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CARACTERIZACION ENERGETICA DE LAS INTERACCIONES DE
MIOGLOBINA Y SUS LIGANDOS INORGANICOS-O,y CO

RESUMEN
MARIA DEL PILAR TRUJILLO. Maestria en biologia
Director: Dr. LEONARDO LAREO

La mioglobina (Mb) es una hemoproteina monomérica de 16 -18 kDa, cuya funcion es la de facilitar
el almacenamiento y desplazamiento del oxigeno molecular en las células musculares. Los
procesos de interaccion de hemoproteinas, nativas y mutadas, han mostrado que la afinidad por
ligandos como O, y CO estan reguladas por la naturaleza quimica de los aminoacidos en las
proximidades del grupo hemo.

Los procesos fisicoquimicos y bioguimicos que ocurren en los procesos de interacciones
moleculares presentan una gran importancia en la comprension de las funciones celulares y en
general de los sistemas vivos. Por ello se han realizado muchos estudios sobre las interacciones
entre macromoléculas, especialmente enzimas con sustratos, receptores-ligandos, en donde por
ser ambas macromoléculas pueden haber modificaciones estructurales y ambas aportan energia
potencial al proceso.

Un proceso aparentemente mas sencillo pero de una complejidad similar a cualquier interaccion
molecular, lo presenta el caso de una macromolécula y una molécula inorgénica relativamente
pequefa. El caso de las hemoproteinas ha sido ampliamente estudiado como modelo tedrico y
experimental, pero alin no ha sido completamente entendido. (Barker & Ferguson, 1999).

Es por esto, que en este trabajo se pretende caracterizar energéticamente el complejo mioglobina-
ligando inorganico; empleando la teoria de campos de fuerza o mecéanica molecular para generar
modelos predictivos y explicativos de la capacidad de interaccion de esta molécula con diferentes
sustratos, asi como también, determinar propiedades de los aminoacidos en las mioglobinas con
mutaciones simuladas, que puedan regular los cambios en las actividades de nuevas mioglobinas,
como otra aproximacion a la comprension de ese tipo de interacciones

El analisis del efecto de los cambios energéticos debidos a las energias de corto alcance (energias
de enlace, angulos y torsion) y entre las energias de largo alcance (energias de no-enlace, o sea la
suma de las energias de van der Waals y de los puentes de hidrégeno y la energia electrostatica),
sobre la actividad de la Mb es explicado con una correlaciéon (R“) de 0,23 y 0,34 para O, y CO
respectivamente.

Los anteriores valores reflejan una relacion multifactorial entre las interacciones estructurales de la
molécula y las interacciones de largo y corto alcance con el ligando. Concluyendo la existencia de
una dependencia compleja de la constante de afinidad con los cambios de energia potencial de
enlace y no enlace debidos a las mutaciones En este caso la adicion de otras variables como
volumen, hidrofobicidad, polaridad, flexibilidad, area oculta, ademas de los valores de energia de
los aminoacidos mutados en la mioglobina permitié explicar la interaccién con un coeficiente de
correlacién del 0,95 y 0,74% para O, y CO respectivamente. Estos resultados confirman que la
interaccién de la mioglobina con ligandos como CO y O, es: multifactorial, que los factores
importantes no son iguales para todos los ligandos, que no se conocen adn, completamente todos
los factores que influyen para los dos ligandos.
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1 INTRODUCCION

La mioglobina (Mb) es una hemoproteina monomérica de 16 -18 kDa, cuya
funcidn es la de facilitar el almacenamiento y desplazamiento del oxigeno
molecular en las células musculares.

La Mb posee una alta afinidad por el oxigeno y una baja tasa de
autooxidacion en su forma férrica inactiva (Fe*?), lo que le permite desarrollar
adecuadamente su funcion. (Antoni & Brunori, 1971).

Los procesos de interaccidon de hemoproteinas, nativas y mutadas, han
mostrado que la afinidad por los ligandos y la autooxidacion estan reguladas
por la naturaleza quimica de los aminoacidos en las proximidades del grupo
hemo.

Para obtener una mejor comprension de las propiedades funcionales
asociadas a las estructuras moleculares de las mioglobinas nativas y
mutadas y hemoglobina, sus estructuras han sido determinadas
experimentalmente por cristalografia de rayos X.

Recientemente los estudios de mutagénesis dirigida han permitido la
exploracién sistematica y detallada del papel fisiolégico de los residuos
individuales. (Olson y col.,1988; Ormos y col., 1988; Carver y col., 1990;
1994; Liy col., 1994)

Los procesos fisicoquimicos y bioquimicos que ocurren en los procesos de
interacciones moleculares presentan una gran importancia en la comprension
de las funciones celulares y en general de los sistemas vivos. Por ello se han
realizado muchos estudios sobre las interacciones entre macromoléculas,

especialmente enzimas con sustratos, receptores-ligandos, en donde por ser



ambas macromoléculas pueden haber modificaciones estructurales y ambas
aportan energia potencial al proceso. En procesos aparentemente mas
sencillos pero de una complejidad similar a cualquier interaccion molecular, lo
presenta el caso de una macromolécula y una molécula inorganica
relativamente pequefa. El caso de las hemoproteinas ha sido ampliamente
estudiado como modelo tedrico y experimental, pero aun no ha sido
completamente entendido. (Barker & Ferguson, 1999)

Es por esto, que en este trabajo se pretende caracterizar energéticamente el
complejo mioglobina-ligando inorganico; empleando la teoria de campos de
fuerza o mecanica molecular para generar modelos predictivos y explicativos
de la capacidad de interaccion de esta molécula con diferentes sustratos,
como otra aproximacion a la comprension de ese tipo de interacciones.

Se pretende generalizar una posible relacion entre los valores de energia
potencial calculada de mioglobinas mutadas, nativas y con mutaciones
simuladas y sus constantes de afinidad para ligandos como oxigeno y
monoxido de carbono, las cuales han sido determinadas experimentalmente.
El empleo de modelos tedricos y computacionales brinda una serie de
alternativas que disminuyen el tiempo y el costo del trabajo experimental para
determinar las propiedades funcionales de diversas moléculas.

Este caso particular, la mioglobina sirve como modelo, debido a la abundante
cantidad de informacion y estructuras existentes, permitiendo iniciar la
comprension de otros sistemas importantes para los que existe menos
informacion como son los procesos moleculares de nitrificacion, el transporte
de trazas de minerales en los sistemas enziméticos, y en los sistemas

organicos de depuracion y eliminacion de metales pesados, etc.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Generar un modelo explicativo y predictivo basado en los valores calculados
para la energia potencial de la mioglobina, y analizar su relacién con las

constantes de afinidad por ligandos inorganicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar el perfil energético de la mioglobina de diferentes
organismos, nativa y mutada, al interactuar con diferentes ligandos
inorganicos.

e Comparar los perfiles energéticos de la mioglobina nativa, con y sin
ligandos, con los valores energéticos de la mioglobina mutada e
interactuando con sus ligandos.

e Comparar el perfil energético de las mioglobinas nativas con los valores
obtenidos por mutaciones simuladas.

e Correlacionar los perfiles energéticos de las mioglobinas con mutaciones
simuladas con sus respectivas constantes de afinidad determinadas
experimentalmente.

e I|dentificar las propiedades de los aminoacidos mutados que regulan los

cambios en las actividades de las nuevas mioglobinas



3 ANTECEDENTES

Debido a la capacidad del grupo hemo de la mioglobina de unirse a
diferentes ligandos, y a la importante funcién fisiolégica que desempefia esta
molécula a nivel celular, existe una relativa abundancia de informacion y
estructuras determinadas con una alta resolucion. Con estos datos se han
realizado muchos estudios para determinar el efecto de la sustitucion de
residuos especificos del bolsillo distal en su grupo hemo, sobre la cinética de
unién de ligandos como oxigeno (O;), mondxido de carbono (CO), cianuro
(CN), etc. Estos estudios han aumentado grandemente la comprension del
proceso sin que aun sea completa. (Barker & Ferguson,1999)

La Mb, es la proteina mas estudiada dentro del grupo de las globinas
transportadoras. (Antoni & Brunori,1971). La mioglobina de ballena fue la
primera proteina caracterizada por cristalografia de rayos X en los estudios
realizados por Kendrew & Peruzt en 1960. (Kendrew,1960).

El comportamiento de la mioglobina sirve como paradigma en aspectos
relacionados con estructura, plegamiento, mecanica y dindmica molecular, y
union de ligandos de proteinas globulares. Es por esto que estudios
preliminares, han caracterizado la importancia de la parte proteica
(apoproteina), removiendo el grupo hemo de la Mb. (Teale,1959). De otra
parte el entendimiento de las interacciones de residuos distales y proximales
al grupo hemo, ha sido de gran interés. El papel de estos residuos ha

contribuido al entendimiento de la naturaleza de union de los ligandos, siendo



un factor importante que define las funciones bioquimicas de las
hemoproteinas (Dawson, 1988).

En la mioglobina y hemoglobina, la quinta posicion de coordinacién unida al
atomo de hierro esta ocupada por el grupo imidazol de la histidina proximal
en la posicion 93, y ligandos exdgenos se unen en la sexta posicion de

coordinacién (Dickerson & Geis, 1983).

Histidina Proximal

1593 Histidina Distal

LE2

Figura 1. Mioglobina de ballena. Histidina proximal (His*®); Histidina distal
(His®)

La Mb presenta dos residuos altamente conservados en diferentes
organismos, la His®*, presente en la hélice E posicién 7 (E7) y la Val®
presente en la hélice E, posicion 11 (E11) localizados en el bolsillo distal

adyacente al sitio de union de los ligandos.(Figura 1)



Varios experimentos han evaluado cualitativamente la contribucién del
residuo de la histidina distal His ®* (E7) mostrando que la cadena lateral de
imidazol de este residuo domina la relativa afinidad para CO y O..

Se ha determinado que una cara de la cadena lateral del imidazol de la His®
se encuentra unido al ligando, y la otra cara da a la superficie de la molécula.
(Phillips, 1980 y Rolhfs, 1990)

Esta histidina no esta directamente unida al hierro del hemo pero forma un
puente de hidrogeno con el oxigeno unido para estabilizar la forma oxi de las
globinas (Phillips & Shoenborn 1981; Jewsbury y col., 1995; Jewsbury &
Kitawa,1994) . (Figura 2).

También se determind que la histidina en la posicion 64, reduce la afinidad
por el mondxido de carbono (CO), colocando la unién del ligando en un plano
afuera, perpendicular al grupo hemo, respecto a la unién del oxigeno.
(Collman y col.,1976, citado en Rolhfs y col.,1990). Otras investigaciones
confirmaron que esta histidina en la Mb de ballena, estd ligeramente
desplazada por la unién del monoéxido de carbono (CO), como se observa en

la figura 2. (Johnson, y col.,1989).
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Figura 2. Interaccion de la histidina distal en la posicion 64

Estudios de dinamica molecular y cristalografia de rayos X sugieren, que la
His®* acttia como puerta de entrada dentro del bolsillo distal del grupo hemo,
para la unién de los ligandos en la Mb. (Case & Karplus, 1979; Kottalam,
1988)

Se ha observado que la His® estabiliza la unién del oxigeno en menos de -
1.4 Kcal/mol a través del puente de hidrégeno, y la unién del monoxido de
carbono es desestabilizada en +1.0 Kcal/mol, debido a un obstaculo estérico
de la His®*. (Kuriyan y col.,1986). Esto es expresado estructuralmente por la
geometria inclinada Fe — C=0 y el movimiento de la cadena de imidazol de la

histidina distal al atomo de hierro. Asi mismo determinaron que la Val®® no



dificulta la unién del oxigeno, pero a la vez puede servir para la orientacion
en la union del ligando, haciéndolo mas eficiente, debido al puente de
hidrégeno con la His®*.

El efecto de la polaridad en la unidon de los ligandos ha sido también
estudiado, determinando que el complejo Fe-O, esta facilitado y estabilizado
por un ambiente polar, otorgado por la carga negativa parcial sobre los
atomos de oxigeno, en contraste con el complejo Fe-C=0, menos afectado
por las condiciones del solvente. (Traylor y col.,1985)

Sin embargo, otros sugirieron que no es claro, como la polaridad y los
efectos exteriores influyen en el ambiente estructural del hemo y/o en la
conformacion del ligando unido al hierro del grupo hemo en la mioglobina.
(Adachi y col.,1989)

El papel fisioldgico de la His®* , en la mioglobina de ballena ha sido muy bien
estudiado por otros grupos (Springer y col., 1989; Rolhfs y col., 1990). Estos
grupos determinaron el efecto de la cinética de union del oxigeno y el
monoxido de carbono, comparando mioglobinas que poseen diferentes
residuos en la posicion 64.

Los métodos de escogencia para resolver las contribuciones funcionales de
estos residuos, se han basado sobre técnicas de mutagénesis dirigida en
estas posiciones. Se construyo un gen sintético de Mb de ballena, el cual fue
expresado como una proteina completamente funcional en E.coli. (Springer &
Sligar,1987). El sistema de expresién de Springer & Sligar fue usado para
construir mioglobinas mutantes, sustituyendo la His® por glicina, valina,
leucina, metionina, fenilalanina, glutamina, arginina y aspartico. Ellos
midieron las tasas de union para CO y O, utilizando la técnica de fotdlisis con
laser y posteriormente determinaron la dependencia de la constante de
afinidad para estos ligandos sobre el tamafio y la polaridad de cada uno de
los residuos por los que fue sustituida la His®*; concluyendo que la constante

de afinidad para O, muestra una pequefia dependencia sobre el tamafio de



los residuos en la posicién 64, asi como la sustitucion por residuos polares
muestra una disminucion en la constante de afinidad para O, mientras que
para la union de CO, la polaridad causa el efecto contrario aumentado la
constante de afinidad para CO (K¢,) respecto a la mioglobina nativa.

Otros estudios han realizado el analisis del barrido cinético, sustituyendo la
Val®® por residuos de cadena lateral mas grande como alanina, isoleucina y
fenilalanina, determinando también una pequefia dependencia de Ila
constante tanto para CO como para O, sobre el tamafio de las cadenas
laterales de los residuos. En los dos casos estas sustituciones disminuyeron
las constantes de afinidad. (Carver y col., 1990; Springer y col., 1990)

La hidrofobicidad en el bolsillo del grupo hemo también ha sido de gran
interés para entender la dinamica de unién de los diferentes ligandos en
mioglobina. Algunas mutantes de mioglobina humana han sido preparadas
con aminoacidos de menor hidrofobicidad como alanina, glicina, y serina,
localizados en la posicion 29, (Figura 3) lugar ocupado por la Leu (B10)
presente en la hélice B posicién 10, mostrando que la union de ligandos
como el O, y CO depende de la hidrofobicidad del bolsillo del grupo hemo
junto con el volumen de las cadenas laterales de los aminoacidos. (Uchida y
col., 1997; Adachi,y col .,1992; Zhao y col,.1995)

Estudios realizados sobre la secuencia de la Mb de elefante han determinado
la presencia de una glutamina en la posicion 64 comunmente ocupada por

una histidina en todos los demas mamiferos. (Dene y col., 1980) (Figura 3).
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Figura 3. Glutamina en la posicién 64 en la Mb de elefante.

La tasas de autooxidacion y afinidad para el O, de esta mioglobina parece
causar un efecto neutral ya que son muy similares a las presentadas por las
Mb de ballena, humano y cerdo.( Romero-Herrera y col., 1981 ; Springer y
col., 1994).Ellos, concluyeron que en la Mb de elefante, el hidrégeno del Ne
de la glutamina 64 forma un puente de hidrogeno con el oxigeno unido, el
cual es equivalente en longitud al formado con la His®* en todas las
mioglobinas de mamifero. Sin embargo cuando probaron el efecto de esta

mutacion en la Mb de ballena , los resultados indicaron que esta sustitucion
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no es neutral. La mutacion H64Q decrece la constante de afinidad para el
oxigeno (Ko,) e incrementa la autooxidacion. (Springer y col., 1989).

En un intento por comprender por qué la mutacion H64Q en Mb de ballena
no reproduce las propiedades espectrales y funcionales de la mioglobina de
elefante, se realizaron dos aproximaciones: La primera realizada por La Mar
y colaboradores, (Yu y col., 1990 ; Vyas y col., 1993; Zhao y col., 1994),
quienes a través de estudios de resonancia magnética nuclear (NMR)
compararon las mioglobina nativas de ballena y elefante, observando que en
la Mb de elefante la cadena lateral de la fenilalanina en la posicion 29
presenta un fuerte contacto de van der Waals con el ligando unido respecto a

la Mb de ballena nativa. (Figura 4)

HEWE4E 3954
LNE4

HEMB4E 02

Figura 4. Mutacion natural H64Q/L29F en Mb de elefante
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Con base en estos resultados y por medio de la técnica de mutagénesis
dirigida, otros investigadores, sustituyeron la leucina en la posicion 29 por
fenilalanina, observando un aumento en la constante de afinidad para el O, y
disminucion en la tasa de autooxidacion. ( Phillips, y col.,1981; Carver y col.,
1992; Springer y col., 1994; Li y col., 1994). A nivel estructural se observo
como el C; de la cadena lateral de la fenilalanina hace contacto de van der
Waals con el ligando. El complejo Fe® @ -0-0° ©) es estabilizado por una
interaccion electrostatica favorable por la parte cargada positivamente del
grupo fenil. La cadena lateral de la fenilalanina excluye el agua del bolsillo
distal de la forma deoxi de la mutante.

En un esfuerzo por construir un sustituto sanguineo Olson y colaboradores,
(Brantley y col., 1993; Olson, 1994), construyeron una doble mutante en la
cual la leucina en la posicion 29 fue sustituida por fenilalanina, para inhibir la
autooxidacion, por la exclusion de la molécula de agua en el sitio activo, y la
histidina en la posicion 64 fue sustituida por glutamina, para disminuir la
afinidad por el O, debido al débil enlace de hidrogeno formado con el ligando.
También se ha construido, una mutante de mioglobina de ballena en la cual
la histidina 64 y la valina 68 estan intercambiadas: His ®*  Valy val® His.
Para evaluar este modelo de coordinacion y para determinar el efecto de
estas mutaciones, utilizaron técnicas de cinética de union, en donde
mostraron que estas sustituciones estabilizan los complejos de unioén para
CO y NO, mientras que para O, presentan una rapida formacion de las
especies férricas. ( Dou y col.,1995).

Estudios anteriores han determinado que la polaridad de la His®* en el bolsillo
del grupo hemo es dominante en la afinidad relativa tanto para el CO como
para el O, En la deoximioglobina el Ne¢ del imidazol estabiliza la unién no
covalente con una molécula de agua, mediante un puente de hidrogeno. Esta
molécula de agua es desplazada del bolsillo distal por los ligandos

diatdmicos que pueden acercarse al hierro. Para la union del O,, un cambio

-12 -



en la energia libre no favorable asociada con la pérdida del puente de
hidrogeno entre el agua y el imidazol, es compensado por la formacion de un
puente de hidrogeno fuerte entre especies de imidazol y complejos de Fe -
0O-0 altamente polares. En contraste, la interaccion imidazol-Fe-C=0 que es
mucho menos polar, por lo tanto, no alcanza a compensar el requerimiento
para desplazar el agua de la deoximioglobina. (Krzywda y col., 1998)

Estas observaciones sugieren que la introduccion de un segundo grupo
donador de puente de hidrégeno adyacente al ligando, puede ser otorgado al
reemplazar la Val®® por una treonina. El efecto permitié ver que la sustitucién
de la val®® incrementa la afinidad por el oxigeno 3 veces y decrece la afinidad
por el CO de 4-6 veces. De otra parte se ha sustituido el isopropil de la

cadena lateral de la Val®®

(E11) por la cadena lateral de acetamida de la
asparagina, en un segundo esfuerzo por proveer la interaccion de un
segundo puente de hidrégeno en la posiciéon 68. (Krzywda y col., 1998).
(Figura 5). El grupo amino de la asparagina, tiene la capacidad de servir
como donador de un segundo puente de hidrégeno. La cadena lateral de
este residuo, esta orientada con el grupo amino hacia el enlace con el CO,
otorgando un campo electrostéatico positivo adicional adyacente a la union del
ligando con lo cual decrece la union de este Ultimo, y a la vez facilita la union
del O,

Todos estos resultados demuestran que la posicién de la His** y la Val®® en
mioglobinas nativas son tan importantes como la naturaleza quimica de las
cadenas laterales que facilitan la union irreversible del O, e inhiben la

autooxidacion.
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Figura 5. Mioglobina de ballena mutada valina 68 sustituida por asparagina.

Mutantes de mioglobina humana recombinantes, en las cuales la His®** (E7)
es reemplazada por la residuos de leucina, valina, o glutamina han sido
estudiadas para medir el equilibrio de uni6on de ligandos como azida y
cianuro, determinando que la sustitucion por leucina y valina exhibe una
disminuida afinidad por la azida y una extremadamente baja afinidad por el
cianuro. Mientras que la mutacion por la glutamina muestra una alta afinidad
por la azida y una tasa en la constante de asociacion del cianuro similar a la

de la proteina nativa.(Saito y col.,1992).
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Golberg y colaboradores han mostrado la mas alta afinidad por el O, en la
hemoglobina de Ascaris suum (Miele y col.,1999),debido a un puente de
hidrégeno adicional entre el ligando y el residuo de tirosina en la posicion 29.
Esta mutacion en la Mb de ballena no reproduce este comportamiento de la
misma forma, aunque la afinidad por el O, es incrementada por la triple
mutacion H64Q/L29Y y T67R (Travaglini-Alocatelli y col., 1994). (Figura 6).
Estas mutaciones generan una reduccién en la tasa de la constante de
disociacion de O que tiene como efecto la retencion de O, por mas tiempo
que las mutantes y nativas analizadas hasta el momento.

Proteinas con estas caracteristicas (dadas por las mutaciones), pueden ser
consideradas como candidatas para la sintesis de un posible sustituto
sanguineo, con el cual se puede crear un aductor (que induce) estable para
la autooxidacion y una baja reactividad por oxido nitrico (NO) (Miele y
col.,1999; Federici y col., 2000)

-15-
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Figura 6. Simulacion de las mutaciones de mioglobina de Ascaris suum, en

mioglobina de ballena.

Este mismo grupo ha realizado Ultimamente estudios en la mioglobina de
Aplisia limacina; esta mioglobina del musculo bucal de este molusco presenta
una muy limitada secuencia homéloga con otras mioglobinas de mamiferos,
mostrando un sélo residuo de histidina, la His*® (F8) denominada histidina
proximal. La histidina distal se encuentra reemplazada por un residuo de
valina en la posicién (E7), y en la posicion B10 se encuentra el residuo de
arginina.

