM/MM structures of a catalytic intermediate,
which was also obtained experimentally, that allowed us to reinterpret X-ray crystal data. Also, it
was evaluated the ET process Mo— FeS1, where FeS1 is the iron-sulfur proximal center to the
Mo atom, studying the changes in the spin density on the molybdenum cofactor. This studies
were performed on the resting state of DgAOR, which is assumed to initiate the catalytic cycle,
and on inhibited states with polyalcohols, which model active site-substrate interactions. These
studies were based on previous X-ray results of these inhibited forms of the enzyme. The results
obtained were rationalized on the basis of the experimentally obtained values for the exchange
interaction J Mo-FeS1, with J being a parameter proportional to the ET rate. The ~2 times
increase in J upon alcohol inhibition together with the computational results suggest that the ET

is favored when the substrate is bound to the active site, facilitating the return at the resting
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state of the enzyme. Additionally, the study of the Mo site electronic properties shows that the
process that regulates the distribution of the unpaired spin density on the Mo(V) site is

governed by the presence/absence of the equatorial OH, ligand.

Computational calculations on SmNir allowed us to obtain the 3-D structures of the wild
type form and the variants H171D and C172D. H171D and C172D are two SmNir variants where
the HIS and CYS residues of the CYS-HIS bridge were changed to aspartic acid. The quaternary
3-D structures were obtained as dimer structures assuming 2 Cu/monomer. Additionally, it was
obtained a C172D form with only one copper per monomer at T2 site, and those of SmNir and
H171D with nitrite bound at T2. The H171D and C172D structures showed their copper sites
coordinated to the inserted-ASP ligands, as well as to the rest of the unmodified copper ligands.
The N®'H...0=C hydrogen bridge, which is proposed to be part of the ET pathway in green Nirs,
was kept in the wild type and C172D structures, but lost in the H171D form. It is important to
note that H171D was shown to be inactive by experimental methods. The inactivity of H171D
was hypothetically attributed to two factors: the inability of the modified T2 to bind nitrite, or
the loss of the N®'H...O0=C bridge. Computational calculations suggest that the energetic cost to
remove the water T2 apical ligand of the resting state SmNir and H171D is quite similar, and also
that nitrite binds T2 in a similar way in both cases. Hence, our results strongly suggested that the
loss of activity of H171D is likely due to the loss of the N°'H...0=C hydrogen bridge, a fact on

which there is strong experimental evidence.
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Introduccion

La quimica bioinorgdnica es una disciplina que estudia la funcién que cumplen in vivo
diferentes elementos inorgdnicos [1-3]. Surge de la unién de la biologia y la quimica inorganica,
debido a la identificacion de elementos inorgdnicos que cumplen funciones importantes en
sistemas vivos. Los metales de transicion son algunos de estos elementos y su importancia radica
en que forman parte de las proteinas, dando origen a lo que se denominan metaloproteinas. Los
organismos vivos han ido evolucionando desarrollando mecanismos de transporte,
incorporacién, almacenamiento, regulacion de las concentraciones y disponibilidad de los
diferentes metales de transicion biolégicamente relevantes, entre los que se pueden distinguir
Zn, Mn, Co, Fe, Mo, W, V, Niy Cu [3].

Procesos como asimilacion de nutrientes de los suelos, eliminacion de elementos toxicos
del aire y de los suelos, generacion de gases ambientales, respiracion celular y fotosintesis, entre
otros, involucran una serie de ciclos biogeoquimicos que son esenciales para el mantenimiento
del equilibrio de los ecosistemas. Los ciclos del nitrégeno, azufre y carbono son ejemplos de los
anteriores y resultan de vital importancia para los seres vivos. Estos procesos son catalizados por
metaloenzimas que contienen cofactores metdlicos (centros de Mo, Fe, Cu o hemos) u organicos
en su estructura, ya sea en el sitio activo o participando en procesos de TE, e involucran distintas
reacciones de oéxido-reducciéon (redox). Los mecanismos de reaccion de dichas enzimas
corresponden a un campo de investigacion basica muy activo en un area de frontera entre la
quimica bioinorganica, la biofisicoquimica, la biofisica, la biologia y la bioquimica [4-8]. El
objetivo de las investigaciones es entender las bases moleculares de los distintos procesos que
ocurren en estos ciclos y de sistemas que estdn acoplados a la generaciéon de ATP, a fin de
obtener informacion relevante para comprender la bioenergética celular o encontrar soluciones

a problemas mundiales actuales del medio ambiente [4,9,10].

Si bien las estructuras de estas enzimas son diferentes, la mayoria presenta una
organizaciéon y un mecanismo de reaccién general esquematizado en la Fig. 1 [4,8,11,12]. Poseen
un canal que va desde la superficie hacia el interior proteico a través del cual el sustrato ingresa
para interaccionar con el sitio activo (M) que estd al final de dicho canal (M representa un sitio
metalico). Este sitio activo estd unido a una cadena de TE en la que intervienen otros cofactores
redox (CR) que cumplen funciones especificas de TE. Entre los CR mds encontrados en

metaloenzimas estdn los centros Fe-S, centros de Cu tipo 1 y grupos hémicos, los cuales
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participan, junto con el camino quimico que une los distintos CR y el sitio activo, en procesos de
TE desde o hacia el dador/aceptor externo de electrones. En otras palabras, la TE en la enzima se
produce a través de un camino quimico que involucra ademds de los cofactores redox
mencionados residuos de la proteina, moléculas de agua y en algunos casos moléculas orgdnicas
extra proteina e involucra enlaces covalentes y/o no covalentes como puentes de hidrégeno e

interacciones hidrofébicas.

Producto

-

Aceptor/Dador Sustrato

(m)
electrénico /___ﬂ_\s_j"“
Fig. 1 - Esquema general de la estructura de metaloenzimas.

Las reacciones redox catalizadas por enzimas pueden ser reductivas u oxidativas, y en

ambas necesariamente se produce la reduccién de un agente y la oxidacién de otro.

Sustrato Producto Sustrato Producto
reducido oxidado oxidado reducido

Sitio

Activo
+

CR-TE

Acep_tor de e Aceptor de e Dador de e Dador de e
a) oxidado reducido )  reducido oxidado

Fig. 2 - Representacién de los mecanismos enzimaticos redox a) oxidativo y b) reductivo. En el mecanismo
oxidativo el sustrato reducido se oxida en el sitio activo, éste capta los electrones para cederlos a un
aceptor de electrones oxidado que al tomarlos se reduce. En el mecanismo reductivo el sustrato esta

inicialmente en forma oxidada, y se reduce tomando los electrones en el sitio activo que provenian de la

oxidacién de un dador electrénico. A: agente reductor; B: agente oxidante.
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En reacciones del tipo oxidativas ilustradas en la Fig. 2.3, el sustrato A que estd reducido
cede los electrones involucrados en la reacciéon redox al sitio activo con la obtencién de un
producto oxidado. Posteriormente, los electrones son captados por un aceptor de electrones B
oxidado produciendo la reduccién del mismo. Para el caso de las reacciones reductivas Fig. 2.b, el
sitio activo toma los electrones, cedidos por un dador electrénico A, y produce la reduccién del

sustrato oxidado B generando un producto reducido.

En los siguientes capitulos se abordard el estudio de las proteinas nitrito reductasa de
cobre de Sinorhizobium Meliloti (SmNir) y aldehido oxidorreductasa de Desulfovibrio gigas
(DgAOR), que contiene molibdeno. Estas dos proteinas son ejemplos representativos de enzimas
que siguen el mecanismo general descrito en las Fig. 1y Fig. 2. La estructura cristalografica de la
SmNir no se conoce al momento de este trabajo, mientras que la de la DgAOR estd ampliamente
documentada[13-17]. Los centros redox de las mismas son estudiados mediante el uso de
distintas técnicas espectroscépicas pero, dado que son paramagnéticos en determinados
estados redox de las proteinas, en nuestro grupo de investigacion se utiliza principalmente la
espectroscopia paramagnética electrénica (EPR). También se evalian las propiedades cinéticas
de las proteinas mediante estudios cinéticos de estado estacionario monitoreados por
espectroscopia UV-VIS y técnicas electroquimicas. Mi aporte al tema es el estudio de las
propiedades electrénicas de estos centros metdlicos, la evaluacion de propiedades estructurales
y mecanismos cataliticos de estas proteinas mediante herramientas computacionales. Lo que se

persigue es utilizar métodos computacionales para racionalizar los resultados experimentales.

Los fundamentos tedricos de los métodos computacionales empleados, asi como los de la
técnica de EPR que son necesarios para entender los cadlculos computacionales, son dados al final
del manuscrito en un Anexo. Si bien algunos de los conceptos incluidos en el Anexo estan
dirigidos a un lector especializado, se intenté escribirlos de la manera mdas simple posible

tratando de no perder la rigurosidad cientifica que éstos implican.
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Objetivos

Objetivo general

El objetivo general del presente trabajo es estudiar distintos aspectos del mecanismo
catalitico de las metaloenzimas nitrito reductasa de cobre (Cu-Nir) del organismo desnitrificante
S. meliloti (SmNir) y aldehido oxidorreductasa (AOR) del organismo reductor de sulfato D. gigas
(DgAOR), utilizando la metodologia hibrida Quantum Mechanics-Molecular Mechanics (QM/MM).
Estudiar el mecanismo de reaccion de estas enzimas implica estudiar aspectos como la
interaccion enzima-sustrato, el mecanismo de TE intraenzima, las propiedades electrénicas de

los centros metdlicos, reacciones de transferencia de protones, entre otros.

Esta tesis se encuadra en un proyecto de investigacién mas amplio en el que se persigue
dilucidar el mecanismo de reaccion de las enzimas DgAOR y SmNiR, mediante la combinacién de
técnicas experimentales de biologia molecular, cinéticas, espectroscépicas y estructurales, con

técnicas computacionales.
Objetivos especificos

Para la DgAOR:

1. Evaluar mediante métodos computacionales QM/MM el mecanismo catalitico de la
enzima. Para esto se realiza el modelado de las estructuras de los posibles intermediarios,

la basqueda de los estados de transicion y el calculo de la energética del proceso.

2. Evaluar las propiedades electrénicas de los cofactores metdlicos de la enzima mediante
métodos computacionales y correlacionarlas con mediciones espectroscépicas de EPRy
resultados estructurales. Se pretende entender coémo es el mecanismo disparador de la

TE intraproteina cuando el sustrato o un analogo de él se une al sitio activo de la enzima.

Para la SmNir

1. Obtener in silico la estructura 3D de la proteina as-purified. Para lograr este objetivo se

propone refinar mediante el empleo de técnicas de mecdanica clasica, mecdnica cuanticay
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la técnica hibrida QM/MM, una estructura inicial obtenida con la técnica de modelado por
homologia utilizando como molde la estructura cristalografica de otra Nir que posea un

elevado porcentaje de identidad de secuencia con la SmNir.

Sobre de los resultados obtenidos en el objetivo especifico 1, estudiar la estabilidad de
variantes de la proteina obtenidas in-silico. Esto persigue evaluar como cambios puntuales
en los ligandos del Cu afectan la estructura moleculary electrénica de los sitios metdlicos,
el camino de TE y la eficiencia catalitica de la enzima. Este trabajo se contrastard con
resultados de estudios cinéticos y espectroscépicos de las mismas variantes obtenidas

mediante técnicas de biologia molecular.

Estudiar para ambos tipos de sistemas, as-purified y variantes, la estabilidad de las

interacciones nitrito-sitio activoy T1-T2.
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Capitulo 1: Proteinas mononucleares de

molibdeno
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1.1. Introduccién

1.1.1. Molibdeno: Propiedades del elemento quimico

El molibdeno (Mo) es un metal de transicién ubicado en el grupo 6 periodo 5 de la tabla
periddica, siendo el elemento 42 en la misma, y posee una configuracién electrénica [Kr]4d>5s’
(ver Fig. 3). Se conocen siete isétopos naturales de Mo, de los cuales **Mo y *’Mo tienen espin
nuclear distinto de cero (5/2), con abundancia natural de 15,92% y 9,55% respectivamente [18].
El Mo puede encontrarse en una amplia gama de estados de oxidacion, con valores que varian de
-l @ +VI, y con un numero de coordinaciones de entre 4 y 8 dtomos [3,18]. Su abundancia
terrestre lo ubica en la posicion 53 [2], siendo su concentraciéon en la corteza terrestre de

alrededor de 1,5 ppmy en el océanode 1 X 10 2 ppm [1].
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Fig. 3 - Tabla periddica de los elementos resaltando la ubicacion del Mo y la configuracién electrénica de
dicho elemento (Figura modificada de Dayah, 2014)[19]

1.1.2. El Mo en biologia

El molibdeno es uno de los elementos quimicos esenciales en biologia debido a que no
existe organismo vivo en la superficie de la tierra que no posea al menos una proteina con este
metal en su estructura [2,4,7,11,20-22]. Por otro lado, es de crucial importancia en ecologia, ya
que se encuentra presente en diversas enzimas que catalizan reacciones redox involucradas en
los ciclos de nitrégeno, azufre y carbono, por lo que tiene implicancias en procesos relacionados

con el efecto invernadero, poluciéon de aguas, remediacion de suelos, entre otros [4,20,23,24]. El
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molibdeno en biologia sélo utiliza los estados de oxidaciéon VI, V y IV y cataliza reacciones de
oxido reduccién donde se intercambian 2 electrones [2]. Las proteinas que contienen Mo mas
estudiadas son de dos tipos: proteinas con cofactores metalicos hetero multinucleares, como la
nitrogenasa, y proteinas mononucleares de molibdeno, como la aldehido oxidoreductasa. Se han
reportado otras proteinas de Mo que no entrarian en las clasificaciones mencionadas pero con
estructuray funcién alin no bien caracterizada. En las primeras el Mo se encuentra en estructuras
multinucleares acompanado de hierro[22]; dado que dicho tipo de proteinas no es objeto de esta
tesis no se explicara en detalle el centro metélico correspondiente. Las segundas contienen un
centro mononuclear de molibdeno donde el ion metalico se halla coordinado a un cofactor

orgdnico llamado piranopterina.

Las proteinas mononucleares de Mo pueden ser divididas en tres familias, cuyos nombres
se originan en la proteina mas estudiada del grupo o en la primera que fue caracterizada: familia
de la xantina oxidasa (XO), familia de la dimetil sulféxido reductasa (DMSOR) y familia de la
sulfito oxidasa (SO) (ver Tabla 1). Si bien las proteinas de cada familia presentan caracteristicas

estructurales bastante similares, catalizan diferentes reacciones [7,11,20,22,25].

Tabla 1 - Sitio de Mo para las diferentes familias de proteinas mononucleares de Mo y ejemplos de las

reacciones catalizadas por miembros de cada una. Tanto X como Y pueden ser 4tomos de oxigeno, azufre o

selenio

Familia Xantino Oxidasa Dimetil Sulféxido Reductasa Sulfito Oxidasa

O Y O

X

Sitiode | 7 SH s \/ S S H

Mo=—S/0O ’ & Mo—S-Cis

Mo S/ /MO ----- e
OH(OH,) g g s OH(OH,)

XO: xantina + H,0 acido —|DMSO: (CH,),SO + 2H" + 2e'—[SO: SO,” + H,0 —
acido Urico + 2H" + 2e (CH,),S+H,0 SO,2 + 2H" + 2e
AOR: aldehido + H,0— acido

carboxilico + 2H* + 2e

Ejemplos

Todas estas proteinas contienen en el sitio activo el tomo de Mo unido a una (Familias de
la XO y SO) o dos (familia de la DMSOR) moléculas de piranopterina (ver Fig. 4), completando su
coordinacién con distintos atomos como oxigeno, azufre y/o selenio (ver Tabla 1). A su vez, las
moléculas de piranopterina pueden incluir un grupo pirofosfato o un nucleétido unido a un
grupo pirofosfato (Fig. 4) [20,25,26]. Esta molécula fue llamada inicialmente cofactor de Mo

(MoCo en inglés) pero, dado que el tungsteno también forma cofactores con el ligando
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piranopterina, actualmente se lo designa como cofactor pterinico para independizarse del metal
que contiene [26,27]. Una generalidad estructural adicional en las diferentes familias es la
presencia de otros cofactores metdlicos como grupos hemo, centros de hierro-azufre (FeS) y
cofactores organicos como flavin adenin dinucleétido (FAD), todos ellos involucrados en TE intra

e inter proteina [22,28].

HN N )

Il -
s | 0—P—0
H,N” N7 ONH O I

Fig. 4 - Ligando Piranopterina incluyendo un grupo pirofosfato

La casi totalidad de las proteinas mononucleares de Mo presentan un mecanismo de
reacciéon que consiste en la transferencia de un 4tomo de oxigeno de una molécula de solvente
hacia el sustrato en reacciones de oxidacién (o viceversa en procesos de reduccién). En
reacciones oxidativas este proceso involucra la reduccién del Mo en 2 electrones, variando su
estado de oxidaciéon entre Mo(VI) y Mo(IV) [20]. Por ejemplo, las hidroxilasas catalizan una
hidroxilacion oxidativa, realizan el clivaje de un enlace C-H y tienen como sustratos una gran
diversidad de aldehidos y/o heterociclos aromaticos, mientras que los miembros de las familias
SO y DMSOR catalizan la transferencia de un dtomo de oxigeno desde o hacia un sustrato que

contiene un par de electrones disponible.

1.1.3. La familia de la XO: aspectos generales de esta familia, caracteristicas

estructurales de la AOR y su comparacion con otros miembros

La familia de la XO es una de las mas ampliamente estudiadas debido a la gran diversidad
de organismos vivos que las contienen, los cuales pueden ser desde bacterias del género archaea
e hipertermofilas hasta vertebrados superiores [20]. A excepcion de la aldehido oxidoreductasa
(AOR), proteina objeto de estudio de esta tesis, y la mondxido de carbono deshidrogenasa, los
miembros de la familia catalizan la hidroxilacion de carbonos presentes en heterociclos

aromaticos [29], de acuerdo con:

RH + H,0 — ROH +2H" + 2¢ (Ec. 1)
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Esta reaccion implica la ruptura del enlace C-H y la formacién de un enlace C-O donde R es un
heterociclo aromatico. En el caso de la AOR el sustrato es un aldehido y el carbono a ser

hidroxilado es el que contiene dicha funcién.

Los miembros de la familia XO se caracterizan por tener, ademdas de un sitio metalico de
Mo, centros de hierro-azufre (FeS) y cofactores flavinicos que actian como centros de TE. La Fig.
5 muestra una comparacion de los dominios que poseen las proteinas miembros de la familia XO.
Con ligeras diferencias en cuanto a su organizacion, los dominios de los centros metélicos
muestran una alta similitud dentro de la familia, por otro lado, la AOR carece del dominio FAD. La
xantina deshidrogenasa de R. capsulatus se organiza en dos subunidades, XdhA, que corresponde
a los dominios FeS y FAD, y XdhB, que incluye el sitio de unién de Mo, mientras que la CO
deshidrogenasa de O. carboxydovorans posee tres subunidades CoxP (centros [2Fe-2S]), CoxM
(sitio de unién de FAD) y CoxG (sitio de Mo) [6].

Aldehido oxidorreductasa (D. gigas)

X¥antina oxidorreductasa (B. tourus)
" (_FD | Mo
Xantina deshidrogenasa (R. capsulatus)
; [ _res2 | C w1, [
! 1

Xdha XdhB

CO deshidregenasa (O.carboxydovorans)
‘ ; L  w B
. !

1
CoxP CoxM CoxG

Fig. 5 -Comparacion de los diferentes dominios presentes en miembros de la familia XO

La DgAOR es una proteina homodimérica (~100 kDa por mondmero) que es estudiada por
tener dos roles importantes: el primero es un rol fisiolégico relacionado a la generacién de
equivalentes de reduccién para aldehidos citoplasmaticos brindando energia a la célula
bacteriana; el segundo le confiere propiedades detoxificantes al tener de sustratos un amplio
rango de aldehidos alifaticos de cadenas largas y cortas y aldehidos aromaticos[30]. La DgAOR
fue la primer enzima mononuclear de Mo cuya estructura fue resuelta por rayos Xy, también, la
primera en ser resuelta a una resolucién de casi 1 A [14,31]. Cada mondmero es cataliticamente
independiente del otro [30] y, como se dijo antes, presenta dos dominios llamados dominios Mo

y FeS. El dominio Mo es el de mayor tamafno y contiene al sitio activo; el dominio FeS contiene
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dos centros [2Fe-2S] denominados FeS1y FeS2. La Fig. 6 muestra la estructura cristalografica de

uno de sus monémeros identificando con colores distintos cada dominio (PDB 1VLB).

Fig. 6 - Estructura coloreada por dominios de DgAOR (azul dominio Mo, rojo y verde dominios FeS, rojo
corresponde FeS1y verde a FeS2). Las esferas en colores corresponden a los atomos de los cofactores

metalicos.

El Mo se encuentra en un sitio con geometria piramidal cuadrada distorsionada en la familia
XO. Ninguno de los ligandos coordinados al metal son parte de la proteina. Estos corresponden a
dos azufres del grupo ditioleno de una molécula de piranopterina, un grupo oxo apical, un

ligando sulfido ecuatorial (S,.,) y un grupo OH, ecuatorial cuya naturaleza hidroxo o agua no
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pudo aun ser determinada [15,20,22,25,32](Fig. 7.a). Cabe mencionar que en el caso particular de
la AOR bacteriana, el ligando ecuatorial sulfuro se encuentra reemplazado por un grupo oxo
(OR1) (Fig. 7.b). Esta forma de la enzima, denominada forma “desulfo” [15], ha sido encontrada
también en estructuras cataliticamente inactivas de xantino oxidasa [33]. Inicialmente se pensd
que para AOR la estructura “desulfo” obtenida correspondia a una forma inactiva y que la
pérdida del azufre se debia a los procesos de cristalizacién; la resulfuracién de la enzima en
forma monocristalina mostré que la incorporacién del azufre se producia en la posicién apical, en
lugar de la ecuatorial, lo que originé una controversia acerca de la posicién del ligando S de la
XO[15]. Posteriormente, ensayos cinéticos de estado resting utilizando cristales de la AOR en su
forma “desulfo” mostraron que dicha forma de la AOR corresponde a la forma cataliticamente
competente. Esto confirmé que el azufre en la posicidon ecuatorial no es esencial en AOR para la
catdlisis y que dicha modificacién podria explicar por qué actla sobre sustratos diferentes al

resto de los miembros de la familia XO[17].

El MoCo de esta familia contiene un nucleétido unido al grupo fosfato terminal,
encontrdndose especies con las bases guanina, citosina, adenina e hipoxantina [34,35]. Si bien
aun no se conoce el rol de los distintos nucleétidos, se asume que la funcién del cofactor es la

misma en todos los casos, ya que la estructura principal de la pterina estd conservada.

a) b) <)

Fig. 7 - Estructuras del sitio activo de XO PDB 3ETR (a), AOR (b) y del centro FeS del tipo [2Fe-2S] (c). Los

hidrégenos no se muestran por tratarse de estructuras cristalograficas.

Los centros FeS que contienen la mayoria de los miembros de la familia XO son del tipo
[2Fe-2S] (Fig. 7.c). Estos corresponden a arreglos casi planares formados por dos atomos de Fe

unidos a dos dtomos de S inorgdnico. Los dtomos de Fe se unen a su vez a dos azufres de las
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cadenas laterales de residuos de cisteina de la proteina, presentando geometria de coordinacion

tetraédrica.

Los centros Mo y FeS se encuentran conectados por un camino quimico formado por los
ligandos de los iones metalicos y aminodacidos de la proteina que constituye el camino de TE[36]
(Fig. 8). Las distancias Mo-FeS1, FeS1-FeS2 y Mo-FeS2 son de aproximadamente 15, 12y 24 A
respectivamente, las cuales son distancias que caen en el rango en el que se ha observado TE en

enzimas redox y de TE.

Aldehido

S (Ce0)
Aceptor Ac:do
oxidado

/’ \/ e /
€ ¢
S (C48)

Aceptor OH, Sitio
reducido Activo

S (C137)

Fig. 8 - Cadena de TE y mecanismo catalitico propuesto para la AOR

1.1.4. Aspectos generales del mecanismo de reaccion

La Fig. 8 muestra un esquema general de como se produce el mecanismo catalitico de la
AOR. El sustrato aldehido se une al sitio activo, coordindndose al Mo en el estado Mo(V1), donde
es oxidado a 4cido. Los dos equivalentes de reducciéon son luego transferidos, a través del

camino quimico que une los cofactores redox, a un aceptor externo de electrones que se postuld
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que es una flavodoxina [36]. Teniendo en cuenta los dominios y la actividad redox de la AOR,

podemos dividir el proceso catalitico de esta enzima en tres etapas (ver Fig. 8):

i) la interaccion del sitio activo de la enzima con el sustrato;

i) la oxidacion del sustrato para formar el producto;

iii) la TE intra-proteina mediada por los distintos cofactores redox y el camino quimico que
los une, y la cesién de los electrones a un aceptor externo FAD, el cual puede ser utilizado como

partner fisioldgico de diversas oxidorreductasas [6,14,16,17,29,30,37-42].

Durante el presente trabajo de tesis se abordaran principalmente aspectos relacionados a

los dos primeros procesos.
1.1.5. Reaccidon Enzimadtica de la DgAOR
1.1.5.1. El mecanismo catalitico

Como se explicdé antes, la reaccién catalizada por la DgAOR es una reaccion de

hidroxilacion, la transferencia reversible de un 4tomo de oxigeno del agua al sustrato [20,43,44]
de acuerdo con la reaccién:

H (& HO (&

T+ HO — F o+ 26 42

K K
Ec.2

Como sucede con otras Mo-enzimas hidroxilasas, durante la catalisis enzimatica la DgAOR

recibe electrones del sustrato que son posteriormente cedidos a un aceptor de electrones

externo de acuerdo con el esquema de la Fig. 9 [45].
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Sustrato Producto
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l Flujo de
electrones
+2e

Mo(VI)—— Mo(IV)
-2e

Reacciones
oxidativas

enzima

Aceptor Aceptor
(oxidado) (reducido)

Fig. 9 - Esquema de la reaccién oxidativa realizada por la DgAOR

A nivel molecular, el mecanismo de reaccién aceptado para los miembros de la familia XO
implica que el sustrato interacciona con el sitio activo reaccionando con el grupo OH, del
cofactor de Mo [32] de acuerdo con el esquema de la Fig. 10 en una reacciéon redox de dos
electrones [46] que involucra la reducciéon de Mo(VI) a Mo(IV). La DgAOR es un miembro de la
familia XO que cataliza la conversion de un amplio rango de aldehidos a sus respectivos acidos
carboxilicos entre los que podemos mencionar acetaldehido, propionaldehido, benzaldehido, y
salicilaldehido. Ensayos de sustratos de la XO como xantina, purina, allopurinol, y N-metil
nicotinamida mostraron que dichos compuestos no funcionan como sustratos para la DgAOR
[29].

s |O|/s . SH ~
| \Mo/ I-i\C_R 1{\' - >
" N W — =G
Ny C A
/\/L TIY. FYX051
o]

Fig. 10 - Mecanismo aceptado para todos los miembros de la Familia XO que tienen un dtomo de Sen la
posicién ecuatorial del cofactor de Mo e implica la interaccién del sustrato con el ligando OH, del Moy la
transferencia del H del grupo aldehido del sustrato al azufre ecuatorial (izquierda). Estructura del centro
activo de la proteina xantina dehidrogenasa bobina (BXDH) con un producto unido (Figura modificada de

Brondino y col. 2006 [11]) como ejemplo de las estructuras utilizadas para proponer el mecanismo
catalitlco actualmente mas aceptado de la AOR. Compuesto FYX-051 = 4-[5-pyridin-4yl-1H-[1,2,4]
triazol-3yl] pyridine-2- carbonitrile (derecha). En ambas figuras se esquematiza la regién del cofactor de

Mo hasta el ditioleno.
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El mecanismo catalitico general presentado en el parrafo anterior y esquematizado en la
Fig. 10 ha sido ampliamente estudiado tanto de forma experimental [15,32,34,43,47-55] como
mediante el uso de modelos computacionales [15,48,56-66]. El mas aceptado actualmente se
basa en estructuras cristalograficas obtenidas en diferentes estados intermediarios claves del
mecanismo catalitico (por ejemplo la estructura de la Fig. 10. derecha). Este propone un ataque
nucleofilico del ligando OH, sobre el carbono carbonilico del sustrato, dando lugar al enlace C-O,
y la protonacién del grupo ecuatorial Mo=S para obtener el ligando Mo-SH y permitir la reduccién
del Mo (Fig. 10-izquierda) [14,15,48].

El mecanismo brevemente explicado arriba ha sido aceptado para todos los miembros de
XO asumiendo que en la posicién ecuatorial del ligando del Mo hay un dtomo de S. Como ha sido
explicado en la seccién 1.1.3., existe una forma "desulfo” de las proteinas miembros de la familia
XO, en la cual la posicién ecuatorial estd ocupada por un dtomo de O que reemplaza el S. Se ha
demostrado que esta forma, si bien es inactiva para la mayoria de los miembros de la familia XO,
en DgAOR resulta ser cataliticamente activa. No se ha estudiado en profundidad un mecanismo
catalitico similar o alternativo sobre la forma "desulfo" de DgAOR, sélo se menciona al respecto
en el trabajo de Metz [62] que ya que el 4tomo de O posee un tamafno menor al del S, esa
variante de la proteina podria tener eventualmente un 4tomo de Mo hexacoordinado, afadiendo

un enlace directo Mo-C con el sustrato.

1.1.5.2. Mecanismos de reaccion propuestos para la XO evaluados por métodos

computacionales a nivel QM

Desde el punto de vista tedrico se han realizado numerosos estudios que evalian la
energética de la reacciéon enzimatica por medio de calculos computacionales, en su mayoria a
nivel de mecanica cudntica (QM) utilizando con frecuencia, para los calculos del mecanismo de
XO, la estructura de DgAOR debido a que fue obtenida con una muy alta resolucién. Estos
estudios se realizaron principalmente sobre modelos reducidos del sitio activo utilizando dos
posibles enfoques: i) de forma concertada, es decir que todos los cambios producidos por el
mecanismo se llevan a cabo en simultdneo en un solo paso; y ii) mecanismos que contemplan
estados intermedios y estados de transicién [15,48,56-66]. Se describirdn los mecanismos mas
relevantes para cada enfoque. Dentro de los segundos, el primer mecanismo por pasos fue
propuesto en 1997 por Bray et al. [58]) con el nivel tedrico B3LYP/Lanl2DZ (ver Fig. 11). Inicia con
la transferencia del hidruro al grupo sulfuro y la unién del sustrato Formaldehido al Mo por

medio del dtomo de C del dltimo, ambas modificaciones corresponden al paso 11 cuya energia no
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fue informada y tampoco se propone un estado de transicion entre el sistema con el sustrato
libre y el estado I1. El siguiente paso corresponde al estado de transicién TS1, tiene una barrera
de 8,4 kcal/mol y da lugar a la unién del C del sustrato con el O del grupo hidroxo ecuatorial del
Mo manteniendo el enlace de dicho C con el &tomo de Mo, que a su vez se reduce de Mo(VI) a
Mo(IV). Este modo de unién fue propuesto también experimentalmente a partir de estudios por
ENDOR [67] y aunque la reaccién involucrada tiene precedentes quimicos [68], la propuesta fue
posteriormente criticada por Manikandan et al, cuyos andlisis de ENDOR no avalaron la
existencia de un enlace directo Mo-C[55]. En el estado final el producto se libera como acido

fFérmico.

Estado inicial I1 _ T51 _

i I
Situn || =8 Sem. || —SH Son, |5
S - g

H kcal/mal HO-
" |

e - ¢H -

0

Estado final

0

ESH._.__ f|.1|I:I ——5=H

s/ a
-

OH

Fig. 11 - Mecanismo propuesto por Bray et al[58]

Un estudio posterior corresponde al trabajo realizado por Voityuk et al [66] usando el
funcional BP86, cuyos aspectos relevantes son: reconoce que el O ecuatorial corresponde a un
grupo hidroxo (o agua) en lugar de un grupo oxo, y que dicho 4tomo se une al C carbonilico del
sustrato mediante un ataque nucleofilico, con la formacién de un intermediario tetraédrico (I1);
comienza la transferencia del dtomo de hidrégeno al azufre (TS1); el sustrato oxidado queda
unido al centro de Mo reducido y se completa la transferencia del H al sulfuro (12). En el estado
final se libera el producto (ver Fig. 12). No pudieron encontrarse los estados de transicion entre

el estado inicial e I1 ni entre 12 y el estado final.
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Fig. 12 - Mecanismo propuesto por Voityuk et al. [66]

El mecanismo concertado fue estudiado en primera instancia con métodos ab initio (UMP2)
por Illich et al [61] pero, debido a que las energéticas encontradas son excesivamente mayores,
dichos estudios no resultan comparables con los de Voityuk[66]. Posteriormente, en el trabajo de
Zhang et al [64], se realizé una aproximacion sobre dicho mecanismo utilizando la teoria del
funcional de densidad, con el funcional B3LYP, encontrando una barrera de 13,5 kcal/mol al
estado de transicion TS1 (ver Fig. 13 flechas verdes). Con este mismo nivel de calculo se evalué
un mecanismo por pasos comparable al propuesto por Voityuk et al[66], obteniendo barreras de
17,8 y 5,4 kcal/mol para los estados TS1 y TS2 respectivamente (ver Fig. 13 flechas azules). Las
conclusiones de dicho trabajo fueron que el mecanismo concertado era energéticamente mas
conveniente que el mecanismo por pasos para el sistema con formaldehido como sustrato y que
en este sistema la presencia de una molécula de agua cercana al sitio, que actia como acido de
Lewis, es clave para promover la adicién nucleofilica del grupo hidroxo al sustrato. En relacién al
mecanismo por pasos, si bien la barrera entre en el estado inicial y el estado de transicién TS1 de
17,8 kcal/mol indicaria que alcanzar dicho paso esta prohibido energéticamente, hay evidencia

experimental en contra de que exista un paso limitante del mecanismo por pasos en XO [43].
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Fig. 13 - Mecanismos evaluados por Zhang et al [64]

Otra aproximacién sobre el mecanismo concertado se realizé con métodos ab initio con el
ligando ecuatorial desprotonado (grupo oxo en vez de OH) y como ligando formamida [65]; dicho

estudio obtuvo barreras energéticas de 35-42 kcal/mol que resultan prohibitivamente altas.

1.1.5.3. Mecanismo catalitico propuesto para los miembros de la XO por métodos

computacionales utilizando la aproximacion QM/MM

Todos los enfoques tedricos mencionados anteriormente corresponden a modelos con
ciertas limitaciones: barreras de energia excesivamente altas, estados que no son compatibles
con resultados experimentales y, ademas, corresponden a modelos que incluyen solamente
parte del cofactory el sustrato, desestimando las contribuciones del entorno proteico. Recién en
2009 Sebastian Metz hizo la primera aproximaciéon incluyendo la contribucién estérica y
energética de la proteina, estudiando cinco diferentes mecanismos a nivel QM/MM, incluyendo
en la region cuantica el residuo GLU869, en los dos distintos estados de protonaciéon posibles
para dicho aminodcido, y una molécula de agua que interacciona con ese residuo y el
sustrato[69]. De los cinco mecanismos propuestos sélo tres son energéticamente favorables: a)
mecanismo concertado (ver Fig. 14 flechas verdes), b) activado por el centro metalico (ver Fig. 14
flechas rojas) y c) catalizado por una base de Lewis (ver Fig. 14 flechas azules). Estos mecanismos
involucran el movimiento del hidrégeno del OH, ecuatorial al residuo GLU869, la unién del O

ecuatorial con el C carbonilo del sustrato y la transferencia del H del carbono carbonilo del
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sustrato al S ecuatorial. En la Fig. 14 pueden verse las barreras energéticas de dichos
mecanismos, los pasos intermediarios y los estados de transicion hallados. El mecanismo mas
favorable es el tercero de los mencionados (ver Fig. 14 flechas azules), donde, en el primer paso
(TS1), el residuo GLU869 participa activamente desprotonando el grupo hidroxo del cofactor.
Esta transferencia es esencial para la actividad de la enzima y ademas tiene dos ventajas:
primero, el atomo de oxigeno del grupo hidroxo se vuelve mas nucleofilico; segundo, la
protonacion del GLU869 perturba el grupo carbonilo del sustrato e induce un flujo electrénico al
oxigeno del carbonilo, de esta manera se fortalece la electrofilicidad del C carbonilico del
sustrato. El siguiente paso consiste en la formacion de un enlace C-O entre el cofactor activado y
el sustrato (TS2), obteniendo un intermediario tetraédrico (I12). El altimo paso corresponde a la
transferencia del H del sustrato hacia el sulfuro ecuatorial (TS3) con la obtencién del producto
final (Estado final B). El mecanismo activado por el centro metdlico difiere del anterior en cémo
se obtiene el intermediario tetraédrico 12 (Fig. 14 flechas rojas): el sustrato primero forma un
enlace C-O, de su carbono carbonilico al &tomo de O coordinado al centro metaélico, al mismo

tiempo que se une con el O del grupo carbonilo al Mo (TS1), formando un complejo bidentado

(11).
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Fig. 14 - Mecanismos propuesto por Metz et al [62]. En verde el mecanismo concertado, en rojo el activado
por el centro metalico y en azul catalizado por una base de Lewis, identificada con color azul en los pasos
TS1, IM1y TS2 de ese mecanismo. Los estados cuyo titulo y energia se encuentra en color violeta son

comunes entre los mecanismos azul y rojo.

Si bien el factor limitante de la reaccién, segin estos autores, corresponderia a la
formacion del intermediario tetraédrico al producirse el enlace C-O, para el mecanismo mas
favorable se obtiene que el principal efecto del GLU869 consiste en disminuir la barrera del
ataque nucleofilico, lo cual convierte a la transferencia del H al S como el paso limitante en la
reaccion. Los dos mecanismos descartados corresponden a la variante con el residuo GLU869
protonado inicialmente y a la que incluia la molécula de agua entre el GLU869 y el sustrato. Las
razones que llevaron a rechazar esos mecanismos son que la primera tuvo una barrera energética
demasiado alta mientras que el mecanismo con el agua adicional no mostré una disminucién de

la energia.
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1.1.5.4. Mecanismo catalitico de la DgAOR
1.1.5.4.1. Diferencias con el mecanismo de la XO

En este trabajo se propone un mecanismo catalitico para la DgAOR similar al mecanismo ¢

propuesto por Metz et al. (ver Fig. 14). Este altimo involucra al GLU869 actuando como base de

Lewis, y resulté ser el mecanismo mas favorable de los estudiados para XO [69].
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Fig.15 - Mecanismo catalitico propuesto para la DgAOR. Los estados intermediarios estan con marco

cerrado mientras que los estados de transicién se encuentran entre corchetes

La diferencia fundamental entre ambos mecanismos radica en que en este trabajo de tesis el

cofactor de Mo fue modelado en la forma “desulfo”, es decir respetando los dtomos obtenidos

Gomez Maria Cecilia - Doctorado en Cs. Bioldgicas - FBCB-UNL

37



de la cristalografia de la DgAOR, en vez de considerar el sulfuro ecuatorial como se hizo en el
trabajo de Metz y en los trabajos descritos en 1.1.5.2. y 1.1.5.3.. Como se explicé en la seccién
1.1.3., el fundamento para mantener el ligando oxo ecuatorial en nuestra propuesta es que esta

demostrado que la forma “desulfo” para la AOR bacteriana es activa [17].

En la Fig.15 se muestran los distintos pasos que involucran nuestra propuesta para el
mecanismo catalitico de la DgAOR y que fueron evaluados con métodos QM/MM. El|
procedimiento empleado para realizar los cdlculos se explica en la seccién “Materiales y
Métodos”.

El mecanismo propuesto involucra la participacion del aminodcido catalitico GLU869
mediante la formacion de un estado intermediario con el GLU869 protonado (GLU869-H,), siendo
H, el protén cedido por el grupo OH, (grupo labil catalitico formado por el oxigeno catalitico,
Ocat'

A corresponde a la proteina en estado resting lista para comenzar un ciclo catalitico. El ligando

y el protén H,, ambos dtomos en color verde en la Fig.15) ligado al Mo (ver Fig.15). El estado

ecuatorial del Mo grupo catalitico OH,, se asume como OH, el residuo GLU869 se encuentra
desprotonado y ambos grupos establecen puentes de hidrégeno entre si. Adicionalmente el O
de GLU869 forma un puente de hidrégeno con un agua que se encuentra préxima al sitio de Moy
que se identifica en azul en la Fig.15. Los estados intermediarios se identifican con las letras B a F
e involucran el paso por cuatro estados de transicion (TS;., TS TSp.e TSe.s) identificados con
corchetes en la figura correspondiente (ver Fig.15). En el estado B el sustrato se ubica en la
cavidad a una distancia que le permite tener interaccién sustrato-sitio activo débil, mientras que
el sitio activo y el residuo GLU869 se mantienen esencialmente como en el estado A. El agua
cercana al sustrato (molécula de agua en azul en la Fig.15) se aleja del GLU869 y establece un
puente hidréogeno con el O del grupo aldehido del sustrato (O,, atomo en color rojo en la
Fig.15), proceso que ocurre conservando el puente hidrégeno entre GLU869 y el OH,. El estado
de transicion TS, . corresponde al proceso de transferencia del H, del OH, hacia el O del GLU869.
En el estado C el grupo (abil catalitico ligado al Mo se encuentra como grupo oxo, mientras que
el residuo GLU869 estd protonado producto de la transferencia del H,. Este H establece un
puente de hidrégeno con el O, no interaccionando aun con el sustrato pero al mismo tiempo
volviendo al O_,, mas reactivo. Para el estado TS, el sustrato se acerca al sitio activo y al GLU869
de manera que se establece una competencia por el H, entre el GLU869, el O, y el O, lo que

vuelve al C,; mas electrofilico, favoreciendo su interaccion con el O,,,. En el estado D el sustrato

cat*

continla acercdndose al sitio activo, el H, si bien permanece unido al O de GLU869, ahora se
ubica en la direccién de los atomos O de GLU869y el O,,, perdiendo la interacciéon de puente de

hidrégeno con el O_,. En otras palabras, el OH, del GLU869 experimenta una rotacién en

cat*
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direccién del O, estableciendo enlace puente de hidrégeno Unicamente con el sustrato. El
estado de transicién siguiente TS, corresponde al sustrato ain mas cerca del sitio activo lo que

produce una menor distancia de enlace O_,-C,,, ¥ la transferencia del H, al C,. El estado E esta

cat

caracterizado por un complejo sustrato-sitio activo donde el sustrato adopta una estructura

tetraédrica centrada en C,,, que adquiere como cuarto ligando al O_,,, este Gltimo adn ligado de

catr
forma ecuatorial al Mo. Notar que se va a usar la palabra sustrato para designar a la molécula de
aldehido unida al sitio de Mo pero que no se quiere significar con esto que representa una
molécula de aldehido. El H, se une al O,, que forma otro vértice del tetraedro. El H, establece
un puente de hidrégeno con el O de GLU869. En nuestra propuesta, El TS, involucra la
realizacion de dos procesos: i) la transferencia del H unido al C (H, vértice restante del tetraedro
y dtomo en color amarillo en la Fig.15) del complejo sitio activo/sustrato al grupo oxo ecuatorial
(O,., denominado en la cristalografia como OR1) ligado al Mo (correspondiente al grupo sulfuro
en X0); y ii) la reduccion del Mo(VI) a Mo(IV). El estado F, en el cual el Mo se encuentra como
Mo(IV), consiste en el producto formado alejado del Mo pero a una distancia en la que aln existe
cierta interaccion sitio activo-producto. El H. se encuentra completamente transferido al ORT,
mientras que el H, permanece unido al O,,. Junto con el producto se libera el protén H.y dos
electrones que son transferidos al aceptor externo a través de una reaccién de TE mediada por el
camino quimico que se describe en la Fig. 8. Por ultimo, la incorporaciéon de un grupo OH
proveniente del solvente en la posicién ecuatorial del Mo vuelve al sistema al estado inicial para

comenzar un nuevo ciclo.

1.1.6. La cadena de TE interproteina de DgAOR. Su caracterizacion mediante EPR

Como ya se dijo al comienzo de la tesis, en este trabajo se tiene como objetivo estudiar
experimental y teéricamente los cambios producidos en la cadena de TE de DgAOR en el estado
resting y cuando esta enzima se encuentra realizando su actividad catalitica. Si bien el primero de
los estados no tendria ninguna complicacién para ser evaluado experimentalmente, en el
segundo no se puede trabajar con los sustratos activos de DgAOR ya que no se ha obtenido hasta
la Fecha intermediarios cataliticamente competentes que permitan evaluar la constante J en esa
situacion. Por ello, utilizaremos compuestos inhibidores reversibles e irreversibles que funcionan
como analogos de sustratos y que forman complejos estables con el sitio activo. De esta manera
se pretende evaluar la interacciéon de intercambio J entre el ion Mo y el centro FeS1, la cual,
como se explica en el Anexo 1 estd relacionada con la k,, en procesos de TE cuando el camino

quimico y de TE es el mismo.
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1.1.6.1. Los inhibidores de la AOR

Numerosos trabajos han demostrado que moléculas inhibidoras de la actividad catalitica de
miembros de la familia XO, como arsenito, etilenglicol (EDO) y glicerol (GOL), interaccionan
directamente con el sitio de molibdeno dando lugar a complejos estables de Mo(VI1)[16,40,70,71].
En 2009 fueron reportadas las propiedades cinéticas de la DgAOR con estos inhibidores y
analizadas las estructuras cristalograficas de los complejos con EDO y GOL[17]. Este trabajo
demostré que en la DgAOR ambos inhibidores se coordinan al dtomo de Mo y lo hacen
reemplazando al ligando OH, de éste. Desde el punto de vista funcional se vio que si bien ambas
moléculas funcionan como inhibidores reversibles, GOL tiene cardcter competitivo con los

sustratos mientras que EDO presenta un patrén de inhibicién mixto[17].

Comparando el sitio de Mo en cristalografias de rayos X para los casos inhibidos antes
mencionados y la forma no inhibida, la estructura resuelta de la DgAOR no inhibida (Fig. 16.a)
indica que los ligandos del Mo corresponden a dos grupos oxo, uno en posicién apical (OM1) y
otro ecuatorial (OR1), y un grupo hidroxo en posiciéon ecuatorial (OH,), que estableceria un
puente de hidrégeno con el residuo GLU869. El ligando OH, presenta una distancia de enlace
Mo-O de aproximadamente 2,0 A, ligeramente mayor a los otros dos O ligados al Mo, cuyas
distancias son Mo-OR1 1,9 A y Mo-OM1 1,7 A. Para las especies inhibidas con EDO y GOL el
entorno del Mo sufre un reacomodamiento debido a la ausencia del ligando OH, y la
coordinacién con los alcoholes (Fig. 16.b,c). En estos casos, el ligando ecuatorial del Mo sigue
siendo oxo, mientras que el ligando apical es identificado como un grupo hidroxo. Se observa
también que los alcoholes establecen puente hidrégeno con una cadena de agua, préxima al

centro Moy al residuo GLU869, facilitando la interaccion entre ellos y el metal.
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Fig. 16 - Representacién de los sitios activos de DgAOR en su forma no inhibida (a) y los complejos
DgAOR-EDO (b) (PDB 3FC4), DgAOR-GOL (c) (PDB 3FAH)

La coordinacion del metal con el inhibidor EDO se da tanto con el atomo C2 como con el
02,a 2,4y 2,7 A respectivamente del Mo (ver Fig. 16.b). Ambos grupos hidroxilos del alcohol se
encuentran estabilizados por puentes de hidrégeno, uno de ellos (O2H) lo establece con el
ligando apical del centro metdlico (OM1H), mientras que el otro con el grupo carboxilato del
residuo GLU869. Cabe destacar que las posiciones de los &tomos de H al no ser informadas en las
cristalografias fueron anadidas mediante programas de modelado, solamente a los fines
ilustrativos de los grupos, por tal motivo las orientaciones de los mismos pueden no estar en
linea con la formacién de los puentes de hidrégeno mencionados en la oracién anterior. EL C2 se
encuentra aproximadamente coplanar a los &tomos S7, S8, y OR1 del sitio metdlico, mientras que

el enlace C2-02 de EDO es practicamente perpendicular a dicho plano.

El GOL se coordina al metal de una manera diferente que el EDO (ver Fig. 16.c). Este
inhibidor permanece unido sélo por el 4&tomo O2 al Mo, a una distancia de 2,0 A, ocupando la

posicion del dtomo de O del OH, de la forma no inhibida, mientras que el C2 se encuentraa 2,7
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A. Por otro lado, el enlace C2-02 se encuentra en el plano definido por los dtomos S7, S8, y OR1
del sitio de Mo. El GOL también forma dos puentes de hidrégenos pero en este caso el O2 lo
hace con el residuo GLY697; el otro enlace es entre otro grupo hidroxilo del alcohol con el
residuo catalitico GLU869.