Estudios de funcion y estructura en mioglobina y hemoglobina de diferentes

organismos y la variacibn en la construccibn de estas han arrojado
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importantes datos, debido a la importancia de las propiedades fisico-
quimicas de las cadenas laterales en las posiciones B10, E7, ya que estos
residuos son cruciales en la estabilizacién y discriminacién de ligandos

gaseosos como Oy CO.
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4 JUSTIFICACION

A pesar de la existencia de muchos trabajos tendientes a explicar la unién del
oxigeno y otros ligandos a la mioglobina y la hemoglobina, los mecanismos
de esta interaccion aun no estan completamente comprendidos desde el

punto vista molecular.

Para comprender la dindmica fisiologica de la liberacién de oxigeno en la
mioglobina, se han realizado estudios biofisicos y bioquimicos con
mutaciones puntuales en la molécula que contribuyen a la comprensiéon del
namero de elementos estructurales que intervienen en la dinamica y
mecénica de reaccion.

La comprension de las interacciones de las macromoléculas con sustratos
inorganicos, usualmente de bajo peso molecular, conllevan la comprensién
de una mecénica molecular de aspectos sustancialmente diferentes a las
interacciones entre macromoléculas. Esta comprension permitira el desarrollo
de sustancias disefiadas “de novo” o por hemisintesis que tengan algunas de
sus propiedades y/o funciones incrementadas o disminuidas segun sea el
interés. La mioglobina es un modelo excelente para esta comprension pues
involucra €l mas ubicuo de los grupos prostéticos, el grupo hemo, ya que
éste interactia con los elementos fundamentales para la vida como los
conocemos.

Los diversos estudios realizados con la Mb, permiten tener acceso a una
gran cantidad de informacion. Existen 509 secuencias de mioglobina

reportadas en GenBank ( Benson y col., 1998), para las cuales existen 158
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con estructura tridimensional determinadas experimentalmente por
cristalografia de rayos X y cuyas coordenadas estan depositadas en RCSB-
PDB. (Bernstein y col.,1977). Existen estructuras para Mb de organismos
como ballena, cerdo, caballo, Aplisia, tortuga, elefante y humano, etc.

En este trabajo se empleard la aproximacion de campos de fuerza o
mecanica molecular para generar modelos predictivos de la capacidad de
interaccion de esta molécula con diferentes sustratos.

Ademas el empleo de métodos computacionales permiten reducir el tiempo y
costo para comprender este tipo de interacciones.

"La mioglobina ofrece la posibilidad de establecer un puente de unién entre

su energia y su comportamiento fisiolégico."(Miele y col., 1999)
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5 HIPOTESIS

Es posible relacionar funcionalmente los cambios en la energia potencial del
complejo mioglobina-ligando con las constantes de afinidad de las moléculas

en estado nativo y mutado.
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6 MARCO TEORICO

6.1 MIOGLOBINA

La mioglobina es wuna hemoproteina monomérica, se encuentra
principalmente en los muasculos, permite el transporte y almacenamiento
intracelular del oxigeno.

La capacidad de la mioglobina para interactuar con el oxigeno depende de la
presencia de una unidad no polipeptidica, pero constitutivamente integral a la
molécula, denominada grupo hemo. Es este grupo prostético hemo, es el que
le confiere a la mioglobina su color rojo caracteristico.

El grupo hemo consta de un anillo de protoporfirina, el cual esta formado por

cuatro anillos pirrolicos.(Figura 7).

Nitrogeno
Oxigeno
Hierro
carbono

Figura 7. Grupo Hemo de la mioglobina
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Estos anillos estan unidos por puentes metileno para formar un tetrapirrol. Al
anillo tetrapirrélico estan enlazados cuatro metilos, dos vinilos y dos cadenas
laterales de acido propionico. Estos constituyentes pueden estar ubicados
espacialmente de quince formas diferentes, pero solamente uno de estos
isbmeros, el denominado protoporfirina IX, estd presente en los sistemas
biol6gicos. Ademas el grupo hemo presenta un &tomo de hierro, dicho atomo
de hierro presenta una coordinacion octaédrica, es decir, que puede unir seis
ligandos. Cuatro de ellos unidos a los nitrogenos en el centro del anillo de
protoporfirina. Los otros dos enlaces, se localizan a cada lado del plano del
grupo hemo, la quinta y la sexta posicion de coordinacion.

La quinta interactia con la His*}, denominada histidina proximal, mientras
que la sexta posicion interactiia con los posibles ligandos. (Figura 8).

Este &tomo de hierro del hemo puede presentar varios estados de oxidacion:
ferroso ( Fe™) o de férrico ( Fe™). Las formas correspondientes, de la
mioglobina ha estos estados de oxidacion se denominan ferromioglobina y
ferrimioglobina o metamioglobina, respectivamente. Solamente la
ferromioglobina, correspondiente al estado de oxidacion Fe*?, puede

interactuar con el oxigeno.
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1593 Quinta posicion

Sexta posicién

Figura 8. Quinta y sexta posicién de coordinacion del grupo hemo.

Todas las interacciones conocidas para la Mb estan relacionadas con su
estructura tridimensional; alrededor del 75% de su cadena principal esta
plegada en una conformacién de hélices alfa (Figura 9). Todas las hélices
son dextrogiras. Existen entre ocho y nueve segmentos helicoidales
denominados A, B, C, D, E ,F, G, H, hasta I. Los residuos de cada hélice se
nombran con la letra a la que pertenecen y el nimero de la posicion en la
misma, ejemplo: Al, B1l, E10, etc. Existen segmentos no helicoidales
constitutivos de enrollamientos al azar de diferentes longitudes que unen las

regiones helicoidales.(Mathews & van Holde,1998)
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B Alfa hélices
coils

Figura 9. Estructura tridimensional de la mioglobina

La orientacion de las hélices, es la conocida, ubicandose hacia el interior los
residuos hidrofébicos, y dejando las zonas expuestas al solvente para ser
ocupadas por los residuos polares y/o hidrofébicos

El interior consiste usualmente de residuos no polares como la leucina,
valina, metioninia y fenilalanina. Los residuos de glutamico, aspatrtico,
glutamina, asparagina, lisina y arginina estan en las zonas accesibles al
solvente. Los residuos que tienen a la vez parte polar y no polar, como la
treonina, la tirosina y el triptéfano, estan orientados de tal forma, que sus
porciones apolares apunten hacia el interior de la molécula. Los Unicos
residuos polares, ubicados parcialmente en el interior de la estructura de la
mioglobina son las dos histidinas (His®* y la His®®) que tienen una funcién
critica en el centro activo.

El grupo hemo queda localizado en una especie de bolsillo en la molécula de
mioglobina, (Figura 9), unido en forma no covalente en la hendidura
hidrofébica en la molécula. Desde aqui tiene acceso a interacciones con los

residuos esenciales para la funcion.
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Las cadenas altamente polares de propionato del hemo se ubican en la
superficie de la molécula. Tanto en la forma desoxigenada de la mioglobina
como en la oxigenada, uno de estos lugares esta ocupado por el nitrégeno
del residuo de histidina nimero 93 o residuo F8. Esta histidina, que ocupa la
quinta posicién de coordinacion, se denomina proximal, ya que esta unida
directamente al atomo de hierro.

Al ligando que interactia en la sexta posicion de coordinacion se le une a
través de un puente de hidrégeno un segundo residuo, la histidina 64 o E7,
denominada histidina distal, ya que no esta ligada al hierro. (Figura 1).

La Mb es una macromolécula a la que se le conocen 509 secuencias de
diferentes organismos aproximadamente, reportadas por el NCBI. Estas
secuencias se caracterizan en su mayoria por tener una estructura primaria
conservada, similar a la Mb de ballena (Figura 10). Asi como también se le
conoce su estructura tridimensional por difraccion de rayos X hasta una

resolucién de 2.80 A

1 MGLSDGEWQL VLNVWGKVEA DIPGHGQEVL IRLFKGHPET LEKFDKFKHL KSEDEMKASE
61 DLKKHGATVL TALGGILKKK GHHEAEIKPL AQSHATKHKI PVKYLEFISE CIIQVLQSKH
121 PGDFGADAQG AMNKALELFR KDMASNYKEL GFQG

Figura 10. Secuencia de mioglobina de ballena.

Para las anteriores estructuras se han investigado tres formas
fisiologicamente importantes: la carbomonoximioglobina (Mb-CO), Ila
oximioglobina (Mb-O;) y la metamioglobina (Mb-H,O). Sus conformaciones
parecen ser muy semejantes, excepto en la sexta posiciéon de coordinacién.
En la carbomonoximioglobina este sitio esta ocupado por monédxido de
carbono, en la metamioglobina esta ocupado por agua; y en la oximioglobina

lo ocupa la molécula de O,
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El eje de la molécula de O, enlazada forma un angulo con el enlace hierro-
oxigeno. El &tomo de hierro se desplaza hacia el plano del hemo unos 0.2 A
en la oxigenacién. Cuando la mioglobina se almacena en contacto con el
aire, fuera del ambiente celular, el hierro se oxida lentamente formando lo
que se denomina metamioglobina. Cuando se produce esta oxidacion, el
lugar de unién se inactiva. Parte de la funcion del componente proteico de la
Mb es permitir la unién del oxigeno de forma reversible. Esta molécula
proporciona un entorno al hierro (Fe), en los que se permite el primer paso de
una reaccion de oxidacion (la union del oxigeno) pero se limita el paso final
(oxidacion irreversible).

De otra parte el monoxido de carbono también se une coordinadamente al
atomo de hierro de una manera similar al oxigeno, pero la union del
monoxido de carbono es mucho mas fuerte que la del oxigeno.

El monoxido de carbono es téxico porque se combina con la ferromioglobina
y la ferrohemoglobina y de este modo interfiere en el transporte de oxigeno.
El grupo hemo tiene, por si mismo, una elevada afinidad para el CO, mucho
menor que en la proteina conjugada ( componente proteico con el grupo
hemo), esto se debe a cierto angulo con el enlace Fe-CO de la
carbomonoximioglobina. Ya que en los complejos CO-hierro porfirinas de
elevada afinidad, los atomos Fe-C=0 estan en linea recta, este enlace lineal
del CO se halla dificultado principalmente por el impedimento estérico de la
histidina distal. Por otro lado el eje de la molécula de O, forma un angulo con
el enlace Fe-O-O en la oximioglobina. Por consiguiente, la proteina obliga al
CO a enlazar en angulo en vez de linea recta. Este acodamiento debilita la
interaccion del CO con el hemo de las globinas, al tiempo que favorece al

maximo la unién del O,
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6.1.1 Requisitos fisiolégicos de la union oxigeno — mioglobina.

La mioglobina en los tejidos, especialmente en el musculo, acepta oxigeno
de la hemoglobina de la sangre arterial circulante. A continuacion cede ese
oxigeno a los organelos de las células en donde se emplea por las
mitocondrias. Por lo tanto la unién de un ligando como el oxigeno depende
de su concentracion en los alrededores. (Wittenberg & Wittenberg,1989;
Wittenberg & Wittenberg,1990 )

Para poder hacer un analisis cuantitativo de los requerimientos de oxigeno
primero se debe tener en cuenta la forma de medir la concentracion de
oxigeno disuelto.

Por la ley de Henry (Chang, 1986), se sabe que la concentracion de cualquier
gas disuelto en un fluido es proporcional a la presion parcial de ese gas
sobre el fluido. De esta manera se puede medir la concentracion de O
disuelto regulando la presién parcial de O, sobre la solucion de mioglobina
que se estudia. Se expresa la concentracion de oxigeno en forma de su
presion parcial: P O,

Para estudiar la union del oxigeno a la mioglobina, debemos disponer de una
forma de medir la fraccion de las moléculas de mioglobina que transportan
oxigeno.

Cuando se oxigena la mioglobina, el espectro de absorcidon se modifica
debido a los desplazamientos electronicos en el anillo de porfirina: este
cambio permite la determinacion espectrofotométrica de la fraccion de las
moléculas de mioglobina que estan oxigenadas.

Un grafico de curva de unién (Figura 11), describe la forma en que la fraccion
de lugares de la mioglobina que tienen oxigeno unido a ellos, (0,) depende

de la concentracion.(presion arterial de oxigeno libre).
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Figura 11. Curva de union del oxigeno a la mioglobina

La forma hiperbdélica de la curva de union de la mioglobina puede explicarse
de la siguiente forma:

WP +O0° < WpO °
(1.0)

Se tiene:

_ [Mbo, |
~ [mb]o, ]

(2.0)
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donde la constante de equilibrio K se denomina constante de asociacion o
constante de afinidad. Las magnitudes indicadas entre los corchetes indican
concentraciones molares de mioglobina oxigenada [MbO0;], mioglobina no
oxigenada [Mb], y oxigeno libre [0].

La fraccion de lugares de la mioglobina ocupados se define asi:

B Lugares ocupados
Lugares disponibles totales

(3.0)

Cada molécula de mioglobina tiene s6lo un lugar, por lo que el niamero total
de lugares disponibles es proporcional a la concentracion total de mioglobina,
[MbO,] +[Mb] En consecuencia:

[Mbo,] _  K[mb]O,]
[Mb]+[MbO,]  [Mb]+ K[Mb][0,]

(4.0)

Donde se utiliza [Mb0;]= K [Mb][0;] de la ecuacion 2.0 para obtener la
ecuacion de la derecha. La concentracion de mioglobina sin ligar, [Mb],

puede eliminarse en el numerador y el denominador, con lo que se obtiene:

,_ Ko, _ [o,]
1
1+K[:2] K+[OZ]
(5.0
Es decir:
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[0,]
[0,]: + [0, ]

2

(6.0)

Donde se ha utilizado el hecho de que 1/K = [O]12, la concentracion de
oxigeno cuando la mitad de las moléculas de mioglobina tienen oxigeno
unido a ellas. Es facil comprobar esta relacion estableciendo € = ¥z en la
ecuacion 6: Dado que la concentracion de oxigeno es proporcional a la
presién del oxigeno, la ecuacién 6 puede también formularse de la siguiente

forma:

g PO,
P, + PO,
(7.0)

Donde Psg es la presion parcial de oxigeno a la mitad de la saturacion.

Se puede comprobar que la ecuacién 7.0, describe la curva de unién
hiperbolica, como la presentada en la grafica 1.

La Pso de la mioglobina es muy baja (unos 4 mmHg), lo cual implica que la
mioglobina tiene una elevada afinidad por el oxigeno. A la concentracién de
oxigeno que existe en los capilares (aproximadamente 30 mmHg), la
mioglobina de los tejidos adyacentes esta casi saturada. Cuando las células
estdn metabdlicamente activas, su PO, interna disminuye hasta valores
mucho mas bajos. En estas condiciones, la mioglobina descargara su
oxigeno.

Las moléculas de mioglobinas nativas y mutadas no sélo debe proporcionar
un entorno para la union reversible del oxigeno sino que debe garantizar
también que la constante de afinidad K o Pso tenga exactamente la magnitud
adecuada. Esta funcion se puede obtener de la constante de afinidad, ya que
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esta es una constante de equilibrio, y que por lo tanto debe ser el cociente de
dos constantes, K1 para la reaccion de union y K-1 para la reaccion de

liberacion.

(8.0)

Es decir:

Estudios de funcion y estructura en mioglobina y hemoglobina de diferentes
organismos y la variacion en la construccion de estas han arrojado
importantes datos, debido a la importancia de las propiedades fisico-
quimicas de las cadenas laterales en las posiciones B10, E7, ya que estos
residuos son cruciales en la estabilizacién y discriminacion de ligandos

gaseosos como O,y CO. (Mathews & van holde,1998)

6.2 PROPIEDADES QUIMICAS DE LIGANDOS QUE SE UNEN A LA
MIOGLOBINA

Es interesante, aunque no sorprendente desde el punto de vista de evolucion
gue en las proteinas tales como la mioglobina, la hemoglobina los citocromos
y en las enzimas tales como la catalasa y la peroxidasa, el hierro esta situado
en el centro de un sistema porfirinico plano. Al igual que en los hidrocarburos
aromaticos, la molécula de porfirina se halla bastante deslocalizada.

Tanto en la mioglobina como en la hemoglobina, el hierro esta en el estado
de oxidacion de +2. Forma cuatro enlaces o con los atomos de nitrogeno del
anillo de porfirina. Con esto quedan dos lugares que ocupan dos ligandos
mas para explicar la formacién de complejos octaédricos. En estos casos, el
quinto ligando es una molécula de agua, la cual se une al ion Fe*? por el otro

lado del anillo para completar el complejo octaédrico. (Chang,1996)
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Esta clase de enlace que presenta el atomo de hierro es caracteristico de los
complejos de los metales del grupo de transicion d al cual pertenece. Es
posible construir conjuntos de orbitales hibridos equivalentes y con una
distribucion geométrica concreta mediante combinaciones lineales. Las
combinaciones mas importantes para este caso de especies complejas son
sp (lineal), sp® (tetraédrica), dsp? (plana cuadrada),dsp® (bipiramidal-trigonal),
y la de interés para la Mb, d?sp® (octaédrica). Tales tipos de orbitales hibridos
se obtienen a partir de la reordenaciones de orbitales apropiados que
conduzcan a un conjunto de orientaciones espaciales adecuadas para la
recepcion de los electrones suministrados por los ligandos. En ocasiones
resulta posible evitar la poco verosimil acumulacion de carga negativa sobre
el ion metalico central, que aparece como consecuencia de sus propiedades
aceptoras, mediante la hipétesis de que opera un proceso de devolucion de
electrones a los ligandos, es decir mediante la formacion de enlaces dobles.
Por este mecanismo se produce una deslocalizacién de carga negativa que
se extiende sobre varios atomos. El resultado se manifiesta por una
estabilizacion global del sistema. Los ejemplos mas representativos son los
carbonilos CO, nitrosilos metélicos (NO) y los complejos con cianuro (NC),
en los que se observa enlaces metal-ligando cortos. Este fenédmeno soélo es
posible con ligandos que posean orbitales propios vacios de tipo p o d; estos
orbitales pueden interaccionar con orbitales dyy, dy,dy, doblemente ocupados
del ion metalico. Para dar lugar a un enlace de tipo =n. Por otra parte la
disposicion espacial de tales orbitales d favorece un recubrimiento lateral. La
tendencia a formar enlaces m aumenta con el numero de orbitales d
doblemente ocupados en el atomo metélico y por ello se presenta de modo
caracteristico en los complejos de metales de la Ultima zona de las series de
transicion d.

Comunmente este tipo de enlace n se puede formar por enlace de valencia

cuando hay un recubrimiento del orbital d o por recubrimiento de un orbital d
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del ion metalico, con un orbital p del ligando =*. Cuando el ion posee mas de
tres electrones 3d, el principio de Hund exige que el nimero de orbitales 3d
semiocupados sea lo mayor posible, de modo que no siempre estan
facilmente disponibles los dos orbitales 3d vacios necesarios para formar los
hibridos propios de una configuracién octaédrica. Por ejemplo en el Fe*?
este par puede ser obtenerse por apareamiento de electrones para dar lugar
a dos, uno o ningun electrones 3d desapareados, respectivamente.
Nuevamente los datos magnéticos estan de acuerdo en muchos casos con
un apareamiento de electrones méximo (especialmente en las especies d°
como en el Fe*?).

En la oxihemoglobina donde el oxigeno molecular sustituye a la molécula de
agua, el enlace se da cuando el oxigeno comparte dos electrones con unos
de los orbitales vacios de el hierro. Se han propuesto tres orientaciones

diferentes de la molécula de O, (Figura 12 ).

Figura 12. Orientaciones que puede tener la molécula de oxigeno al unirse al

grupo hemo.
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Aunque todavia se desconoce la distribucion exacta, las evidencias indirectas
sugieren con firmeza que la molécula de oxigeno adopta una configuracion
oblicua como se muestra en la figura 12c. Aun cuando la configuracion frontal
de la figura. 12b pareceria ser la més razonable, ya que en esta la
superposicion orbital seria maxima, el impedimento estérico debido a las
cadenas laterales vecinas fuerzan a la molécula de oxigeno a inclinarse.

La naturaleza del enlace es esencialmente la misma en la oximioglobina y en
la oxihemoglobina, aunque su afinidad por el oxigeno es bastante diferente.
Ademas del agua y del oxigeno, muchos otros ligandos, tales como el CO o
el NO, se unen al Fe™ . Sin embargo, el enlace con el CO es 50 veces mas
fuerte que en el de O, en la mioglobina y 200 veces en la hemoglobina. La
mayor afinidad del CO por el Fe*? es el resultado de la interaccién dr - pr.

El atomo de carbono del CO tiene hibridacion sp. Uno de los orbitales
hibridos sp que contiene al par de electrones no compartido se superpone
con el orbital d,; de hierro para formar un enlace o. También hay
retrodonacion de la densidad electronica del orbital dy, a un orbital vacio r del
CO. (Figura 13).

Figura 13. Formas de enlace del mondéxido de carbono al grupo hemo de la

mioglobina
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Como resultado de esta interaccién, la unién entre el Fe*? y el CO tiene
caracteristicas apreciables de enlace doble y, por tanto, es dificil de romper.
La fuerza del enlace Fe-C depende del grado de la superposicion orbital. Se
supone que en la carboxihemoglobina y carboximioglobina el CO adoptan
también una configuracion oblicua como la del O,
Este hecho es un acontecimiento afortunado para el hombre moderno. Si no
fuera asi, esto es, si la molécula de CO se uniera al Fe** en la forma frontal,
la afinidad del CO por el Fe*? de la mioglobina y la hemoglobina seria mil
veces mas fuerte o mas que la del O,
Aunque el ion cianuro es isoeléctrico como el mondxido de carbono, el
primero no forma complejos tan estables con el Fe*?. La capacidad que tiene
el ion CN™ para estabilizar los estados de oxidacién bajos es una clara
indicacion de que acepta densidad de carga electronica sobre sus orbitales
n* en la interaccion con el metal, aunque la carga negativa del ion CN-
disminuye posiblemente esta tendencia en cierta magnitud, y hace de este
modo al ion CN- menos efectivo que lo que es el CO para conseguir la
estabilizacion. La toxicidad del ion cianuro reside en su capacidad de atacar
a la citocromooxidasa, una enzima respiratoria.
De otra parte la coordinacion de la molécula NO a un 4&tomo o ion metalico
puede suponerse realizada de tres maneras distintas:
1. Por la transferencia de un electron impar al atomo o ion metalico, seguido
por la cesion de un par de electrones solitario por el ion NO” resultante
2. Transferencia de un electron desde el atomo o ion metéalico sobre la
molécula de NO para dar lugar al ion NO", que después se enlaza del
mismo modo que un ion haluro.
3. La cesion de un par de electrones por el atomo de nitrégeno de la
molécula NO, con retencion del electron desapareado por parte del

ligando.
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Lo mas util es considerar la molécula de NO como una especie dadora de
tres electrones tanto cuando actia como ligando terminal como cuando lo

hace como puente. (Chang,1996)

6.3 MECANICA MOLECULAR

La simulacion clasica atomistica, asume que un sistema molecular puede ser
descrito usando leyes de mecéanica clasica. Esto provee un rapido y
aproximado estudio de movimiento, energia y estructura molecular.

Los métodos de mecéanica cuéntica alternativos son usualmente mas exactos
pero también mucho mas expansivos computacionalmente. Hay algunas
circunstancias en las cuales la mecéanica cuantica es el método apropiado, y
algunos en los cuales los métodos clasicos son los de escogencia.
Frecuentemente, las dos aproximaciones se complementan.
Fundamentalmente ellos difieren en la manera de computo de la energia del
sistema molecular. La mecanica clasica emplea unas herramientas
conocidas como Campos de Fuerza.

Si una molécula fuera una coleccion de esferas cargadas (atomos),
conectados por resortes (enlaces), esta energia potencial podria ser descrita
por el conocimiento de las masas y cargas de todas las esferas, y todas las
constantes de los resortes y las interacciones de largo alcance, generalmente
se pueden describir como electrostaticas.

Las funciones de energia tipicas de campos de fuerza usadas generalmente
para proteinas estan compuestas de términos de enlace, angulos de enlace,
angulos de torsion, interacciones de van der Waals, interacciones tipo

Coulomb y enlaces de hidrégeno.
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La expresion resultante tiene la forma:

E(ﬁ)z% > Kb(b-b, )" +1 ZKQ(U—UOZ) +1 3K, [1+cos(ng - 5)]

enlace angulos torsion

A C - A C "o
+ rT——6+M+ > (—m——jf(e—ﬁ)

pares nb r< 8A r D r enlace de H

(9.0)

la energia se expresa como una funcidon de los grupos de coordenadas
cartesianas que especifican las posiciones de todos lo atomos involucrados,
pero el calculo es llevado a cabo determinando las coordenadas internas
para enlaces (b), angulos (v) angulos diédricos (¢) y las distancias
interparticulas (r) para alguna geometria dada, cada uno de estos
componentes depende de los parametros de energia de enlace Kb, Kv, K¢
parametros de Lennard-Jones Ay C, cargas atomicas q; constante dieléctrica
D, parametros de enlace de hidrogeno A' y C' y valores de referencia
geométrica by, v, Ny 8. En los términos de enlaces de hidrégeno, f (6,6 ")
representa una funcion de los angulos donadores (&) y angulo aceptor (6" y
han sido usados exponentesm=1206y p =10

Los arreglos computacionales correspondientes a los mas bajos de energia
(minimizacion de la energia), indicarian cual es la geometria probable del
sistema.

El sistema es descrito por unas expresiones que corresponden a la suma de
los componentes energéticos (energias de enlace y de no enlace).

Las expresiones de energia son las bases de un campo de fuerza, llamado
asi porque este permite la energia y de esta manera las fuerzas del sistema

son calculadas.
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6.3.1 Componentes de un campo de fuerza.

Un campo de fuerza completo requiere:

1. Una forma funcional que describa cada componente de energia. (El
modelo arménico simple puede ser usado para representar las energias
de enlace).

2. Pardmetros determinados. (Las constantes de un resorte para el
enlace).Cada posible forma de energia puede tener una forma funcional.
Cada atomo, o combinaciones de atomos implican términos que pueden
tener unos parametros (el enlace C-H, por ejemplo, tendria una constante

de resorte diferente para el enlace C-C).

6.3.2 Aplicaciones de Campos de Fuerza.

Ya que los campos de fuerza son determinados usando un grupo particular
de moléculas, algunos dan campos de fuerza que no son aplicables en forma
general.

Los campos de fuerza tienden a trabajar bien para sistemas moleculares
similares, con sus correspondientes parametros.

Asi por ejemplo, un campo de fuerza puede ser especifico para determinado
grupo de moléculas organicas (como las proteinas).

Un campo de fuerza es un modelo relativamente simple y rapido de cémputo
energeético de un sistema molecular, usando herramientas como la mecénica
molecular. Esta se refiere al hallazgo de la geometria molecular que
corresponde a un minimo de energia para el sistema, un proceso conocido
como minimizacién energética.

Un sistema molecular exhibe numerosos minimos, cada uno corresponde a

una conformacion posible.
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Cada minimo tendra una energia caracteristica, la cual puede ser calculada.
Los célculos de mecanica molecular pueden ser formados sobre sistemas
moleculares que incluyen moléculas aisladas en "fase gaseosa", sistemas en
solucion y macromoléculas; introduciendo limitantes periddicas, dentro de las
cuales se usan celdas unitarias para representar un sistema infinito o semi-
infinito que permite calculos sobre materiales cristalinos o sélidos amorfos
voluminosos.

La informacién que estos calculos proveen, es importante para procesos
cruciales de control y planeacién en los que se incluye sintesis de reacciones
quimicas, efectos estéreo-quimicos, solubilidad y enlace de drogas o aditivos

quimicos.

6.3.3 Propiedades de Campos de Fuerza.

Un campo de fuerza es una expresion analitica que aproxima la energia de
un sistema molecular como una funcion de las posiciones de los atomos.
Esta funcion es llamada superficie de energia. Para el estudio de la mecanica
molecular se parte de estructuras cristalinas y de modelos conceptuales;
estos ultimos se basan en una serie de coordenadas de atomos, medidas de
coordenadas o la construccién de estas en un sistema grafico molecular
computarizado.

Asi con datos experimentales observados, (coordenadas de atomos) se
puede calcular las posiciones de los &tomos en una estructura, y se puede
crear un pseudopotencial de energia, el cual se toma como las desviaciones
entre lo observado y los datos experimentales tomados.

El modelo de mecanica molecular simple provee un ejemplo basado en una
energia potencial minima de la estructura. Este proceso asume que la

aproximacion del modelo de Born-Oppenheimer es aplicable. (Se trabaja con
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moléculas en sus estados electronicos mas bajos, y que la energia puede ser
determinada de las posiciones de los nucleos atomicos).

Los campos de fuerza representan la energia potencial de un sistema
molecular, para ser calculados rapida y exactamente. Un campo de fuerza
tipico representa cada atomo en el sistema como un punto Unico, y las
energias como la suma de dos, tres y cuatro particulas interaccionando.

La energia potencial de una interaccion particular estd descrita por una
ecuacion, la cual tiene en cuentaer la posicién de la particula y un niamero
pequefio de parametros, los cuales han sido determinados
experimentalmente o por calculos de mecanica cuantica.

La energia potencial de un sistema molecular es descrita tipicamente por un
campo de fuerza diferente en términos de atomos enlazados (interacciones
de valencia) o a través del espacio (interacciones de no enlace). Las
interacciones de valencia incluyen: enlace, &ngulos, torsién e inversion.

Las de no enlace incluyen interacciones electrostaticas, de Van der Waals y
enlaces de hidrégeno.

Las fuerzas potenciales son calculadas independientemente y sumadas para

dar un total de energia de la molécula.

6.3.4 Energiadebida ala elongacién del enlace:

Cuando un enlace es comprimido o elongado, la energia es almacenada y/o
liberada.(Figura 14a)
La energia potencial para un enlace comprimido o elongado es descrita por

una ecuacion similar a la de Hooke para un resorte.

6.3.5 Energia debida al &ngulo de enlace:

Cuando los angulos se desvian de su forma normal la energia incrementa y/o

se reduce.(Figura 14b)
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6.3.6 Energia debida atorsiones:
Se refiere a rotaciones moleculares (rotaciones acerca de angulos de torsion

o angulos diédricos) que requieren energia.(Figura 14 c)

T >

O—=0

Figura 14. Energias de corto alcance debidas a enlace, torsiéon y angulo
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6.3.7 Energia debida a las interacciones carga-carga:

Es la interaccibn no covalente mas sencilla electrostatica entre un par de
particulas cargadas, la fuerza entre un par de cargas Qi Yy Q., separadas en el
vacio por una distancia r, viene determinada por la ley de Coulomb:

F :Kq1(212
r

(10)
Donde K es una constante cuyo valor depende de las unidades utilizadas.
Si g1 Y gz tienen el mismo signo, F es positiva, de modo que un valor positivo
implica repulsién. Si una carga es + y la otra -, F es negativa, lo que implica
atraccion.
El entorno biolégico obviamente, no esta vacio. En una célula, las cargas
siempre estan separadas por agua o por otras moléculas o partes de
moléculas. La existencia de este medio dieléctrico entre las cargas tiene el
efecto de apantallarlas de las otras, de modo que la fuerza real es siempre
inferior a la que nos da la ecuacion 10. Este efecto apantallador se expresa
afadiendo a la ecuacion 10, un numero sin dimension: la constante
dieléctrica ().

er

(11)

Toda sustancia que actie como un medio dieléctrico tiene un valor
caracteristico €. Cuanto mas elevado es este valor, mas débil es la fuerza
entre las cargas separadas.

La ley de Coulomb expresa una fuerza; es decir, es una descripcion

cuantitativa de una interaccion. Sin embargo, cada interaccion implica un
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cambio de energia, referida a la energia de interaccion (U). Se trata de la
energia necesaria para separar dos particulas cargadas desde una distancia
r a una distancia infinita; es decir, separadas superando la fuerza

electrostética. La energia de interaccion viene dada por la ecuacion 12

q:9;

er

Uu=K

12)

Al igual que con la fuerza, la energia de una pareja g y (. con carga opuesta
siempre es negativa; es decir, existe atraccion, pero U tiende a cero cuando r
tiende a un valor alto.

Dos caracteristicas principales de las interacciones carga-carga surgen de
las ecuaciones 11 y 12. En primer lugar, la fuerza entre las cargas es
totalmente no direccional, y depende unicamente de la distancia de
separacién. En segundo lugar, la energia de interaccion varia muy
gradualmente con la distancia: Es inversamente proporcional a la primera
potencia de r. Las interacciones carga-carga se producen con frecuencia
dentro de o entre biopolimeros; por ejemplo, en la interaccion entre grupos

amino y carboxilo de una proteina. (Mathews & van holde,1998)

6.3.8 Interacciones de dipolos permanentes.

Las moléculas que no tienen carga neta pueden, no obstante, tener una
distribucion interna asimétrica de la carga. Por ejemplo, la distribucion
electrénica de la molécula de mondéxido de carbono sin carga es tal que el
extremo del oxigeno es ligeramente mas negativo que el extremo del
carbono. Una molécula asi se denomina polar, o dipolo permanente, y se
dice que tiene un momento dipolar permanente (). EI momento dipolar

expresa la magnitud de la polaridad de una molécula. Si una molécula lineal
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como CO tiene cargas fraccioénales q" y ¢, separadas por una distancia x, el

momento dipolar es un vector orientado hacia q’, cuya magnitud es:

1= 0x
(13)

A pH neutro el aminoécido glicina existe como ion "HsNCH,COO", que tiene
un grupo ionizado negativo y otro positivo. De este modo, las cargas
electrénicas totales estan separadas por la longitud de la molécula.

En el entorno acuoso de una célula, un dipolo permanente puede ser atraido
por un ion cercano (interaccion carga-dipolo) o por otro dipolo permanente
(interaccion dipolo-dipolo), a diferencia de las interacciones simples carga-
carga descritas anteriormente, (Figura 15). Las interacciones dipolares
dependen de la orientacion de los dipolos. Ademas son interacciones con un
alcance inferior. La energia de interaccion carga-dipolo es proporcional a 1/r%,
y la de una interaccién dipolo-dipolo es proporcional a 1/r*. De este modo,
para que la interaccion sea fuerte, un par de dipolos permanentes debe

deben estar bastante cerca.

X —9!
~_»
dispersion
carga-carga
=)
-—V
carga-dipolo repulsién de van der waals
&> .
O>—© a
—r —r
dipolo-dipolo enlace de hidrégeno
A B >
® @ad @>p
—r —y
carga-dipolo inducido dipolo-dipolo inducido

Figura 15. Tipos de interacciones electrostaticas dadas en un sistema

molecular.
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Los momentos dipolo de enlace son usados para representar contribuciones
electrostaticas que se siguen por las leyes de Coulomb.
Las interacciones electrostaticas son medidas por cargas de puntos atomicos

de las moléculas.

6.3.9 Energia debida a las interacciones de Van de Waals:

Cuando las moléculas o los atomos que no tienen enlaces covalentes entre
ellos se acercan tanto que sus orbitales electronicos mas externos empiezan
a solaparse, existe repulsion mutua. Esta repulsion aumenta muy
rapidamente a medida que la distancia entre sus centro (r) disminuye; es
aproximadamente proporcional a r'*

Si combinamos esta energia de repulsion con una o mas clases de energia
total de la interaccion no covalente (U) de una pareja de atomos, moléculas o
iones cambiard segun la distancia (r). Debe destacarse dos puntos: en primer
lugar, existe una posicidén r, que corresponde al minimo de distancia mas
estables entre los centros de las dos particulas. En segundo lugar, el
potencial de repulsibn aumenta tan pronunciadamente en distancias mas
cortas que actia como una barrera, impidiendo de modo efectivo que se
aproximen mas de la distancia r,. Esta distancia define el llamado radio de
Van de Waals, R, el radio efectivo para el empaquetamiento molecular mas
cercano. Para un par de moléculas esféricas idénticas, r, = 2R; para
moléculas con radios de Van der Walls R1y R2, r, = R1+R2

El radio de Van der Waals de un atomo dado esta definido por un tamafio
efectivo. Cuando dos &tomos no enlazados estan relativamente juntos, la
atraccion de Van der Waals incrementa (la energia decrece). Cuando la
distancia entre ellos es igual a la suma de los radios la atraccion es maxima.
(Figura 16).

Las moléculas reales, por supuesto, no son objetos esféricos. Puesto que

todas las moléculas biolégicas grandes tienen formas complejas, es util
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extender el concepto del radio de van der Waals a los atomos o a los grupos

de atomos que hay dentro de una molécula.

Radios de van der Waals

Energia de repulsién

_— e = = =

)
¥

Energia total de

. .z — /
interaccion, U

!

Distancia de energia minima, ro

Distancia de maximo acercamiento, r,

Figura 16. Interaccion molecular de van der Waals
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6.3.10 Energia debida a los enlaces de Hidrégeno:

La estructura y las propiedades de muchas moléculas biolégicas asi como
las del agua, el disolvente biol6gico universal, estdn determinadas en gran
medida por este tipo de enlace. Un enlace de hidrogeno es una interaccion
entre un atomo de hidrégeno enlazado covalentemente en un grupo donador
(Como -O-H o N-H) y un par de electrones libres pertenecientes a un grupo
aceptor (como O-C - o N ). El &tomo al que el hidrégeno esta covalentemente
enlazado se denomina donador del enlace de hidrogeno, y el atomo con el
par de electrones no enlazados se denomina aceptor del enlace de
hidrogeno. (Figura 17). Se define la longitud del enlace de hidrogeno como la

distancia centro-centro entre los atomos donador y aceptor.

Enlace covalente Enlace de hidrégeno
0
q+
Donador w 1. @ Aceptor
@

‘d »
< >

Longitud del enlace de Hidrégeno

Figura 17. Interaccion molecular debida a puentes de hidrégeno.
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La capacidad de un atomo para actuar como donador o aceptor de enlace de
hidrogeno depende en gran medida de su electronegatividad. Cuanto mas
electronegativo es el &omo donador, mas carga negativa extrae del
hidrogeno al cual est4 enlazado. De este modo el hidrogeno se vuelve mas
positivo y es atraido con mas fuerza hacia el par de electrones del aceptor.
Entre los atomos que se encuentran en los compuestos biolédgicos, sélo O y
N tienen las electronegatividades apropiadas para comportarse como
donadores, de este modo, los grupos C-H no forman enlaces de hidrégeno
fuertes y si los grupos O-H.

El enlace de hidrogeno comparte algunas propiedades tanto de las
interacciones covalentes como de las no covalentes. En parte es como una
interaccién carga-carga entre la carga positiva parcial del H y la carga
negativa del par de electrones. Pero, al mismo tiempo, también se comparten
electrones entre el H y el aceptor. Estas dos propiedades se reflejan en la
longitud del enlace de H. La distancia entre el &omo de hidrégeno y el atomo
aceptor en un enlace de hidrégeno es bastante mas reducida que en la que
cabria esperar de sus radios de Van der Waals.

Los enlaces de hidrégeno, al igual que los enlaces covalentes, son altamente
direccionales: el enlaces de H donador tiende a apuntar directamente hacia
el par de electrones aceptores. La importancia de esta direccionalidad puede
observarse en el papel que desempefan los enlaces como la hélice a en las

proteinas.
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6.4 ENERGIA POTENCIAL DE SUPERFICIE

La descripcion mateméatica compleja incluye teorias tanto de mecanica
cuantica como de efectos relativistas.

Inicialmente se propone una teoria mecénico-cuantica relativista para la
descripcion de las moléculas. Se tiene en cuenta su comprension una funcion
de las coordenadas de los nucleos y de los electrones de los atomos que
conforman el sistema.

Born y Oppenheiner (1927) proponen un modelo comUnmente conocido
como la aproximacion de Born-Oppenheiner: En este modelo el movimiento
de los electrones puede ser desacoplado desde el nucleo, indicando que la
energia se define como una funcién solo de las coordenadas de los nucleos,
es decir, que describe el movimiento de los nucleos en esta energia potencial

de superficie.

6.5 MINIMIZACION DE LA ENERGIA POTENCIAL

Dada la importancia de conocer las energias potenciales, y la dificultad o casi
imposibilidad, de modelos experimentales, se han desarrollado muchos
programas computacionales que permiten estimar esta energia a través de
simulaciones generalmente basadas en modelos matematicos con algunos
datos empiricos iniciales.

Estos comprenden el calculo de energia potencial, permiten la minimizacion
de la energia, y simulaciones de dinamica de proteinas. Uno de los mas
bésicos es el programa de mecénica molecular AMBER (Weiner y col.,1984),
modificado y actualizado por GROMOS (Berendsen & Van Gunsteren,1994).
Este Ultimo es un programa que permite simulaciones dinamicas por
computador, para el estudio de sistemas moleculares, ya sea en solucién o
en estado cristalino, utilizando métodos de dinamica estocéstica (SD), de
dinamica molecular (MD), o métodos integrados.
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A su vez, permite minimizar la energia de sistemas moleculares, y el analisis
de conformaciones obtenidas experimentalmente o simuladas por
computador. También ofrece la posibilidad de predecir la dependencia de la
conformacion molecular segun el ambiente (agua, metanol, cloroformo,
solvente apolar, cristal etc), el calculo de las constantes de union, evaluando
las diferencias de la energia libre entre varios complejos moleculares, y la
prediccion de los cambios estructurales y energéticos causados por la
modificacion de aminoacidos en enzimas, proteinas o pares de bases en el
DNA.

La minimizacion de la energia genera una funcion de la energia potencial en
la que la configuracion obtenida corresponde a la estructura mas estable
para el sistema.

En la figura 18a, la optimizacion de la geometria del hidrégeno diatomico es
representada. En esta se puede observar que la distancia inicial del enlace
de H-H (g1) es mas corta que la distancia de equilibrio. La minimizacién dara
la distancia a el potencial minimo en g, donde la pendiente de la funcion es
cero.

Desafortunadamente, la situacion para la mayoria de las moléculas es mucho
méas compleja. Tipicamente las moléculas tienen muchos grados de libertad,
y por lo tanto el resultado dara muchos minimos en la energia potencial de
superficie.

Si la estructura inicial de una molécula tiende a estar en ‘3’ (Figura 18b),
entonces la minimizacibn no encontrara el minimo en ‘1’. Es mas la
estructura en equilibrio estara representada en la parte profunda de '3 (Figura
18b).
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Figura 18. Optimizacion de la energia del hidrogeno(a), Optimizacién de la

energia de un sistema molecular(b).

Si una molécula contiene pocas variables, la minimizacién de la energia se
puede realizar usando diferentes estructuras iniciales, con las que es posible
obtener un resultado de estas estructuras que permita acercarse a un minimo
global, y asi encontrar la configuracibn mas estable de los atomos durante la
optimizacién de la energia.

Un minimo puede ser encontrado después de un ajuste o requiere de cientos
de iteraciones, dependiendo de la naturaleza del algoritmo, de la forma de la
funcion y el tamafio de la molécula. La eficiencia de la minimizacion es
determinada tanto por el tiempo necesario para evaluar la funcibn como por
el niumero de ajustes estructurales (iteraciones) necesarias para converger

en el minimo

La minimizacién de una molécula requiere de un nimero de pasos a saber:
e Se inicia con una estructura dada (principalmente determinada por

cristalografia de rayos X).
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Para la determinacion de los pasos de refinamiento de la molécula se
aplican algunos programas con algoritmos,. denominados comunmente
"descenso pronunciado” o "steepest descent” (SD) y el algoritmo del
gradiente conjugado, o "conjugate gradient”. El método de descenso
pronunciado, utiliza una linea de busqueda, es decir parte de un cambio
en las coordenadas, y busca una estructura con una energia mas baja.
Se parte de un punto en el plano de coordenadas cartesianas (Xo, Yo)
definido como a. (Figural9). La cantidad de lineas de busqueda, o ajustes
estructurales que se definan es determinado en cada iteracion por el
namero de pasos. Durante el ajuste es posible encontrar un minimo local
en el sistema, definido como un soporte entre dos puntos con una energia
potencial mas alta, por ejemplo b y d (Figura 19). En este caso, se realiza
un calculo del potencial de energia minimo en cada iteracion, en direccion
a la velocidad con el que cambia este potencial. (gradiente negativo de la

energia potencial).

E(x,y)

Figura 19. Seguimiento en la busqueda de un minimo local
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En este ejemplo c, es el punto donde el potencial de energia es mas negativo

respecto a b y d. Se puede aumentar el niumero de iteraciones para

encontrar el punto con un potencial mas negativo, o también comprobar que

COMO en este caso ¢, el encontrado es el adecuado.

El método del gradiente conjugado difiere del primer método en que en este

se tiene en cuenta, tanto la direccion del gradiente de energia potencial como

la linea de busqueda. La direccion del gradiente es favorable ya que en cada

paso sucesivo se refina continuamente la direccién hacia el minimo.

Todos los programas pueden minimizar la energia potencial obtenida a

través de los modelos. En realidad el célculo es dirigido a un minimo de

energia libre, la cual est4 en funcién de la entalpia (H) y entropia (S) (AH-

TAS).

Para todos los campos de fuerza usados en calculos de este tipo el cero

de energia es arbitrario. La energia calculada de una estructura

minimizada completamente (minimo global) es la entalpia clasica de los
sistemas en un cero absoluto. Los efectos para estos casos son
ignorados (en particular el punto cero del movimiento vibracional).

La energia minima calculada para complejos de macromolécula- ligando

pueden ser usadas para estimar entalpias. De esta forma se tienen en

cuenta dos consideraciones:

1. Para una comparacion significativa, de la unién relativa de dos
sustratos diferentes, se tiene en cuenta un ciclo termodinamico
completo. En términos practicos, esto significa que se puede realizar
un calculo de entalpia para varios sustratos en agua .