A partir de las descripciones estructurales y funcionales comentadas se observa que las
formas inhibidas presentadas tienen comportamientos similares al de los sustratos y, por ende,
pueden ser utilizadas para obtener informacion relevante sobre el paso del mecanismo catalitico
correspondiente a la situacién en la que se forma el producto de la reaccién, con el mismo aun

permaneciendo a una distancia de enlace del &tomo Mo.

1.1.6.2. EPR de la DgAOR

Como se comentd en secciones anteriores, la AOR contiene tres centros metalicos: centro
de Mo y los 2 centros del tipo [2Fe-2S] (Fig. 6), que en estados de oxidacién determinados (ver
Tabla 2) presentan un valor de S=" por lo cual pueden ser estudiados mediante EPR para
obtener informaciéon sobre la estructura electrénica de cada centro y evaluar la existencia de

interacciones espin-espin entre ellos.

Tabla 2 - Estados de oxidacién y configuraciones electrénicas de los diferentes centros redox presentes en

AOR. Resaltados en anaranjado los que pueden dar sefal de EPR

Mo: Mo— [Kr] 4d°5s’ [2Fe-2S]: Fe — [Ar]3d®4s?
Mo (IV) — [Kr] 4d*— s=1 Fe3* — [Ar]3d%; Fe** — [Ar]3d®
Fe**Fe3*— [2Fe-2S]** — s=0

Mo (VI) — [Kr] 4d°— s=0

Los miembros de la XO son ejemplos de proteinas que presentan acoplamientos entre
espines mediados por interacciones débiles de superintercambio isotrépico en sistemas
biolégicos [11,12,72]. Si bien estas proteinas presentan acoplamientos entre centros de a pares
(Mo-FeS1 y FeS1-FeS2), en este trabajo nos centraremos en el estudio del acoplamiento Mo-FeS1
de acuerdo con el objetivo 2 propuesto para la AOR. La razén de ello es que este acoplamiento
estd mediado por el camino quimico que se muestra en la Fig. 17, y ha sido postulado como el
camino de TE entre el Mo y FeS1 durante la catalisis. Esta reacciéon de TE involucra el pasaje de
electrones desde la piranopterina a la CYS139, por medio de un puente hidrégeno entre el N

terminal del cofactory el azufre del aminodcido mencionado (ver Fig. 17).
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Fig. 17 - Camino quimico de TE entre el sitio de Mo y el centro FeS1

Los estudios mediante EPR analizados en este trabajo corresponden a muestras wild-type
de DgAOR vy a las formas inhibidas con alcoholes antes mencionados [73]. Todos los espectros
(ver Fig. 18) fueron obtenidos en banda X. Las muestras wild-type preparadas en D,O fueron
reducidas con exceso de ditionito durante 20 minutos, bajo condiciones anaerdbicas,
obteniéndose la sefal de EPR denominada slow (Fig. 18. panel izquierdo espectro a) que puede
ser detectada en el rango de temperatura de 4-150 K [20]. La muestra se prepara en D,O para
“anular” la interaccién hiperfina que presenta el sitio de Mo(V) con un protén intercambiable con
solvente y, de esta manera, simplificar el andlisis de los espectros de EPR. El mismo espectro

pero a 20 K se muestra en la Fig. 18. panel derecho espectro a).
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Fig. 18 - Espectros de EPR de DgAOR reducida con ditionito en condiciones de temperatura 140 K (panel

izquierdo) y 20 K (panel derecho) con frecuencia de microondas de 9,65 GHz y D,0 como solvente. Las

sefales corresponden a la denominada Slow a), a la forma inhibida con EDO b) y al complejo con GOL ¢).
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La senal slow tiene simetria aproximadamente axial con los siguientes valores de g
9,=1,971, 9,=1,969, g,=1,959. En los espectros a bajas temperaturas puede verse que dicha sefal
sufre un desdoblamiento debido al acoplamiento con el FeS1 y, adicionalmente, se observan las
sefales de los dos centros FeS (FeS1, g, = 2,023, g,=1,938,9,=1,919;FeS2, g, = 2,060, g,= 1,998,
g, = 1,900). Cabe destacar que la sefial a 140 K no muestra el acoplamiento Mo-FeS1 debido a la
alta velocidad de relajacién del centro FeS1 en esas condiciones de temperatura[74], que impide
detectar el acoplamiento. En la sefial a 20 K puede observarse el efecto de la presencia del FeS2
sobre el g, de la sefal del FeS1, y si bien podria esperarse un desdoblamiento de la sefal del
FeS1 por su interaccion con el Mo, este no se observa debido a que sélo alrededor de un 10% del
Mo estd como Mo(V), mientras que los dos centros FeS estdn totalmente en su fForma
paramagnética con s=%. Esto determina que sélo un 10% del par Mo-FeS1 se encuentra

magnéticamente acoplado y dicho efecto se vuelve imperceptible.

En las muestras de DgAOR con EDO (Fig. 18, espectros b) o GOL (Fig. 18, espectros c) se
pueden observar las sefales de EPR de los diferentes cofactores metdlicos de la proteinay el
efecto de la temperatura en el desdoblamiento de la sefal de Mo por la interacciéon con FeS1. La
sefial a 140 K presenta simetria rombica (EDO, g, = 1,978, g, = 1,972, g,=1,968; GOL, g, = 1,977,
g,= 1,973, g, = 1,966 Fig. 18.3) en vez de la tipica sefal axial de la especie slow. Esta caracteristica
de la sefnal indica una mayor distorsion del sitio de Mo en presencia de alcoholes lo cual estd en

linea con los cambios estructurales mencionados anteriormente (ver secciéon 1.1.6.1.).

Otra diferencia importante con las senales de las muestras inhibidas, es que el
desdoblamiento que sufre la senal de Mo(V) es aproximadamente dos veces mayor que la
observada en la forma no inhibida. Por otra parte, los espectros asociados a los centros FeS en
todas las Formas de DgAOR indican una dependencia, esencialmente idéntica, entre los valores g
y la temperatura, lo que sugiere, y ha sido confirmado por cristalografia de rayos X[11], que
tanto las estructuras de los mismos como los caminos quimicos que los conectan no se ven

afectados por la inhibicién de la proteina.

Los resultados de EPR en DgAOR han permitido identificar que el camino quimico Mo-FeS1
(Fig. 17) es capaz de transmitir una débil interaccién de intercambio [72,74,75], la cual puede ser
detectada a temperaturas inferiores de los 60 K. A su vez, las muestras tratadas con inhibidores
como GOL y EDO han demostrado que en los sistemas inhibidos la interaccién de intercambio
Mo-FeS1 aumenta significativamente y que dicha interaccion depende de la naturaleza del
inhibidor[17].
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1.1.6.3. Analisis tedrico (o simulacion) de los espectros de EPR

Con el objetivo de tener una interpretacion mas precisa de las senales obtenidas por EPRy
de poder cuantificar el valor de J, se realizaron simulaciones de los espectros utilizando el
toolbox EasySpin [76] bajo el programa MATLAB®. Si bien la DgAOR corresponde a un sistema de
3 espines y deberia ser analizado con un Hamiltoniano de espin completo, que incluya tanto los
términos Zeeman asociados a los centros de tres espines el desdoblamiento de la senal de Mo se
debe Unicamente al acoplamiento Mo(V)-FeS1, mientras que el que se produce sobre la sefial del
g, de FeS1 se debe al intercambio con FeS2 [75,77]. Por ello, el sistema puede estudiarse
considerando dos pares de espines interactuantes independientes entre si, centrando nuestro
andlisis en el par Mo-FeS1. El Hamiltoniano de espin, para el par Mo-FeS1 esta dado por la Ec. AlL.5
(ver Anexo I) donde g, y g, son las matrices g asociadas al Mo(V) y FeS1, respectivamente, J es la
constante de interaccién de intercambio isotrépico, | es la matriz unidad, D es tensor simétrico
de segundo orden con traza cero, y el resto de los simbolos tienen su significado usual en
resonancia magnética. Se asume que D estd determinado por la interaccién dipolo-dipolo bajo la
aproximacion de dipolo puntual, ya que existen experimentos con sistemas modelo que
muestran que la aproximacion dipolo puntual es apropiada para analizar pares de espines

interactuantes con S= separados al menos 3,4 A que presenten intercambio [78].

Las simulaciones de los espectros experimentales a 20 K (Fig. 19, espectros negro)
utilizando la Ec. ALS5 del Anexo | se muestran en rojo. Los valores de g para Mo fueron obtenidos
en los espectros a altas temperaturas (espectros a 140 K en Fig. 18 panel izquierdo), mientras
que los del FeS1 a 50 K, ya que a esta temperatura el espectro de FeS1 no muestra acoplamiento
FeS1-FeS2. Estos valores fueron usados para simular el desdoblamiento de la sefal de Mo(V) a
bajas temperaturas (Fig. 19) provocado por el acoplamiento magnético Mo(V)-FeS1. El valor de J
obtenido para la sefal slow fue de -16,6 X10“cm™ mientras que para las sefiales de los complejos
DgAOR+EDO y DgAOR+GOL el valor obtenido de J en ambos casos fue de -33,3X10%cm™. En
linea con lo observado cualitativamente en el experimento, los valores de J incrementan
aproximadamente 2 veces en las muestras con los inhibidores respecto del obtenido en la sefal

slow.
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Fig. 19 - Espectros de EPR a 20 K del centro de Mo(V) junto con la simulacién obtenida usando la Ec 1.2.3
(rojo). para DgAOR reducida y con solvente D,0 (a) (m = 9,64 GHz) (a), DgAOR-EDO (b) y DgAOR-GOL (by ¢
con m = 9,49 GHz).

1.1.6.4. Analisis de los cambios en J

La magnitud de la interaccién de intercambio entre dos centros paramagnéticos queda
determinada principalmente por la distancia entre ellos y la topologia estructural del camino
quimico que los une[79,80]. La dependencia de J con la distancia fue analizada empiricamente
por Hoffman et al.[79], quienes establecieron que J disminuye con una exponencial decreciente
para caminos quimicos largos (|J|<0,1 cm™). El seqgundo factor, la topologia del camino quimico,
condiciona tanto la magnitud como el signo de J. Es evidente que cuando mas largo es el camino
quimico, menor es el J, en linea con lo establecido por Hoffman et al., mientras que, si bien no
hay una razén a priori, el J asociado a caminos quimicos largos es siempre antiferromagnético

(J<0).

El valor de J puede ser analizado en base al modelo cualitativo propuesto por Kahn que
usa orbitales moleculares no ortogonales centrados en cada especie paramagnética, siendo el
valor de J proporcional a las densidades electrénicas superpuestas en los dtomos del puente
quimico p(i)=@1(i)®2(i)[80] donde, para el sistema estudiado, ®1 y ®2 son los orbitales

magnéticos de Mo(V) y FeS1 respectivamente. Debido a que el puente que une Mo y FeS1 en
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DgAOR es muy extenso, (Fig. 17), se espera que la densidad de espin desapareado esté
deslocalizada entre todos los dtomos que forman el puente para favorecer a la transmision de la

interaccién de intercambio.

Trasladando la informacién anterior a nuestro caso en estudio se pueden plantear tres
hipétesis que explicarian los cambios en J: a) modificacién de la distancia entre los centros; b)
cambios en los orbitales moleculares del centro FeS1; c¢) cambios en los orbitales moleculares del
Mo. La hipotesis b se descarta sin necesidad de recurrir a estudios adicionales, debido a que,
como se discutio arriba, las sefiales de EPR del centro FeS1 no sufren modificaciones entre las
formas inhibidas y la no inhibida. En este trabajo se propone realizar un estudio
tedrico-computacional para obtener las estructuras de los tres sistemas y con dichas estructuras

encontrar cual de las hipdtesis restantes es correcta.
1.2. Objetivos

1.  Evaluar mediante métodos computacionales QM/MM el mecanismo catalitico de la
enzima. Para esto se realiza el modelado de las estructuras de los posibles intermediarios,
la bdsqueda de los estados de transicion y el calculo de la energética del proceso.

2.  Evaluar las propiedades electrénicas de los cofactores metalicos de la enzima mediante
métodos computacionales y correlacionarlas con mediciones espectroscépicas de EPRy
resultados estructurales. Se pretende entender como es el mecanismo disparador de la

TE intraproteina cuando el sustrato o un andlogo de él se une al sitio activo de la enzima.

1.3. Materiales y métodos

El equipamiento computacional, asi como los equipos de obtencién de espectros de EPR y

UV-VIS discutidos en este trabajo estan descritos en el Anexo Il.
1.3.1. Estudio del mecanismo catalitico de DgAOR

Los célculos computacionales se realizaron utilizando el método ONIOM (ONIOM-EE) (ver
Anexo 1) basados en diferentes estructuras de DgAOR, resueltas por el grupo colaborador de
Portugal [81]. El sistema se preparé inicialmente con la estructura correspondiente al estado

resting de la enzima (estructura adaptada de la cristalografia PDB 1VLB[39]). La estructura fue
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solvatada con una esfera de agua de 35 A de radio centrada en el &tomo de Mo y se agregaron
atomos de Na para neutralizar las cargas del sistema. Tanto las aguas de solvataciéon como los
atomos de hidrégeno de todos los residuos proteicos fueron relajados, para evitar
contribuciones estéricas espureas, con métodos clasicos utilizando el cédigo NAMDI[82] y el
campo de fuerzas CHARM22[83]. Luego se calcularon las cargas de Mulliken para el cofactor de
Mo, los centros FeSy la molécula de bicarbonato, presente en la estructura cristalografica, para
ser usadas en los calculos QM/MM, En particular, por razones computacionales el cofactor de Mo
fue tratado con dos niveles de calculo. QM para los dtomos de piranopterina y los ligandos del
Mo y MM para la regién de fosfatos y nucleétido. Entonces, el modelo QM/MM correspondiente
al estado resting de la proteina consistié en 163 dtomos en la regién QM, incluyendo los dtomos
del cofactor de Mo que integran los dos anillos de piranopterina, el grupo ditioleno y los ligandos
del Mo; la cadena lateral del aminoacido GLU869, los dtomos de los aminoacidos PHE 425,
PHE494, ALAS531, PHES532, ARG533, GLY534, TYR535, LEU626, GLY696, GLY697, SER698 que
forman parte de la cavidad y estabilizan los ligandos del Mo y la carga del GLU869. El resto del

sistema es tratado de forma clasica (ver Fig. 20. El atomo O, corresponde a OR1 en la

u

cristalografia [39] mientras que el O apical es OM1.

Fig. 20 - Representacién de la regién cuantica utilizada para el calculo de la estructura del estado resting
de la enzima. Los dtomos no visualizados corresponden a la regién clasica del sistema. Por claridad en la
imagen se identifican solo los residuos cataliticos o que forman parte de la cavidad hidrofébica, la

molécula de agua cercana al GLU869 y los atomos del sitio activo de Mo

La metodologia empleada consistié en evaluar la energética de los estados intermediarios
y de transicion (TS) que fueron en lineas generales obtenidos de la propuesta de Metz et al. Para

la obtencién de los estados intermediarios se partié de la estructura optimizada del estado
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resting agregando la molécula del sustrato/producto y modificando las coordenadas de los
atomos del sitio para obtener aproximaciones iniciales de cada estado que luego fueron
optimizados. Las posiciones de los atomos de sustrato/producto iniciales se obtuvieron
respetando la posicion del grupo aldehido de las estructuras cristalograficas de DgAOR con
diferentes sustratos [81] reemplazando, cuando correspondiera, el R original del sustrato por el
correspondiente al benceno. La regiéon cuantica del sistema se conservé igual al estado resting
incorporando solamente a dicha regién los dtomos del sustrato/producto en la cavidad (ver Fig.
21). La regioén cudantica se describié con el funcional WB97XD [84] y con la base 6-31G* en los
atomos C, S, N, O e H, mientras que para el atomo de Mo se seleccioné la base con effective core
potential (ECP) LANL2DZ[85-87]. Para la region clasica se utilizé el campo de fuerzas AMBER
modificando las cargas de los dtomos de los centros FeS, molécula de bicarbonato y los dtomos

del cofactor de Mo para utilizar las cargas de Mulliken calculadas.

GLU869

GLY534

Fig. 21 - Representacién del sustrato en la cavidad cudntica utilizada en los calculos. Por claridad no se

representan los dtomos cercanos al aminoacido GLU869 que ya fueron mostrados en la Fig. 20. El sustrato

benceno se representa con CPK'mientras que el resto del sistema con licorice

Para las optimizaciones se dejaron libre de movimiento el &tomo de Mo, los dtomos de su
primera esfera de coordinaciéon que incluyen: los grupos oxo, S7, S8 y OH unidos a él; la cadena
lateral del residuo GLU869, las cadenas laterales de los residuos que forman la cavidad de unién

del sustrato y cuando corresponda, el sustrato/producto.
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Las diferencias fundamentales de nuestra metodologia en relacién a lo realizado por Metz
et al. radican en cémo se obtuvieron los estados de transicidn, ya que no se consiguié emplear el
algoritmo Berny [88] ni el método STQN [89,90], porque el programa Gaussian no funcioné
correctamente con el sistema QM/MM que adoptamos. Se intenté ademds hacer los célculos
considerando solo la parte cudntica del sistema, pese a que esta aproximacién hacia perder la
contribuciéon del entorno proteico, procedimiento que también fue descartado ya que los
calculos no arrojaron resultados aceptables. La metodologia que se utilizé para determinar como
se pasaba de un estado intermediario a otro, sea a través de un TS o produciéndose de manera
espontdnea, fue perturbar al sistema en pasos de ~0,1 A, fijando la coordenada de reaccién (por

ejemplo el desplazamiento del H, del O_,, del Mo al O del GLU869 para obtener el estado TS, , 0

cat
el acercamiento del sustrato al sitio activo), seqguido de procesos de relajacion hasta obtener la
energia del sistema en esas condiciones. Esto permitié obtener el desplazamiento de los dtomos
siguiendo el gradiente de energia. Este procedimiento fue repetido hasta lograr que el sistema
llegue al estado final de cada paso. Adicionalmente, algunos de los estados intermediarios
mostrados en la Fig. 15 corresponden a estados cuyas estructuras fueron obtenidas por

cristalografia de rayos X en DgAOR de las cuales algunas ya han sido publicadas en el PDB [81]

Para buscar el estado de transicion TS, la coordenada de reaccién que se utilizé fue el

desplazamiento del H, del O, al O del GLU869. Para los estados TS.,y TS, se realiz6 el

cat

movimiento del sustrato en direccion al O,,. Por ultimo la coordenada de reaccion del TS,

cat*

correspondié a la transferencia del H. desde el sustrato hacia el O, del Mo.

1.3.2. Estudio del proceso de TE

El estudio de las propiedades electronicas de atomos por métodos computacionales
requiere tener la estructura tridimensional del sistema en estudio. En nuestro caso, ademas,
queremos evaluar si ocurren modificaciones en dichas propiedades o en la estructura del camino
quimico en presencia de inhibidores, que pueden ser interpretados como analogos de sustratos,
para entender el comportamiento de dicho puente durante la catélisis enzimatica y la razén por
la cual el pardmetro J duplica su valor en los espectros de EPR cuando el sitio de Mo se

encuentra coordinado a diferentes moléculas.

Si bien se conocen las estructuras de DgAOR no inhibida e inhibidas con alcoholes EDO y
GOL, estas tres estructuras fueron obtenidas con el Mo oxidado, es decir en estado +VI. Dado

que los calculos teodricos pretenden complementar los ensayos experimentales realizados con
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muestras con Mo(V) (S=%), para poder llevar a cabo nuestro trabajo precisamos obtener las tres

estructuras de los sistemas con el Mo en ese estado de oxidacion.

Previo a obtener las estructuras con el Mo en la forma de Mo(V), obtuvimos las estructuras
optimizadas computacionalmente en las formas inhibidas y no inhibida con el Mo(VI). Lo que se
persiguié fue poder comparar las estructuras obtenidas computacionalmente con las
cristalogréficas, y asi poner a punto las técnicas utilizadas en la obtencion de las estructuras
desconocidas. La estructura de DgAOR no inhibida usada para los cdlculos computacionales se
encuentra depositada en el PDB bajo el cédigo 1VLB [39]. Para el caso de los complejos inhibidos
con alcoholes, estos ultimos fueron agregados a la estructura no inhibida, en las posiciones
correspondientes a las moléculas de EDO y de GOL de acuerdo con las estructuras 3FC4 y 3FAH,
respectivamente[17]. La protonacién de los residuos de la proteina se obtuvo para pH 7
utilizando el programa pdb2pqgr[91], que emplea el algoritmo propka[92,93] y con verificacién
visual de los residuos cataliticamente relevantes. Ademds se removieron las aguas
cristalograficas, se solvaté el sistema con una esfera de agua de 30 A de radio, centrada en el Mo

y se agregaron iones Na+ para neutralizar las cargas.

Para la optimizacién de las posiciones atdémicas se utilizé la metodologia hibrida QM/MM,
explicada en el Anexo 1, empleando el software Gaussian 09[94]. La regién cudntica incluye el
cofactor de molibdeno, con el grupo citidina dinucleétido truncado, saturando la coordinacién
con un grupo metilo; los inhibidores (cuando corresponda) y el residuo GLU869, debido a su
importancia en la formacion de puentes de hidrégeno con los inhibidores y dtomos ligandos del
Mo. Se utilizé el funcional WB97XD[84], con la base 6-31G* para todos los dtomos a excepcion
del Mo. Para reducir el nimero de electrones que tiene el Mo se utilizaron pseudopotenciales,
tratando explicitamente sélo los electrones de la Ultima capa, la base elegida para este atomo
fue Lanl2DZ[86,95] que incluye correcciones relativistas. Los dtomos que conforman la regién
MM fueron tratados con el campo de fuerza AMBER e incluyen todos los demas residuos de la

proteina, los centros FeS, las aguas de solvatacion y los iones Na+.

Luego de obtener las estructuras con Mo(VI) se realizaron optimizaciones de la estructura
con la configuracion electrénica Mo(V), dejando libres de movimiento los dtomos del cofactor de
Mo, los inhibidores, el grupo COO" del residuo GLU869 y los atomos H de la regiéon MM. En
relacién a los inhibidores EDO y GOL, se asumieron todos los oxigenos protonados debido a dos
razones: a) los alcoholes poseen un valor de pKa muy elevado en medios acuosos (préximo a 14),
lo cual sugiere que los polialcoholes estan completamente protonados en la solucién antes de

entrar al canal de ingreso del sustrato; b) el caracter reversible de los alcoholes como inhibidores
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y el valor competitivo de la constante de inhibicién (K), que sugiere que los alcoholes se unen
con menos fuerza que los sustratos al Mo[17]. Discusiones posteriores nos hicieron cuestionar si
la interaccién Mo-02 podria disminuir el valor de pKa del alcohol, se procedié entonces a evaluar

las energias del sistema con las formas alcoxido de los alcoholes y su interacciéon con la DgAOR.

1.4. Resultados y conclusiones

1.4.1. Estudio del mecanismo catalitico de DgAOR

Con la configuracion de los diferentes sistemas explicados en secciones anteriores,
pudimos obtener las estructuras optimizadas de los estados A, B, C, E y F. El estado D fue

replanteado como un estado transiente denominado D* que serd explicado mas abajo.

Fig. 22 - Estructuras finales de los estados obtenidos para el mecanismo catalitico de DgAOR estudiado en
este trabajo. Los aminoacidos que forman parte de la cavidad hidrofébica no se incluyen para claridad en la

imagen.

Los estados de transicién informados en este trabajo no son estructuras finales optimizadas
como estados de transicién sino que son potenciales estados de transicién debido a que, como

ya se explicé mas arriba, no se pudo realizar la bdsqueda de los mismos por el algoritmo Berny
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implementado en Gaussian. La Fig. 22 muestra las estructuras finales obtenidas para cada

estado.

La estructura obtenida para el estado A (ver Fig. 22 estado A) es muy similar a la obtenida
en estudios cristalograficos preliminares (estructura aun no reportada) y también a los
resultados de los calculos computacionales presentados en 1.1.5.2.y 1.1.5.3.. La distancia Mo-O_,,
es de 1,92 A, compatible con un grupo OH en sistemas mononucleares de Mo. Es importante
mencionar que se evalud una estructura alternativa para el estado resting en la cual se asumi¢ al
ligando OH, como grupo oxo y el GLU869 protonado (GLU869-H,). Para ello se computé la
energética de transferencia del H, desde el grupo labil catalitico al O del GLU869. Con este
procedimiento se encontré que existe solo un minimo de energia para el protén H, unido al O, y
que mover el H, en direcciéon del GLU869 para protonar su grupo carboxilato es ~13 kcal/mol
mayor y, por lo tanto, energéticamente desfavorable. Dicha conclusién es consistente con los
datos cristalograficos disponibles para este estado, los que indican que la distancia Mo-O
corresponde a la de un grupo hidroxilo/agua. Para el resto de los ligandos del Mo las distancias
son Mo-S7 2,48 A, Mo-S8 2,59 A, Mo-O,, 1,71 A'y Mo-OM1 (ligando apical del Mo) 1,70 A. Por
-H, es de 1,00 A, mientras que la de H, con el O de GLU869 es de 1,69A.

De comparar los estados A y B puede observarse que la incorporacion del sustrato en la cavidad

altimo, la distancia O_,,
implica una reorganizacién del entorno molecular alrededor del sustrato. Esto consiste en un
aumento del volumen de la cavidad y una distorsion de la molécula de sustrato, en la que el
plano del grupo aldehido, que se presenta coplanar en forma libre, pasa a tener un angulo de
9,6° respecto al plano definido por el anillo del benceno (Fig. 22 estado B). El sitio de Mo
presenta ligeras modificaciones en las distancias de enlace pero del orden de 0,01 A. Debido a la
presencia del sustrato en la cavidad para el estado intermediario B se encontré que la

transferencia del H, del O_,, al GLU869 se encuentra energéticamente favorecida, al contrario de

cat

lo observado para el estado A, obteniendo asi el estado C. El estado de transicion TS, se

produce cuando la distancia O_-H, es de ~1,36 A, mientras que la distancia del H, al O del

cat
GLU869 es de ~1,39 A. Debido a la baja barrera de energia que tiene el TS, . (ver Tabla 3 y Fig.
23) y que las energias de los estados B y C son practicamente iguales, pensamos que puede
existir un equilibrio entre ambos estados. En la Tabla 3 y Fig. 23 se muestran las energias

obtenidas por cdlculo relativas al estado B.
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Tabla 3 - Energias en kcal/mol relativas al estado B calculadas sobre el sistema QM

Estado Energia QM relativa a B [kcal/mol]
B 0

TS, . 3
C 0

TSc: +15,7
E -2

TSe: No pudo ser hallada
F -17

Estados / Energia [kcal/mol]

B TSB-C C TSC-E E TSD-E F

Fig. 23 - Perfil energético obtenido del mecanismo propuesto. Valores de energia en kcal/mol relativas al

estado B.

En la bUsqueda del estado de transicion TS., (ver Fig.15) notamos que el H,
wi-Cag(distancia O

2,00 A) y que la formacion del mismo produce la transferencia inmediata del H, al sustrato para

permanecié unido al GLU869 mientras no se formé un enlace fuerte O wCag>
dar el estado E. De esta manera encontramos que lo que inicialmente habia sido propuesto
como una sucesién de los estados TS.,, Dy TS, es en realidad un proceso que se dade
forma concertada, denominado ahora TS, y que involucra varios subprocesos que tienen lugar
Unicamente por el acercamiento del sustrato al sitio activo del Mo: i) el sustrato se acerca al
sitio activo y al GLU869 de manera que se establece una competencia por el H, entre el
GLUB869, el O

favoreciendo su interaccién con el O__; iii) se pierde la interaccion del O

cat’

y el O, ii) la interaccion del O,, con el H, vuelve mas electrofilico el C,,

cat

con el H, yse produce

cat

la rotacion del Gltimo en direccién al O, . Todos estos subprocesos aumentan constantemente la
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energia de los distintos intermediarios, obteniéndose el maximo en el TS.,. Debido a estos
resultados se concluyé que nuestra hipétesis inicial para la transicion C-D-E no era correcta, ya
que no se logré un estado D como intermediario. Cabe mencionar que el estado D propuesto en
la Fig.15 si bien no estd presente en el mecanismo de Metz et alilustrado en la Fig. 14, fue
incluido en nuestro trabajo ya que estos autores habian informado que para el caso particular de
benzaldehido como sustrato se requeria dicho paso intermedio previo a la formacién del estado
E, en el cual el grupo (HCO), , adopta una conformacién tetraédrica. En la Fig. 22 se muestran los
resultados de los calculos en los que no se incluyen los estados TS, ,D ni TS, ¢ porque, como se
dijo anteriormente, se dan de forma concertada. Consecuentemente, deberiamos cambiar la
nomenclatura y redefinir los distintos estados y TS del proceso catalitico, lo cual no se hara para
no complicar la nomenclatura. Entre las particularidades que notamos es importante remarcar
que el estado de transicion entre Cy E (TS, ), el cual corresponde al momento en que el C,, se

encuentra a 2,03 A del O_,,, presenta el grupo (HCO), ,O,,, levemente tetraédrico y las distancias

cat
de H, al O del GLU869 y al O, son de 1,03 Ay 1,54 A respectivamente (Fig. 22 estado TS_ ). En el
estado E la distancia O_,-C,, es de 1,46 A mientras que el angulo entre el enlace C O,V el
plano que contiene el anillo del benceno es de 112,61°. El H, permanece unido al O, a una
distancia de 1,00 A, mientras que al O del GLU869 la distancia es de 1,66A. La obtencién del
estado TS, no pudo ser claramente establecida por célculos, ya que no se pudo identificar un
factor desencadenante del proceso de transferencia del H. como en los casos anteriores.
Probablemente la complejidad de este proceso haga que la obtencién por métodos
computacionales del estado de transicion correspondiente no sea trivial, ya que la minima
perturbacién del estado E en direccién del F produjo resultados que no convergieron o
terminaban directamente en el estado F. En el estado F el grupo acido del ahora ya considerado
producto adopta una estructura planar, como es de esperar, siendo el dngulo entre el grupo

bencenoy el grupo acido de 41,7°. La distancia C,,-O,,, €s 1,24 Ay la distancia Mo-O_,, 2,25A.

cat cat

Es importante mencionar que la estructura del estado intermediario E fue inicialmente
propuesta por el grupo cristalogrifico colaborador como un intermediario con el grupo
(HCO),,,O
cristalogréfica con butiraldehido como sustrato (estructura adn no publicada en PDB), que
ubicaba al grupo (HCO),,,0

aproximaciones para obtener esa configuracion, pero en todos los intentos el grupo (HCO), ,O

en conformaciéon planar. Esta propuesta surgié a partir de una estructura

cat
o €n forma planar. Computacionalmente nosotros utilizamos diversas

cat

quedaba con una estructura tetraédrica, es decir, con la estructura propuesta en el mecanismo
actual. La obtencién in silico de este intermediario tetraédrico (también identificado por Metz et
al en sus cdlculos computacionales del mecanismo catalitico [69]) contribuyé para reinterpretar

las densidades electrénicas de la difraccion de rayos X de las estructuras de DgAOR con
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acetaldehido y formaldehido como sustratos. De esta manera los cdlculos computacionales
contribuyeron a corregir las estructuras de estos estados intermediarios de DgAOR,
interpretando las densidades electrénicas obtenidas como las estructuras de los intermediarios

tetraédricos que en ambos casos mostraron un mejor ajuste que la propuesta original.

De los estados intermediarios antes descritos tenemos informacion experimental
proveniente de estructuras cristalograficas para los estados A y parcial del E, ya que la estructura
cristalina de este intermediario con benzaldehido no ha podido ser obtenida [81]. Del estado F
no contamos con una estructura cristalografica debido a que solo disponemos de una estructura
con el sustrato mas alejado del sitio activo, lo que representa una captura durante la salida del

producto.

El hecho que el mecanismo catalitico propuesto por Metz pudo ser reproducido
considerando un oxigeno en lugar del sulfido ecuatorial, que las estructuras predichas por
calculo concuerdan con las obtenidas por estudios cristalograficos, y que las energias entre los
estados intermediarios y TS tienen valores dentro de los esperables para un mecanismo
catalitico, consideramos que se puede concluir que el sistema DgAOR en la forma "desulfo"
puede realizar la catélisis de acuerdo con el esquema de la Fig. 22. No obstante, es importante
remarcar que el perfil energético de la DgAor involucra un costo energético superior respecto de
las enzimas que tienen un sulfido ecuatorial, lo cual explicaria porque la mayor parte de este

grupo de enzimas han incorporado un S en lugar de un O.

1.4.2. Estudio del proceso de TE

1.4.2.1. Obtencion de las estructuras optimizadas con Mo(VI) y Mo(V)

Se analizé la estabilidad energética de los ligandos de Mo en los diferentes estados de
protonacién posibles, es decir, OM1 como hidroxo y OR1 como oxo, y, ademds, en la variante
OM1 oxo y OR1 hidroxo. Los resultados tedricos indican que la segunda configuracion es
energéticamente mas favorable en aproximadamente 9 y 16 kcal/mol para los complejos con
EDO y GOL respectivamente. Entendemos que las diferencias obtenidas en algunas distancias
(ver Tabla 4) y en la protonaciéon de los ligandos del Mo entre el cristal y los calculos es atribuible
a que las condiciones de cristalizacion no son necesariamente las que tiene el sistema in vivoy

por lo tanto podria modificarse ligeramente la estructura durante la cristalizacién.

Tabla 4 - Distancias entre el &tomos de Moy sus ligandos para Mo(VI)

Gomez Maria Cecilia - Doctorado en Cs. Bioldgicas - FBCB-UNL 56



No inhibida +EDO +GOL
QM/MM QM/MM
Mo(VI) Rayos-X QM/MM Rayos-X OM1(=0) Rayos-X OM1(=0)
OR1(-OH) OR1(-OH)
Mo-OM1 1,74 1,72 2,08 1,71 2,08 1,70
Mo-OR1 1,79 1,73 1,75 1,97 1,75 1,90
Mo-OH, 1,99 1,88
Mo-S7 2,41 2,55 2,32 2,45 2,34 2,42
Mo-S8 2,49 2,66 2,39 2,50 2,41 2,47
Mo-C2 2,36 3,10 2,72 3,22
Mo-02 2,69 2,23 2,12 2,12

El estudio de las energias del sistema con las Formas alcéxido de los alcoholes y su

interaccion con la DgAOR arrojé que efectivamente la forma protonada es la mas conveniente.

En la siguiente tabla (Tabla 5) se muestran las distancias del sitio de Mo obtenidas para el

sistema con Mo(V).

Tabla 5 - Distancias entre el &tomos de Moy sus ligandos para Mo(V)

Slow +EDO +GOL
Mo(V) | OM1(=0) | OM1(=0) | OM1(-OH) | OM1(=0) | OM1(-OH)
QM/MM | OR1(-OH) | OR1(-OH) | OR1(=0) | OR1(-OH) | OR1(=0)
OH, -0O2(EDO) | -O2(EDO) | -02(GOL) | -02(GOL)
Mo-OM1 1,71 1,70 1,89 1,70 1,89
Mo-OR1 1,94 1,90 1,70 1,90 1,70
Mo-OH, 1,90
Mo-S7 2,50 2,44 2,44 2,45 2,50
Mo-S8 2,57 2,45 2,45 2.46 2.47
Mo-C2 3,00 3,01 3,17 3,18
Mo-02 2,15 2,17 2,11 2,10
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1.4.2.2. Cambios conformacionales en el camino quimico Mo- FeS1 en condiciones de

inhibicién

Con el objetivo de identificar si el camino sufria cambios estructurales, en presencia de
los inhibidores, se realizd la superposicion de las diferentes estructuras del camino quimico
Mo-FeS1. En la Fig. 24 puede apreciarse que las posiciones de los dtomos de la piranopterina y
del centro FeS1 no se ven modificadas entre los tres sistemas estudiados, por lo tanto las
distancias de los centros y los enlaces involucrados no son los responsables de la modificaciéon
del valor de J. Esta superposicion también refuerza la conclusién de que los orbitales
moleculares del centro FeS1 no sufren modificaciéon durante la inhibicion con alcoholes, ya que

no se observa modificacion de la estructura y coordinacién del centro.

FeS1
S2

C139

Fig. 24 - Superposicion del camino quimico entre el sitio de Mo y el centro FeS1 para las especies no
inhibida (amarillo), inhibida con EDO (verde) e inhibida con GOL (rojo)

De esta manera, los cambios en J tienen que deberse a modificaciones en la estructura
electrénica del Mo(V), fundamentalmente en la densidad de espin, ocasionadas por cambios

estructurales observados en el entorno del Mo en las muestras inhibidas por alcoholes

1.4.2.3. Cambios en las densidades de espin en las formas inhibidas de AOR

Para las muestras de DgAOR inhibidas por alcoholes, los estudios de EPR muestran que la
interaccion de intercambio aumenta significativamente en comparacién a la sefal slow (ver
secciones 1.1.6.2. y 1.1.6.3.). El hecho de que esta situacién no se debe a modificaciones
estructurales en el camino quimico, ni en la estructura electrénica del FeS1, sugiere que el origen

estd en cambios de la estructura electrénica del Mo(V) en presencia de inhibidores.
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Dado que los cambios estructurales experimentados en el centro Mo bajo la inhibicién
alcohélica deberian causar cambios en la estructura electrénica del Mo(V), se calcularon las
densidades de espin sobre el cofactor pterina. Las densidades de espin obtenidas pueden verse
en la Fig. 25 para la forma no inhibida (a), y las inhibidas con EDO (b) y GOL (c) (parte del ligando
pterina no se incluye en la figura para ver mejor la distribucién de las densidad de espin sobre el
Mo(V) y sus ligandos). La densidad de espin en las formas inhibidas se encuentra mas localizada
en el dtomo de Mo y menos en los ligandos de éste, aumentando de un 86% en la forma wt a

97% y 95% en presencia de EDO y GOL, respectivamente.

Fig. 25 - Densidades de espin sobre el sitio de Mo calculadas para la forma no inhibida (a), inhibida con EDO
(b) e inhibida con GOL (c) (isovalue 0,002)

Estos cambios se deben fundamentalmente a la redistribucién de la densidad de espin
sobre el ligando catalitico OH, de la proteina wild-type, el cual posee aproximadamente un 15%
de densidad de espin, mientras que el tomo O2 de los alcoholes, que reemplaza este ligando en
las formas inhibidas, posee una densidad de espin practicamente nula. Consecuentemente, la
densidad de espin del ligando OH, se redistribuye en las especies inhibidas, acumulandose

principalmente sobre el metal, en segundo lugar sobre la piranpoterina, y en menor medida
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sobre los ligandos oxo e hidroxo. Este cambio en la densidad de espin, que claramente es la causa
del incremento en la interaccién espin-espin entre el metal y el centro FeS1 (-16,6x10*cm™ para
la forma wild-type y -33,3 x10“cm™” P las formas inhibidas),estd en linea con el modelo
cualitativo propuesto por Kahn, antes mencionado [80]. De acuerdo con este modelo, el
incremento en J mediado por un camino quimico implica una mayor deslocalizacién de la

densidad de espin sobre el puente que une los dos centro interactuantes (ver Anexo ).

1.4.3. Conclusiones

El mecanismo catalitico de la DgAOR implica la unién del sustrato al Mo(VI), la oxidacion
del aldehido a su acido correspondiente con la concomitante reducciéon del Mo(VI) a Mo(IV),
seguido por la oxidacion, mediada por dos electrones, desde Mo(IV) a Mo(VI) y asi dejar la enzima
preparada para iniciar un nuevo ciclo de catélisis. El hecho de que este Ultimo paso debe ser
mediado por el ligando pterina hace que sus propiedades como conductor de electrones deban
ser modificadas durante el ciclo catalitico, es decir, suprimidas durante la unién del sustrato al
sitio de Mo(VI) para facilitar la oxidacién del sustrato, y activada durante la salida del producto

para permitir la reoxidacion del Mo(IV) y asi restablecer el estado resting de la enzima.

Los estudios discutidos y analizados en las secciones 1.4.1.y 1.4.2. pudieron ser realizados
gracias a la informacién estructural experimental existente del estado resting y de formas
inhibidas que modelan la interaccién sitio activo-sustrato. Esta interaccion puede modelarse
debido a que los centros Mo y FeS1 en su forma paramagnética presentan un acoplamiento por
intercambio J débil. El hecho que J aumente ~2 veces en las formas inhibidas sugiere que la
reaccion de TE mediada por el camino quimico Mo-FeS1 se ve favorecida en estas condiciones, lo
que Facilita el regreso de la enzima a la forma resting. El principal logro de este estudio fue poder
determinar cémo cambia la densidad de espin, un pardmetro relacionado con J, en las distintas
formas de la enzima estudiadas. Esto, en conjuncién con los datos estructurales y de EPR,
permitié hipotetizar que el proceso de TE Mo— FeS1 en la DgAOR estd regulado por el ligando
catalitico labil OH,, ya que su sola presencia/ausencia modifica la distribucién de la densidad de
espin sobre el Mo; es decir, su presencia significa una deslocalizacién de la densidad de espin
sobre el OH,,mientras que su ausencia implica que la densidad de espin se deslocaliza en parte
sobre el ligando pterina. Este mecanismo, el cual implicaria un mecanismo de TE regulado por un
ligando del sitio de Mo, ha sido también sugerido para el proceso de TE entre las dos quinonas
(QA y QB) del fotosistema Il de bacterias, en el cual una molécula de bicarbonato ligada al Fe(ll)
situada en el medio del camino QA-QB regula el flujo de electrones[96]. En nuestra opinién,

existen pocos ejemplos en biologia en los cuales ocurren fenémenos de TE entre centros redox

Gomez Maria Cecilia - Doctorado en Cs. Bioldgicas - FBCB-UNL 60



gobernados por ligandos de primera y/o segunda esfera de coordinacién del sitio activo

metalico, proceso que creemos deberia ser investigado en mas detalle.

Un segundo aspecto que investigamos en este capitulo estuvo relacionado con la
fFactibilidad desde un punto de vista teérico del mecanismo catalitico de la DgAOR. La diferencia
fundamental entre la DgAOR y todos los otros miembros de la XO es la presencia de un O
ecuatorial en lugar de un S. Es importante notar nuevamente que este S ecuatorial se
consideraba esencial para la catdlisis en todos los miembros de la familia de XO, ya que su
reemplazo por un oxigeno los inactiva. El hecho que DgAOR no necesita de este ligando derribd
un paradigma en esta familia de enzimas y fue un problema no exento de criticismo, ya que
calculos computacionales anteriores a los realizados por nosotros postulaban su inviabilidad
desde un punto de vista energético. Nuestros resultados, si bien basados en esos calculos
anteriores, pero asumiendo un modelo mayor, muestran indudablemente que el mecanismo

propuesto es factible desde un punto de vista computacional.

Entre los aspectos que necesitan de una investigacién mds profunda tanto desde el punto
de vista experimental como tedrico estd el rol de los nucledtidos en los miembros de la familia
XO, aspecto que, pese a que son enzimas investigadas desde hace mas de medio siglo, no existe
hasta el momento una hipdtesis razonable sobre su funcién. En esta direcciéon, y considerando
que los trabajos experimentales con dichas enzimas son muy dificultosos debido a que es
practicamente imposible obtener formas recombinante de las mismas, pensamos que un estudio
sistemdtico racionalizado sobre la base de cdlculos computacionales podria llegar a dar

importantes pistas sobre el rol biolégico de dichas moléculas en estas enzimas particulares.
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Capitulo 2: Proteinas mononucleares de

cobre
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2.1. Introduccién

El ciclo biogeoquimico del nitrégeno puede ser representado como un tridngulo (ver Fig.
26) donde se identifican cuatro procesos fundamentales: la fijacién del nitrégeno, amonificacién,
nitrificacién y desnitrificacién[4,21]. Dichos procesos involucran una serie de reacciones redox
realizadas por las maquinarias enzimaticas de distintos tipos de microorganismos, algunos de los
cuales viven simbidticamente en los nédulos de las raices y son ampliamente utilizados en
agricultura como fertilizantes a causa de su capacidad para captar nitrégeno de la atmosfera,
como es el caso de las rizobacterias[97]. El uso extensivo de estos bioinoculantes si bien ha
producido un aumento en los rendimientos en los cultivos, ha ocasionado en simultdneo que se
saturen vias metabdlicas como la desnitrificante, causando problemas ambientales como la
contaminacién de los suelos por el nitrato, la produccion de gases del efecto invernadero (N,0), y

la polucién de las aguas de consumo[98].

N, NH,

Fig. 26 - Ciclo biogeoquimico del nitrégeno y enzimas intervinientes en la via desnitrificante

Las investigaciones bdsicas que se desarrollan en este tema persiguen ampliar el
conocimiento sobre bioenergética celular a través del entendimiento de los distintos procesos

que ocurren a nivel molecular en este ciclo.

La enzima nitrito reductasa (Nir) cataliza la reduccién de nitrito a 6xido nitrico en la via

desnitrificante del ciclo del nitrégeno (Fig. 26) de acuerdo con la reaccién:

NO,+2H"+e"— NO +H,0 E°" =370 mV
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Las bacterias que intervienen en esta via emplean dos tipos de Nirs diferentes para
catalizar esta reaccion, las que contiene un citocromo cd, (NirS) en su sitio activo y las que poseen

un centro mononuclear de cobre (NirK).
2.1.1. Cobre: Propiedades del elemento quimico

El cobre (Cu) es el elemento 29 de la tabla periédica ubicado en el grupo 11 periodo 4; su
peso molecular es 63,55 g/mol y su configuracién electrénica es [Ar]4s'3d" B'8(ver Fig. 27). El
cobre es un metal rojizo, fuerte, suave y ductil, ampliamente estudiado debido a que presenta
una alta conductividad térmica y eléctrica. Es utilizado en muchas aleaciones y puede ser
completamente miscible con oro[3], ademas, es facilmente soluble en amoniaco, acido nitricoy
acido sulfurico en presencia de oxigeno. En la naturaleza se encuentra como metal en sulfuros,
arseniuros, cloruros y carbonatos[3]. Su concentracién en el océano es de 0,3 ppb[2]. El Cu se
encuentra fundamentalmente en dos estado de oxidaciéon | y II, y en raras ocasiones como lll. El
ion Cu forma complejos de coordinacién con distinto nimero de ligandos, siendo los estados de

coordinacién mas comunes desde 2 hasta 4 parael Cu () y 4, 5 0 6 para el Cu (11)[3,18].
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Fig. 27 - Tabla periddica de los elementos resaltando la ubicacién del Cu y la configuraciéon electrénica de

dicho elemento (Figura modificada de Dayah, 2014)[19]

El Cu en estado I, i6n cuproso, es un ién de capa cerrada por lo cual es diamagnético e
incoloro y por lo tanto no puede ser detectado por espectroscopia éptica ni EPR[99]. Es el Unico
ion monovalente biolégicamente relevante y forma complejos con nimero de coordinacién entre

dos y cuatro atomos[99]; la especie tetra coordinada del Cu(l) estd completamente saturada por

Gomez Maria Cecilia - Doctorado en Cs. Bioldgicas - FBCB-UNL 64



lo cual no tiene capacidad de unir sustratos[100]. El estado de Cu(ll), ién clprico, es el mas
frecuente para este metal[101] y si bien suele encontrarse penta y hexa coordinado, también se
conocen complejos con 4 ligandos[100]. Debido a la configuracién electrénica d°, presenta
esferas de coordinacién que originan geometrias distorsionadas en relaciéon a los poliedros
ideales, encontrados en otros metales. El Cu(ll) es un i6n Jan Teller que en los sistemas
inorganicos presenta una estructura predominante tetragonal con uno o dos ligandos apicalesy
mds raramente en una estructura tetragonal pura[99]. A diferencia del Cu(l), el Cu(ll) puede ser
estudiado con espectroscopia 6ptica y EPR, lo que hace que se sepa mucho mas sobre los sitios
de Cu (Il) en proteinas y en complejos de Cu. El espectro de EPR del Cu(ll), el cual es debido a la
presencia de un electréon desapareado en el orbital d de mayor energia, puede utilizarse para
identificar si el centro de cobre es tetragonal, tetraédrico o bipiramidal trigonal[102]. Los
espectro de UV-Vis de los complejos de Cu(ll) presentan una o mds bandas de absorcién d-d, que
son normalmente anchas y superpuestas, pudiendo obtener espectros de absorcién éptica
simples sélo para los centros tetraédricos o hexacoordinados[103]. Entre los iones divalentes de
la primera fila de los metales de transicién el Cu es el mas pequeio, por lo que es el de mayor
acidez de Lewis y forma numerosos complejos de Cu(ll) que funcionan muy efectivamente como
acidos de Lewis catalizadores[104,105]. La mayoria de los compuestos cuprosos son rapidamente
oxidados a cupricos, mientras que la oxidacién a Cu(lll) es dificil de alcanzar. Los potenciales de
reduccién de soluciones acuosas de los iones Cu(l) y Cu(ll) son de 0,52 V y 0,153 V
respectivamente. La estabilidad relativa de ambos estados en esa condicién depende muy
fuertemente de la naturaleza de aniones o de otros ligandos presentes y varia
considerablemente con el solvente o con la naturaleza de los 4&tomos vecinos en un cristal[3]. Las
diferencias en las formas de coordinacién de los iones Cu(l) y Cu(ll) junto con sus distintos radios
idnicos (0,96 y 0,72 A respectivamente) conducen a que las reacciones redox Cu(ll/1) involucren
grandes cambios geométricos en el sitio de Cu[100]. Estos cambios son Utiles para los procesos
de catélisis, ya que facilitan las reacciones oxidativas del sustrato unido[106], pero son

desventajosos cuando se precisa una TE rdpida desde o hacia el Cu[107].