2. Para estimar la solidez de la union relativa, la entropia también puede
ser considerada, pero los célculos de esta incluyen procesos
computacionales muy exhaustivos.

La importancia de estas consideraciones fundamentalmente depende del

objetivo de célculo. Cuando se estudia la union relativa en un sitio activo
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por ejemplo de una enzima de dos sustratos diferentes, uno de los cuales
es flexible y el otro es rigido, los efectos entropicos pueden ser cruciales
para obtener un acuerdo cualitativo con constantes de unién
experimental. Si la interaccion de algin componente putativo con muchos
atomos del sitio activo causan, como producto de la estructura
minimizada, una energia potencial mas positiva que la de los
componentes por separado, el complejo obtenido es rechazado. De lo
contrario, aceptado.
La minimizacion de la energia potencial puede estar limitada por los
problemas del solvente, por lo tanto, la temperatura es excluida de la
minimizacién asi como las contribuciones entropicas para la estabilidad
de la molécula.
Para sistemas macromoleculares, el nimero de minimos locales y el costo
de los computos impiden una busqueda exhaustiva de la energia potencial.
Computacionalmente es imposible determinar un minimo de energia global.
Generalmente un minimo local puede ser la estructura determinada por
cristalografia de rayos X .
La minimizacién de la energia ha sido utilizada para resolver problemas
acerca de la determinacién y del andlisis de proteinas haciendo un especial

énfasis en proteinas mutadas o modificadas.

6.6 MUTACIONES PUNTUALES EXPERIMENTALES Y SIMULADAS.

En la historia de la mutacion y modificacion de proteinas se ha venido
desarrollando la técnica de la mutagénesis de sitio dirigido, reportandose
casos en donde el comportamiento de las mutantes no ha sido el esperado
por quienes hacen el estudio. Es importante entonces el desarrollo de nuevas
estrategias predictivas y el uso de toda la informacién estructural, técnica,
termodinamica y energética, que existe al alcance para desarrollar modelos
predictivos. (Shih,1985)
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Cuando se trata de predecir la funcién o los cambios en la funcién de una
proteina se requiere de resultados estructurales de alta veracidad.

Es por esto que técnicas como la cristalografia de rayos X son utilizadas para
la determinacion de estructuras de proteinas a nivel experimental. Varias de
las proteinas modificadas han sido determinadas por esta técnica, aunque la
resonancia magnética nuclear y otra técnicas espectroscopicas pueden ser
usadas para encontrar las diferencias entre las moléculas nativas y las
mutantes.

El empleo de modelos tedricos ha desencadenado una serie de alternativas
gue son utilizadas para predecir la estructura y las propiedades funcionales
de las proteinas nativas y mutantes, basadas en el conocimiento de la
estructura patrén y en el cambio de los aminoacidos especificos de la
proteina mutante.

Una de las metodologias estudiadas se basa en la minimizacion de la
energia del sistema y simulacion de la dindmica molecular de
macromoléculas.

Para el estudio teorico de la energia, dinamica y termodinamica de una
proteina se hace necesario el conocimiento de la energia potencial del
sistema, la cual corresponde a la energia de la molécula en funcién de las
coordenadas atomicas.

La energia potencial puede ser usada directamente para determinar la
estabilidad relativa de las diferentes estructuras posibles de la proteina. Las
fuerzas que actdan sobre los &tomos son obtenidas de las primeras
derivadas de la energia potencial, respecto a las posiciones de los atomos.
Estas fuerzas pueden ser usadas para calcular las propiedades dinamicas y
mecanicas del sistema, por resolucion de ecuaciones de Newton de
movimientos para determinar como las posiciones atomicas cambian con el
tiempo.

De las segundas derivadas de la energia potencial de superficie se tienen las

constantes de fuerza para pequefios desplazamientos; éstas pueden ser
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evaluadas y usadas para encontrar los modos normales del sistema ; estos
sirven como base para un acercamiento alternativo de la dinamica de la
molécula.

Todas las interacciones atémicas y moleculares podrian ser evaluadas por
métodos de mecdanica cuantica, asi como por calculos de orbitales
moleculares (MO). Pero hasta el momento con estos métodos es imposible
resolver moléculas grandes; por lo tanto, se han desarrollado métodos
basados en mecéanica molecular. Este método asume que las interacciones
pueden ser descritas adecuadamente por el modelo convencional de campos
de fuerza.

Este modelo permite realizar todos los cambios posibles de residuos en la
molécula, probar todas las orientaciones posibles de las cadenas laterales, y
seleccionar una con una energia mas baja (minimizacion de la energia).
Aunque el modelo parezca simple, se requiere de conocimientos
estereoquimicos para llevar a cabo el proceso.

Estudios anteriores tienen en cuenta las diferencias en las propiedades
estereoquimicas de cada uno de las cadenas laterales de los aminoacidos.
Por ejemplo, se ha determinado experimentalmente las diferencias que
presentan en la distribucion los angulos de torsion, al cambiar aminoacidos
como glicina, prolina, alanina treonina, estos pueden adoptar diferentes
conformaciones que afectan la reorientacion de la cadena principal.

En estos casos se requiere de un cuidadoso andlisis de los angulos de
torsion, y de las interacciones estereoquimicas de cada uno de los residuos.
También se ha venido estudiando la implicacion de la suma o pérdida de
posibilidades de formar puentes de hidrégeno, o puentes salinos al realizar
diversas mutaciones.

Por lo tanto se requiere de una funcion de energia potencial empirica
aproximada para determinar la conformacion de las cadenas laterales entre

las interacciones de la estructura conocida y el resto de la proteina.
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Con el proceso de minimizacién de la energia, se pueden determinar
estructuras estables potencialmente existentes. Lo Optimo seria definir
claramente las estructuras con las energias mas bajas. Se puede encontrar
varios minimos en el espacio de energias potenciales que son dificiles de
distinguir por los métodos disponibles. La presencia de éstos sugeriria la
existencia de mas de una conformacion de cadenas laterales viables para

permitir estabilidad y una mejor interaccion de la molécula.

6.7 HERRAMIENTAS COMPUTACIONALES

A pesar de los multiples experimentos se requieren de avances para la
comprension de la interaccion del complejo Mb-ligando. Experimentalmente,
no hay metodologias para explicar cada factor que interviene en la
interaccion y comprension del proceso. Los componentes de campos de
fuerza es lo que se puede manipular y se requiere estimar cada uno.

Las herramientas computacionales empleadas en este trabajo se discuten a
continuacion. El diagrama de flujo que ilustra los pasos metodolégicos a

seguir se presenta en la figura 20:
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Figura 20. Pasos requeridos en el disefio molecular por computador.

(Schomburg,1990)
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6.7.1 INFORMACION ESTRUCTURAL EN BASES DE DATOS

La informacion estructural de moléculas determinadas por cristalografia de
rayos X o de Resonancia Magnética Nuclear (NMR) no tendrian significancia
sino fueran accesibles a la comunidad cientifica. Las estructuras de proteinas
se encuentran archivadas en el Banco de Datos de Proteinas de Brookhaven
(PDB) (Bernstein y col.,1977), el cual contiene un niamero aproximadamente
de 13.672 estructuras de proteinas y acidos nucleicos, que crece
rapidamente. Este brinda la posibilidad de obtener las coordenadas de cada
uno de los atomos de las moléculas que alli se encuentran. También ofrece
un resumen indicando el nombre, el método por el cual fueron determinadas,
el nUmero de atomos, residuos, grupos heterogéneos que posee y la fuente
de donde provienen. Ademas clasifica las moléculas por su funcion, a la vez
incluye las referencias bibliograficas correspondientes; permite obtener una
descripcion detallada de las estructuras tanto primaria como secundaria, y
busca relacion con otras moléculas de funcion o estructura similar.

Los estudios de modelos por computador hacen uso de las bases de datos
derivadas del Banco de Datos de Proteinas. A través de las coordenadas
almacenadas en este banco, se pueden realizar estudios de mecénica y
dinamica molecular puesto que los tipos de atomos para determinar dichas
coordenadas son sugeridos por GROMOS (van Gunsteren y col., 1996).

Al Banco de Datos de Proteinas (PDB) se puede acceder en Internet en la

siguiente direccién: http://www.rcsb.org.gov)

6.7.2 NCBI/NLM/NIH/ENTREZ

Debido a la importancia de los métodos de informacién por computador, en la
orientacion de las investigaciones biomédicas se establecié el NCBI(National
Center for Biotecnhology Information), como una division del NLM (National
Library of Medicine) y el NIH (National Institute of Health).
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El NLM, es el encargado del mantenimiento de las bases de datos y a su vez
hace parte del NIH.

El NCBI asumi6 la responsabilidad del GENBANK (Base de Datos de
secuencias de DNA), y a través de un entrenamiento avanzado en biologia
molecular, su personal se encarga de mantener actualizado el banco,
alimentandose de secuencias otorgadas por laboratorios particulares y por
intercambios con bases de datos de secuencias de nucleétidos entre las que
se encuentran: European Bioninformatic Institute (EBI); European Molecular
Biology laboratory (EMBL) y DNA Data Bank of Japan (DDBJ).
Adicionalmente compila los datos de Swiss-Prot, PIR-International, PDB y
GSDB entre otros. Adicionalmente se asocian las secuencias con las
referencias bibliogréaficas guardadas en MEDLINE.

ENTREZ es un motor de busqueda que permite a los usuarios acceder a
toda la informacién almacenada por el NCBI, ingresando a la siguiente

direccion en Internet (http://www.nchi.nlm.nih.gov/ENTREZ/),

En ENTREZ se puede realizar los siguientes tipos de busquedas (Figura 21):

Similaridad en las —
secuencias de Similaridad en la
aminoacidos secuencia de

/ nucleétidos
I NUCLEOTIDOS
«7 \‘
PROTEINAS A
< > ESTRUCTURAS
\ Similaridad en
la estructura

GENOMAS < TAXONOMIA >

N
PUBMED

Similaridad en el
< > texto

Figura 21. Bases De Datos que constituyen ENTREZ y su interrelacion.
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6.7.3 Alineamientos de secuencias

Dada la posibilidad de conocer secuencias proteicas de diferentes fuentes,
una muestra de esto son las Mb de diferentes organismos, es importante
conocer las caracteristicas comunes entre ellas. Esas caracteristicas estan
asociadas con la similaridad en las secuencias. Para conocer esta
modalidad, es esencial el adecuado alineamiento de las secuencias de cada
molécula de Mb.
Los alineamientos de las secuencias brindan bastante veracidad cuando las
secuencias de aminoéacidos tienen mas del 40 % de identidad. Este
porcentaje de identidad indica que las secuencias presentan los mismos
aminoé&cidos y en las mismas posiciones.
Existen muchos programas para realizar este proceso de comparacion la
mayoria de los programas de computador usan los algoritmos desarrollados
por Smith y Waterman (Waterman & Smith, 1981).
En estas técnicas de programacion dinamica, se calcula una matriz que
cuenta cuantos y donde existen residuos idénticos o conservados dentro de
la secuencia. Los puntajes obtenidos se modifican si para alcanzar el mejor
alineamiento es necesario introducir brechas de las secuencias (Figura 22).
Algunos programas solo dan una multa para alguna insercién/supresion,
otros siguen un incremento en las multas dependiendo de la longitud de la
insercion /supresion.

ANNIKAKAREN

ANNIKA- - REN

* * * * * * * * *

Figura 22. Alineamiento de dos secuencias cortas usando la matriz de Smith-

Waterman. ( * Para identidad, - para supresion)
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En general se trata de identificar las zonas mas conservadas (High Scoring
Pair ,HSP) que deberan estar asociadas con la funcibn comdn a todas las

moléculas estudiadas.

6.7.4 BLAST (BASIC LOCAL ALIGNMENT SEARCH TOOL)

Uno de los programas de alineamiento mas comun y utilizado en este estudio
es el algoritmo de BLAST. Este utiliza un algoritmo de busqueda de
similaridad que otorga significancia estadistica a sus hallazgos, usando los
métodos estadisticos de Karlin & Altschul (Maden y col.,1996). Fue
desarrollado por el NCBI, y se puede acceder a través de internet en la
siguiente direccion:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

La estrategia utilizada por este programa se fundamenta en el alineamiento

de secuencias de nucleétidos o proteinas para encontrar entre ellas regiones

gue se conserven y/o que tengan cierta identidad o similaridad.

El resultado viene dado por los HSPs (High Scoring Pair), los cuales estan

definidos como dos fragmentos de secuencia de longitud igual pero arbitraria,

en los cuales el alineamiento es localmente el maximo. Adicionalmente,

también tiene en cuenta los MSPs (Maximal-Scoring Segment Pair), el cual

identifica los resultados mas altos de todos los posibles pares de segmentos

gue puede ser producido a partir de dos secuencias.

Para obtener un resultado de una busqueda en BLAST, éste programa

realiza el siguiente procedimiento:

a. localiza los HSPs entre la secuencia a estudiar y todas las secuencias
consignadas en la base de datos.

b. Evalla la significancia de los resultados.

c. Reporta aquellos datos que satisfacen un resultado de significancia para
el usuario (Waterman,1996).
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d. Blast ofrece como resultado un histograma en el cual se resume los
resultados obtenidos en la busqueda.

En la Tabla 1 se observa a modo de ejemplo el informe arrojado por BLAST

en este caso al comparar la mioglobina de ballena con todo el banco de

datos.
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Secuencias Identidad (%)

pdb|1DUK]JA Chain A, Wild-Type Recombinant Sperm Whale Metaq 100%
sp|P02185|MYG_PHYCA MYOGLOBIN >gi|70558|pir|[MYWHP myoglobi. 100%
pdb|1ABS| Photolysed Carbonmonoxy-Myoglobin At 20 K >gi| 99%
prf||[742482A myoglobin [Physeter catodon] 98%
pdb|IMLM|  Myoglobin (Carbonmonoxy) Mutant With Initiator 95%
pdb|1CIOJA Chain A, Recombinant Sperm Whale Myoglobin 199v . 95%
pdb|1IMLS| Myoglobin (Met) Mutant With Initiator Met, Val 95%
pdb|1CO9|A Chain A, Recombinant Sperm Whale Myoglobin L104v 95%
pdb|2SPO| Myoglobin (Met) Mutant With Initiator Met, Leu 95%
pdb|2SPM|  Myoglobin (Met) Mutant With Initiator Met, Asp 95%
pdb|1IMLF|  Myoglobin (Carbonmonoxy) Mutant With Initiator 95%
pdb|1CP5|A Chain A, Recombinant Sperm Whale Myoglobin L104f 95%
pdb]1CH2]JA Chain A, Recombinant Sperm Whale Myoglobin L89f 95%
pdb|1CIK|A Chain A, Recombinant Sperm Whale Myoglobin 199a 95%
pdb|1DUOIJA Chain A, Sperm Whale Metaquomyoglobin Proximal H 95%
pdb|1CO8|A Chain A, Recombinant Sperm Whale Myoglobin L104a 95%
pdb|IMLL|  Myoglobin (Met) Mutant With Initiator Met, Val 95%
pdb|1DTMI|A Chain A, Crystal Structure Of The Sperm-Whale My 95%
pdb|1ICPWI|A Chain A, Recombinant Sperm Whale Myoglobin L104w 95%
pdb|IMGN]|  Metmyoglobin Mutant With Initiator Met, Asp 12 95%
pdb|1DO1|A Chain A, Carbonmonoxy-Myoglobin Mutant L29w At 1 95%
pdb]1CH3JA Chain A, Recombinant Sperm Whale Myoglobin L89w 95%
pdb|IMTI|  Mol_id: 1; Molecule: Myoglobin; Chain: Null; E 95%
pdb|ILTW| Recombinant Sperm Whale Myoglobin 29w Mutant 95%
pdb|1A6M|  Oxy-Myoglobin, Atomic Resolution >gi|4699527|p 95%
pdb]IMYM|  Myoglobin (Carbonmonoxy) Mutant With Initiator 95%
pdb|1CPOJA Chain A, Recombinant Sperm Whale Myoglobin L104n 95%
pdb|IMCY| Sperm Whale Myoglobin (Mutant With Initiator M 95%
pdb]1CH9JA Chain A, Recombinant Sperm Whale Myoglobin H97q 95%
pdb]1CH1JA Chain A, Recombinant Sperm Whale Myoglobin L89g 95%
pdb|]2MGF|  Myoglobin (Carbonmonoxy) Mutant With Initiator 95%
pdb|1DTIJA Chain A, Recombinant Sperm Whale Myoglobin H97d, 95%
pdb]1CH7]A Chain A, Recombinant Sperm Whale Myoglobin H97f 95%
pdb|102M|  Sperm Whale Myoglobin H64a Aquomet At Ph 9.0 > 95%
pdb|2MGB|  Myoglobin (Met) Mutant With Initiator Met, His 95%
pdb]IMOC| Mpyoglobin (Carbonmonoxy) Mutant With Initiator 95%
pdb|]2MGE|  Myoglobin (Met) Mutant With Initiator Met, Asp 95%
pdb]1A6G| Carbonmonoxy-Myoglobin, Atomic Resolution 95%
pdb|]2MGJ|  Myoglobin (Met) Mutant With Initiator Met, Asp 95%

Tabla 1. Porcentajes de identidad de la mioglobina de ballena respecto a las
mioglobinas del Banco de Datos (BLAST)
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6.7.5 Swiss-pdbviewer

Uno de los programas mas importantes para este trabajo es el denominado
Spdbviewer 3.5.

El Spdbviewer es un programa distribuido de forma libre con derechos
reservados para modificaciones. A través de él se manipulan una o varias
moléculas a la vez para analizarlas al mismo tiempo; se interponen
secuencias de proteinas y por alineamientos se determinan sitios activos, u
otras zonas relevantes entre ellas; se obtienen puentes de hidrégeno,
angulos, distancias entre atomos; permite hacer mutaciones en una
secuencia, minimizaciones energéticas , determinacion de campos de fuerza
y crear premodelos de estructura a enlace con un programa conocido como
Swiss-Model.

Cada molécula y sus coordenadas deben ser tomadas del Banco de Datos
de Proteinas (PDB).

A este programa se accede en las siguientes direcciones:

http://expasy.ch/spdb/mainpage.htm

http://expasy.proteome.org.au/spdv

Este programa ofrece la posibilidad de realizar computos de la energia de
superficie, potencial electrostatico, minimizacién de la energia de un sistema
molecular, y cambios estructurales con el computo de RMS. La desviacion
media de minimos cuadrados (Root-Mean-Square Deviation,RMSD), es una
de las herramientas mas usadas en el disefio de proteinas. Si la diferencia en
el valor de RMSD de una molécula disefiada y una molécula patron se
encuentra en un rango < 0,2 A, entonces indica que la estructura disefiada
puede ser muy parecida a la patron. El calculo de RMS se genera por la
superposicion de los centros de las estructuras junto con el calculo de

rotaciones que minimizan todos los valores. (ecuacion 14)
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i=1

(14)

Donde N es el nimero de 4&tomos comparados, r y r" son las coordenadas
atomicas para la estructura patron y la estructura disefiada, respectivamente.
El potencial electrostatico de proteinas esta formado por las cargas de las
cadenas laterales de cada aminoacido; éstos cumplen un papel importante
en el plegamiento y la estabilidad de la proteina, asi como también, en
catalisis enzimatica o en interaccion proteina-proteina, o, como se ha citado
en este trabajo, proteina-ligando.

En general los potenciales electrostaticos pueden visualizarse a través de un
mapa, en donde los potenciales positivos se muestran en azul y los negativos
en rojo (Figura 23). Este potencial varia de acuerdo a las condiciones del
solvente y al tipo de interaccion entre las moléculas.

Swiss-pdbviewer incluye una version de GROMOS.43B1, basado en el
modelo de campos de fuerza (van Gunsteren y col.,1996), permitiendo de
esta manera evaluar también la energia de la estructura, realizar mutaciones

puntuales en la molécula, y obtener geometrias mucho mas estables.
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Figura 23. Potencial electrostatico de la molécula de mioglobina

6.7.6 Programa “ProtScale”

ProtScale es una aplicacibn que posee diversas herramientas para
determinar propiedades como volumen, peso molecular, punto isoeléctrico,
hidrofobicidad, polaridad, area oculta etc, a partir de la secuencia primaria en
una proteina seleccionada. Ademas permite calcular y obtener un perfil de
las propiedades fisicoquimicas para cada aminoacido que conforma una
proteina nativa o mutada.

Las escalas para los diferentes parametros son definidas por un valor
numeérico asignado para cada uno de los aminoacidos. Frecuentemente las
escalas usadas son de hidrofobicidad e hidrofilicidad, escalas de parametros

de conformacion de la estructura secundaria, también escalas que se basan
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en diferencias quimicas y propiedades fisicas de los aminoacidos. Este
programa brinda 50 escalas predeterminadas, que se encuentran en la
literatura.

Las escalas de las propiedades analizadas para los 20 aminoacidos en este
trabajo se observan en la Tabla 2.

En el momento de disefiar una proteina es importante conocer propiedades
fisico-quimicas como la hidrofobicidad, polaridad, flexibilidad, area oculta etc.
de los amino&cidos que la conforman para asi realizar una buena prediccion
de su estructura y funcionamiento.

Se dice que una sustancia hidrofébica es realmente soluble en solventes no
polares y poco o0 nada soluble en agua. En el plegamiento de una proteina,
los residuos con cadenas laterales no polares seran comprimidos en el
interior de la molécula. El efecto es andlogo a la segregacion del aceite en
agua, con la distincién importante de que los residuos en las proteinas son
covalentemente unidos a sSus vecinos Yy no pueden participar
independientemente.

Para cuantificar este efecto, muchas escalas de hidrofobicidad para
aminoacidos han sido propuestas. Tales escalas han sido calculadas sobre
medidas de solucién o por célculos empiricos. Las primeras se basan en
coeficientes de distribucion entre una fase acuosa y una fase organica,
mientras que las empiricas se basan sobre particiones entre la superficie
accesible al solvente y el interior oculto o area oculta de los residuos en
proteinas con estructura conocida. (Rose,1985; Eisenhaber,1995;
Eisenhaber,1996; Hubbar,1994).

En este trabajo se utiliza las escalas de hidrofobicidad segun la aproximacion
de Kyte & Doolitte (Kyte & Doolittle, 1982). Estos dos grupos han llevado a
cabo trabajos en donde la hidrofobicidad del aminoacido esta estrechamente
ligada a el area accesible y oculta , es decir han determinado que el area
oculta de un residuo en el plegamiento de una proteina es proporcional a la

contribucién hidrofébica para la energia libre conformacional (AG conf), Yy la
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accesibilidad de un residuo se define como el cociente entre el area media
accesible en la molécula, dividido por el area en un estado estandar. La
accesibilidad es una medida intrinseca de la hidrofobicidad.

La polaridad es una de las principales propiedades quimicas de los residuos
que los hace aptos para hacer parte fundamental en la estructura y funcion
de una proteina. Estudios anteriores han calculado una escala de polaridad
de aminoacidos determinando que las mutaciones de estos, con respecto a
la polaridad, pueden explicar la evolucion de las proteinas. (Grantham, 1974).
Cuando una molécula se encuentra en un campo eléctrico, una fuerza en la
misma direccion es impuesta sobre particulas cargadas negativamente en la
molécula, mientras que cada particula cargada positivamente recibe un
fuerza en la direccién opuesta. La distribucion de cargas en una molécula
tiende a ser mas inclinada en presencia de un campo eléctrico en un espacio
libre. De acuerdo a esto, el momento dipolar de una molécula situada en un
campo eléctrico tiende a aumentar si la molécula es polar o no. El incremento
del momento dipolar atraido por un campo eléctrico es llamado momento
dipolar inducido.

La polarizabilidad es asumida para cada atomo en una molécula como una
esfera rigida centrada en un ndcleo con los radios covalentes y las cargas de
los nacleos y los electrones del alrededor concentrados en el centro para
formar un punto con carga neta, llamada la carga neta efectiva.

El momento dipolar efectivo o carga neta efectiva de una unidad monomérica
de una cadena polimérica, en forma general, es una funcién a la vez de
caracterizacion de parametros del obstaculo para la rotacion interna. Es por
tanto que la flexibilidad de cada residuo dentro de la conformacion de la
molécula, es también importante en el momento de definir el momento
dipolar referido a una unidad, el cual depende no solo de la estructura
interna, sino también de una interaccion intramolecular. Estudios sobre la
rotacion interna de moléculas poliméricas sugiere que las unidades de las

cadenas pueden rotar libremente para cada una.
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Considerando una uUnica cadena polimérica aislada donde los atomos de
carbono estan unidos solo por enlaces 5, se supone que los angulos de
valencia de las cadenas no estan fijjos y las unidades rotan libremente
alrededor de los enlaces 6. Esto es conocido como cadenas de union libre. El
interés de conocer la flexibilidad de los polimeros y lo que conduce a obtener
un nimero de conformaciones estd dado comunmente por una sucesion de
N pasos (enlaces) de determinada longitud (Lj); que unen N+1 &tomos
(Ao,A1,AN).

Dentro de las conformaciones que tiene una macromolécula se debe tener en
cuenta los radios cuadrados de giro de cada una de las cadenas que
conforman la cadena polimérica. Este radio de giro es definido como:

1 N
s? = r.—q)r —
N +1.Z:;‘(' a)r, -a)
(15)
Donde q es el vector centro de masa
(N+2)"
(16)
Actualmente se define como:
N 2
- m, s,
SZ — I—ON
o m.
i=0 !
17)

Donde m; es la masa de A y s; es la distancia al centro de masa.
(Machida,1999)
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Aminoécido Volumen Hidrofobicidad Flexibilidad Polaridad Area oculta

Alanina 11.50 1.800 0.360 8.100 86.600
Arginina 14.280 -4.500 0.530 10.500 162.200
Asparagina 12.820 -3.500 0.460 11.600 103.300
Aspartico 11.680 -3.500 0.510 13.000 97.800
Cisteina 13.460 2.500 0.350 5.500 132.300
Glutamina 14.450 -3.500 0.490 10.500 119.200
Glutamico 13.570 -3.500 0.500 12.300 113.900
Glicina 3.400 -0.400 0.540 9.000 62.900
Histidina 13.690 -3.200 0.320 10.4000 155.800
Isoleucina 21.400 4.500 0.460 5.200 158.000
Leucina 21.400 3.800 0.370 4.900 164.100
Lisina 15.710 -3.900 0.470 11.300 115.500
Metionina 16.250 1.900 0.300 5.700 172.900
Fenilalanina 19.800 2.800 0.310 5.200 194.100
Prolina 17.430 -1.600 0.510 8.000 92.900
Serina 9.470 -0.800 0.510 9.200 85.600
Treonina 15.770 -0.700 0.440 8.600 106.500
Triptéfano 21.670 -0.900 0.310 5.400 224.600
Tirosina 18.030 -1.300 0.420 6.200 177.700
Valina 21.570 4.200 0.390 5.900 141.000

Tabla 2. Escalas de volumen, hidrofobicidad, flexibilidad, polaridad y area

oculta de aminoacidos del programa ProtScale.

Al definir la relacion existente entre estructura y funcion, también es
importante conocer la influencia de la estructura de cada aminoacido en la
totalidad del sistema molecular. Una caracteristica relevante se refiere al
volumen ocupado por cada residuo.

El conocimiento geométrico de cada uno conlleva al conocimiento geométrico
total de la proteina. En este analisis se debe tener en cuenta una serie de
puntos en tres dimensiones, asi como la geometria de sus atomos antes que
las caracteristicas quimicas de estos. Se dice que cristalograficamente se
tiene en cuenta las posiciones de los atomos, realizando una aproximacion
de los numeros atomicos, pero no de las cargas y del nimero de puentes de
hidrogeno. Para propdsitos de la relacion estructura-funcién en este trabajo
se ha tenido en cuenta la escala de volumen para cada residuo basada en el
poliedro de Voronoi. (Voronoi, 1908, Eisenhaber y col., 1995)
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Este poliedro provee una Gtil manera de construir la division del espacio entre
una grupo de atomos. Cada atomo se encuentra circundado por un poliedro y
localizado alli dentro de un espacio determinado. Las caras de este son
formadas por la construccion de los planos de division perpendiculares a los

vectores que unen los atomos.

6.7.7 Programa “ Statistica”

Statistica 6.0.es un programa creado por Statsoft del cual se puede obtener

informacion accediendo a la siguiente direccion en internet:

http://www.statsoft.com. Este programa incluye un paquete de herramientas

estadisticas, que permite obtener respuestas a las sucesivas preguntas de

diversas investigaciones. Dentro de los métodos estadisticos sugeridos se
encuentran:

1. Estadistica descriptiva: forma y distribucion de variables, en las que se
encuentran célculo de media, mediana, desviacion estandar, varianza,
quartiles, percentiles, a la vez que permite computar tablas de distribucion
de frecuencias, visualizadas en histogramas.

2. Pruebas de hipoétesis: Este modulo permite realizar comparaciones entre
las variables observadas, y distribuciones tedricas, tales como
distribuciones normales, distribuciones gamma, chi cuadrado
exponenciales, geométricas y binomiales. La significancia estadistica
permite evaluar las discrepancias entre los datos observados y los
respectivos datos tedricos.

3. Exploracion de datos y busqueda de estructuras, patrones y clusters: Este
mdbdulo permite realizar andlisis de componentes principales y de
factores. Estos métodos buscan relaciones entre multiples variables, en
los que se encuentran analisis de clusters para realizar arboles basados

en medidas de distancias.
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4. Computos estadisticos para control de calidad industrial: A través de este
modulo se logra obtener muestras secuenciales para medias, frecuencias

binomiales y frecuencias de Poisson.
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7 PROCEDIMIENTO

Busqueda de secuencias en
GenBank

Alineamiento multiple de
secuencias de Mb de
diferentes especies
(DIALIGN)

!

Similaridad de secuencias de
Mb

Alineamiento de

Busqueda de moléculas de
Mb en PDB

A

> secuencias (BLAST)

Seleccion del perfil
energético de las

Calculo de energia Potencial
( moléculas experimentales

Simulacién de las
mutaciones de Mb

mutaciones respecto a la nativas y mutadas) experimentales
constante de afinidad
\
Y

Correlacion entre energia
potencial simulada 'y
constantes de afinidad

Simulacién de las
mutaciones de las Mb con
constantes de afinidad
determinadas
experimentalmente

Correlacion entre la energia
Potencial de las mutaciones
simuladas y la Energia
Potencial de las moléculas
reales
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Correlacion de la energia
potencial, propiedades de
los aminoéacidos y
constante de afinidad.

Prediccién de la constante
de afinidad

A

Seleccion de la ecuacion
que define el modelo de
correlacion para las
mioglobinas unidas a CO y
02

Y

Analisis estructural-calculo
de RMS de las
mutaciones seleccionadas

Simulacion de nuevas
mutaciones con base en el
modelo propuesto
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7.1 BUSQUEDA DE SECUENCIAS DE MIOGLOBINAS DE DIFERENTES
ORGANISMOS

Para la busqueda de las secuencias de las mioglobinas de diferentes
organismos se accedio al banco de datos GenBank empleando el sistema
ENTREZ.

Se seleccionaron las siguientes secuencias de mioglobina: la Mb de humano
con nimero de acceso P02144, cuya comprension es el objetivo final de este
trabajo. La Mb de Ascaris suum con numero de acceso: P49672, por estar
reportada como la de mas alta afinidad por el O, La Mb de ballena con
namero de acceso: P02185, por ser la que mayor numero de estructuras y
mutaciones experimentales estudiadas. Una vez identificadas cada una de
las secuencias se utilizé el formato FASTA para someterlas a alineamientos

con todo el banco utilizando el programa BLAST.

7.2 SIMILARIDAD DE SECUENCIAS

Las secuencias de mioglobinas de ballena, humana y Ascaris suum fueron
sometidas al programa BLAST.

A los resultados de los diferentes alineamientos se les realizé el analisis
respectivo de las secuencias que reportaron los puntajes mas altos de
similaridad, realizando un consenso de las secuencias de mioglobinas de

otras especies representativas.
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Todas las secuencias derivadas del consenso, fueron sometidas al programa
de alineamiento multiple DIALING, junto con las mioglobinas de Ascaris
suum, para identificar las zonas comunes o0 HSP’s

Posteriormente se identificaron las secuencias de mioglobina que poseen
estructura tridimensional y que aparecen registradas en el Banco de Datos
de Proteinas (PDB), entre las que se encuentran: de mioglobinas nativas de:
elefante (P02186); Mb de caballo (P02188); Mb de cerdo (P02189); Mb
humana (P02144); Mb de ballena (P02185); Mb de Ascaris suum (P49672);
Mb de Aplisia limacina (CAA558) y la Mb de tortuga (P56208). A cada una de
las secuencias se les observaron similitudes y diferencias entre ellas, con

énfasis en los residuos distales y proximales al grupo hemo de la molécula.

7.3 IDENTIFICACION DE MIOGLOBINAS DETERMINADAS
EXPERIMENTALMENTE POR CRISTALOGRAFIA DE RAYOS X

Se realiz6 una busqueda abierta en el Banco de Datos de Proteinas (PDB)
de las moléculas de mioglobina determinadas experimentalmente por
cristalografia de rayos X con una resoluciéon no mayor a 2.0 A.

Una vez obtenido el banco de mioglobinas se clasificaron en mioglobinas
nativas con y sin ligando y mutadas con y sin ligando.

Los ligandos que se tuvieron en cuenta fueron los siguientes: monoxido de
carbono, oxigeno, cianuro, oxido nitroso, y agua.

Se clasificaron las moléculas de mioglobina de acuerdo a las diferentes
especies, reportadas en el Banco de datos de Proteinas (PDB), cuyas
secuencias también fueron sometidas a alineamiento. Todas las estructuras

con las que se desarroll6 el modelo provienen de estudios de difraccion de
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rayos X sobre cristales, con un relativamente bajo nUmero de moléculas de
agua, proporcion por la cual se consideran como estructuras determinadas

“al vacio”.

7.4 CALCULO DE ENERGIA POTENCIAL MINIMIZADA DE LAS
MOLECULAS DE MIOGLOBINA DETERMINADAS
EXPERIMENTALMENTE AL VACIO

Utilizando el programa computacional Spdbviewer 3.5 se procedi6 al calculo
de la minimizacion de la energia potencial del banco de mioglobinas
obtenidas.
A cada una de las moléculas de mioglobina nativas con y sin ligando y
mutadas con y sin ligando se les calculd la energia potencial utilizando la
herramienta "energy minimisation". Como resultado se obtienen las energias
debidas a enlace (enlace, angulos y torsidn) y energias debidas a no enlace
(no-enlace, electrostatica). Cada una de las moléculas fueron minimizadas
utilizando los mismos criterios a seguir:
- Minimizacion en 3 pasos, tomando como punto de corte en cada uno
100 iteraciones
- Corte 10.000 A
- Detener el célculo cuando AE entre dos pasos consecutivos esté por
debajo de 0.05 KJ/mol.
- Incluir en el célculo de la energia todos los pardmetros discutidos
(angulos, torsion, no-enlace, electrostética).
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7.5 ANALISIS DE LOS VALORES DE ENERGIA POTENCIAL
MINIMIZADA DE LAS MIOGLOBINAS DETERMINADAS
EXPERIMENTALMENTE AL VACIO POR CRISTALOGRAFIA DE
RAYOS X

Para determinar el rango de variacion de los valores de energia de las
moléculas de mioglobina nativas con ligando y sin ligando se utilizaron
estadisticas descriptivas y se determiné el coeficiente de variacion.

Se clasificaron cada una de las moléculas por grupos teniendo en cuenta
aguellas nativas que unen ligandos como CO, O,, NO, CN y H,0.

Se generaron grupos de moléculas con mutaciones especificas que unen los
ligandos respectivos y moléculas con la mutacién correspondiente a cada

grupo sin ligando.

7.6 ANALISIS DE LA RELACION DE ENERGIA ENTRE
MACROMOLECULA LIGANDO

La comparacion de las varianzas de dos poblaciones se basa por lo general
en la prueba de la relacién de varianza, que es una prueba de hipétesis nula
que indica si las varianzas de dos poblaciones son iguales. Cuando son
ciertas dichas suposiciones la relacion entre las variables de una y otra
poblacién siguen una distribucion F.

Para este analisis se utiliz6 en un principio una prueba con distribucion F
para varianzas y asi poder seleccionar el tipo de prueba utilizando el
estadistico t, para varianzas iguales o desiguales a utilizar segun el resultado
del valor de p en la prueba F. Es decir, para determinar si el valor observado
de el estadistico de prueba es significativo o no, se informa la probabilidad
(p) exacta de obtener un valor tanto o mas extremo que el observado, es
decir si la hipotesis nula es verdadera; en este caso que las varianzas de las

dos poblaciones son iguales, tanto de los valores de energia de las
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mioglobinas nativas sin ligando como los valores de las energias de las
mioglobinas nativas con ligando. Es decir p puede definirse también como el
valor mas pequeifio para o por el cual la hipétesis nula se puede rechazar. En
otras palabras si el valor de p es menor que a, es posible rechazar la
hipotesis nula. Si el valor p es mayor o igual que o, no es posible rechazar la

hipotesis nula. En este caso se utilizd o = 0.05

7.7 SIMULACION DE LAS MUTACIONES DE LAS MIOGLOBINAS
DETERMINADAS EXPERIMENTALMENTE

La simulacion se inicia cargando la molécula nativa para cada uno de los
ligandos a estudiar. Para la simulacién de las mutaciones de las mioglobinas
unidas a O se utilizé la molécula de mioglobina nativa de ballena unida a O,
minimizada, registrada en el Banco de Datos de Proteinas como 1MBO.

En las simulaciones de las mutaciones de las mioglobinas unidas a CO se
utilizé la molécula nativa de ballena minimizada unida a CO registrada en el
Banco de Datos de Proteinas como 1 VXC.

En las simulaciones de las mutaciones de las moléculas unidas a NO y H,O
se utilizaron las moléculas nativas de ballena minimizadas registradas en el
Banco de Datos de Proteinas como 1HJT y 1VXE respectivamente.

Una vez clasificadas las moléculas nativas de cada grupo de ligando, se
seleccionaron el o los aminoacidos a mutar individualmente.

Con la herramienta denominada “mutation” de programa Spdbviewer se
selecciona el aminoacido por el cual se quiere hacer el cambio, se acepta la
mutacion y se minimiza.

Se simularon las moléculas de mioglobina cuyas mutaciones experimentales
presentaron valores minimos de energia potencial significativos respecto a

las nativas de cada grupo.
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7.8 CORRELACION ENTRE LOS VALORES DE ENERGIA DE LAS
MIOGLOBINAS EXPERIMENTALES Y LAS MUTACIONES
SIMULADAS

Para este analisis se utilizé en un principio una prueba F para varianzas y asi
poder seleccionar el tipo de prueba t, (para varianzas iguales o desiguales) a
utilizar segun el valor de p en la prueba F, determinando por consiguiente la
homogeneidad de los datos en una y otra variable, como se explicé en el
numeral 7.6.

Para determinar si el valor observado del estadistico de prueba es
significativo o no, se informa la probabilidad exacta de obtener un valor tanto
0 mas extremo que el observado, es decir si la hipotesis nula es verdadera,
en este caso que las varianzas de las dos poblaciones son iguales, tanto de
los valores de energia reales como los valores de las energias simuladas. Es
decir p puede definirse también como el valor mas pequefio para o por el
cual la hipotesis nula se puede rechazar.

En otras palabras si el valor de p es menor que o, es posible rechazar la
hipotesis nula. Si el valor p es mayor o igual que o, no es posible rechazar la

hipotesis nula. En este caso se utilizé o = 0.05

Se realizdé una prueba de hipotesis utilizando el estadistico de prueba t
suponiendo varianzas iguales. Se relacionaron los valores de energia
correspondientes a enlace, angulos, torsién, no-enlace, electrostéaticas y total
de las moléculas simuladas y los valores de energia de las moléculas

experimentales.
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7.9 BUSQUEDA DE LAS CONSTANTES DE AFINIDAD DE
MIOGLOBINAS DETERMINADAS EXPERIMENTALMENTE

Con base en referencias bibliograficas se obtuvo un banco de datos de
constantes de afinidad de mioglobinas mutadas y nativas con ligandos como
O, y CO que han sido reportadas con base en estudios experimentales.

La técnica de determinacion experimental de estas constantes de afinidad

fue descrita por Rohlfs y col., 1989

7.10 SIMULACION DE MUTACIONES DE MIOGLOBINAS PARA LAS
CUALES EXISTEN CONSTANTES DE AFINIDAD REPORTADAS
EXPERIMENTALMENTE

Para cada molécula que posee constante de afinidad determinada
experimentalmente se realizaron las simulaciones de las mutaciones
correspondientes, mutando la nativa que une O, (1MBO) y la nativa que une

CO (1VvXC), como se explica en el numeral 7.7

7.11 CORRELACION DE LAS CONSTANTES DE AFINIDAD Y LOS
VALORES DE ENERGIA DE LAS MUTACIONES SIMULADAS

Para los dos grupos tanto de mioglobinas con mutaciones simuladas y
constante de afinidad determinada experimentalmente que unen CO y O, se
realizd un analisis de regresion multiple, inicialmente tomando como variable
dependiente la constante de afinidad y como variable independiente la
energia total, de corto alcance (enlace, angulo, torsién ) y de largo alcance
(no-enlace, electrostatica).

En un segundo analisis de regresibn mudltiple se tom6é como variable

independiente la proporcion de cambio de la energia potencial total de corto y
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largo alcance de la molécula mutada respecto a la molécula nativa,
(Proporcion de cambio = E: largo alcance mutada/nativa) y como variable
dependiente la proporciébn de cambio de la constante de afinidad de la
molécula mutada respecto a la constante de afinidad de la molécula nativa.

(Proporcion de cambio = constante de afinidad mutada/nativa)

7.12 ANALISIS ESTRUCTURAL DE LAS MOLECULAS DE
MIOGLOBINAS MUTADAS Y NATIVAS

Haciendo uso de las herramienta RMS del programa Spdbviewer se puede
evaluar los cambios estructurales de las moléculas de mioglobinas con
constante de afinidad determinadas experimentalmente que unen O, y las
mioglobinas que unen CO, asi como también el efecto estructural de cada
mutacion respecto a la molécula nativa de cada grupo. Este analisis se
realizd con base en los valores obtenidos para el RMS. Se considera que
para valores mayores de 0,1 A se produce cambio significativo en la

estructura.

C.

7.13 CORRELACION DE LOS VALORES DE ENERGIA POTENCIAL,
PROPIEDADES DE LOS AMINOACIDOS MUTADOS Y LAS
CONSTANTES DE AFINIDAD DETERMINADAS
EXPERIMENTALMENTE

Para el analisis de las propiedades de los aminoacidos como volumen,
hidrofobicidad, polaridad, flexibilidad y &area oculta se usaron diferentes
herramientas computacionales existentes dentro del programa ProtScale. Alli

se analizo la secuencia nativa de ballena (P02185) y se le calculé cada
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variable a cada uno de los aminoacidos en las posiciones 29, 64, 67 y 68 de
acuerdo a las escalas numéricas predeterminadas por el programa

Una vez obtenidos los valores nativos para cada residuo se mutan los de
interés, y se calcula de nuevo la misma variable. Teniendo en cuenta los
valores de los aminoacidos nativos y de los aminoacidos mutados se hall6 la
proporcion de cambio que explica el efecto de cada mutacién respecto a la
molécula nativa. (volumen mutada/nativa; hidrofobicidad mutada/nativa;
polaridad mutada/nativa; area oculta mutada/nativa; etc.)

A cada grupo de moléculas simuladas con constante de afinidad determinada
experimentalmente tanto las unidas a O, y CO se les realizaron analisis de
regresion multiple, tomando como variables independientes las proporciones
de cambio de variables de energia potencial de corto alcance, energia
potencial de largo alcance, volumen, hidrofobicidad, polaridad, flexibilidad, y
area oculta y asi observar la dependencia de la relacion de cambio de
constante de afinidad respecto a estos parametros. Seguidamente se realizd
un andlisis descriptivo de cada uno de los residuos mutados relacionandolos

con los cambios en cada una de las variables.

7.14 DETERMINACION DE LA ECUACION DE REGRESION QUE
EXPLICA LA DEPENDENCIA DE LA CONSTANTE DE AFINIDAD
RESPECTO A LAS PROPIEDADES DE LOS AMINOACIDOS

Una vez realizado el calculo de regresion para cada uno de los grupos de
moléculas de mioglobina con mutaciones simuladas y con constante de
afinidad determinadas experimentalmente que unen O, y CO, se identificaron
las variables que permiten predecir la constante de afinidad para cada grupo,
teniendo en cuenta aquellas que en la ecuacién presentan valores de

coeficiente altos.
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7.15 DETERMINACION DE CONSTANTE DE AFINIDAD PARA LAS
MOLECULAS DE MIOGLOBINA CON NUEVAS MUTACIONES
SIMULADAS.

Se realizaron nuevas mutaciones simuladas, haciendo uso del programa
Spdbviewer como se explico en el numeral 7.7. Teniendo en cuenta que la
ecuacion segun el modelo establecido se ajusta solo a mutaciones en una
sola posicion, en este caso en las posiciones 29, 64 y 67, se realizaron las
mutaciones solo en estas posiciones.