2.1.2. El cobre en biologia

El cobre es estudiado histéricamente debido a que se encuentra en proteinas, incluyendo
enzimas, tanto de plantas como de animales[108]. Las proteinas de Cu estdn involucradas en
distintos tipos de funciones como ser transporte y activacién de O,, transporte y
almacenamiento del metal o reacciones redox utilizando el par Cu(ll/1), ya sea para dar lugara TE
inter e intra proteina o para realizar transformaciones redox en el sustrato[100,109,110]. Es el

segundo metal de transicion mds abundante en sistemas bioldgicos, luego del hierro, y el tercero
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en humanos, luego del hierro y el zinc[111]. También es de gran importancia para la ecologia
debido a que algunas metaloenzimas que lo contienen participan por ejemplo en ciclos
biogeoquimicos como el ya mencionado ciclo del nitrégeno, por lo que se relaciona con la
contaminacion de los suelos por nitrito o gases del efecto invernadero. En sistemas biolégicos no

se conocen situaciones en que el idn cobre actie como acido de Lewis [100,109].

2.1.3. Sitios de Cu en proteinas

Los sitios de Cu que estudiaremos [100,112] se han clasificado en dos tipos de acuerdo
con sus propiedades espectroscépicas y la estructura del sitio metdlico[3]. T1 o cobre azuly T2 o
normal. Existen otros sitios de Cu que no entran en esta clasificacion como por ejemplo el CuA
[113]yel T3.

El Cu del tipo T1 estd involucrado frecuentemente en los procesos de TE y tiene una
banda de transferencia de carga extremadamente intensa CYS-S— Cu(ll) (g,, ~5000 M cm™) (ver
Fig. 28.a panel izquierdo), resultando en su color azul caracteristico que le confiere el
nombre[112,114]. En el espectro de EPR el A|| del Cu disminuye a menos de la mitad (menos de
70 x 10" cm™) del valor observado para los complejos de Cu normal (T2) (ver Fig. 28.a panel
derecho). Estas caracteristicas singulares estdn asociadas con un residuo de cisteina unido al
Cu(ll) en un sitio de geometria tetraédrica distorsionada con un enlace fuertemente covalente
Cu-S. Los sitios de Cu azul pueden ser divididos en cuatro clases estructurales que ciclan entre los
estados Cu(ll) y Cu(l) en los procesos de TE. El sitio cldsico es encontrado en plastocianinas y
posee los ligandos CYS-S, (HIS-N), y MET-S en una geometria tetraédrica distorsionada GC,,
elongada[115], dénde el enlace Cu(ll)-MET-S es de aproximadamente 2,9A (formando el eje C,) y
el metal estd desplazado hacia el plano trigonal opuesto N,S. La estructura adoptada puede ser
pensada como resultado de buscar cumplir con los requerimientos estereoquimicos y
electrénicos de los estados Cu(l) y Cu(ll) en simultaneo, asi las geometrias de las formas oxidadas
y reducidas son esencialmente idénticas y la energia de reorganizacién entre ambos estados es
minima[112]. El enlace Cu(ll)-MET-S involucra los orbitales 3p del azufre, que poseen una funcién
de distribuciéon radial extendida, lo que produce una superposicion con los orbitales
desocupados 4p del Cu y resulta en un enlace covalente con aproximadamente un tercio de la
fuerza de los enlaces Cu(ll)-HIS-N[116]. La distancia del Cu al CYS-S es corta, de
aproximadamente 2,1A, indicando un enlace fuerte. La reduccién del Cu(ll) a Cu(l) a pH bajo
produce que uno de los ligandos HIS sea protonado y removido de la esfera de
coordinacién[117]. Los pequeios cambios geométricos producidos bajo reducciéon y la
permanencia de un enlace fuerte con el MET-S al sustituir el metal con Hg(ll) son los indicios que

mayormente se utilizan para argumentar que el sitio de cobre azul es muy rigido[117,118]. El
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segundo tipo de cobre azul estd en las azurinas (Az), que muestran un oxigeno carbonilico como
enlace adicional en posicién trans al ligando Met-S. Las pseudoazurinas y los centros del tipo T1
de algunas Nirs tienen la coordinacién [Cu(CYS-S)(HIS-N),-(MET-S)] como la plastocianina, pero
con un enlace Cu(ll)-MET-S significativamente méas corto ~2,6 A y cambios angulares, dando
origen a la tercera clase de cobre azul. Las diferencias geométricas se manifiestan en espectros
con caracteristicas perturbadas semejante a las de estelacianina: una senal de EPR méas rombica,
estructura hiperfina en la sefial del g, (ver Fig. 28.b panel derecho) y un aumento de la intensidad
de la banda de absorcién préxima a los 450 nm[119] (ver Fig. 28.b panel izquierdo). Estos cambios
reflejan una alteracién en la estructura electrénica de los sitios de cobre azul que contribuye a la

reactividad diferente relativa a los sitios azules cldsicos[119]. El ultimo tipo de sitio azul posee la

coordinacién Met-S sustituida por otros aminoacidos.
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Fig. 28 - Espectros de absorcién UV (panelizquierdo) y de EPR (panel derecho) a baja temperatura de los

Cu T1 de plastocianina (3) y estelocianina (b))(450 nm=22222.22 cm'; 600 nm=16666.67 cm™) (Figura

modificada de Holmy col., 1996[112])

El Cu T2 es el sitio activo de distintas enzimasy, por lo tanto, el responsable de la unién a

sustratos y conversién a productos. Es un centro mononuclear de Cu que carece de la unién a un
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grupo tiolato. Varias estructuras entran dentro de esta clasificacién[120], entre las que se
encuentran [Cu(HIS),(OH,),]*** (X=1,2), [Cu(HIS),(TYR),(OH,)] o [Cu(HIS),(MET)(OH,)], este dltimo
es conocido también como centro Cu,. El centro T2 exhibe una sefial de EPR similar a la especie
Cu(ll) tetragonal presente en la mayoria de los complejos inorganicos con un A, > 120 x 10* cm™,

y solo bandas de absorcién débiles visibles del tipo d-d (e .. <200 M cm™)[120]

max

2.1.4. La familia multicobre oxidasa. Nitrito reductasa de Cu y su comparacion con

otras enzimas relacionadas

2.1.4.1. La Familia multicobre oxidasa

La familia multicobre oxidasas estd compuesta por dominios estructurales que se basan en
el plegado de la cupredoxina[121]. Dicho plegado estd tipificado por las estructuras de las
proteinas azules pequefas, como plastocianina y azurina, y comprende dos hojas B en una

configuracién sandwich (ver Fig. 29).

Fig. 29 - Estructura tridimensional de la plastocianina (PDB 1PLC) coloreada por estructura secundaria.
Pueden verse las dos hojas B formando la configuracion sandwich. Esta estructura es la base de la familia

multicobre oxidasa

Los mondmeros de la ascorbato oxidasa (AO) comprenden tres dominios cupredoxina con

un centro mononuclear del tipo 1 en el tercer dominio y tres centros trinucleares (uno tipo 2 y
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uno tipo 3) en la interfaz del primero y tercer dominio (ver Fig. 30.a). La ceruloplasmina humana
(hCP) tiene seis dominios con cobres mononucleares en los monémeros 2, 4 y 6 y un centro
trinuclear de cobre entre el primero y el Ultimo dominio. Los dominios 1, 2 y 6 en hCP son
topolégicamente equivalentes a los dominios 1, 2y 3 en AQ, aunque el dominio 2 de AO no tiene
el centro de cobre T1 (ver Fig. 30.b). Las Nir son un trimero dénde cada mondémero estd
compuesto por dos dominios cupredoxina, pero a diferencia de la ceruloplasmina, el cobre T1 se
encuentra en los dominios impares en vez de en los pares. Ademads, posee un centro del tipo T2

en la interface de cada dimero (ver Fig. 30.c).

1}’

c)

Fig. 30 - Esquema comparativo de los dominios (rombos) y sitios de Cu (esferas anaranjadas) de los

miembros de la familia multicobre oxidasa ascorbato oxidasa (a), ceruloplasmina (b) y nitrito reductasa (c)

2.1.4.2. Nitrito reductasas. Descripcion estructural y funcional

Las enzimas nitrito reductasas de Cu participan en el ciclo del nitrégeno, catalizando el
segundo paso del proceso de desnitrificacién. Dicho paso corresponde a la reducciéon en un
electrén de NO, a NO (E°=370 mV)[4,5]. Como se dijo arriba, la mayoria de estas enzimas
reportadas a la fecha son homotrimeros con dos dtomos de Cu por mondémero separados
aproximadamente 12 A (ver Fig. 31). Uno de los centros de Cu es del tipo 1y participa en la TE,
mientras que el sequndo es del tipo 2 y corresponde al centro catalitico. Pueden encontrarse
nitrito reductasas de Cu de color verde o azules cuyos dadores electrénicos fisiolégicos suelen
ser la pseudoazurina y la azurina, respectivamente. Los distintos colores de las proteinas se

deben a ligeras diferencias estructurales en el sitio T1 que se traducen en espectros UV-VIS y

Gomez Maria Cecilia - Doctorado en Cs. Bioldgicas - FBCB-UNL 69



EPR con caracteristicas particulares para cada una. Los espectros de las CuNir azules son de
aspecto similar a los correspondientes a la plastocianina con una banda de transferencia de carga
extremadamente intensa CYS-S— Cu(ll) a ~600 nm y una banda adicional muy débil a 450 nm en
el espectro visible (ver Fig. 28.a panel izquierdo), mientras que en el espectro de EPR se observa
una pequena interaccién hiperfina del cobre en la regién de campo bajo[122](ver Fig. 28.a panel
derecho). Las CuNir verdes exhiben espectros comparables a estelocianina. En el espectro de
UV-vis se observa la banda tipica a ~600 nm pero la banda a 450 nm es bastante mas intensa que
para las azules[123](ver Fig. 28.b panel izquierdo). El espectro de EPR de estas proteinas tiene

caracter rombico[123,124] (ver Fig. 28.b panel derecho).

Fig. 31 - Estructura tridimensional de SmNir coloreada por cadenas (A azul, B rojo y C gris) mostrando los

atomos de Cu (T1 marrén, T2 anaranjado)

El centro T1 estd tetracoordinado con tres ligando fuertes, dos son dtomos de N del grupo
imidazol de residuos de histidina y el tercero un azufre de cisteina; el cuarto ligando es mas débil
y corresponde al grupo tioéter de una metionina (ver Fig. 32)[125-130]. El sitio T2 consiste en un
cobre también tetracoordinado con una geometria tetraédrica distorsionada, siendo los ligandos
una molécula de agua y tres dtomos de N pertenecientes a las cadenas laterales de residuos de

histidinas, dénde una de ellas corresponde al monémero adyacente (ver Fig. 32).
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Los centros T1y T2 estdn conectados por dos caminos quimicos principales: el mds corto
corresponde al puente CYS-HIS, el cual se piensa es el responsable del transporte del electréon
para la reduccién del nitrito; el camino mas largo, denominado sensing loop, incluye residuos de
la primera y segunda esfera de coordinacién y se cree que estd involucrado en desencadenar la
transferencia del electrén desde el T1 al T2 cuando el nitrito estd unido al segundo (ver Fig.
32)[123,130-133]. Esta regién contiene un residuo de acido aspartico que participaria
activamente en el proceso catalitico por medio de la formaciéon de puentes de hidréogeno que
serian esenciales para la catélisis: en el estado resting de la enzima lo haria con el agua apical del

T2y, luego, con el complejo nitrito-T2[134,135].

HIS
HIS(B) \ PAZ ox
‘ \ Cadena de transferencia .
H.O electrénica :
NO+ H,0 2
HIS T
{ CYS | |
NO, +2H* + e (7 - e\ — —
| MET
HIS ’ 4 ' AT HIS
N/ PAZ red
ASP

L/\\ / ‘/ sensing loop

Fig. 32 - Coordinacion de los centros de Cu. T1 centro aceptor de electrones (derecha) dénde se produce la
oxidacion del dador electrénico externo (pseudoazurina). Centro T2 (izquierda) que corresponde al sitio
activo. También se visualiza el sensing loop el cual se cree es responsable de activar la TE al T2 cuando el

NO" esta en el sitio activo

El mecanismo catalitico propuesto para las Nirs implica una reacciéon redox acoplada a la
transferencia de dos protones en la cual el nitrito, luego de unirse al sitio T2 reemplazando el
agua apical, es convertido a NO por un electrén cedido por un dador fisioldégico externo (ver Fig.
32)[131,132,136-138]. Estudios computacionales indican que existen dos potenciales rutas de TE
T1-T2 que pueden ser activadas selectivamente dependiendo de la estructura geométrica y

electrénica del sitio T1[139]. Para las Nirs azules (T1 tipo m), la TE ocurre a través de un puente

Gomez Maria Cecilia - Doctorado en Cs. Bioldgicas - FBCB-UNL 71



que involucra enlaces covalentes entre los dtomos del esqueleto y las cadenas laterales de los
residuos CYS-HIS. En el caso de las verdes (T1 tipo o) el electrén es transferido entre los residuos
CYS-HIS por un camino mas eficiente que acorta las distancias al establecer un enlace de puente

hidrogeno entre el dtomo HIS-N®'y el O carbonilico de la CYS.

En la bacteria desnitrificante Sinorhizobium meliloti 2011 (Sm) esta reaccién es catalizada
por una CuNir verde (SmNir) codificada por el gen estructural nirk[140] y su dador electrénico es
una pseudoazurina (SmPaz) que contiene un sélo centro de Cu y es del tipo T1[141]. La SmNir es
una de las proteinas estudiadas en este trabajo y ha sido caracterizada por métodos
espectroscopicos y cinéticos. El presente es un aporte al estudio del sistema brindando
informacion estructural, por medio de calculos computacionales, para Ffavorecer a la

interpretacion de resultados experimentales.

2.1.5. CuNir como objeto de estudio del grupo de trabajo

Han sido realizados numerosos estudios de mutagénesis sitio dirigidas complementados
con otras técnicas experimentales como rayos X, espectroscopias UV-Vis y EPR, ensayos cinéticos
y voltametria ciclica, para analizar la relevancia de los residuos conservados coordinados y no
coordinados a los centros metalicos, involucrados en el mecanismo catalitico de las
Nir[119,135,142-151].

En algunos de dichos estudios se cambiaron los residuos del puente quimico CYS-HIS. La
variante de la CYS del T1 por ALA en la Nir azul Alcaligenes xlyloxidans (Ax) produjo que a pesar
de conservar el sitio T2 se perdi6 el T1 y la enzima se volvioé inactiva, tanto con dador fisioldgico
como con artificial[143]. Las modificaciones de la HIS del T2 por lisina, en la Nir verde Alcaligenes
faecalis s6 (Af), y por valina, en la azul AxNir, resultaron en formas con ambos cobres pero
totalmente inactivas con diferentes dadores electrénicos[119,142]. El estudio por rayos X de la
variante con valina mostré que el T2 queda coordinado solamente a dos residuos de HIS. Para el
caso de la variante por lisina no se ha reportado estructura, pero el largo de la cadena lateral
sumado a la carga positiva que tiene dicho aminoacido, sugieren que tampoco tendria capacidad
de ligarse al Cu. Segun la revisién bibliografica que hemos realizado en el grupo de trabajo,
actualmente no han sido estudiadas variantes en los residuos del puente CYS-HIS que tengan
potencial capacidad de unirse a los centros de Cu, lo cual indica que dichos residuos serian

esenciales para garantizar la catalisis enzim4atica de la Nir.
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En nuestro grupo de trabajo se obtuvieron dos variantes nuevas de los residuos puente
T1-T2 que fueron estudiadas por biotecnélogos del equipo utilizando métodos experimentales
(cinéticos y espectroscopicos)[152] y serdn analizadas en esta tesis por métodos
computacionales. La primera de las variantes se denomind H171D ya que la mutacién se produjo
en el codén correspondiente a la histidina 171 por un codén que codifica al residuo aspdrtico. La
segunda variante llamada C172D tiene mutada la regiéon de ADN de la cisteina 172 unida al T1
también por un codén de aspartico. Dicho residuo fue seleccionado dada la potencial capacidad
del grupo carboxilato del grupo R del aminoacido para ligarse a los Cu por medio de uno o ambos
oxigenos. Las variantes fueron propuestas para evaluar si el aspartico efectivamente puede
ligarse a uno o ambos sitios de Cu y si se originan cambios en la actividad catalitica de la enzima.
Los ensayos experimentales utilizados nos proveen informacién sobre la actividad de la enzima,
cambios estructurales e interacciones entre los centros que resultan relevantes para preparar el
sistema y racionalizar e interpretar correctamente los resultados de los célculos. Los calculos
computacionales fueron realizados con el objetivo de estudiar en mds detalle aspectos de las
estructuras wild-type y variantes de SmNir, como estabilidad, fuerza de la unién de ligandos,
reorganizacién ante la unién del sustrato, los caminos quimicos T2-HIS-CYS-T1 vs T2-ASP-CYS-T1
y T2-HIS-ASP-T1, deslocalizacién de espin del metal en sus ligandos y la interaccién espin-espin

entre ambos centros.

Otro aspecto del mecanismo catalitico que también se plantea estudiar es la interacciéon
del NO, con el T2 tanto para la estructura wt como para la variante H171D. La manera en que el
sustrato interacciona con el sitio catalitico de la enzima wt ha sido estudiada tanto por métodos
experimentales[153-156] como por cdlculos teéricos [154,156,157] siendo un tema ampliamente
discutido en la literatura. En el trabajo de Yokoyama et al. se obtuvieron cuatro complejos con
amina aromatica tridentada como modelos para estudiar el sitio T2 de las nitrito reductasas; en
dos de los cuatro compuestos probados habia una dependencia en la coordinacién del NO, con el
estado de oxidacion del Cu: para el Cu(ll) el nitrito se coordina asimétricamente por los dos
atomos de oxigeno (modo de coordinacién O,0') , mientras que para el Cu en estado de
oxidacién | la coordinaciéon se da por el dtomo de N (modo de coordinacion N). Los cdlculos
tedricos realizados en el mismo trabajo son consistentes con los experimentales para el Cu(ll),
siendo favorable la coordinacion por medio de los oxigenos en 13,1 kcal/mol relativos a la
coordinacién por el dtomo de N. Los célculos para el estado de oxidacién Cu(l) arrojaron una
diferencia de 1 kcal/mol siendo mds estable la coordinacién O,0’' sobre la coordinacién por el N,
de todos modos dado que la diferencia es minima y los dos estados son probables, los autores

concluyen que los cdlculos siguen estando en linea con los experimentos. El trabajo de Lehnert et
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al. también se realiza sobre compuestos modelos del sitio T2, pero en este caso obtienen que la
coordinacién del Cu oxidado es bidentada con un 4tomo de O y con el N, de manera simétrica o
asimétrica, segun la demanda estérica del coligando, siendo la coordinaciéon asimétrica la de
menor energia. Adicionalmente se obtuvo una coordinacién del tipo O,0' para el Cu(ll) con un
complejo anidnico. Para el caso del Cu(l) se encontré que la energia es la misma para la
coordinacién monodentada con O y con N. El trabajo experimental de Ruggiero et al. muestra
estructuras por rayos X de complejos modelos del sitio T2 con coordinacién bidentada por los
oxigenos pero con distancias simétricas al Cu (Il). Los estudios de Hsu et al. realizados sobre
compuestos modelo del T2 anidnicos y neutros reaccionados con nitrito muestran que la
coordinacién es monodentada con el dtomo de N para el Cu en estado de oxidacion I.
Adicionalmente con uno de los compuestos obtienen una molécula de agua en el sitio del T2 que
establece un puente hidrégeno con uno de los oxigenos del sustrato, obteniendo asi una
estructura con un intermediario anadlogo al 4cido nitroso. Por dltimo los cédlculos realizados por LI
et al. concluyen que el nitrito se liga al Cu(ll) de manera bidentada por sus 4tomos de O, y que la
posterior reduccién del T2 induce un reacomodamiento en la coordinacion del sustrato,

volviéndose del tipo N-coordinado.

2.2. Objetivos

1. Obtener in silico la estructura 3D de la proteina as-purified. Para lograr este objetivo se
propone refinar mediante el empleo de técnicas de mecdnica clasica, mecdnica cuanticay
la técnica hibrida QM/MM, una estructura inicial obtenida con la técnica de modelado por
homologia utilizando como molde la estructura cristalografica de otra Nir que posea un
elevado porcentaje de identidad de secuencia con la SmNir.

2. Sobre de los resultados obtenidos en el objetivo especifico 1, estudiar la estabilidad de
variantes de la proteina obtenidas in-silico. Esto persigue evaluar como cambios puntuales
en los ligandos del Cu afectan la estructura molecular y electrénica de los sitios metalicos,
el camino de TE y la eficiencia catalitica de la enzima. Este trabajo se contrastard con
resultados de estudios cinéticos y espectroscépicos de las mismas variantes obtenidas
mediante técnicas de biologia molecular.

3. Estudiar para ambos tipos de sistemas, as-purified y variantes, la estabilidad de las

interacciones nitrito-sitio activoy T1-T2.

Gomez Maria Cecilia - Doctorado en Cs. Bioldgicas - FBCB-UNL 74



2.3. Materiales y métodos

El equipamiento computacional, asi como los equipos de obtenciéon de espectros de EPR

y UV-VIS discutidos en este trabajo estdn descritos en el Anexo II.
2.3.1. Obtencion de estructuras

Debido a que no se encuentra reportada la estructura cristalografica de la SmNir wild-type
(wt) se realiz6 una estructura empleando la metodologia de modelado por homologia con el
servidor automatico SWISS-MODEL[158-160] utilizando como molde la estructura de la proteina
verde AMNir (PDB 1SNR). Los dtomos de Cu correspondiente a los tres centros T2 fueron incluidos
directamente por el servidor, mientras que los T1 se agregaron manualmente en las posiciones
correspondientes a las que poseen en AMir. Los dtomos de hidrégenos y los estados de
protonacion de los residuos titulables (HIS, GLU, ASP) se afnadieron usando el procedimiento
empirico PROPKA por medio del servidor pdb2pgr [91] seleccionando un pH de 7. El sistema se
solvaté por medio del programa VMD[161] con una esfera de agua abarcando la proteina
completa, luego las moléculas de agua que se encontraban a mas de 30 A de cualquier 4&tomo de
Cu se eliminaron para reducir el nimero de dtomos del sistema. Para neutralizar el sistema se
anadieron 24 iones de sodio (Na*), con el mismo programa utilizado en la solvatacion, dejando un

total de 31412 dtomos que incluyen 5491 moléculas de agua (Fig. 33).
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Fig. 33 - Modelo utilizado para los calculos computacionales. La proteina se encuentra esquematizada en
new cartoon coloreada por estructura secundaria mientras que las moléculas de agua (esferas blancas 'y

rojas ) estdn en CPKy los sodios (esferas naranjas) estan en VDW

Se realizaron dos simulaciones de dindmica molecular 0,1 ns de minimizacién y 2 ns de
equilibracién a 310 K para relajar las posiciones de los 4&tomos alejados del sitio activo. El campo
de fuerzas utilizado fue CHARMM22 bajo el programa NAMD[82]. En la primera se dejaron relajar
solo las moléculas de aguas. La sequnda dindmica partié de la configuracion final de la primera
dejando libre de movimiento también los residuos de proteina que se encontraban a mas de 10 A

de cada dtomo de Cu.
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El sistema fue luego optimizado con la metodologia hibrida mecanica cudntica/mecénica
molecular (ver Anexo ) implementada en Gaussian 09[94]. El Ffuncional WB97XD de
espin-polarizado[84], que incluye correcciones de dispersion dtomo-atomo se utilizé en la regién
QM para las optimizaciones geométricas. En la misma regién pero para los cdlculos de energia se
utilizé el funcional B3LYP[162,163]. En ambos casos se seleccioné la base 6-31g(d). Los dtomos

del nivel MM se trataron con el campo de fuerzas Amber[164].