A cada simulacion se le calculd los valores de las variables (volumen,
hidrofobicidad, area oculta, etc.) asi como se explica en el numeral 7.13,
seguido del calculo de la proporcion de cambio, del aminoacido mutado
respecto al nativo. Una vez obtenidos los valores de las variables se calcul6
la constante de afinidad para cada mutacién haciendo uso del programa
statistica, con base en el modelo de regresién obtenido anteriormente para

cada grupo de moléculas.

7.16 PRE-SELECCION Y ANALISIS ESTRUCTURAL DE LAS
MOLECULAS DE MIOGLOBINA QUE SE AJUSTAN AL MODELO
ESTABLECIDO.

La seleccidn de las moléculas que mas se ajustan a un modelo predictivo se
realizé teniendo en cuenta aquellas mutaciones que aumentan la constante
de afinidad para O, y a su vez disminuyen la constante de afinidad para CO,
asi como también aquellas que no producen un cambio significativo en la

estructura de acuerdo a los valores del calculo de RMS en cada mutacion.
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7.17 SELECCION DE CRITERIOS Y DE LOS RESULTADOS MAS
SIGNIFICATIVOS DE LOS PERFILES ENERGETICOS HALLADOS

Para la seleccion de la molécula de mioglobina con las caracteristicas

adecuadas para el logro de los objetivos, se tuvo en cuenta los siguientes

criterios:

1. Diferencia minima en la estructura (RMS< 0,1)

2. Valor de energia minimo.

3. El A de energia debido principalmente en las interacciones de no enlace
(electrostéticas).

4. Que haya una relacion inversamente proporcional entre la constante de

afinidad y la energia: menor energia, mayor constante de afinidad.
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8 RESULTADOS

8.1 IDENTIFICACION DE SECUENCIAS

En la base de datos para proteinas del NCBI aparecen registradas 509
secuencias de mioglobinas. Entre éstas se selecciond la mioglobina de
ballena (P02185) como patrén para el estudio. Esta molécula fue reportada
en 1986, tiene 153 aminoacidos en su secuencia, lo que permite predecirle
un peso molecular de 17.2 kD y un punto isoeléctrico (pl) de 8.71. Ademas
esta mioglobina ha sido la mas estudiada estructural y funcionalmente por lo
gue para ella existen, hasta la fecha, 113 estructuras experimentalmente
determinadas en los bancos de datos publicos (RCSB-PDB). La mioglobina
de Ascaris suum (P49672), reportada en 1996; con 153 aminoacidos para un
peso molecular de 17.5 kD y un pl de 6.49, esta reportada como la
mioglobina de mas alta afinidad por el oxigeno. Estas dos, por las
caracteristicas mencionadas, fueron usadas para entender la interaccién
entre macromolécula y ligando y predecir este comportamiento en
mioglobinas como la de humano (P02144), reportada en 1986, con 154
aminoacidos para un peso molecular de 17.2 kD y un pl de 7.14.

Varios estudios sobre la interaccion de la mioglobina con sus ligandos se han
llevado a cabo tomando como modelo estas moléculas, debido a las
caracteristicas particulares que presentan en su secuencia (Carver y
col.,1990;Rohlfs y col.,1990; Egeberg,1990;Springer,1989).
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8.2 SIMILARIDAD DE SECUENCIAS

La comparacion de las secuencias de mioglobina de humano y ballena con la

totalidad de secuencias de otras Mb existentes en el banco de datos, se

realiz6 mediante el programa BLAST. Este andlisis reportd, para las dos,

valores de identidad entre el 80 y 90% con las otras secuencias. Entre las

secuencias de mas alta identidad se encontraron las de organismos como:

Identificacion Especie Porcentaje de similaridad (%)
(P02185) ballena 100%
(P02144) humano 85%
(P02197) ave 80%
(P02172) delfin 82%
(P02186), elefante 81%
(P02188) caballo 88%
(P02203) lagarto 84%
(P02165) musarafia 82%
(P02205) atun 80%
(P02190) oveja 82%
(P02163) vampiro 82%
(P02189) cerdo 86%
(P02176) foca 85%
(P02164) 0s0 hormiguero 86%
(P02171) ornitorrinco 80%
(P20856) ratén 87%
(P02157) tején 80%
(P02194) canguro 83%
(P02159) perro 82%
(P11343) nutria 85%
(P02169) lemur 80%
(P02153) mono 85%
(P56208) tortuga 82%
(P14397) pez 82%

(P2156) erizo 80%
(P02193) sanguijuela 82%
(P02191) ciervo 82%
(P14396) castor 80%
(P2158) zorro 82%
(P02192) vaca 82%
(P02199) pingiino 82%
(P02200) caiman 82%
(P02170 conejo 86%
(P02206) tiburén 90%

Tabla 3. Porcentajes de similaridad del alineamiento de la secuencia de

mioglobina de ballena con el total del banco de datos

Este significativamente alto indice de similaridad, es un indice de

la

conservacion de la secuencia de la molécula de mioglobina en la mayoria de

los organismos.
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La secuencia de Ascaris suum no aparece, con ninguna similaridad
significativa con las secuencias del grupo anterior. Por esto se realizé otra
busqueda de secuencias similares para ésta especie, la que presenté valores
de identidad entre el 24 y 45% con la secuencia del neméatodo parasitario
Nippostrongylos brasiliensis y la de Aplisia limacina, respectivamente. Esto
evidencia la presencia de dos grupos ancestrales diferentes pero
conservados para las secuencias de mioglobina. Este segundo grupo
presenta, considerando lo conocido para Ascaris suum, una mayor afinidad
por el O,. Este fenbmeno asociado a la secuencia del segundo grupo y alas
mutaciones que este presenta respecto al primer grupo, esencialmente en el
bolsillo distal al grupo hemo, fueron analizadas y transferidas a secuencias
del primer grupo, con la mioglobina de ballena como modelo, en un intento

de modificar las afinidades.

8.3 ALINEAMIENTO MULTIPLE DE SECUENCIAS DE DIFERENTES
ESPECIES.

Dentro del grupo de secuencias reportadas en los alineamientos anteriores,
es importante resaltar aquellas cuyas estructuras han sido determinadas por
cristalografia de rayos X y que aparecen registradas en RCSB-PDB. Dentro
de este grupo se encuentran las mioglobinas de humano, caballo, cerdo,
ballena, Aplisia, elefante y tortuga, cuyas identificaciones en el NCBI son:
P02144, P02188, P02189, P02185, CAA558, P02186 y P56208
respectivamente.

A pesar de las diferencias y similaridades que se puedan encontrar en la
totalidad de la secuencia, en este trabajo se hace mayor énfasis en el
analisis de los residuos distales y proximales al grupo hemo, por ser estos el
centro funcional de la molécula.

Se incluye la secuencia de mioglobina de Ascaris suum (P49672), debido a

las mutaciones que presenta en estas posiciones, a pesar de no tener
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determinada su estructura y a que se propone que éstas son la causa de sus
diferencias funcionales.

La comparacion de los residuos distales y proximales al grupo hemo,
realizada con el programa DIALING muestra que la histidina distal en la
posicion 64 se encuentra conservada en las mioglobinas de humano, ballena,
cerdo, caballo y tortuga. Esta His®* esta sustituida por un residuo de
glutamina en las mioglobinas de elefante y Ascaris suum y por un residuo de
valina en la Mb de Aplisia limacina.

La histidina proximal en la posicién 93 (His®®) aparece sustituida por un
residuo de alanina en la mioglobina de Aplisia limacina, a diferencia de todas
las otras especies que la conservan, incluida la de Ascaris. De otro lado, en
la posicién 68 existe, para todas las Mb estudiadas, un residuo de valina, que
se encuentra sustituido por una isoleucina y una leucina en las Mb de Aplisia
y Ascaris respectivamente. También en las secuencias de éstas dos
mioglobinas existe en la posicién 67 en lugar de treonina, como en los demas
organismos, un residuo de arginina.

La leucina en la posicién 29 es sustituida, en las mioglobinas de Ascaris,
elefante y tortuga por una tirosina, fenilalanina e isoleucina respectivamente.
Por ultimo es importante notar la conservacion de la fenilalanina en la
posicion 43 en todas la secuencias de Mb del estudio. Esto se puede
observar en las comparaciones de las secuencias que aparecen en la Tabla
4.

Ascaris: Y29------ F43-----Q64------- R67 L68------- H93
Humano: L29------ FA43-----H64------- T67 V68-------- H93
Ballena: L29------ F43-----H64------- T67 V68-------- H93
Cerdo: L29------ F43-----H64------- T67 V68-------- H93
Caballo L29------ F43-----H64------- T67 V68-------- H93
Elefante:  F29------ FA43-----Q64------- T67 V68-------- H93
Aplisia: L29------ F43-----V64------- R67 168-------- A93
Tortuga: 129------- FA43-----H64------- T67 V68------- H93

Tabla 4. Residuos distales y proximales al grupo hemo en mioglobinas de

diferentes especies.
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Los efectos de los cambios en las propiedades quimicas de las mioglobinas
por las mutaciones en estos residuos, se discuten posteriormente, con
respecto a los cambios estructurales y energéticos presentados en las

moléculas.

8.4 VALORES DE ENERGIA POTENCIAL MINIMIZADA DE MOLECULAS
DE MIOGLOBINA.

Se obtuvieron, para este estudio, un total 153 mioglobinas de diferentes

especies, con estructura determinada por cristalografia de rayos X (Tabla 5).

ESPECIE NUMERO
Ballena 113
Humano 1
Elefante 1

Cerdo 16
Caballo 13
Aplisia 8
Tortuga 1

Tabla 5. Moléculas de mioglobina de diferentes especies registradas en el
Banco de Datos de Proteinas (PDB).

Luego de la depuraciéon del banco de datos del RCSB-PDB seleccionando
solamente las estructuras con una resolucién no mayor de 2.0 A, quedaron
finalmente 85 mioglobinas clasificadas de la siguiente manera: Mb nativas sin
ligando (11), Mb nativas con ligando (12), Mb mutadas con ligando (16), Mb
mutadas sin ligando (46). Esta clasificacion se mantendra para todos los
analisis y comparaciones como aparecen en las Tablas 6-9. Cada una de
estas estructuras proviene de un cristal diferente, usualmente generado en
laboratorios y por investigadores diferentes. Este hecho puede implicar
diferencias en los datos iniciales de energia, lo que ocasionaria dificultades

en la comparacion e interpretacion de los resultados. Para obviar esto a
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“todas” las estructuras del estudio se les realiz6 una minimizacion de la
energia potencial inicial bajo las condiciones de simulacion idénticas, como
se explico en el procedimiento.

Lo anterior permite asegurar que, luego de estos procedimientos, las
mioglobinas del estudio presentan las mismas condiciones estructurales
asociadas a sus propiedades bioldgicas.

En la Tabla 6 se reportan los valores de las energias iniciales luego de las
minimizaciones respectivas para las Mb nativas sin ligando. Se observa que el
menor valor de energia lo presenta la mioglobina de tortuga; este valor se
sale de los rangos de variacion en relacion con las otras moléculas debido a
que un 20% del cristal est4 reconstruido computacionalmente, ubicando los
diferentes residuos en la posicion ideal que podrian tener y a un 10% se le
desconocen las cadenas laterales de los diferentes residuos que conforman la
molécula.

Un analisis similar se realizé para las Mb nativas con ligando observandose el
efecto de los diferentes ligandos en los valores de las energias calculadas.
(Tabla 7). Los efectos, dependiendo del tipo de ligando, se observan tanto en
los cambios estructurales, observados en modificaciones en las energias de
corto alcance y en cambios en sus capacidades de interaccion como se
pueden deducir de los cambios en las energias de largo alcance.

La comparacion de los valores de energia potencial minimizada entre el
conjunto de las moléculas de mioglobinas nativas sin ligando (Tabla 6) y
mioglobinas nativas con ligando (Tabla 7) muestran una pequefa diferencia
estadisticamente significativa, entre estos dos grupos. Esta diferencia arrojo
un valor de p = 0,31 al realizar la prueba t para varianzas iguales.

Esto indica que entre el sistema molecular macromolécula-ligando inorganico,
es la mioglobina el principal aportador de energia, y que los cambios

estructurales se deben a los ajustes generados por la interaccion.
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ENLACE [ANGULOS TORSION [NO-ENLACE [ELECTROSTATICA TOTAL

MOLECULA | (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol)
1MBA (Aplisia) 105 683 549 -4936 -3740 -7344
IMYT (atin) 114 712 668 -4805 -2608 -5919
1BZ6(ballena) 108 719 544 -5414 -3393 -7437
1BZP (ballena) 108 729 551 -5380 -3267 -7259
1VXA( ballena 117 595 815 -5398 -3046 -6703
1VvXD(ballena) 104 775 582 -5441 -3351 -7330
4MBN(ballena) 118 750 645 -5440 -3258 -7187
1WLA(caballo) 121 763 582 -5267 -2859 -6682
1LHS(tortuga) 108 833 618 -5451 -5721 -8466
1MBD(ballena 114 751 558 -5460 -3404 -7441
1DUK(ballena) 112 813 781 -5456 -3488 -7238

Tabla 6. Valores de Energia de Potencial minimizada de mioglobinas nativas

sin ligando

ENLACE JANGULO |TORSION |NO-ENLACE |ELECTROSTATICA |TOTAL

MOLECULA |LIGANDO | (kd/mol) | (kd/moly | (kJ/mol) (kJ/mol) (kd/mol) (kd/mol)
2CMN (ballena) CN 103 794 669 -5499 -3342 7275
1VXB (ballena) H.0 135 649 973 -5319 2931 -6308
1HJT (ballena) NO 113 570 642 -5336 -3048 -6866
1YMC (caballo) CN 123 834 756 5323 2793, -6404
1VXF (ballena) co 119 731 644 5433 -3331 7270
1VXC (ballena) e 116 565 662 -5388 -3049 -6900
1EMY (elefante) | CN 115 740 581 -5399 2742 6704
1VXE (ballena) H.0 120 757 638 5427 3273 7184
1EBC (lucina) CN 112 753 545 5411 -3322 7324
IMBC (ballena) |  H,O 114 761 627 -5522 -3228 7294
IMBO (ballena) 0, 122 565 605 5372 -3041 -6926
1SPE (ballena) e 108 765 740 5483 -3236 7105

Tabla 7. Valores de Energia Potencial minimizada de mioglobinas nativas con

ligando

En las Tablas 8 y 9 se presentan los datos para las mioglobinas mutadas
unidas a ligandos como O, CO y las Mb sin ligando. Estas presentan valores
de energia potencial que pueden otorgarle a la molécula mayor estabilidad
estructural, asi como también existen valores de energia mayores a la nativa

gue pueden causar el efecto contrario.
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Por lo tanto, aquellas mutaciones que presentan valores de energia mas
negativos son postulados para predecir un perfil energético caracteristico
para cada ligando.

Alli mismo, se presentan los residuos especificos del bolsillo distal y proximal
seleccionados como modelo para explicar ciertas interacciones en el sistema.
Por lo general estas mutaciones se han realizado en las posiciones 29, 64,
67 y 68, mutaciones hechas simultdneamente con la D122N. Esto indica, que
la posicion y las caracteristicas estereoquimicas de residuos especificos
determinan el cambio en las energias de corto y largo alcance, ofreciendo un

perfil caracteristico en cada caso.

] ENLACE |ANGULO |TORSION |NO ENLACE |ELECTROSTATICA | TOTAL
MOLECULA | MUTACION | (kd/mol) | (kd/mol) | (k3/mol) (kd/mol) (kd/mol) (kd/mol)
2MBW (ballena) D122N 123 599 634 5438 -3315 7204
IMLG(ballena) | V68A-D122N | 122 609 706 5448 3237 7047
IMLK(ballena) | V68F-D122N | 101 764 625 5528 3551 7590
IMLR(ballena)= | V68L-D122N | 104 792 627 5557 3594 7629
IMOA(ballena) | L29F-D122N | 112 799 622 5526 3541 7535
2MGG(ballena) | H64Q-D122N | 117 780 598 5511 3761 7777
2MGD(ballena) | H64L-D122N | 113 780 557 5507 -3605 7662
IMOD(ballena) | H64T-D122N | 106 814 508 5543 -3595 7619
IMTJ(ballena) | F64V-D122N | 112 786 632 5513 -3629 7596
102M(ballena) | H64A-D122N | 117 755 532 5513 -3629 7737
2MGE(ballena) | H64L-D122N | 103 787 543 5502 -3659 7675
2MGJ(ballena) | H64V-D122N | 109 793 709 5403 3250 7081
IMNH(cerdo) | H64V-T67R 113 775 644 5443 3494 7405
1RSE(caballo) S92D 117 739 597 5327 2806 -6680
1HRM(caballo) HI3Y 106 744 553 5236 2611 6445
2MGL(ballena) D122N 101 789 654 5495 -3540 7492

Tabla 8.Valores de Energia Potencial minimizada de mioglobinas mutadas sin

ligando.

-94 -



MOLECULA | MUTACION |LIGANDO |ENLACE|ANGULO|TORSION NO ELECTROSTATICA | TOTAL
(kd/mol) | (kJ/mol) [ (kI/mol) | ENLACE (kJ/mol) (kJ/mol)
1ABS ballena D122N CcO 122 581 626 -5506 -3294 -7271
1MLF ballena | V68A-D122N Co 106 802 586 -5512 -3533 -7551
1MLJ ballena | V68F-D122N CcO 113 756 553 -5561 -3625 -7763
1MLM ballena | V68I-D122N Co 113 771 650 -5495 -3596 -7567
1MLQ ballena | V68L-D122N CO 116 776 615, -5560 -3654 -7714
1MGC ballena V68N Co 121 575 574 -5341 -3125 -7001
1MLU ballena |V68A-D122N- CcO 103 807 627 -5462 -3474 -7400
H64G
2SPL ballena | L29F-D122N CO 119 761 556 -5520 -3590 -7675
2MGFballena | H64Q-D122N CO 102 822 657 -5488 -3643 -7551
2MGC ballena | H64L-D122N CO 128 763 595 -5398 -3318 -7222
2MGAballena | H64G-D122N CO 108 803 591 -5444 -3454 -7396
1MOC ballena | H64T-D122N CO 112 804 622 -5546 -3559 -7556
1MYM ballena | F64V-D122N CO 126 813 666 -5468 -3472 -7336
1MCY ballena | L29F/H64Q Co 101 787 598 -5490 -3491 -7495
2MGK ballena D122N CO 121 757 638 -5407 -3295 -7191
1CHS3 ballena | L89W-D122N H,O 98 753 633 -5440 -3293 -7249
1CHS5 ballena | H97V-D122N H,O 112 790 673 -5533 -3514 -7472
1CH7 ballena | H97F-D122N H,O 106 779 562 -5532 -3611 -7699
1CH9 ballena | H97Q-D122N H,O 114 756 547 -5445 -3704 -7732
1CIK ballena | 199V-D122N H,O 100 733 572 -5405 -3401 -7400
1CIO ballena | 199V-D122N H,O 110 733 619 -5464 -3456 -7459
1CO9 ballena | L104V-D122N H,O 109 764 592 -5480, -3637 -7655
1CO8 ballena | L104A-D122N H,O 119 761 601 -5464 -3603 -7580
1CPO ballena |L104N-D122N H,O 104 778 623 -5499 -3727 -7720
1CPS5 ballena | L104F-D122N H,O 103 778 619 -5494 -3519 -7512
1CPW ballena |L105W/D122N H,O 108 814 631 -5549 -5970 -7598
1MLH ballena | V68A-D122N H,O 123 603 675 -5433 -3276 -7105
1MLL ballena | V68F-D122N H,O 112 798 618 -5505 -3567 -7534
1MLO ballena | V68I-D122N H,O 112 780 628 -5484 -3583 -7536
1MTI ballena [ F46L-D122N H.O 100 839 648 -5467 -3457 -7338
1MTK ballena | F46V-D122N H,O 108 827 710 -5501 -3559 -7416
2MGH ballena | H64Q-D122N H,O 118 820 586 -5501 -3749 -71725
2MGl ballena | H64T-D122N H,O 118 872 580 -5517 -3785 -7782
2SPM ballena | L29F-D122N H,O 115 611 651 -5459 -3249 -7131
1SPO ballena | L29V-D122N H,O 110 749 598 -5441 -3410 -7394
1JDO ballena | L29F-D122N NO 115 596 609 -5445 -3306 -7228
1MGM ballena D122N 0O, 115 790 613 -5493 -3531 -7506
10FJ ballena L29F-G64L- H,O 112 770 539 -5474 -3490 -7543
D122N
10FK ballena | F43H-H64L- H,O 108 766 534 -5463 -3526 -7585
D122N
2MMI humano | K45R,C110A 0O, 109 874 833,53 | -5455,49 -3485 -7125
1DTI ballena [ H97D, D122N H,O 125 730 699,93 | -5449,81 -3432 -7328
1LTW ballena | L29F-D122N 0O, 122 614 673,45 | -5493,92 -3273 -7164
CH2 ballena | L29F-D122N H,O 103 739 554,61 | -5461,53 -3480 -7544
1MLS ballena | V68L-D122N H,O 119 773 636,97 | -5494,16 -3523 -7488
1MNO cerdo V638N 0O, 109 588 616,95 | -5339,92 -3136 -6971
1F65 Ballena | L29Y/H64Q/ 0, 121 589 577,78 | -5435,03 -3696 -7632
T67R

con ligando.
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Al realizar el célculo estadistico del coeficiente de variacion de los valores de
energia potencial minimizada, para determinar las variaciéon de estos en
mioglobinas nativas con y sin ligando y mioglobinas mutadas con y sin
ligando, se observé un valor bajo para este coeficiente en cada uno de los
grupos. El menor valor lo presentd el grupo de mioglobinas mutadas con
ligando. (Tabla 10).

MIOGLOBINA COEFICIENTE DE VARIACION (CV %)
Mb nativas sin ligando 4,21
Mb nativas con ligando 3,06
Mb mutadas sin ligando 2,91
Mb mutadas con ligando 2,13

Tabla 10. Valores de coeficiente de variacion (CV) de los datos de energia

potencial inicial minimizada.

Esto indica que los valores iniciales, calculados para cada molécula estan
proximos a la media del conjunto de datos de cada grupo. Se asume que esta
pequefia variacion, indica que la mioglobina biolégicamente activa, tiene
valores energéticos estrechos, que pertenecen a minimos locales dentro de
un minimo global de todo el sistema. La existencia de la molécula en un
minimo local, y la poca variabilidad de su energia inicial indica que las

estructuras estables tienen alta similaridad estructural.

Para entender el efecto de las mutaciones sobre la energia potencial de la
mioglobina unida a diferentes ligandos, se realizdé un analisis por grupos asi:
En el primer grupo se encuentran mioglobinas con la mutacién D122N sin
CO y con CO, respecto a la Mb nativa unida a CO. (Tabla 11).

El valor de energia potencial, mas negativo lo reporta la molécula con la
mutacion del 4cido aspartico en la posicion 122 por la asparragina (D112N)
aproximadamente, un 10% menor respecto a la nativa. El residuo D122 se

encuentra expuesto en la superficie de la molécula con distancias minimas de
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24,95 A, y 26,28 A de las histidinas distal y proximal respectivamente. Esto
indica que los residuos presentes en la superficie de la molécula pueden
producir variaciones en la energia de todo el sistema, permitiendo una mayor
estabilidad estructural global. Este efecto es producto tanto de la mutacion
como de la interaccién con el ligando. En este caso, la disminucién en la
energia es debida principalmente a la de no enlace, o sea que el cambio se
debe a interacciones electrostéaticas de largo alcance.(Anexo 1)

ENLACE[ANGULOS|TORSION|NO-ENLACE(ELECTROSTATICA[TOTAL
MOLECULA LIGANDOMUTACION| (kJ/mol)] (kJ/mol) [ (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol)
MBW D122N 120 774 559 -5484 -3629 -7661
1ABS CO D122N-CO| 122 581 626, -5506 -3294 -7271
1vXC CO NATIVA-CQ 116 564 662 -5388 --3049 -6900

Tabla 11. Valores de Energia Potencial minimizada de mioglobinas nativas

unidas a CO ; con la mutacion D122N y sin ligando.

El segundo grupo analizado presenta las moléculas de Mb con la mutacién
doble de la valina en la posicion 68 sustituida por alanina, fenilalanina,
isoleucina, asparagina simultdneamente ademas de la mutacion D122N
(Tabla 12). En este grupo, todas registraron una energia potencial con valores
mas negativos comparados con la nativa, reportando el menor valor de
energia potencial la mutacién V68F/D122N, de nuevo cerca del 10% menor
con respecto a la nativa. La sustitucién de la valina, por alanina, isoleucina,
fenilalanina, y leucina acompafadas de la mutacion D122N, presentan
disminucién en la energia debida principalmente a la de no enlace, mientras
que en la mutacién puntual V68N se observa un cambio muy pequefio.
(Anexo 1). La comparacion de los valores de energia de las mutaciones
anteriores, permiten observar que la mayor proporcién del cambio se debe a
la mutacién D122N en la superficie, con una contribucién del orden del 10%

menor, mientras que las mutaciones en el bolsillo distal s6lo aportan una
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variacion del orden del 0,5% menor. Esto permite predecir que no es
necesario tener grandes cambios energéticos para obtener alteraciones en el
bolsillo. También es posible que exista una relacion entre el volumen de los
residuos y el cambio en la energia, puesto que los minimos valores los
presentan aquellas sustituciones por fenilalanina y leucina correspondientes a

las cadenas laterales de mayor tamafio.

MUTACION [ENLACHANGULOS |TORSION|NO-ENLACE|ELECTROSTATICA|TOTAL
MOI ECUL ALIGANDO (kJ/mol) (kJ/moly (kJ/mol) | (kJ/mol) (kJ/maol) kJ/mol) (kJ/mal)
1VXC CO NATIVA-CO 116 565 662 -5388 --3049 -6900
1MLF CO V68A-D122N| 106 802 586 -5512 -3533 -7551
1MLJ CO V68F-D122N| 113 756 553 -5561 -3625 -7763
1MLM CO V68I-D122N 113 771 650 -5495 -3596 -7567
1MLQ CO V68L-D122N 116 776 615 -5560 -3654 -7714
1IMGC CO V68N 121 575 574 -5341 -3125 -7001
1MLU CO V68A-D122N-| 103 807 627 -5462 -3474 -7400
H64G

Tabla 12. Valores de Energia Potencial minimizada de mioglobinas unidas a
CO con mutaciones de Valina 68 sustituida por alanina-fenilalanina-isoleucina-
leucina asparaginay la triple mutacion V68A D122N-H64G junto con la
mutacion D122N.

El tercer grupo lo conforman las mutaciones L29F/D122N, L29F/H64Q vy
nativa unidas a CO. El valor de energia potencial mas negativo fue
presentado por la mutacion L29F/D122N; de nuevo debido a la contribucion
de la mutacion D122N. Esta mutacion contribuye al cambio, mas que las
mutaciones en el bolsillo.(Tabla 13). En esta mutacion los principales cambios
energéticos se deben a la energia de no enlace, comparadas con la nativa.
(Anexo 1)
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ENLACE|[ANGULOS|TORSION|NO-ENLACE|ELECTROSTATICA] TOTAL

MOLECULA LIGANDd MUTACION| (kJ/mol)| (kJ/mol) | (kJ/mol) |  (kd/mol) (kJ/mol) (kJ/mol),
1VXC CO | NATIVA-CO| 116 565 662 -5388 -3049 -6900
IMCY CO | H64Q-L29F| 101 788 598 -5490 -3491 7495
2SPL CO |L29F-D1z22N 119 761 556 -5520 -3590 7675

Tabla 13. Valores de Energia Potencial minimizada de mioglobinas unidas a

CO con mutaciones L29F/D122N y L29F/H64Q.

En el cuarto grupo se encuentran la moléculas con mutaciones dobles, la

histidina en la posicion 64 estd sustituida por glutamina, leucina, glicina y

treonina junto con la mutacion D122N. Todas presentaron unos valores de

energia mas negativos que la nativa, mostrando el menor valor la mutacion
H64T/D122N seguida de la mutacién H64Q/D122N (Tabla 14). De nuevo el
mayor aportador del cambio es D122N; las mutaciones en el bolsillo

presentan contribuciones proporcionales a sus posibilidades de cargas,

ademas de presentar todas valores de energia que producen estabilidad en la

molécula. Estos cambios energéticos se deben principalmente a la energia de

no enlace. (Anexo 1).

ENLACE|ANGULOS|TORSION|NO-ENLACE|ELECTROSTATICA| TOTAL

MOLECULA| LIGANDC MUTACION| (kJ/mol)[ (kJ/moal) [ (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol),
Bnl1VXC CcO NATIVA-CO| 116 565 662 -5388 --3049 -6900
Bm2MGF CcO H64Q-D122N 102 822 657 -5488 -3643 -7560
Bm2MGC CcO H64L-D122N 128 763 595 -5389 -3318 -7222
Bm2MGA CO H64G-D122N 108 803 591 -5444 -3454 -7396
Bm1MOC CcO H64T-D122N| 112 805 622 -5546 -3558 -7556

Tabla 14. Valores de Energia Potencial minimizada de mioglobinas , unidas a
CO con la doble mutacion D122N/Histidina sustituida por T,G,L y Q.
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Ahora se analizara el grupo de Mb mutadas ligadas a O, Se encuentran la
Mb con doble mutacion L29W/D122N, la mutacion V68N, la mutacidon que
simula la mioglobina de Ascaris suum L29Y/H64Q/T67R y la nativa. (Tabla
15). Mostrando un valor de energia potencial mas negativo la mutacion triple
L29Y/H64Q/T67R, mutacion presentada por la mioglobina nativa de Ascaris
suum realizada en mioglobina de ballena, con un aporte de energia del orden
del 40% menor, respecto a la nativa. Esto indica la importancia de la
sustitucion de estos tres residuos en estas posiciones, confirmando la posible
relacion energia—funcion, ya que estas sustituciones en la mioglobina de
Ascaris ofrecen la mas alta afinidad por el oxigeno. Las mutaciones
L29W/D122N muestran un aporte del 3,5% menor respecto a la nativa,
indicando de nuevo la contribucidon de los cambios en la superficie de la
molécula. Los cambios se deben a ambos cambios de energia de enlace y
no enlace, mostrando entonces tanto cambios estructurales como de

capacidad de interaccion (Anexo 2).

ENLACH ANGULOY TORSION NO-ENLACH ELECTROSTATICA TOTAL
MOLECULA LIGANDJ MUTACION| (kd/mol)| (kd/mol) | (kd/mol)| (kd/mol) (kd/mol) (kJ/mol)
MBO 0. Nativa 122 565 605 5372 -3041 -6926
1LTW O, |L2o0w/D122N 123 614 674 -5494 3273 7164
IMNO 0, V68N 109 588 617 -5340 -3136 6971
1F65 O, |L29Y/H64Q/| 121 589 578 5435 -3696 7637
T67R

Tabla 15. Valores de Energia Potencial minimizada de mioglobinas unidas a
O, con mutacion D122N/L29W, L29Y/H64Q/T67R, la mutacion puntual V68N y

nativa

La comparacion de las Mb nativas unidas a los diferentes ligandos como
oxigeno (O3), mondxido de carbono (CO), cianuro (CN) y oxido nitroso (NO),
permiten ver que el potencial mas negativo de las energias de largo

alcance(no-enlace, electrostaticas), lo presenta la Mb unida a cianuro. Lo que
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indica que este ligando interactia con la molécula formando un complejo
macromolécula-ligando mas estable, seguida de la Mb que se une a CO,
siendo las interacciones mas inestables las mioglobinas unidas a O, y NO
(Tablal6). Esto permite predecir algun grado de relacion entre la energia
potencial y la afinidad real que presenta cada uno de los ligandos en la
molécula. De esto la afinidad de la molécula de CO, es 50 veces mayor que
la molécula de oxigeno (Chang,1996), y las diferencias en sus energias
potenciales avalan esta hipotesis, sin que esto implique que el modelo

relacional sea sencillo.

ENLACH ANGULOS| TORSION NO-ENLACHELECTROY TOTAL Kaf
MOLECULA [LIGANDQ MUTACION (kd/mol)  (kd/mol) | (kd/mol)|  (kJ/mol) TATICA | (kJ/mol) (rM™Y)
(kJ/mol)
1MBO(ballena O, Nativa 123 565 606 -5372 -3041 -6925 1,1
1VXC(ballena co Nativa 116 564 662 -5388 -3049 -6901 27
2CMM(ballend| CN Nativa 103 794 669 -5499 -3342 -7275
1HJT(ballena) NO Nativa 113 570 642 -5336 -3048 -6866

Tabla 16. Valores de Energia Potencial minimizada de mioglobinas nativas
unidas a CO, O,; CN y NO.

8.5 CORRELACION ENTRE LOS VALORES DE ENERGIA POTENCIAL
DE LAS MOLECULAS EXPERIMENTALES CON LOS VALORES DE
ENERGIA DE LAS MUTACIONES SIMULADAS.

Uno de los objetivos de este estudio es validar la posibilidad de realizar
mutaciones puntuales simuladas sobre una molécula nativa con estructura
conocida y que con este proceso computacional se puedan generar
estructuras cuyos valores energéticos se correlacionen significativamente
con los valores calculados para las moléculas reales a las que se les
efectlen esas mismas mutaciones experimentalmente. Los valores de
energia de las moléculas con mutaciones simuladas y reales aparecen en la
Tabla 17.
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Energia (kJ)

Ligando : CO

Parametro D122N V68N V68N/D122N H64Q/D122N L29F/D122N
Real Simulada Real | Simulada| Real Simulada Real Simulada Real Simulada

Enlace 122 116 121 112 113 121 102 121 119 123
Angulo 581 566 575 567 756 752 822 760 761 760
Torsién 626 605 574 611 553 568 657 614 556 584
No-enlace -5506 -5467 -5345 -5460 -5560 -5482 -5488 -5375 -5520 -5444
Electrostatica | -3294 -3315 -3125 -3330 -3625 -3552 -3643 -3541 -3590 -3541
Total -7271 -7304 -7001 -7313 -7763 -7593 -7551 -7420 -7676 -7464

Ligando : 02

V68N L29W/ L29Y/H64Q/T67R
Parametro D122N
Real Simulada | Real Simulada | Real [ Simulada

Enlace 109 119 123 122 121 122
Angulo 588 564 614 566 589 579
Torsiéon 617 669 674 595 578 528
No-enlace -5340 -5461 -5493 -5404 -5435 -5433
Electrostatica | -3136 -3308 -3272 | -3061 -3696 -3587
Total -6971 -7328 -7163 -6991 -7632 -7536

Ligando : H20-
Parametro V68N/D122N L29F/D122N

Real Simulada | Real Simulada
Enlace 123 115 115 123
Angulo 604 633 616 631
Torsiéon 675 803 651 799
No-enlace -5433 -5402 -5459 -5424
Electrostatica | -3276 -3231 -3249 -3230
Total -7105 -6874 -7131 -6887

Ligando : NO
Parametro L29F/D122N

Real simulada
Enlace 115 121
Angulo 596 579
Torsiéon 609 621
No-enlace -544 -5390
Electrostatica | -3306 -3259
Total -7228 -7131

Sin ligando
Parametro D122N V68N/D122N

Real Simulada | Real Simulada
Enlace 124 111 122 116
Angulo 599 580 609 573
Torsiéon 534 726 706 722
No-enlace -5438 -5434 -5448 -5401
Electrostatica | -3315 -3302 -3237 -3306
Total -7204 -7129 -7047 -7105

Tabla 17. Valores de parametros de la Energia Potencial minimizada de

mioglobinas con mutaciones reales y simuladas con diferentes ligandos
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Utilizando una prueba F para varianzas de dos muestras, se determind la
variabilidad entre la energia potencial de las mutaciones simuladas con los
valores de energia de las moléculas con mutaciones reales. Se aplicé una
pruebat y se obtuvieron que las variaciones de las dos muestras son iguales.
(Tabla 18). Los resultados de la prueba t validan la hipotesis de la correlaciéon

entre las energias obtenidas por simulacion y los valores de las mutaciones

reales. (Tabla 19)

ENERGIA p (fx)
ENLACERVvs. S 0,05
ANGULORVvs. S 0,41
TORSION R vs. S 0,30

NO-ENLACE Rvs. S 0,18
ELECTROSTATICAR vs. S 0,41
TOTALRVvs. S 0,50

Tabla 18. Valores de p arrojados en la prueba F para varianzas de dos

muestras.

Cuando p (fx) 20,05 es posible realizar la prueba t para las dos muestras
suponiendo varianzas iguales; si p (fx) <0,05, se debe realizar la prueba t para las

dos muestras suponiendo varianzas desiguales.

ENERGIA p (fx)
ENLACERVvs. S 0,46
ANGULO Rvs. S 0,18
TORSION R vs. S 0,39

NO-ENLACE Rvs. S 0,18
ELECTROSTATICARVvs. S 0,97
TOTALRVvs. S 0,78

Tabla 19. Valores de p arrojados en la pruebat para dos muestras suponiendo

varianzas iguales.

Condiciones de aplicacion de la prueba igual que en la Tabla 17.
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El analisis de regresion lineal entre los valores de energia de las moléculas
simuladas y reales, muestra también una correlacién estadisticamente
significativa entre estas dos poblaciones. Se observa las agrupaciones de las
energias de enlace (enlace, angulos y torsion) y no enlace (no enlace y
electrostaticas); cada punto contiene un conjunto de los valores de energia
de moléculas con mutaciones experimentales correlacionados con los
valores de energia de las moléculas con mutaciones simuladas,
correspondientes a cada uno de los factores que componen un campo de
fuerza. (Gréfico 1)

CORRELACION VALORES ENERGIA REAL Vs VALORES ENERGIA SIMULADA
42

21
o —— — f I !
2000
1000 Torsion nlaée
-1000 Angulos
< -2000
<D( -3000
3 -4000
§ 5000 No enlace
5 9% ¢ Total Electrostaticas
-7000
-8000
-9000
-9000 -7000 -5000 -3000 -1000 1000
-8000 -6000 -4000 -2000 o] 2000 o 21 42
REAL

Grafico 1. Correlacién entre los valores de la Energia Potencial de las
moléculas reales con mutaciones experimentales con los valores de Energia
de las mutaciones simuladas. Mioglobinas sin ligando (V68N/D122N, D122N);

con H,O (L29F/D122N, V68N/D122N); con O, (V68N, L29W/D122N); con CO
(V68N/D122,D122N, V68N, H64Q, H64T, L29F/D122N)
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8.6 CORRELACION DE LOS VALORES DE ENERGIA POTENCIAL
SIMULADA CON LAS CONSTANTES DE AFINIDAD OBTENIDAS
EXPERIMENTALMENTE.

Para analizar el efecto de los cambios energéticos sobre la actividad de la
Mb, se realizé un andlisis de regresién multiple tomando como variable
dependiente la constante de afinidad (Kix) y como variables independientes
las componentes de la energia total que incluye 5 factores: entre las energias
de corto alcance (energias de enlace, angulos y torsion) y entre las energias
de largo alcance (energias de no-enlace, o sea la suma de las energias de
van der Waals y de los puentes de hidrogeno) y la energia electrostética. Se
obtuvieron un R = 0,23 y R? = 0,34 para O, y CO respectivamente.

Los anteriores valores estadisticamente significativos reflejan una relacion
multifactorial entre las interacciones estructurales de la molécula y las
interacciones de largo y corto alcance con el ligando. Esto permite ser
interpretado como que los factores reguladores del proceso estan
complejamente acoplados entre los cambios estructurales y las fuerzas de
interaccion de largo alcance. Esta conclusion es consistente con los
resultados de un andlisis de factores, cuyos resultados muestran la
existencia de dos componentes principales que representan las
interacciones, tanto de corto como de largo alcance, es decir, que las
interacciones con ligandos como CO y O, se realizan por la influencia de las
energias de largo alcance, pero generan a su vez cambios en la estructura
de la molécula.

Ademas, a pesar de la significancia estadistica, los valores de R indican que
existen otros posibles factores reguladores no identificados con estos
analisis. Es posible concluir, entonces, la existencia de una dependencia
compleja de la constante de afinidad con los cambios de energia potencial
de enlace y no enlace debidos a las mutaciones. En la Tabla 20 y 21 se

- 105 -



observa el efecto energético de las interacciones con los ligandos O,y CO.
Como se espera existen diferencias en las energias de interaccion tanto de
las denominadas de no-enlace (van der Waals, puentes de hidrégeno) y
electrostaticas, o que se puede observar en las mioglobinas nativas. Sin
embargo aunque no sea obvio de esperarse las diferentes interacciones
generan cambios estructurales en la macromolécula, lo cual se observa al

comparar en las mismas Mb nativas las energias de enlace, angulos y
torsion. Estos mismos efectos se observan al comparar parejas de Mb
mutadas en diferentes residuos (V68N, L29F, H64Q, H64F, H64V, H64G,
H64R y H64M) ) interaccionando tanto con O, como con CO. Sin embargo,

de nuevo, el patrén de cambio no es sencillo ni unifactorial.

Al observar los datos de los valores de energia potencial de mioglobinas
unidas a O (Tabla 20), se observa como todas las mutaciones causan una
disminucién en la energia potencial respecto a la nativa. Las mutaciones
L29F, V68N y la doble mutacion H64L/V68N, causan un aumento en la
constante de afinidad, comparada con la nativa. También se observa que
mutaciones como H64Q, H64R vy la doble mutacién L29F/H64Q disminuyen
la energia es decir le otorgan estabilidad a la estructura al tiempo que
disminuyen la afinidad por el ligando.

Es importante resaltar, que el valor de energia més negativo de todas las
mutaciones simuladas lo reporta la molécula con las mutaciones existentes
en la Mb de Ascaris suum (L29Y/H64Q/T67R). Esta molécula esta reportada
como la de mayor afinidad por el oxigeno (Tabla 20).(Peterson y col.,1997;
Miele y col., 1999).

En el grupo de mioglobinas unidas a CO (Tabla 21); se observa que las
mutaciones de la histidina en la posicion 64 aumentan la constante de
afinidad al compararla con la nativa, a su vez disminuyen la energia total de

la molécula. Las mutaciones H64R y H64Q causan un aumento en la afinidad
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a la vez que producen la mayor disminucién la energia potencial, lo que
puede indicar que los cambios por residuos mas polares y menos
hidrofébicos respecto a la histidina, como la arginina y glutamina en esta

posicion, producen el efecto mencionado.

También se puede observar que las sustituciones por otros residuos tales
como glicina, valina, metionina, fenilalanina y acido aspartico causan también
aumento en la constante de afinidad y a su vez disminuyen la energia
potencial de la molécula, indicando que estos residuos de una u otra forma
facilitan la unién del ligando y estabilizan la estructura sin que estos tengan
una propiedad fisico quimica que los caracterice a todos en un grupo.. En la
posicion 29 el cambio de la leucina por otros aminoacidos como alanina,
glicina y serina, disminuyen la energia potencial del complejo, es decir que a
pesar de ser estable estructuralmente causan reduccién de la afinidad por el
CO. Estos tres residuos se caracterizan por ocupar un volumen menor, asi
como por ser menos hidrofébicos, lo cual hace pensar que estas tres
caracteristicas, producen el efecto de disminuir la constante de afinidad.

La mutacién L29F causa un aumento en la constante de afinidad y una
disminucion de la energia potencial, lo que indica que estabiliza la estructura
y aumenta la afinidad por el ligando, lo que permite proponer que deben
existir caracteristicas especificas adicionales de este residuo en esta
posicion para favorecer la unién con el ligando.

En la tabla 20 la molécula de mioglobina que presenta las caracteristicas de
la mioglobina de Ascaris suum no presenta el valor de la constante de
afinidad debido a que no esté reportada con un valor absoluto, solo reportada

como la de mas alta afinidad por el oxigeno
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MUTACION |LIGANDO | ENLACE | ANGULO | TORSION |NO-ENLACE|ELECTROSTATICA | TOTAL Kaf
(kd/mol) | (kd/mol) | (kI/mol) | (kd/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kd/mol)| (uM™)
NATIVA(ballena) 0O, 122 565 605 -5372 -3041 -6925 1,10
L29F 0, 112 573 574 -5429 -3117 -7088 | 15,00
V68N 0O, 114 566 574 -5421 -3259 -7267 35
H64L/V68N 0O, 122 564 577 -5410 -3266 7223 2,20
V68A 0O, 122 555 569 -5412 -3121 -7097 1,20
V68F 0, 122 554 570 -5451 -3102 -7118 0,48
V68l 0O, 122 550 569 -5405 -3065 -7040 0,22
H64Q O, 119 569 573 -5423 -3304 -1277 0,18
H64R 0O, 120 563 571 -5400 -3373 -7327 0,09
H64G 0, 114 562 567 -5376 -3068 -7007 0,09
H64M 0, 122 561 579 -5421 -3144 -7112 0,05
H64L 0, 111 572 570 -5397 -3094 -7049 0.02
H64V 0O, 113 574 572 -5386 -3132 -7068 0,01
H64F 0O, 121 557 567 -5420 -3107 -7092 | 0,007
L29Y/H64Q/T67 0, 122 578 582 -5433 -3587 -7535
R

Tabla 20. Valores de Energia Potencial de mioglobinas simuladas unidas a

O,con constantes de afinidad.