La regién QM incluyd las cadenas laterales de los aminoacidos HIS342B y HIS136A los
cuales se ligan al T2; HIS131A, HIS181A y MET186A, que corresponden a los ligandos del T1; a su
vez en los aminoacidos del puente HIS171A y CYS172A fueron incluidos también los dtomos del
backbone, y algunos dtomos adyacentes, para no realizar el corte de las regiones en un enlace
fuerte; y los residuos de la segunda esfera de coordinacion ASP134A, HIS291B e ILE293B. Las
aguas que quedaron a 10 A de los Cu tratados QM fueron eliminadas y se afiadieron en su lugar
cinco aguas préximas al sitio T2, mas el agua apical del estado resting, basdandonos en las
posiciones de la estructura AMir (PDB 1AS7) nombradas respetando la nomenclatura de dicha
estructura (1200A, 578B, 584B, 619B, y 1201B). Para el estado resting de las proteinas la
molécula de agua incluida en la posicion apical del T2 fue nombrada 503B. El residuo HIS291B se
protond en ambas posiciones N®' y N> mientras que el ASP134A se consideré desprotonado,
como ha sido sugerido en la bibliografia[137,165]. El resto de los residuos fueron tratados por
mecanica cldsica. La estructura wt se optimizé dejando los dtomos en la region QM libres de
movimiento (a excepcién del dtomo frontera QM/MM), mientras que los tratados con mecanica

cldsica permanecieron fijos. Todos los dtomos de Cu se consideraron oxidados para el calculo.

La obtencion de ambas variantes de Nir se realizé in-silico reemplazando, en la estructura
de SmNir wt optimizada, solamente la cadena lateral del aminodcido H171-A o C172-A por la

correspondiente cadena del residuo aspdrtico.

Para la variante H171D se orientd de dos formas diferentes la cadena lateral del residuo
modificado previo a la optimizacién, para ver si se obtenian diferentes coordinaciones al centro.
Este estudio se realizé debido a que los resultados experimentales que se comentan en 2.4.1.2.
nos hicieron suponer que existian poblaciones con dos tipos de T2 diferentesy como se observa
en informacion estructural de rayos X en Mo-proteinas la cadena lateral de dcido aspartico puede
adoptar los modos de coordinacién mono o bidentado[166]. La cuantificacion de espines de la
sefal de EPR de la proteina H171D purificada arrojé6 ~2 espines/monémero, indicando que

ambos sitios T1 y T2 se encuentran completamente oxidados, por lo que para los célculos
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consideramos nuevamente todos los dtomos de Cu como Cu*. Las estructuras iniciales se
optimizaron posteriormente siguiendo la metodologia QM/MM empleada en la optimizacién de
la estructura de SmNir wt, respetando las mismas configuraciones de bases, funcionales y
atomos QM/MM,, sélo que en este caso la carga total del sistema correspondia a -1, al reemplazar
un residuo neutro (HIS) por uno de carga negativa (ASP). También se respeté la misma seleccién

de dtomos libres de movimiento.

Para la variante C172D, en virtud de que la cuantificacién de dtomos de Cu indicaria la
presencia de un solo dtomo de dicho metal por monémero, los calculos computacionales fueron
realizados asumiendo dos posibles casos: i) que la proteina incorpora dos Cu por monémeroy ii)
que cada mondémero cuenta con un sélo dtomo de Cu y que dicho dtomo corresponde al T2.
Siguiendo el protocolo de optimizacion empleado para H171D se optimizaron las dos variantes
de C172D. La carga del sistema es la misma que la de la wt en el caso que ambos sitios tenian el
atomo de Cu, debido a que tanto el residuo de CYS como el de ASP tienen carga neta iguala-1.
Para el sistema sin cobre en el sitio T1 la carga total fue de -3 ya que se eliminé el &tomo de Cu

del monémero en la region QM.

2.3.2. Interaccion Nir/variante- NO,

Para los célculos de interaccion T2-NO, se reemplazé la posicion del agua apical de la
estructura optimizada de SmNir wt por el iébn NO, utilizando para esa molécula las coordenadas
de la estructura de AMNir con nitrito unido, depositado en el PDB bajo el cédigo 1SJM. Estas
coordenadas corresponden a la forma bidentada asimétrica de coordinacién del nitrito al Cu(ll).
Al igual que con la molécula de agua apical, el nitrito fue tratado a nivel QM con la misma

configuracién de base y funcional descrita anteriormente.

Los célculos realizados para evaluar el costo energético de la remocién del agua apical al T2
corresponden a single point variando la distancia de unién T2-O del ligando agua apical en pasos
equiespaciados de 0,05 A llegando a 0,2 A mas cerca y mas lejos de la posicién de equilibrio de

cada uno de los sistemas

2.3.3. Interaccion de intercambio T1-T2

Se realizaron cdlculos energéticos sobre las estructuras optimizadas de SmNir wty la

variante H171D asumiendo configuracion Fferromagnética (multiplicidad de espin 3) y
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antiferromagnética (multiplicidad de espin 1). Para el caso de la enzima wtse realizd también la
optimizacién de las estructuras en la regién QM para ambas configuraciones. En los cdlculos con
multiplicidad de espin 1 se utilizé la opcién mix de Gaussian que permite mezclar los orbitales
HOMO y LUMO destruyendo la simetria espacial de los estados a-B3, ya que sin esa opcion el

programa calculaba con la forma no magnética de los cobres.

2.4. Resultados y conclusiones

2.4.1. La estructura de la SmNir y sus variantes resuelta por Métodos

computacionales

2.4.1.1. SmNir wild-type

Los resultados experimentales determinaron que la masa molecular, obtenida por filtracion
por gel, es de ~127 kDa, mientras que la técnica SDS-PAGE mostré una Gnica banda de masa
~42.5 kDa indicando que la proteina era un trimero[129]. En cuanto al contenido de metal se
identificaron 5,9+0,1 Cu/trimero, lo que corresponde a una ocupacion total de los dos sitios de
cobre T1 y T2 para cada mondémero. Los estudios espectroscépicos que nos fueron facilitados
(ver Fig. 34) muestran que el sistema corresponde a una Nir verde con sefales tipicas de T1 en
UV-Visy T1y T2 en EPR.

4,0
—— SmNir wt
35 F
3.0
25F

2,0F
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05F
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Longitud de onda (nm) Campo Magnético (mT)

Fig. 34 - Espectro UV-VIS (izquierda) y EPR (derecha) de la SmNir wt. Pueden verse las bandas
caracteristicas de una nitrito reductasa verde a ~490 nm y ~600 nm, asi como las sefales tipicas de centros

T1y T2 mostrando las lineas de interacciéon hiperfina en g,
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Los resultados experimentales de SmNir wt estan en linea con la estructura seleccionada
como molde para el modelado por homologia mencionada en Materiales y Métodos (seccién
2.3.1.) que tiene alrededor de un 84% de identidad de secuencia con SmNir wt. y cuya estructura
también corresponde a un trimero con sitios T1 y T2 en cada mondémero[167], ademas de

propiedades espectroscépicas similares a la nuestra.

Workunit: P000010 Title:NIR

376
Model Summary:
Model information:
Modelled residue range: 45 t0 376 Quaternary structure information:
: Template (1snr): TRIMER
Based on t late: isnrB (1.31 A
asec on lemprate SN } Model: TRIMER
Sequence ldentity [%o]: 84.036
Evalue: 2.94964e-159

Ligand information:

Quality Information: Iérg_?gg? ;n the template: ACT: 8, CU: 3, CU1: 3, NO:

QMEAN Z-Score: -0.02 Ligands in the model: CU: 3

Fig. 35 - Resumen del modelo creado por homologia. Se verifica el porcentaje de identidad de secuencia es
de ~84 % entre el molde y el modelo, que ambos sistemas tienen una estructura cuaternaria de trimeroy

que s6lo se incluyeron los dtomos bajo el nombre CU en el modelo.

El elevado porcentaje de identidad de secuencia, el poseer los residuos coordinados a los
centros metalicos conservados y los resultados de los test realizados en el servidor sobre el
modelo obtenido indican que la estructura tiene calidad suficiente para ser utilizada en el

presente trabajo de tesis como punto de partida (ver Fig. 35).

Las simulaciones de minimizaciones energéticas realizadas sobre la estructura obtenida

con el servidor evidencian una equilibracidon de las energias durante el tiempo de simulacién

empleado (ver Fig. 36).
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Fig. 36 - Grafico de energia vs tiempo en la dindmica de minimizacién y equilibraciéon dejando libre de

movimiento las aguas mas los residuos que estuvieran a mas de 10 A de los dtomos de Cu.

Posteriormente se realizé la optimizacién de la estructura de SmNir wt como fue descrito
en 2.3.1. cuyo resultado se ilustra en la Fig. 37 comparando la estructura obtenida con una
estructura cristalografica de la especie AMNir pero obtenida mas recientemente y con mayor
resolucién que la usada para generar el modelo (PDB 5F7B). Esta estructura presenta el O apical
al sitio T2, asignado como una molécula de agua, en dos posibles posiciones con un 30% y 70%
de ocupacién[137]. Como se ve en la imagen, ambos modelos estructurales son practicamente
iguales con un RMSD de 0,2 A calculado sobre los &tomos de la regidon QM. La molécula de agua
503B coordinada al T2 (d., ,=1,90 A) se ubicé en la posicién de la molécula de agua cristalografica
con menor porcentaje de ocupacion. Este agua ligada al T2 permanece unida por puente
hidrégeno al residuo de la segunda esfera ASP134, que forma parte del sensing loop (Fig. 32).
Ademés, el enlace de puente hidrégeno entre HIS171 y CYS172 N9'H..0=C presente en la
estructura de AMNir se encuentra también presente en nuestro modelo. Todas las moléculas de
agua incluidas en nuestro modelo, cuyas posiciones fueron optimizadas por los métodos

computacionales, no muestran diferencias significativas a las determinadas por rayos-X. Por lo
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antes mencionado consideramos que la estructura final obtenida por QM/MM de SmNir wt es

suficientemente confiable y que el protocolo empleado es correcto.

HIS 342 - B

HIS 181
HIS 171

T2

i lillzf_} oce. 0.7
“H.O occ. 0.3

HIS 136 Z

ASP 134

CYS 172
HIS 131

Fig. 37 - Comparacién de la estructura optimizada de SmNir wt (verde) y la estructura cristalografica AMNir
(gris PDB 57FB). Se visualiza el sitio activo indicando el puente hidrégeno HIS171.Ns,-CYS172.0 presente

en ambos casos

2.4.1.2. H171D

Al no contar con una estructura cristalografica de esta variante se decidié hacer una
estructura in-silico a partir de la obtenida para SmNir wt. El trabajo experimental[152] determiné
que el peso molecular de cada mondémero es consistente con SmNir wt (~42,5kDa) y que se forma
un trimero, lo que confirmé que la mutacién puntual realizada no afecta la estructura cuaternaria
de SmNir. Los anélisis de metales identificaron 1,9 Cu/monémero para H171D, como es esperable
para Nir con cobre incorporado en ambos sitios T1y T2, por lo cual haber respetado los dtomos
de Cu de SmNir fue correcto. Los estudios espectroscépicos de UV-VIS (ver Fig. 38 panel
izquierdo) son similares a los obtenidos para SmNir wt (ver Fig. 34 panel izquierdo) indicando que
el centro T1 de H171D es también verde[152] y que el reemplazo de HIS por ASP no modifica
significativamente la estructura del sitio T1 ni el potencial de reduccién del mismo. Los analisis
de la sefal de EPR en la variante H171D (ver Fig. 38 derecha) indicaron la superposicién de tres
sefiales aproximadamente axiales de EPR, correspondientes al T1 (g,,,=2,183, 2,052, 2,023; A||=
7,5 mT), y otras dos atribuibles a T2 diferentes (T2"'"'": g, =2,330, 2,075, 2,035, A||=15 mT;
T2, 9,,.= 2,280, 2,075, 2,030; Al|=17 mT, contenido relativo T1:T2:T2, 1:0,35:0,65). Los
centros T1"#7"P y T2 #17"® mostraron comportamientos de reduccién similares a los de los centros

de la SmNir wty de otras Nirs de diferentes origenes[138,141,146,168,169], en concordancia con
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H171D
2I

los potenciales de reduccion esperados. En contraste, el potencial de reducciéon del T cae

en elrango de 0 mV a -400 mV, el cual es un valor inusual para un centro del tipo T2 de Nirs.
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Fig. 38 - Espectro UV-VIS (izquierda) y EPR (derecha) de la variante de SmNir H171D. Pueden verse las
bandas de absorcién maxima a 466 nm (2,3 mM'cm™) y 579 nm (2,1 mM’'cm) en el espectro de UV-VIS y

los aportes de las diferentes sefales de EPR presentes en la regién del g,

La Fig. 39 muestra una comparacién de las estructuras QM/MM obtenidas para SmNir wty
la variante H171D. La distancia entre los centros T1-T2 se reduce de 12,6 A a 12,2 A debido a que
la cadena lateral del residuo ASP es mas corta que la original de HIS. El sitio T1 no se ve afectado
en esta variante, lo cual se corresponde con los ensayos experimentales de UV-VISy EPR del T1
(Ver Fig. 38), mientras que el sitio T2 exhibe el residuo ASP171 coordinado al T2 de forma
monodentada con su grupo carboxilato de la cadena lateral. (d.,, 1,90 Ay 3,03 A). A pesar de los
ensayos alterando la orientacién del grupo carboxilato con el propésito de evaluar otras posibles
coordinaciones del residuo al metal, que sean compatibles con los resultados de EPR
mencionados, siempre se obtuvo la configuracion mostrada en la Fig. 39, es decir, la forma
monodentada muestra ser la estructura mds estable como ha sido observado también en
complejos de cobre en estado sélido con acido aspdrtico[170,171]. Estos resultados sugieren que
el modo de unién del carboxilato queda determinado por competencia de los residuos HIS342-B
y HIS136-A, coordinados al Cu T2, con los residuos coordinados al sitio T1. Debido a que no se
pudieron obtener diferentes coordinaciones del carboxilato con el metal, la inhomogeneidad en
T2 descrita por EPR puede ser atribuible a una posicién diferente del agua apical, como ha sido
observado en la especie similar AMNir[137]. Nuevamente se encontré una molécula de agua en la
posicion apical del dtomo de cobre T2 a 1,90 A, la cual estd estabilizada por un fuerte puente de
hidrégeno con ASP134-A y un enlace débil con el agua 1200A, que también se encuentra

coordinada al residuo de la segunda esfera de coordinaciéon HIS291-B. Este hecho, junto con que
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las moléculas de agua tratadas a nivel QM y los residuos que no fueron modificados se
mantienen en las posiciones que tenian en la estructura wt optimizada, evidencian que la
variante no afecta el resto del sistema que es considerado esencial para la catélisis enzimdtica, a
saber, el sensing loop unido por puente hidrégeno y la red de moléculas de agua ubicadas en el
sitio activo. Otra caracteristica estructural importante es la ausencia del puente de hidrégeno
N;,H...0=C entre los aminoacidos que hacen de puente T1-T2 el cual se propone como esencial
para la TE en Nirs verdes[139]. El camino quimico entre T1 y T2 en esta variante es diferente
comparado con el de la SmNir wt, lo cual puede ser una posible causa de la pérdida de actividad
catalitica en H171D.

HIS 342 -B

H20 CYS 172

HIS 136 u HIS 131

ASP 134

Fig. 39 - Comparacion de las estructuras optimizadas de SmNir wt (verde) y de H171D (azul). Se identifica la
pérdida del puente hidrégeno N®'H...0=C, la coordinacién monodentada del ASP171 al CuT2 y un
acercamiento del Gltimo en sentido al T1 debido al acortamiento de la cadena lateral de ASP en relacion

con HIS

2.4.1.3. C172D

La informacion experimental indic6é que la modificacion no afecta la estructura
cuaternaria ni el tamano de cada monémero, al igual que lo que ocurre con H171D. Si hubo una
diferencia en el contenido de Cu que arrojé 0,7 a 1,3 Cu/monémero para C172D, resultado que
sugiere una incapacidad de esta variante en incorporar Cu en el sitio T1 (debido a que el T1
corresponde al sitio donde fue reemplazado el aminoacido). Como era esperable para la variante
C172D el espectro de UV-VIS (ver Fig. 40 panel izquierdo) no mostré las bandas de absorcién de
los T1 de Nirs, ya que el ligando CYS es esencial para obtener caracteristicas espectroscépicas

tipicas (Fig. 34 panel izquierdo). Los espectros de EPR de C172D (Fig. 40 panel derecho) no
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muestran sefal de T1 pero si dos sefnales de EPR de T2 con componentes en la misma proporcion
(T27%P=g, =2,315, 2,075, 2,070, A,=15 mT: T2,¢"%": g _=g,= 2,270, 2,045, A=18 mT), de las
cuales una es muy similar a la sefal de EPR obtenida para el centro T2 de la SmNir wt purificada
(ver Fig. 34 panel derecho), lo que sugiere que el T2 no se vi6 significativamente alterado y que la
otra senal de T2 identificada podria corresponder a un T1 modificado. La cuantificaciéon de
espines de la seial de EPR del T2 en C172D da una concentraciéon de espin en el orden del
contenido de cobre presente, lo que indica que ambas especies de T2 se encuentran
completamente oxidadas en las muestras purificadas de C172D consistente con la configuracion

empleada para el cdlculo computacional.

40F €172D
35F
3.0F
b
~ 25F =
; =
~ 20F D
% F C172D g
= T2,547 ]
w 1,5F Bay oy =
o
1.0F g,T2,64720 1~
05 g T2e70 3
g:TEHSLFED
T T T 1 i ] ] T ] ! L]
400 600 800 1000 240 260 280 300 320 340 380 380
Longitud de onda (nm) Campo Magnético (mT)

Fig. 40 - Espectro UV-VIS (izquierda) y EPR (derecha) de la variante de SmNir C172D. Se ve claramente la
ausencia de sefial del T1 tanto en el espectro UV-VIS con en EPR Yy la presencia de dos sefiales de T2 en EPR

cuyos componentes se encuentran discriminados en la imagen.

Pudo obtenerse satisfactoriamente la estructura de C172D sin el Cu en T1, como se
describié en 2.3.1.. En la Fig. 41 se comparan las estructuras QM/MM de C172D asumiendo 2
Cu/monémero con la de SmNir wt mientras que la superposicion de las estructuras de C172D

asumiendo 1y 2 dtomos de Cu por mondémero puede verse en la Fig. 42.
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HIS342-B

H20

HIS 136
| CYS/ASP HIS 151
172

ASP 134

Fig. 41 - Comparacion de las estructuras optimizadas de SmNir wt (verde) y de C172D con ambos Cu (rojo).
Puede verse que el puente hidrégeno N®'H...0=C se encuentra presente en ambas estructuras. La
coordinacién del ASP 172 al T1 es monodentada. No se observan cambios significativos en las posiciones

de los Cu

HIS 342-B

HIS 181

HIS 171 MET 186

HIS 136

A

ASP 134 HIS 131

Fig. 42 - Comparacién de las estructuras optimizadas de C172D con ambos Cu (rojo) y asumiendo uno solo

por monémero (pUrpura).

El sitio T2 en ambos modelos estructurales es similar al de SmNir wt, mostrando solo
sutiles diferencias en las distancias de unién de los imidazoles. El enlace de hidrégeno propuesto
para la TE entre los sitios se mantiene en ambos casos. Para el modelo estructural que posee los
dos Cu, el Cu del sitio T1 muestra una coordinacién tetraédrica, al igual que la forma SmNir wg, en
la cual el grupo carboxilato de la cadena lateral del ASP172 se une de manera monodentada al
metal con una distancia Cu-O de 1,97 Ay 4,05 A. La presencia de los dos centros de cobre en esta
variante esta en linea con la existencia de dos sefales de Cu T2 distintas de EPR (ver Fig 49) lo

cual implica que el centro cataliticamente activo T2,C172D deberia corresponder al sitio activo,
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mientras que el T2,C172D se asociaria a un centro de Cu T1 modificado. Hay que tener en cuenta
que esta posibilidad implica la coexistencia de cuatro subpoblaciones de proteina: una donde
ambos sitios contienen cobre, otra sin cobres y dos mas donde el Cu se encuentra en un sitio
solamente. Sin embargo, debido a que el recuento de metal indica que la proteina contiene un
solo cobre por monémero, sumado a que no se observan transiciones d-d asociadas al ion Cu(ll)
en el centro T1 modificado, no se puede descartar que sélo el sitio activo esté completamente
ocupado vy, en tal caso, las dos senales de EPR del T2 deberian corresponder a una

inhomogeneidad del sitio.

2.4.2. Interacciones NO,-T2 e interacciones T1-T2

Debido a que los estudios de actividad de la variante H171D indicaron que dicha enzima
es inactiva tanto con metil violdégeno como dador electrénico como con el dador fisiolégico
SmPaz, decidimos evaluar tres hipétesis sobre la razén de dicha inactividad: a) la imposibilidad de
ligar nitrito del nuevo T2; b) que debido a los cambios producidos sobre el T2 la energia necesaria
para remover el agua apical se vea incrementada de manera que no se pueda liberar el sitio para
que interaccione el sustrato con el metal y ¢) una deficiencia en la TE entre los sitios metdlicos a
raiz de la pérdida del puente hidrogeno N®'H...0=C producto de la modificacién del aminoacido
HIS del puente. Las dos primeras hipétesis se relacionan con la interaccién sustrato-sitio activoy
se basan en que el espectro de EPR de la variante no sugiere interacciéon del NO, con el sitio
catalitico. En relacién a la dltima hipétesis se considerard correcta si las dos anteriores no lo
fueran. Adicionalmente, a fin de encontrar la razén por la cual la ausencia de dicho puente afecta
la actividad de la enzima, se propone evaluar si la interaccién entre ambos sitios de Cu se ve
alterada en la variante H171D. Lo anterior se fundamenta en que como la tasa de TE es
proporcional al J de intercambio, si los centros T1-T2 estuvieran acoplados por intercambio en
SmNir wt una modificacion en dicha interaccién, debido a la alteracién en la estructura, sugeriria

una modificacién en la tasa de TE T1-T2.
2.4.2.1. Interaccion Nir/variante-NO,’
Para el caso de la SmNir wt hay evidencia experimental de EPR que nos permite confirmar

la presencia de la interaccion de nitrito con el T2 al observarse un ligero corrimiento de los picos

correspondientes a la sefial del T2 en presencia de NO, (ver Fig. 43).
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g T2wt + NO,
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Fig. 43 - Espectros de EPR SmNir wt (negro) y de SmNir wt reaccionado con NO, (celeste). Se observa un

leve corrimiento de los picos correspondientes al T2 al igual que un menor valor de A,

De las variantes de SmNir reaccionadas con nitrito se vié que sélo la sefial de EPR T2,<""*°
muestra unas ligeras modificaciones en los valores de g|| y A|| que estdn en linea con el
comportamiento observado en la especie wt en esas condiciones. Las sefnales de EPR, de T2 de
H171D y la T2,“'"?® no mostraron cambios en presencia de nitrito indicando que estos sitios T2 no
se comportan de la misma manera que el T2 activo de la enzima wt. Adicionalmente, como se dijo
mds arriba, estudios cinéticos de H171D mostraron que dicha variante era inactiva con metil
violégeno como dador artificial de electrones y con el dador Fisiolégico SmPaz, lo que sugiere

una posible ausencia de interaccién del sustrato con el sitio catalitico en la variante mencionada.

A fin de analizar si la inactividad de H171D es un problema en la unién del sustrato al sitio
T2 realizamos cdlculos computacionales QM/MM con el nitrito unido tanto en SmNir wt como en
H171D.

Los célculos mostraron que tanto para SmNir wt como para H171D el nitrito se coordina al
T2 de manera bidentada por medio de los dos dtomos de O, siendo las distancias para la SmNir
wt de 2,26 A para el enlace Cu-O1y de 2,09 A para el Cu-O2, mientras que para la variante H171D
las distancias resultaron ser mas simétricas con valores de 2,09 Ay 2,05 A para los respectivos

enlaces (ver Fig. 44). Esta forma de coordinaciéon bidentada ha sido observada también en
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estructuras cristalograficas reaccionadas con nitrito de otras Nirs [167,172], y en varios
complejos de Cu [153-155] algunos discutidos en 2.1.5. En la estructura que obtuvimos la
coordinacién se da formando un dngulo de 10°y 5° entre los planos ONO y OCuO para SmNir wty
la variante H171D, respectivamente, en linea con cdlculos previos[154], pero ligeramente menor
que los obtenidos en estructuras cristalograficas de Nir[137,167]. La posicién del anién nitrito

seria estabilizada inicialmente por los residuos ASP134-A e ILE293-B.

a)

 ASP 134

HIS 136
HIS 136

HIS342-B

ASP 171

HIS 171
Fig. 44 - Comparacién del sitio activo de las estructuras optimizadas de a) wt SmNiry b) H171D con nitrito

en la posicion apical de T2

Debido a que la capacidad de ligar nitrito no se vio afectada en la variante H171D

evaluamos el costo de remover el ligando agua apical en ambas estructuras, como posible causa

de inactividad de la variante.

Estos estudios no mostraron diferencia en las energias relativas para remover el ligando
apical entre los dos sistemas (ver Fig. 45), lo que implica que la pérdida de actividad en la

variante no puede ser atribuible a la falta de unién del sustrato al sitio activo.
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Fig. 45 - Comparacion de las diferencias de energia al alejar el agua apical del T2 relativas a las
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correspondientes a la posiciones de equilibrio de los sistemas wt SmNir (rombos rojos) y variante H171D

(cuadrados azules).

A raiz que pudo obtenerse una estructura estable para los dos sistemas estudiados

reaccionados con nitrito, y que la diferencia energética de remover el agua del estado resting fue

comparable en ambos casos, se concluye que el origen de la pérdida de actividad en H171D tiene

que deberse a una ineficiencia en el mecanismo de TE entre los sitios, mas especificamente la

ausencia del puente de hidrégeno Ny, H...O=C propuesto como camino de TE para las Nirs verdes.

2.4.2.2. Interaccion de intercambio T1-T2

Los resultados de EPR de SmNir wt muestran que no se detecté acoplamiento magnético

T1-T2 al no modificarse la posicion ni el ancho de los picos de la seial del T2 en las muestras

semireducidas de SmNir (ver Fig. 46). Para la variante H171D los resultados fueron los mismos, lo

que implica que el valor de J, asumiendo que no sea 0, tiene que ser menor que 0,01 cm™, limite

aproximado de deteccion de la técnica, lo que de alguna manera excluyé una técnica

experimental para evaluar la interacciéon entre los centros.
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Fig. 46 - Espectros de EPR SmNir wt (negro) reducida con ascorbato (rojo) y reducida con ditionito (azul). En
la sefal negra pueden observarse las lineas de resonancia para ambos sitio de Cu. La sefal roja se
encuentra semireducida, al no estar presente la sefal de T1 adicionalmente se observa que la sefial del T2

no se modifica, lo que indica que no hay interaccién entre los centros.

Dado que la metodologia computacional permite estudiar el acoplamiento T1-T2

desarrollamos célculos para confirmar la hipdtesis anterior.

Los resultados energéticos asi como las geometrias para las dos configuraciones posibles
de la enzima SmNir wt (configuraciéon ferromagnética y antiferromagnética) no mostraron
diferencias con el nivel de calculo utilizado. Esto evidencia que con los métodos computacionales
tampoco se pudo determinar que haya interacciéon entre los centros. Dichos resultados estdn en
linea con los experimentales realizados en muestras parcialmente reducidas donde no pudo

observarse cambios en las lineas del espectro del T2 en ausencia de T1.

2.4.3. Conclusiones

Los célculos computacionales mostraron que la SmNir conserva la estructura 3D observada
en Nirs obtenidas de otras fuentes. Esta metodologia, utilizada también para obtener la
estructura de las variantes H171D y C172D mediante mutaciones in silico de la SmNir, permitié
concluir que las estructuras de las variantes conservan la estructura de la SmNir excepto a nivel

de la mutacién especifica realizada.
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En las tres formas de SmNir mencionadas se obtuvo una estructura estable asumiendo dos
cobres por monémero y una estructura adicional para la variante C172D con un sélo dtomo de Cu
por monémero ubicado en el sitio T2. La variante C172D con un solo cobre se realizé debido a
que la cuantificacién de cobres arrojé valores inferiores a dos dtomos por mondmero, en
contraste con lo obtenido para la SmNiry H171D. En las variantes H171D Y C172D los residuos
cambiados lograron coordinarse al Cu (excepcién el caso en que se eliminé el Cu del T1 para
C172D). El puente de hidrégeno N°'H...0=C entre HIS171 y CYS172 propuesto como camino de
TE en las Nirs verde se conservé en la estructura SmNir y en la variante C172D, mientras que no
se pudo formar en la variante H171D. Cabe mencionar que esta Ultima demostro ser inactiva por
métodos experimentales. Tanto en SmNir como en H171D se obtuvo una estructura con la
molécula de NO, ligada al T2, indicando que esta variante no perdié la capacidad de unir el
sustrato. Adicionalmente se evalué la energia necesaria para remover el ligando apical al T2 en el
estado resting para las dos estructuras mencionadas, no encontrando diferencia entre ambas.
Dado que el centro T2 de la variante H171D no pierde capacidad de unién del sustrato y que
tampoco la energética de la remocion del ligando apical es diferente a la obtenida para SmNir, se
postulé que el problema de la inactividad en la variante debe estar en la TE T1-T2, mds
especificamente asociada a la pérdida del puente hidrégeno N®'H...0=C en H171D, hipétesis que
estd en linea con resultados experimentales en el grupo de trabajo. Este ultimo aspecto intentd
ser evaluado mediante calculos tedricos de la interaccion de intercambio J T1-T2, pero, al igual
que en el experimento de EPR, los valores el J asociado a este camino quimico caen
desafortunadamente dentro de la incerteza de los métodos. Se estan evaluando metodologias

alternativas de cdlculo para superar esta dificultad.
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Conclusiones

La catdlisis enzimatica de la DgAOR consiste en un mecanismo que precisa la participacién
del residuo catalitico GLU869 y que es energéticamente posible ain conservando el ligando O
ecuatorial al Mo, es decir, la reacciéon enzimdtica puede realizarse en la forma “desulfo” de
DgAOR. GLU869 actia como base de Lewis tras su protonaciéon con el dtomo H,, unido

inicialmente al O_, ligado al Mo y cuya transferencia se produce solo por el acercamiento del

cat
sustrato, que corresponde a un aldehido, al sitio activo. El sustrato se une al Mo(VI) por medio de
su dtomo C,,. Luego tiene lugar su oxidacién a la forma acida correspondiente produciendo la
reduccién del Mo(VI) a Mo(IV). Posteriormente el metal se reoxida en dos electrones, volviendo a
la forma Mo(VI), se liberan el producto y un protén y se incorpora un grupo OH quedando la
enzima en condiciones de iniciar un nuevo ciclo catalitico. En virtud que el Gltimo paso debe ser
mediado por el ligando pterina, hace que las propiedades como conductor de electrones del
cofactor sufran modificaciones durante la catédlisis siendo suprimidas durante la unién del
sustrato al sitio de Mo(VI), y activadas durante la salida del producto y oxidacién del sitio de

Mo(IV).

La estructura de la DgAOR no inhibida corresponde a la enzima lista para reaccionar,
mientras que las formas inhibidas con alcoholes son andlogas al momento en que el producto ya
formado permanece a una distancia de unién con el Mo. El hecho que J aumenta ~ 2 veces en las
formas inhibidas sugiere que la reacciéon de TE mediada por el camino quimico Mo-FeS1 se ve
incrementada en esa situacién, lo que esta en linea con lo esperado para el comportamiento de
las propiedades como conductor electrénico del cofactor pterina. A nivel del sitio activo
podemos ver el rol del ligando catalitico labil OH, regulando el proceso de TE Mo—FeS1, ya que
su sola presencia/ausencia modifica la distribucién de la densidad de espin sobre el Mo; es decir,
su presencia significa que una parte considerable de la densidad de espin se sitda sobre el OH,,
mientras que su ausencia implica que la densidad de espin se deslocaliza en parte sobre el

ligando pterina.

Mediante los calculos computacionales de SmNir se lograron obtener las estructuras
tridimensionales de SmNir wt y las formas variantes H171D y C171D. Los tres sistemas poseen
estructuras cuaternarias de trimeros lo cual es consistente con estudios espectroscopicos y con
las estructuras de otras CuNir. Debido a que el recuento de cobres de la variante C172 arrojo
valores inferiores a dos dtomos por monémero mientras que para la SmNir wt y la variante

H171D el recuento informé dos atomos por mondémero, las estructuras fueron obtenidas
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asumiendo dos cobres por monémero y se evaludé una estructura adicional para la variante
C172D con un sélo atomo de Cu por monémero, ubicado en el sitio T2, que también produjo una
estructura estable. Comparando las estructuras de la forma wt con las variantes vemos que los
cambios estructurales significativos tuvieron lugar principalmente en el sitio de Cu que
presentaba la modificaciéon, mientras que el resto del sistema permanecié casi sin cambios y
ambos residuos lograron coordinarse al Cu (excepcion el caso en que se eliminé el Cu del T1 para
C172D). El puente de hidrogeno N°'H...0=C entre HIS171 y CYS172 propuesto como camino de
TE en las Nirs verdes no se conservé en la variante H171D pero si se mantuvo en los otros dos
sistemas. La variante que perdi6é el enlace de puente hidrégeno demostré ser inactiva por
métodos experimentales. Tanto en SmNir wt como en H171D se obtuvo una estructura con la
molécula de sustrato ligada al sitio activo, indicando que esta variante no perdié la capacidad de
unir el NO,. La evaluacion del costo energético de remover el ligando apical al T2 en el estado
resting para las dos estructuras mencionadas, no arrojé diferencia entre ambas estructuras.
Debido a los dos resultados anteriores se sugiere que la causa de inactividad en la variante
H171D debe estar en la TE T1-T2. Esta conclusiéon fue evaluada y confirmada experimentalmente
en el grupo de trabajo, encontrando que el problema de la TE se debe a la pérdida del puente
hidrégeno N®'H...0=C.
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ANEXO I:
Fundamentos teoricos de los métodos

computacionales empleados y de EPR

1. Métodos computacionales

En este anexo se describen los métodos computacionales empleados en el presente
trabajo de tesis sin ahondar demasiado en la descripciéon a nivel tedérico de la metodologia
computacional, sino mds bien intentando dirigirla a un publico general. Este enfoque se debe a
que la tesis corresponde a un trabajo de doctorado en Cs. Biolégicas y por lo tanto nos dirigimos
a ese publico. No obstante es importante notar que los formalismos seguidos fueron

cuidadosamente aplicados.

1.1. Introduccion

Los métodos computacionales son una herramienta teérica que se utiliza para estudiar
sistemas por medio de un modelo del sistema bajo estudio. Lo deseable es que el modelo
represente lo mas fielmente posible las caracteristicas del problema real que nos interesan,
segun el objetivo que se persigue para el estudio. Légicamente cuanto mas parecido a la realidad
sea el modelo, mas exacto sea el método o mayor sea el tamano del sistema, mas costoso sera
computacionalmente nuestro estudio. Normalmente uno termina optando por un modelo que
sea lo suficientemente confiable para el problema a estudiar en funcién de las capacidades
computacionales que dispone. Afortunadamente el desarrollo tecnolégico sigue en pleno
crecimiento y con la utilizacion de grandes clusters de computadoras y tarjetas graficas utilizadas
para computo (GPU) podria decirse que el factor limitante termina siendo el tiempo real que se
dispone para obtener un resultado, ante que los recursos computacionales.

No hay que perder de vista que el modelo debe cumplir algunos requisitos minimos segun
lo que estemos buscando estudiar, por ejemplo, si vamos a estudiar rupturas y formaciones de
enlaces entre dtomos es preciso si o si utilizar un nivel de cdlculo que modele tal efecto. Si
nuestro sistema en estudio es una proteina en la cual queremos analizar una reaccién que tiene
lugar en el sitio activo, pero los recursos con los que disponemos no nos permiten utilizar
mecdanica cudntica en todo el sistema, lo conveniente es elegir un modelo reducido de la proteina
que contenga al sitio activo y modelarlo con ese nivel de teoria, y el resto tratarlo con un nivel de

teoria mas simplificada, como por ejemplo mecanica clasica.
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1.2. Mecdnica cldsica

La mecdnica molecular, también llamada métodos de campos de fuerzas, permite
describir la estructura, movimiento e interacciones del conjunto de dtomos que forman una
molécula, considerando a éstos como si fueran una coleccién de esferas de masa m unidas por
resortes que representan los enlaces (ver Fig. Al.1), en donde la interacciéon entre masas se
puede modelar con un potencial arménico. Conociendo las longitudes normales de los resortes
(distancias interatémicas de equilibrio), los dngulos entre ellos (dngulos de enlace) y la energia
necesaria para comprimir o estirar el resorte se puede calcular la energia del sistema. Los
electrones y protones son tratados implicitamente en la carga total del &tomo, por lo que no se
puede obtener con este método ninguna propiedad electrénica como ser, la distribuciéon de

cargas o los caracteres nucleofilico y electrofilico de un dtomo particular.

(0

"

H H

Fig. Al.1 -En mecanica molecular los dtomos se representan por esferas y los enlaces entre ellos como
resortes. Se ejemplifica el caso de la molécula de agua cuyo dtomo de oxigeno estd representado con una
esfera roja y los hidrogenos con esferas blancas.

El movimiento de las particulas se rige de acuerdo a la ecuacién de movimiento
Newtoniana F=m.a donde m es la masa de cada dtomo, a la aceleracién que sufre my la fuerza F
surge de una serie de potenciales que siguen las leyes de la fisica clasica e incluyen las siguientes

componentes:

E = ¥eniaces estiramientos + Yz gui0capertura angular + ¥gegrs LOrsion + ¥pap.c N0 union

(Ec. AL1)

donde el primer término corresponde a la interacciéon entre pares de dtomos relacionados por un
enlace covalente, el segundo describe la interaccién entre tres dtomos consecutivos, y el tercero
la interaccién entre cuatro dtomos también consecutivos. El ultimo término describe las
interacciones no enlazantes entre pares de dtomos, debidas a las fuerzas de van der Waals (que
se aproxima por un potencial tipo Lennard-Jones) y las interacciones electrostaticas (debido a las
cargas de los dtomos que se consideran como cargas puntuales). La Fig. Al.2 muestra ejemplos
de las interacciones antes mencionadas para un conjunto de atomos y las funciones que

corresponde a cada una.
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Fig. Al.2 - Representacién de una molécula sencilla dénde se indican las diferentes interacciones que
contribuyen a la energia potencial

La Ec. AL1 junto con una serie de pardmetros que determinan los tipos de dtomos y las
constantes de cada uno de los potenciales, se conocen como campo de fuerza, y se usa para
calcular la energia total de un sistema de dtomos en funcién de las posiciones en el espacio de
éstos. La determinaciéon de todos estos pardmetros se denomina parametrizacion. Esta suele
requerir la combinacién de cdlculos de mecdnica cudntica e informacion experimental que
permita reproducir propiedades estructurales, mecdnicas y termodindmicas de los sistemas
estudiados.

Lo destacable de los métodos de campo de fuerzas es que una vez obtenidos los
pardmetros de por ejemplo un dado aminodcido, se puede usar esa parametrizacion cuando ese
aminodcido se encuentre en un entorno diferente dentro de una proteina, sin necesidad de

realizar una nueva parametrizacién.

1.2.1 Dindmica molecular
Cuando seguimos la evolucién temporal, derivada de las leyes de Newton, para un
sistema de particulas determinado estamos realizando una simulacién de dindmica molecular del
sistema. Por lo general previo a la simulacién por dindmica molecular se realizan tres pasos:
minimizacion energética de la estructura, calentamiento hasta la temperatura a la cual se
realizard la dindmica molecular y equilibracién a esa temperatura. Posteriormente a esos pasos

se realiza la etapa de produccion. En la primera de ellas lo que se realiza es una evolucién del
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sistema disminuyendo gradualmente la temperatura por lo general hasta “congelar” el sistema.
El sequndo paso parte de la estructura final de la minimizacién y va elevando la temperatura
hasta llegar a la deseada para la simulacién que vamos a realizar. El tercer paso de equilibracién
es una corrida relativamente corta, en relacién a las anteriores, en la cual la temperatura se deja
constante buscando principalmente que la energia se estabilice. Por Gltimo la produccién parte
del resultado de equilibracion y tiene las mismas condiciones de temperatura que el paso
anterior, pero a diferencia de éste el tiempo de simulacién debe ser el suficiente para que ocurra
el proceso que estemos estudiando. Por ejemplo, si queremos estudiar si un aminoacido
determinado puede presentar dos orientaciones diferentes y por bibliografia sabemos que dicho
cambio ocurre cada 2 ns la producciéon de nuestra dindmica debe ser mayor a 2 ns para poder
inferir si dicho evento sucede o no.

Las simulaciones de dinamica molecular pueden ser realizadas en diferentes condiciones
“experimentales” que reciben el nombre de ensambles. El ensamble mas utilizado se denomina
ensamble candénico (NVT) y consiste en mantener fijo tanto el nGmero de particulas, el volumeny
la temperatura promedio durante la fase de producciéon [173,174]. Otros ensambles posibles son
el microcanénico (NVE), dénde en lugar de la temperatura se pretende mantener constante la
energia, o el isobdrico (NPT) donde se mantiene constante la presién en vez de el volumen, entre
otros [173]. Adicionalmente, se pueden implementar diferentes situaciones para el solvente
cuyas variantes son no considerar el solvente o en vacio, con solvente considerado en forma
implicita o con solvente considerado en forma explicita. En la simulacién en el vacio el sistema
s6lo ve y siente el efecto de los dtomos del propio sistema. Al utilizar el solvente en forma
implicita se reemplaza el efecto del solvente por un medio continuo con una dada respuesta
dieléctrica que puede ser uniforme o depender de polarizaciones locales. La Gltima aproximacion
es la mas costosa computacionalmente hablando, pero la mas real, y consiste en incluir en el
sistema los dtomos de solvente de forma explicita, los mismos pueden dejarse fijos o moviles
durante la simulaciéon, siendo lo seqgundo lo mas correcto, y brinda la ventaja de poder obtener
interacciones de puente hidrégeno que estabilicen el sistema, asi como un mejor
apantallamiento de las cargas de los &tomos. Otro aspecto es la inclusién de contra-iones a fin de
neutralizar el sistema completo y asegurar un correcto apantallamiento de los residuos

superficiales cargados.

1.3. Mecdnica Cudntica

La mecdnica cudntica trata el movimiento de los electrones bajo la influencia de fuerzas
electromagnéticas producidas por las cargas nucleares [175]. La ecuacidon de Schrodinger

(independiente del tiempo) cumple un rol fundamental ya que permite conocer la estructura
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electrénica y las propiedades de cualquier conjunto de dtomos e introduce el concepto de
funcién de onda W que describe el estado electrénico de esos atomos y permite determinar su
energia. Otra particularidad de esta metodologia es que la energia estd cuantizada,
produciéndose emisiones o absorciones en paquetes con energia discretizada e iguales a hv,
dénde h es la constante de Planck y v es la frecuencia asociada a la energia. Existen diferentes
aproximaciones para resolver la ecuaciéon de Schrédinger y obtener la energia del sistema. Los
métodos mas estrictos a las leyes de la cudntica son los métodos ab initio o de primeros
principios en los cuales no se precisa de ningun valor experimental para parametrizar las
ecuaciones, sino que se obtienen las energias siguiendo la ecuaciéon de Schrédinger y el nivel de
cdlculo queda determinado por las aproximaciones utilizadas en el mismo. El método
convencional se llama Hartree Fock y la funcion de onda total molecular es calculada por un
determinante de Slater compuesto de los orbitales de espin ocupados. Los métodos
semiempiricos combinan la teoria fisica con los métodos experimentales. Parten de la ecuacién
de Schrédinger y derivan de esta una serie de ecuaciones secundarias que son resueltas por
niveles de energia y coeficientes de orbitales moleculares. Los métodos semiempiricos son entre
100 y 1000 veces mas rapidos que los ab initio y los métodos del funcional de densidad ya que
algunas integrales son eliminadas, otras son aproximadas utilizando valores experimentales y
otras integrales son directamente aproximadas no exactas. Tanto los métodos ab initio como los
semiempiricos calculan la funcién de onda molecular y por ende son métodos de funcién de
onda. Un enfoque diferente es el realizado por los métodos del funcional de densidad, donde la
base no es la funcién de onda, sino la funcién de densidad electrénica, también llamada densidad
electrénica o densidad de carga y representa la probabilidad de encontrar un electrén en un

determinado volumen.

1.3.1. Teoria del funcional de la densidad (DFT)

Surge en 1964 de la mano de Walter Kohn y Pierre Hohenberg [176] quienes formularon
un teorema que establecié las bases matematicas de la teoria del funcional de la densidad. Este
enfoque permite, a partir de conocer la densidad electrénica del sistema, obtener tanto la
energia total como todas las demas propiedades electréonicas del sistema en el estado
fundamental de forma univoca. Al considerar la densidad electrénica como variable principal se
reduce la complejidad de los célculos, ya que esta variable depende sélo de 3 coordenadas
espaciales, en lugar de las 3n coordenadas espaciales y n coordenadas de espin que se precisan
para trabajar con la funcién de onda. El teorema también establece que la energia obtenida para
el estado fundamental es siempre menor o igual que la energia obtenida con cualquier densidad
electrénica de prueba[175], es decir, garantiza que la energia exacta del estado fundamental es
siempre la menor y esto se obtiene minimizando el funcional E[n(r)] que incluye la energia

cinética, la interaccion electrén electrén y un potencial externo. Asi se sustituye el dificil
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problema de encontrar el minimo de energia respecto de la funcién de onda por encontrar el
minimo del funcional E[n(r)] respecto a la densidad electrénica n(r) que, como se dijo, es una
funcion tridimensional. Adicionalmente la densidad electrénica puede ser obtenida
experimentalmente por difracciéon de rayos X o difraccion electrénica [177], mientras que la
funcién de onda no es medible.

Para tratar el funcional de la energia Kohn y Sham proponen un método por el cual, al no
poder conocer exactamente la energia cinética a través de un funcional explicito de la densidad
electroénica, se trata de encontrar al menos la mayor parte de ella de manera exacta y el resto
manejarlo de forma aproximada [178]. La energia entonces se deriva de la obtenida para un
sistema ideal de electrones no interactuantes donde si se puede calcular el valor exacto ya que
su funcion de onda puede ser representada con un determinante de Slater. Estos orbitales son
calculados como orbitales de una sola particula, reciben el nombre de orbitales de Kohn Shamy
resultan ser cualitativamente comparables a los orbitales de la teoria de la funcién de onda. En
resumen el problema de minimizar la densidad electrénica se enfrenta resolviendo la ecuacion
de Schrodinger para una particula. La diferencia de energia entre la del sistema real y la del ideal
estd contenida en el funcional de intercambio y correlacién que es lo que se debe intentar
aproximar [175].

Por Gltimo hay que mencionar que si la forma exacta del funcional de intercambio y
correlaciéon se conociera, la teoria de Kohn-Sham obtendria también la energia del estado
fundamental de forma exacta, pero al tener que realizar aproximaciones para dicho funcional el
desarrollo practico de DFT depende por completo de las aproximaciones realizadas sobre dicho

funcional.

1.4. Métodos hibridos QM/MM

En 1976 A. Warshel y M. Levitt introducen los métodos hibridos QM/MM (quantum
mechanics/molecular mechanics) [179] a partir de la combinaciéon de los enfoques clasicos y
cuanticos antes descritos. El objetivo es aprovechar la alta precision de los calculos de mecdnica
cuantica, que como ya se comentd son bastante costosos computacionalmente y generalmente
escalan como O(N?), y la rapidez de los célculos de mecdnica molecular, que escalan como O(N),
donde. N es el nUmero de atomos en el sistema.

Con esta nueva metodologia se hizo posible realizar el estudio de procesos o propiedades
quimicas y fisicas en sistemas de miles de dtomos como es el caso de las proteinas. Su
implementaciéon consiste en dividir el sistema completo en dos regiones: la regiéon cuantica

incluye pocos dtomos (siendo el maximo alrededor de unas pocas centenas de dtomos) y debe
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contemplar la zona de mayor interés del estudio, en proteinas por lo general corresponde al sitio
activo; la region clasica contiene el resto del sistema pudiendo incluir también moléculas de
solvente en forma explicita (ver Fig. Al3). Es importante resaltar que cuando ambas regiones
comprenden atomos unidos por enlaces covalentes el corte no es arbitrario, sino que
preferentemente debe ser realizado en enlaces de C-C y que involucren carbonos de hibridacién
sp>. Este requisito lo que busca es que los enlaces no sean muy polarizados en la zona de

frontera entre los diferentes niveles de célculo.

Fig. AL.3 - Representacion tridimensional de las regiones QM (en representacién VDW) y MM
(representacién QuickSurf transparente) para un sistema genérico (izquierda) junto con un esquema
simplificado del mismo, indicando las diferentes regiones con sus Hamiltonianos asociados.

La energia del sistema se obtiene a través del Hamiltoniano efectivo que resulta de la
combinacion de los Hamiltonianos de cada region mas el de la zona frontera: H =H,, + Hy,, +
Hommw, donde el primer término se refiere a la parte tratada de forma cuéntica, el segundo
término se refiere a la region tratada de forma clasica y el tercer término es el que garantiza la
continuidad de las condiciones de frontera entre las partes QM y las MM, representando

adecuadamente la interaccion entre las dos regiones. Este Ultimo estd dado por

Hamnam= ) . )
Flectrones Atomas o. Micleas Atomos ZmO, Nicleos Atomos e B .
—_l P - R
oy e 3 R T (&) -(2)
i b v m i 3. E] i R,m Rnu
(Ec. Al 2)
donde i y m indican, respectivamente, los electrones y nucleos de la regién QM, mientras que j

hace referencia a los atomos de la regién MM con cargas parciales Q. El primer término de la Ec.

Al.2 representa la interaccién entre la densidad electrénica y las cargas parciales MM. El segundo
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término, es la forma estdndar de la interaccién Coulombiana entre los nucleos QM y las cargas
MM, y el tercer término es la expresion de Van der Waals, con la cual se modelan las
interacciones de repulsién y dispersion electrénicas, que no existen entre los dtomos QM y MM
porque los dtomos MM no poseen electrones explicitos [180].

Si no hay enlaces covalentes entre las regiones QM y MM, hay que incluir solo las
interacciones no enlazantes, en el caso contrario es necesario describir las interacciones
mencionadas para la region MM para los dtomos que intervienen en la unién de las regiones.

En el programa Gaussian[94], uno de los mas utilizados para esta metodologia
computacional, la implementacién del cdlculo de la energia del sistema se realiza sumando el
calculo de la energia del sistema total a nivel MM, mas el calculo a nivel QM de la regién cudntica
menos la energia MM de la region QM [180]. Ademds, en los casos que existen enlaces
covalentes entre los dtomos fronteras se utiliza una metodologia denominada H-ter que satura
los enlaces de los dtomos cudnticos, reemplazando el dtomo cldsico al que estd unido cada uno

por un hidrégeno.

2. Introduccion a la técnica de EPR

Este subcapitulo pretende ser una breve introducciéon al lector en los fundamentos
basicos de la técnica de EPR. Si bien esta tesis representa un enfoque teérico computacional
sobre los sistemas en estudio, las aproximaciones y calculos realizados se basan en parte en
resultados de estudios de EPR, por lo cual, es oportuno conocer el marco en el cual fueron
realizados los mismos y la complementariedad entre los calculos computacionales y EPR.

EPR es una técnica experimental que requiere la presencia de por lo menos un espin
electréonico (S) desapareado en el sistema de estudio, ya que provee informaciéon sobre la
interaccion de éste con un campo magnético externo (interaccién Zeeman) [181] y con el espin
nuclear (I) del &tomo en estudio, o el de sus ligandos, (interaccién hiperfina) a partir del estudio

de los autovalores del Hamiltoniano:
H =y, B-g-S +1-A-§ (Ec. AL3)

donde el primer y segundo término corresponden a las interacciones Zeeman e hiperfing,
respectivamente, p, es el magnetén de Bohr, B es el campo magnético externo, S eison los
operadores del espin electrénico y nuclear, respectivamente, g y A son matrices de dimension
3x3. Existen otras interacciones que pueden eventualmente intervenir en la ecuacion, pero serdn

descriptas en los casos que se considere necesario[182].
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Usualmente todas estas interacciones son anisotropicas, es decir, las sefales obtenidas
varian segun la orientacién del campo magnético en el sistema de referencia molecular del espin
desapareado. La técnica permite obtener una caracterizacion de la estructura electrénica del
atomo y, en algunos casos, de los ligandos unidos al centro con espin electrénico desapareado
[183]. Toda esta informacién, analizada mediante modelos fisico-quimicos apropiados, puede ser
utilizada para entender propiedades estructurales del centro que contiene al espin S, que en
algunos casos no pueden ser resueltas mediante métodos estructurales convencionales, y
procesos de TE en proteinas, entre otras aplicaciones [11,12]. Los radicales libres y las
metaloenzimas con metales de transicion cuya capa d se encuentra incompleta y/o que
contienen cofactores organicos con espines desapareados en su estructura, son buenos
candidatos para ser estudiados por EPR.

La radiacion electromagnética empleada en EPR se encuentra en el rango de las
microondas, siendo la frecuencia entre 9-10 GHz (banda X) la mds usada. Los espectros de EPR se
pueden adquirir en un amplio rango de temperaturas que va desde el orden de los 4 K, o aln
menores, a temperaturas mayores a la ambiente. Las muestras pueden estar en los estados de
polvo (muestras policristalinas no orientadas), monocristales orientados y soluciones. Estas
Gltimas, cuando son congeladas, dan espectros del tipo de las muestras policristalinas no

orientadas, por lo que su analisis es similar.

2.1. Interaccion Zeeman

El espin electrénico es una propiedad de los electrones con valor S='%. Un S=% presenta
dos posibles estados m_=-2 y m_=+"2, donde m, es la orientacién del momento angular del espin
electrénico down o up, respectivamente. Dicha propiedad genera en el electrén un momento
magnético (y, cuyo componente p,=-g8m,, donde g es denominado factor g). En ausencia de B
ambos estados de m, presentan la misma energia (ver Fig. Al.4 izquierda), pero al encontrarse los
espines dentro de un campo magnético externo se produce la separaciéon de estos dos estados
m, a través de la interaccion Zeeman [181]. De esta manera, cada estado del momento
magnético se alinea paralelo (mz=-2) o antiparalelamente (m=+%2) al campo externo
disminuyendo y aumentando, respectivamente, la energia de cada uno (Fig. Al.4 derecha), siendo

la separacién entre estos dos estados AE=gy;B.
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Energia AE=hv=ngB§

Fig. Al.4 - Desdoblamiento de energia producido por la interaccién Zeeman

En un experimento tipico de EPR se somete la muestra a una frecuencia fija (v) de
microondas mientras se varia el campo magnético externo aplicado a fin de producir transiciones
entre los estados con m.. Cuando se satisface la condicién de resonancia AE=gu,B=hv, es decir, el
desdoblamiento energético entre los estados de m_ es igual a la energia de la radiacién utilizada,
donde h es la constante de Planck, se produce la transicién entre estados con distintos m dando
origen a la transicién de EPR. La sefal de EPR representa la derivada de la linea de resonancia, a
diferencia de la mayoria de las espectroscopias que registran espectros de absorcién. En la Fig.
AL5 puede verse un espectro tipico de EPR junto con los principales parametros que se evaltan.
Estos son el valor del campo magnético donde se da el pico de absorcién (B,), dato necesario
para calcular el factor g (9=0,711447752 x v [kHz] /B, [Gauss]); y el ancho de linea pico a pico
(ABpp), que estd asociado al tiempo de relajacién del espin y a interacciones espin-espin (ver

subcapitulo 1.2.5 del Anexo I)
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Fig. AL5 - Espectro tipico de un experimento de EPR en banda X (~9 GHz) indicando los parametros que se

miden

El factor g tiene un valor de 2,002319 en el caso del electrén libre, el cual cambia cuando
el espin estd inserto en un centro molecular y por ello es necesario definir una matriz g para
caracterizar el centro paramagnético. De los cambios experimentados por el factor g, respecto
del g del electrén libre, se pueden determinar caracteristicas estructurales del entorno de un

centro paramagnético en estudio.

2.2. Interaccion hiperfina

Cuando en el entorno de un electréon desapareado encontramos algin dtomo con espin
nuclear distinto de cero (I # 0), el momento magnético electrénico puede interaccionar con el
momento magnético nuclear. Esta interaccién produce un desdoblamiento de cada estado m, en
21+1 niveles. La misma se nombra como acoplamiento hiperfino cuando se da con el nucleo del
atomo que tiene el electrén desapareado, o superhiperfino, si se debe a un nicleo de un 4tomo
vecino[182]. La separacion entre los diferentes estado energéticos esta relacionada al pardmetro

hiperfino A=agp;, (A tiene unidades de energia y a unidades de campo magnético) (Fig. AL6).
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Fig. Al.6 - Desdoblamiento de energia producido por la interaccién hiperfina entre un s=% y un I=% en

presencia de un campo magnético externo B indicando las transiciones de EPR permitidas (Am=0, Am¢=1)

2.3. Anisotropia de los pardmetros gy A

Si imaginamos un electrén libre ubicado en el origen de un eje de coordenadas
tridimensional es trivial ver que hacia cualquier direccién que miremos el entorno es el mismo.
En esta situacién el valor de g no varia aunque cambiemos la direccion del B; como resultado
podemos decir que g es isotrépico.

La técnica de EPR se utiliza generalmente para sistemas en los cuales el electrén esta
rodeado de dtomos, en un entorno que puede variar segun la direccién en la que miremos. En
esta situacioén los valores de gy A dependen de la direcciéon en la cual el campo externo atraviesa
la muestra y pueden ser caracterizados por matrices de 3 x 3. Cada una de estas matrices se
definen con tres valores principales o autovalores (eigenvalues), g,, 9,y 9, ¥ A, A,y A,
respectivamente, que estdn relacionadas con tres autovectores x, y, z (eigenvectors). Los
autovectores indican direcciones caracteristicas de la molécula que contiene el electrén
desapareado[181]. Cuando los valores de g,, g,y g, son diferentes entre si el espectro de EPR
corresponde a una senal rémbica (Fig. Al.7.a). Existe otra forma de simetria, que es muy comun
en los metales de transicién como Cu(ll) y Mo(V), en la cual en dos de las direcciones

encontramos el mismo valor de g, g,=g, # g,. El espectro, en esta situacion, es axial dénde g, se
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denomina gl|, debido a que corresponde al valor de g observado cuando el campo aplicado es
paralelo al eje de simetria, mientras que g, y g, se designan como gL, haciendo referencia a que
su valor se obtiene cuando el campo aplicado es perpendicular al eje de simetria (Fig. Al.7.b). En
la Fig. AL.7 pueden verse los espectros para simetria rémbica (a) y axial (b) de g, mientras que un

espectro de g isotrépico es similar al del ejemplo mostrado en la Fig. Al.5.

a) b)
/gl
]
1 1 1 1 1 1 1 1 1 ] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
250 300 310 320 330 340 350 360 370 380 250 300 310 320 330 340 350 360 370 380
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0) d)
A
A i
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: g,
\‘-——___‘_’_/) /
Bil

1 [l Il
1 1 1 1 1 1

i 1
300 310 320 330 340 350 00 30 320 330 340 350
Campo Magnético [mT] Campo Magnético [mT]

Fig. AL.7 - Espectros de EPR con simetria rombica (a) y axial (b) y con interaccién hiperfina (c) y (d)

En el caso que el espin S esté interactuando ademas con un espin nuclear, los espectros
de EPR pueden mostrar un desdoblamiento adicional efecto de la interaccién hiperfina (ver Fig.
Al.7.c y d). Para el pardmetro de interaccién hiperfina podemos encontrar los mismos tipos de
simetria explicados sobre el factor g, pero en este caso se deben a la interaccion dipolar entre el

espin electréonico y el espin nuclear[181]. En la Fig. AL7.c puede observarse una sefal con
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interacciéon hiperfina en el g1 mientras que en la Fig. 7.d esta interaccién esta presente en ambos
valores de g. La separacion entre las lineas de este desdoblamiento adicional estan dadas por el
parametro hiperfino Ay la cantidad de picos por el valor del espin nuclear I, como estd explicado

en la seccién 1.2.2 . Todos los espectros de la Fig.Al.7 corresponden a la sefal de S="-.

2.4. Procesos de relajacion

Imaginemos que tenemos un sistema, de espines s=': que, como se explicdé mas arriba,
tiene dos posibles estados energéticos y que al iniciar el experimento de EPR hay
aproximadamente la mitad de la poblacién en cada estado. A medida que el experimento avanza
los estados de menor energia absorberian la energia de la microonda y pasarian al nivel superior
hasta que toda la poblacién se encuentre en este nivel, alcanzando asi la saturacién del sistema
(ver Fig. AL8). Con el sistema saturado ya no habria mds absorciones posibles, por lo tanto, la
senal deberia caer a cero. Los procesos que evitan la saturaciéon se conocen como relajaciény su
funcién es llevar los estados excitados al nivel fundamental, posibilitando que el proceso de

absorcién de energia continte durante todo el tiempo que se realice el experimento.

UL, T T Uy SR B2
nn == h | mmmbbd mmem e

Fig. AL.8 - Transiciones entre estados conduciendo a la saturacion

El fendmeno de relajacion puede ser de dos tipos espin-red o espin-espin, donde se
entiende por red al medio molecular en el cual el espin en estudio esta inserto. En el primero, los
dipolos magnéticos en el estado de mayor energia ceden ésta a la red descendiendo al estado
fundamental; en el segundo, se la ceden a otros dipolos vecinos[182,184]. Estos procesos se
describen mediante dos tiempos de relajacién: t1 para el espin — red (también se le [lama tiempo
de relajacion longitudinal) y t2 para el espin — espin (o transversal).

t1 es el tiempo de relajacion que determina que exista una diferencia entre los estados,
inferior y superior, de energia del sistema de espines. Es altamente dependiente de temperatura,
pero en relaciéon inversa, a menor temperatura, mayor es el t1 y por ende la velocidad de
relajacion es mas lenta (voec1/t1). Hay situaciones en las que la velocidad de relajacién de espin es
tan alta que a temperatura ambiente las senales de resonancia en el espectro de EPR no pueden
ser observadas, por lo cual se suele recurrir a trabajar a temperaturas de nitrégeno o helio

liquido, y poder detectar asi las transiciones. t2, en cambio, tiene dependencia casi nula con la
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temperatura y contribuye de manera constante al ancho de linea. De esta manera el ancho de
linea queda determinado por dos contribuciones de acuerdo a la ecuacién:

AB“E‘E + 7‘5 (Ec. AL.4)

Puede verse que cuando t1 es mucho mas grande que t2 el ancho de linea depende

practicamente sélo de t2[184].

2.5. La interaccion de intercambio J y su relacion con la velocidad de TE entre dos

centros paramagnéticos

La ecuacion Ec. AL3 se referia Unicamente a espines aislados y su interacciéon con los
espines nucleares del dtomo paramagnético y/o de sus ligandos. En el caso que el sistema de
estudio contenga dos centros paramagnéticos con espines S, y S, sin interaccion hiperfina con
factores g distintos (g, y g, respectivamente) hay que tener en cuenta también la interaccion

entre ambos, descrita en el Gltimo término de la ecuacion:

j

H=p4;(S,.9,+S,.9,).B+S,.(-J1+D).S, (Ec. AL5)

Esta ecuacion predice para J<hv, dos dobletes centrados cada uno en g, y g,, separados
por AB=hvAg/u; 9,9, donde Ag= |g,-g,|, con AB dependiendo de la orientacién del campo
magnético externo relativo a la molécula. La Fig. Al.9 muestra esta situacion para una orientacion
particular de B. La separacién entre las resonancias de cada doblete depende de la magnitud de
J y de todas las interacciones anisotrépicas espin-espin definidas en D, las cuales son la
interaccion dipolar y el intercambio anisotrépico y antisimétrico[183]. Por convenciéon cuando
J<30 cm™, como ocurre en los dos sistemas estudiados en esta tesis, el intercambio anisotrépico
y antisimétrico puede ser despreciado y asumirse que D queda determinado por la interaccién
dipolo-dipolo[185]. En consecuencia, se puede asumir que el desdoblamiento dentro de cada
doblete queda determinado por las interacciones isotropica y dipolo-dipolo (J+D,), donde D,
es el valor de D para un determinado dngulo entre la direccién interespin y el campo magnético
externo. Si J+D, es mucho menor que AB, las lineas se desdoblan en dobletes con una distancia
es comparable con AB, las lineas externas

igual a J+D_ (Fig. AL9 panel superior). Cuando J+D

dip dip

de cada doblete son menos intensas que las centrales. Por Gltimo cuando J+D >AB se obtienen
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dos lineas de la misma intensidad separadas por D, siendo las lineas externas de cada doblete

dip?
indetectables en el experimento de EPR.

10F : :
JSDup  JHDay
5 gilup/h Solup/h
J0E
320 34110 SéO 380

Fig. AL.9- Energias de sistemas de dos espines S="- obtenidas por el uso de la Ec. Al.5 para la situacion
J+Dg, << AB (panel superior) y representacion del desdoblamiento producido por la presencia de J e

interaccién dipolar (panelinferior) (Figura modificada de Rizziy col., 2016)[183]

El pardmetro J esta relacionado con la naturaleza del camino quimico que conecta los dos
centros paramagnéticos interactuantes. El mismo es una medida de la deslocalizacién de espin
desapareado sobre el camino quimico, a mayor J mayor deslocalizacién[80]. La importancia de
medir J en metaloproteinas radica en que dicho pardmetro esta relacionado con la velocidad de
TE cuando los caminos quimicos de intercambio y TE son los mismos[186].

Los procesos de TE desde un dador (o reductor) a un aceptor (u oxidante), a través de
distancias largas, pueden estudiarse a través de la teoria semicldsica de Marcus, en la cual, la

constante de velocidad de reaccién k., entre dos centros redox esta dada por[187]:
k.. = (2 / h)(4mAKT) "2 T2 exp -(-AG® - 2)?/ 4AKT (Ec. AL6)

donde -AG°= zFAE®’ (fuerza impulsora) se relaciona con el gradiente de potencial eléctrico entre
el dador y el aceptor, 1 es el parametro de energia de reorganizacion nuclear, T,, es una medida
del acoplamiento electrénico entre el dador y el aceptor, y los demds simbolos tienen el
significado habitual. Como se observa en la Ec.Al. 6, uno los factores que determinan la
factibilidad del proceso de TE es T,, el cual esta relacionado con la naturaleza del camino
quimico que conecta al dador y al aceptor electrénico y se relaciona con la constante de

acoplamiento por intercambio J a través de[186]:
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J=-T, 2 /U (Ec. AL7)

donde U es la diferencia de energia entre las configuraciones electrénicas asociadas con los
estados del aceptor y del dador correspondientes a los espines interactuantes. En el caso que el
dador y el aceptor sean paramagnéticos, la capacidad del camino para deslocalizar el espin
electrénico puede ser estudiada mediante EPR evaluando la constante de intercambio isotrépica
J que acopla los dos centros (H,,=-JS,S,). Las Ec. AL.6 y Ec. AL.7 muestran claramente la relacion
entre J y la velocidad de TE cuando ésta se realiza a través del mismo camino quimico. Una
consecuencia inmediata de la Ec. AL6 es que cuando mayor es el J asociado a un camino quimico,
mayor deberia ser la velocidad de TE por él. Asi entonces vemos cémo el pardametro J medido
mediante EPR puede ser relacionado con la estructura (camino quimico) y con la velocidad de TE

en macromoléculas bioldgicas.
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Anexo II:

Recursos computacionales y

experimentales

Para la realizacién de los calculos de esta tesis fueron utilizados tres clusters de
computadoras alternativamente de acuerdo a la disponibilidad. Las caracteristicas de los mismos
se detalla mas abajo. Adicionalmente fueron realizados algunos célculos en mi computadora
personal y en dos equipos de escritorio.

En relacion a la parte experimental todos los espectros utilizados en esta tesis fueron
obtenidos en banda X con un espectrémetro Bruker EMX-Plus. Para los espectros de SmNir el
equipo se utilizé con una cavidad universal de alta sensibilidad (modelo HSW10819) y un
criostato Bruker de flujo continuo de nitrégeno. Los espectros fueron adquiridos bajo
condiciones de no saturacién con frecuencia de microondas de 9,45 GHz; campo de modulacién
100 kHz, amplitud de modulacién 2 G, 2 mW de poder de microondas y temperatura de 100 K.
Para los espectros de DgAOR se utilizé un criostato Oxford Instrument de flujo continuo de helio
y una cavidad rectangular con un campo de modulacién de 100 kHz. Los espectros de absorcién
de SmNir fueron obtenidos a temperatura ambiente con un espectrofotémetro Shimadzu
UV-1800 UV-vis.

Descripcién de los recursos computacionales a gran escala empleados
e Pirayu:
Front-End

Procesador: Intel(R) Xeon(R) CPU E5-2650 v3 @ 2.30GHz 25 MB cache (2 CPU x 10 cores =

20 cores)
Placa madre: Intel Server Board S2600CW2
Memoria: 128 GB - DDR4 - 2133 MHz ECC
Nodos de calculo

- Tradicionales:
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+ (24 nodos) Procesador: Intel(R) Xeon(R) CPU E5-2650 v3 @ 2.30GHz 25 MB cache
(2 CPU x 10 cores = 20 cores)

+ (7 nodos) Procesador: Intel(R) Xeon(R) CPU E5-2650 v4 @ 2.20GHz 30 MB cache (2

CPU x 12 cores = 24 cores)
+ Placa madre: Intel Server Board S2600CW2

+ Memoria: 128 GB-DDR4 -2133 MHz ECC

- Recursos especiales:
Nodos Xeon Phi (1 nodo)

+ Procesador: Intel(R) Xeon(R) CPU E5-2650 v3 @ 2.30GHz 25 MB cache(2 CPU x 10

cores = 20 cores)
+ Placa madre: Intel Server Board S2600CW2
+ Memoria: 128 GB - DDR4 - 2133 MHz ECC
+ Placa CoProcesadora: Xeon Phi 7120P - 61 cores - 16GB RAM
Nodos GPU (5 nodos)

+ Procesador: Intel(R) Xeon(R) CPU E5-2650 v3 @ 2.30GHz 25 MB cache(2 CPU x 10

cores = 20 cores)
+ Placa madre: Intel Server Board S2600CW2
+ Memoria: 128 GB - DDR4 - 2133 MHz ECC
+ Placa GPU: nVidia Tesla K40 - 2880 cores - 12 GB RAM DDR5
Nodos de almacenamiento (1 nodo)

+ Procesador: Intel(R) Xeon(R) CPU E5-2670 v3 @ 2.30GHz 30 MB caché (1 CPU x 12

cores)
+ Placa madre: Intel Server Board S2600CW2
+ Memoria: 128 GB - DDR4 - 2133 MHz ECC

+ Almacenamiento: 144 TB (36 discos de 4 TB SATA 3.5")
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e Avatar:
Front-End
+ Procesador: Intel Xeon E5620( 4 nucleos c/u, 8 threads, 2.40/2.66GHz)

+ Memoria: 8 GB

+ Almacenamiento: Disco de arranque 250GB, disco de usuarios RAID 5+0 de 8,5 TB

Equipos para calculo: 7 Nodos de Procesamiento (128N)

+ (5 nodos) Procesador: Intel Xeon E5620 (4 nucleos c/u, 8 threads, 2,40/2,66GHz)

+ (2 nodos) Procesador: Intel Xeon X5650 (6 nlcleos ¢/u, 12 threads, 2,66/3,06GHz)

+ memoria: 8 GB

+ Almacenamiento: Disco de arranque 250 GB

e Figster:

Front-End
+ Procesador: Intel Core i7-4770K (4 cores, 8 threads, 3,5/3,9 Ghz)
+ Memoria: 32 Gb
+ Almacenamiento: 4 HDD SATA3 2Tb RAID 0+1

Equipos para calculo: 11 CPUs
+ Procesador: Intel Core i7-4770K (4 cores, 8 threads, 3,5/3,9 Ghz)
+ Memoria: 32 Gb

+ Almacenamiento temporal: HDD SATA3 500Gb
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