MUTACION | LIGANDO | ENLACE | ANGULO | TORSION |[NO-ENLACE |[ELECTROSTATICA| TOTAL|  Kaf
(kdIimol) | (kd/mol) | (kIimol) | (kI/mol) |  (ka/mol) (kd/mol) (kI/mol)|  (um™)
NATIVA(ballena) | CO 116 564 662 -5388 -3049 6900 | 27,0
H64R co 118 560 616 5408 3398 7320 | 400
H64M co 109 566 622 5408 3123 7044 | 200
H64G co 123 552 616 5374 -3056 6950 | 150
H64V co 111 571 622 5389 -3123 7018 150
H64D co 122 552 618 5409 3116 7042 85
H64F co 117 559 611 5439 -3166 7128 83
H64Q co 123 560 619 5424 3310 7243 82
L29F co 123 557 627 5422 3114 7032 37
L29A co 110 564 619 5388 -3130 7036 7.9
L29G co 122 550 623 5364 3029 6910 5
L29S co 121 551 620 5301 3131 7041 3,6
V68N co 111 567 615 5447 -3350 7315 | 4.3
L29F/H64Q co 123 566 625 5428 -3293 7209 85

Tabla 21. Valores de Energia Potencial de mioglobinas simuladas que unen CO

con constantes de afinidad.
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8.7 ANALISIS ESTRUCTURAL DE LAS MOLECULAS DE
MIOGLOBINAS CON MUTACIONES SIMULADAS Y NATIVAS.

Los valores de RMS, obtenidos al comparar los cambios estructurales
debidos a las posiciones de los carbonos a y las cadenas laterales de las Mb
que unen O, frente a las mioglobinas que unen CO, tanto mutadas como
nativas, se observan en la Tabla 22. Los valores observados, muestran que
ambas interacciones (Mb-O, y Mb-CO), nativas y mutadas, generan cambios
estructurales en la molécula debido a la interaccion con el ligando. También
se observa que el efecto estructural debido a la interaccién con el ligando es
mayor que el efecto debido a las mutaciones estudiadas. Esto permite
predecir que las interacciones con los diferentes ligandos, como ya se
evidenciéo con otros datos, estan reguladas por diferentes factores que
parecen depender del ligando en cuestion. Los cambios reconocidos para
las cadenas laterales presentan valores mayores debido esencialmente a su
mayor flexibilidad con respecto al esqueleto carbonado en el que se

encuentran los carbonos a..

MOLECULA RMS(Carbonos alfa) (A) RMS (Cadenas laterales) (A)

NativaO,- Nativa CO 0,23 0,62

L29F O,- L29F CO 0,22 0,62

H64M O,- H64M CO 0,21 0,64

H64G O,- H64G CO 0,21 0,66

H64V O,- H64 V CO 0,24 0,65

H64F O,- H64F CO 0,23 0,65

H64R O,- H64R CO 0,23 0,76

V68N O,- V68N CO 0,30 0,70

Tabla 22. Valores de RMS para las mioglobinas que unen O, frente a

Mioglobinas que unen CO nativas y mutadas.

En la Tablas 23 y 24 se observan los valores de RMS de las Mb nativas que

unen O, y CO frente al las Mb mutadas de cada grupo
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Aqui se observa como las mutaciones generan cambios estructurales
pequefios respecto a la nativa, pero a su vez siguen generando cambios,
mayores de 0,01 A. También se puede observar que no todas las mutaciones
realizan cambios estructurales de la misma medida, lo que indica que los
modelos son especificos para cada ligando y no son generales, como ya se
ha venido reconociendo en las interpretaciones de todas las fuentes de

datos.

Mb QUE UNEN O, RMS (Carbonos alfa) (A)
Nativa O,- L29F-O, 0,04
Nativa O,- H64M-O, 0,04
Nativa O,- H64G-O, 0,04
Nativa O,- H64V-O, 0,04
Nativa O,- H64F-O, 0,03
Nativa O,- H64R-O, 0,04
Nativa O,-V68N-O, 0,03
Nativa O,-L29Y/H64Q/T67R-O, 0,06

Tabla 23. Valores de RMS de mioglobinas que unen O, nativas frente a

mioglobinas mutadas que unen O,

Mb QUE UNEN CO RMS ( Carbonos alfa) (A)
Nativa CO- L29F-CO 0,05
Nativa CO- H64M-CO 0,04
Nativa CO- H64G-CO 0,04
Nativa CO- H64V-CO 0,04
Nativa CO- H64F-CO 0.05
Nativa CO- H64R-CO 0,05
Nativa CO-V68N-CO 0,06

Tabla 24. Valores de RMS de mioglobinas que unen CO nativas frente a

mioglobinas mutadas que unen CO
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8.8 CORRELACION DE LOS VALORES DE ENERGIA POTENCIAL,
PROPIEDADES DE LOS AMINOACIDOS MUTADOS Y LAS
CONSTANTES DE AFINIDAD DETERMINADAS
EXPERIMENTALMENTE.

Al no obtenerse un modelo Unico sencillo entre la energia potencial y la
constante de afinidad para los ligandos considerados, se generd, para cada
ligando, un modelo que incluye varias propiedades fisico quimicas de los
aminoacidos nativos y mutados. Tales propiedades fueron -calculadas
mediante el programa computacional PtotScale entre ellas se tienen:
hidrofobicidad, volumen, polaridad, flexibilidad y area oculta del residuo.

Con el propésito de entender la proporcion de cambio de cada una de las
propiedades de los residuos existentes en la mioglobina nativa respecto a los
residuos mutados, esta proporcion se obtuvo de la siguiente forma: E.
potencial mutada/nativa; hidrofobicidad mutada/nativa; volumen mutada/
nativa, etc. (Tablas 25y 26)

Como modelo predictivo, se realizé una regresion multiple por el método de
pasos descendentes (stepwise) empleando las proporciones de cambio como
variables independientes, y como variable dependiente la proporcién de
cambio de la constante de afinidad (Tablas 25 y 26). Se encontré6 que los
modelos predictivos difieren segun el ligando. Para el caso del O, las
proporciones de cambio entre el aminoacido nativo y el mutado con
coeficientes de regresion significativos son: proporcion de cambio de la
energia potencial de largo alcance, proporcion de cambio del volumen,
proporcion de cambio de la hidrofobicidad; proporcién de cambio de la
polaridad; proporcion de cambio de la flexibilidad.

Se obtuvo la siguiente ecuacion de regresion para predecir la constante de
afinidad para O, (Ecuacion 18). Esta ecuacion indica el valor mas probable
que toma la constante de afinidad, segun los valores dados de cada uno de
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los factores tomados como variables independientes. En este caso de las
proporciones de cambio de las propiedades.
Ka' = 402,31 - 1,30(Proporcione. jargo aicance mutadaimativa) + 0,98(Proporcionyoiumen
mutada/nativa) '117O(ProporCiénhidrofobicidad mutada/nativa) + 015(Pr0p0rCiénpolaridad
mutada/nativa) - O,50(ProporCiénﬂexibilidad mutada/nativa.)-

Ecuacion (18)
Con un indice de correlacién (R%) de 0.95. este indice Indica que un 95% de
la variacion total en los valores de la constante de afinidad es explicada por
los valores de las porporciones de cambio ajustados por los coeficientes de
regresion segun la ecuacion anterior ecuacion de regresion.
Para el grupo de mioglobinas unidas a CO se encontraron como variables
que pueden predecir la constante de afinidad teniendo en cuenta la ecuacién
de regresion: la proporcion de cambio de la Energia Potencial de largo
alcance, proporcién de cambio de la hidrofobicidad; proporcion de cambio de
la polaridad; proporcion de cambio de la flexibilidad y proporcion de cambio
del area oculta de los residuos mutados y nativos. Con base en estas
variables se obtuvo la ecuacién de regresion:
Kaf:L = '8,83 + 0,30(Pr0p0r0iénE. largo alcance mutada/nativa) - 0,99(Pr0p0rCiénpolaridad
mutada/nativa) — 0,50(Proporci®nnidrofobicidad mutadamativay + 0,70(Proporcidnfexivilidad
mutada/nativa) + 0,46 (PFODOFCiénérea oculta mutada/nativa)-

Ecuacion (18)
Con un indice de correlacién (R?) de 0,74. Este indice indica que un 74% de
la variacién total en los valores de la constante de afinidad es explicada por
el plano de regresion ajustado por la ecuacién anterior
Estos resultados confirman, las anteriores observaciones respecto a que las
interacciones con diferentes ligandos, aunque ellos, sean quimicamente
similares tienen diferentes factores de regulacién, por ejemplo, para el caso
de las mioglobinas unidas a O, el volumen aparece explicando la interaccién

en este grupo mientras que el area oculta aparece para explicar la
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interaccidon con un coeficiente de regresion mas alto con respecto al area

oculta en el grupo de las mioglobinas unidas a CO. A pesar de que variables

como la energia de largo alcance, hidrofobicidad, polaridad y flexibilidad
explican la interaccién en los dos grupos no lo hacen con el mismo valor.

Ademas, estos resultados confirman que la interaccion de la mioglobina con

ligandos como CO y O; es:

e multifactorial.

¢ Que los factores importantes no son iguales para todos los ligandos.

e Que para el caso de la Mb de ballena con mutaciones simuladas unida a
O, influyen factores como cambios en el volumen, hidrofobicidad,
polaridad, flexibilidad y energia potencial de las mutaciones (Tablas 25 y
26)

¢ Que aun no se conocen, completamente todos los factores que influyen
en CO.

1K, constante de afinidad

-113 -



Ligando-O,

Energia de corto alcance nativa.1292.11

Energia de largo alcance nativa:-8412.68

Energia Constante de Volumen Hidrofobicidad Polaridad Flexibilidad Area
Mutacion afinidad
corto | R largo R N M R N M R N M R N M R N M R N M R

L29F 1259,910,98|-8628,5( 1,02 | 1,2 15 |12,50| 0,72 | 0,71 )0,99| 0,59 |0,58(0,98( 0,33 |0,337(1,02( 0,62 |0,593(0.95( 0,49 [0,511( 1,04

V68N 1256,8(0,98|-8802,3( 1,04 | 1,2 35 |292| 0,70 [ 0,65 )0,93( 0,56 |0,56|1.00( 0,31 |0,381|1,24| 0,43 |0,458|1,07 | 0,35 (0,361 1.03

V68A 1246,5|0,97(-8606,6 1,01 1,2 | 1,2 (1,00 0,70 (0,64 |0,91| 0,56 (0,62|1.10( 0,31 |0,335|1,10]| 0,43 |0,412|0.96 | 0,35 |0,349( 0,99

V68F 1249,5|0,97|-8646,9( 1,02 | 1,2 | 0,48 (0,40 | 0,70 | 0,69 |0,99| 0,56 |0,64(1,14( 0,31 |0,295(0,97 | 0,43 |0,389(0.91 | 0,35 (0,423| 1,20

V68l 1253,9|0,98|-8619,3( 101 | 1,2 | 0,22 (0,18 0,70 | 0,7 |1,00| 0,56 |0,66(1,18 | 0,31 |0,295(0,97 | 0,43 |0,458(1.07 | 0,35 (0,398( 1,12

H64Q 1240.9(0,98|-8469.5(1,03| 1,2 | 0,18 | 0,15 | 0,67 | 0,67 [1,00| 0,46 (0,45(0,98| 0,50 |0,498|1,00| 0,56 (0,634|1.14| 0,37 |0,342| 0,93

H64R 1256,5(0,98|-8863,8( 1,04 | 1,2 | 0,09 | 0,08 | 0,67 | 0,67 (1,00 0,46 (0,44(0,96| 0,50 |0,498|1,00| 0,56 (0,653|1,17| 0,37 |0,371| 1,01

H64G 1248,5|0,97(-8447,81 099 | 1,2 | 0,09 (0,08 | 0,67 | 0,61 |0,91| 0,46 (0,49|1,07( 0,50 |0,477|0,96| 0,56 |0,657|1,18| 0,37 |0,303| 0.82

H64M 1261,9|0,98| -8610 (1,01 | 1,2 | 0,05 (0,04 | 0,67 | 0,68 |1,01| 0,46 |052(1,13| 0,50 |0,432(0,87 | 0,56 |0,546(0.98 [ 0,37 (0,379 1,03

H64L 1258,2|0,98|-8610,3( 1,01 | 1,2 | 0,02 (0,02 | 0,67 | 0,72 |1,07| 0,46 |0,55(1,20( 0,50 |0,421(0,84( 0,56 |0,579(1.04 | 0,37 (0,373| 1,02

H64V 1259,2(0,98|-8590,9(1,01| 1,2 | 0,01 |0,01| O,67 | O,72 [1,07] 0,46 (0,55(1,20| 0,50 |0,435|0,88| 0,56 (0,588|1.05| 0,37 |0,357| 0,97

H64F 1248,110,97(-8626,9| 1,02 | 1,2 | 0,007 | 0,01 | 0,67 | 0,71 |1,06| 0,46 (0,52|1,13| 0,50 |0,425|0,86| 0,56 |0,551|0.99| 0,37 |0,393| 1,07

Tabla 25. Proporciones de cambio entre los valores de energia potencial, constante de afinidad, volumen,
hidrofobicidad, flexibilidad y area oculta de los residuos de las mioglobinas de ballena simuladas unidas a O, con sus

correspondientes valores de los residuos en las proteinas nativas?

% Corto: energia potencial de corto alcance; largo: energia potencial de largo alcance; N: nativa; M: mutada; R: razén de cambio
Mutada/Nativa
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Ligando-CO

Energia corto alcance: 1342.24

Energia largo alcance: -8437.3

Energia constante Volumen Hidrofobicidad Polaridad Flexibilidad Area
Mutacion=eons T R largo | R N M R| N[M[]R|[NJ]M R | N[M[] R N M R |[N|M]| R

H64R [1280,90( 0,89 |-8879,68| 1,00 | 27,00 | 400,00 (14,81} 0,67 | 0,67 | 1,00 |0,46| 0,44 | 0,96 | 0,50 |0,50| 1,00 | 0,56 | 0,65 | 1.16 |0,37|0,37| 1,00

H64M |1281,62| 0,89 [-8630,34| 0,98 | 27,00 (200,00 7,41 | 0,67 |0,68| 1,01 [0,46| 0,52 | 1,13 (0,50 (0,43 | 0,87 | 0,56 | 0,54 [ 0,96 (0,37|0,38 1.03

H64G |1278,11| 0,89 [-8514,60| 0,96 | 27,00 (150,00 5,56 | 0,67 (0,61| 0,91 |0,46( 0,49 | 1,07 |0,500,48| 0,96 | 0,56 | 0,65 | 1.06 |0,37(0,30( 0.81

H64V |1290,13| 0,90 |-8601,23( 0,97 | 27,00 | 150,00 5,56 | 0,67 {0,72( 1,07 (0,46 0,55 | 1,20 | 0,50 (0,44 0,88 | 0,56 | 0,59 | 1,06 (0,37(0,36| 0,97

H64D (1279,24( 0,89 [-8621,49| 0,98 | 27,00 | 85,00 | 3,15 | 0,67 |0,66| 0,99 |0,46| 0,45 | 0,98 (0,50 |0,53| 1,07 | 0,56 [ 0,64 | 1,14 |0,37|0,33| 0,89

H64F 1280,47| 0,89 |-8634,03( 0,98 | 27,00 | 83,00 | 3,07 | 0,67 (0,71} 1,06 |0,46( 0,53 | 1,15 (0,50 |0,43( 0,86 | 0,56 | 0,55 | 0,99 [0,37(0,39| 1,05

H64Q |1297,83| 0,90 |-8986,42( 1,02 | 27,00 | 82,00 | 3,04 | 0,67 (0,67 | 1,00 |0,46| 0,45 | 0,98 | 0,50 0,50 0,90 | 0,56 | 0,63 | 1.13 |0,37(0,34| 0.91

L29F |1288,72] 0,89 |-8641,14( 0,98 | 27,00 | 37,00 | 1,37 | 0,72 (0,71| 0,99 |0,59| 0,57 | 0,98 | 0,33 |0,34| 1,02 | 0,62 | 0,59 | 0,96 |0,49(0,51( 1,04

L29A |1277,33| 0,89 |-8599,90| 0,97 | 27,00 7,90 | 0,29 | 0,72 |0,66| 0,92 |0,59| 0,57 | 0,97 |0,33|0,38| 1,02 | 0,62 | 0,62 | 0,99 |0,49(0,44| 0,89

L29G |1277,49] 0,89 |-8518,02( 0,96 | 27,00 | 5,00 | 0,19 (0,72 (0,61} 0,85 |0,59( 0,54 | 0,92 (0,33 |0,39( 1,18 | 0,62 | 0,70 | 1,13 |0,49(0,42| 0,86

L29S 1276,5 10,89 | -8620,2 | 0,98 | 27,00 3,60 | 0,13 (0,72 |0,65| 0,90 |0,59( 0,54 | 0,92 (0,33 (0,39| 1,19 | 0,62 | 0,69 | 1,10 (0,49|0,44 | 0,89

V68N | 1295,9 | 0,90 | -8758,2 [ 0,99 | 27,00 | 4,30 | 0,16 | 0,70 (0,65]| 0,93 |0,56| 0,56 | 0,98 [ 0,31|0,38( 1,09 | 0,43 | 0,46 | 1,08 |0,35(0,36| 1.03

Tabla 26. Proporciones de cambio entre los valores de energia potencial, constante de afinidad, volumen,
hidrofobicidad, flexibilidad y area oculta de los aminoéacidos de las mioglobinas de ballena simuladas unidas a CO con

sus correspondientes valores de las proteinas nativa
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8.9 PREDICCION DE LA CONSTANTE DE AFINIDAD CON BASE EN EL
MODELO PROPUESTO

A través del andlisis de regresién multiple se obtuvieron las ecuaciones que
permiten predecir, con base en las interacciones de la mioglobina con
mutaciones en las posiciones 29, 64 y 67 con O, y CO como ligandos, la
constante de afinidad realizando una sola mutacién en las posiciones
mencionadas. A pesar de reportar una alta correlacion entre los valores
reales y los predichos, la prediccion de la constante de afinidad de la
mioglobina de Ascaris suum que se ha tomado como modelo de alta afinidad,
no es posible realizarla completamente por la carencia de datos para
mutaciones multiples. Con base en las caracteristicas que presenta esta
molécula se simul6 individualmente cada una de estas mutaciones en las
diferentes posiciones asi como también por aquellos aminoacidos que
aumentan las proporciones de cambio en cada una de las propiedades
(energia potencial, volumen, hidrofobicidad, polaridad, flexibilidad, éarea
oculta).

El uso de métodos computacionales para el célculo de las propiedades de los
aminoacidos propuestas en este trabajo para regular la interaccion de la
mioglobina con CO y O,, permitid obtener de una forma rapida el célculo de
las proporciones de cambio de cada una de ellas, y a la vez reemplazarlas en
las ecuaciones de regresion obtenidas mediante este modelo. Es decir, al
reemplazar en la ecuacion los valores de las proporciones de cambio para la
correspondiente mutacion simulada se obtiene la constante de afinidad
predicha para esta mutacion.

Las proporciones entre el valor presentado por el aminoacido mutado y el

aminoacido nativo para las mioglobinas que unen O, y CO se observan en

-116 -



las Tablas 27 y 28 respectivamente, asi como también el valor de la
constante de afinidad predicha.

En la Tabla 27 se puede observar que en la posicion 67 los residuos que
aumentan la proporcion de cambio en el volumen y/o en la flexibilidad,
polaridad y la energia potencial entre 1,01 y 1,02 veces mas respecto a la
nativa con una disminucion de la hidrofobicidad aumentan la constante de
afinidad de 18 a 27 veces mas que la nativa como se observa en las
mutaciones T67W, T67V T67L, T67K y T67E. En general en esta posicion
aguellos residuos menos hidrofébicos que la treonina pero mas polares,
flexibles y voluminosos que este residuo, producen una mejor interaccion que
se refleja en los valores energéticos al formar un complejo con una energia
potencial mas negativa respecto a la mutada en 1,01 y 1,02 veces, con la
excepcion de aquellos residuos que aumentan la energia en 1,04 y 1,05
veces mas respecto a la nativa produciendo el efecto contrario como lo hace
la mutacion T67R.

También se evidencia que el modelo para las moléculas que unen O, en la
posicion 29 los residuos que aumentan la proporcion de cambio en la
flexibilidad y polaridad con la disminucién de la hidrofobicidad y un aumento
en la energia potencial de 1,01 veces mas que la nativa, producen un
aumento en la constante de afinidad entre 22 y 23 veces mas respecto a la
nativa, como lo hacen las mutaciones L29K y L29E. Es importante resaltar
que los residuos que aumentan la hidrofobicidad producen una disminucién a
la mitad de la constante de afinidad respecto a las mutaciones anteriores
como observa en las mutaciones L291 y L29Y. De nuevo se observa que un
aumento en la energia entre 1,04 y 1,05 disminuye la constante de afinidad.
En la posicién 64 en general se sigue presentando el mismo patrén. Es decir,
cualquier residuo que aumente la proporcion de cambio en la polaridad
flexibilidad, volumen y que disminuya la proporcibn de cambio en la
hidrofobicidad y no aumente la proporcién en la energia mas de 1,03 veces

respecto a la nativa, produce aumento en la constante de afinidad, ya que
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aguellas mutaciones que aumentan la energia en 1,05 veces mas respecto a
la nativa como la H64R, producen el efecto contrario, la disminucién de la
constante de afinidad. Es importante resaltar que en esta posicion las
mutaciones presentan las mismas caracteristicas para CO, solo que no
aumenta la constante en la misma proporcion que para las moléculas unidas
a Oy,

En la Tabla 28, en la que se presentan los datos para las Mb ligadas a CO,
se puede observar para las mutaciones en la posicién 67, el aumento en la
proporcion de cambio en el area oculta, en la energia, un valor no mayor de
1,02, y la disminucion, en la hidrofobicidad en 0,84 y 0,85 veces producen un
aumento en la constante de afinidad como lo hacen las mutaciones T67Y y
T67W a diferencia de las mutaciones T67M y T67L; éstas, presentan las
mismas caracteristicas, pero el aumento en la hidrofobicidad es mucho
mayor. También es posible observar que un aumento en la polaridad y la
flexibilidad, junto con la disminucion en la proporcion de la hidrofobicidad,
producen un aumento en la constante de afinidad, como la mutacién T67K,
siempre y cuando, la proporcién de cambio en la energia no aumente en mas
de 1,02 veces respecto a la nativa como en la mutacibn T67N y T67Q
produciendo de forma consecuente el efecto contrario. De otra parte aquellos
residuos muy polares y a su vez muy flexibles, sin que estas caracteristicas
impliguen un aumento en la proporcién de cambio en la energia potencial
como el acido aspartico (D) y el acido glutamico (E), no favorecen un
aumento en la afinidad.

En la posicion 29 residuos muy polares aumentan la constante de afinidad
siempre y cuando esta polaridad implique un cambio en la energia de largo
alcance, no mayor de 1,02 veces mas respecto a la nativa. Como se observa
en la mutacion L29E. La mutaciones L29R y L29Q a pesar de que poseen las
mismas caracteristicas de la L29E, excepto que producen un aumento en la
energia entre 1,04 y 1,05 veces respecto a la nativa presentan bajas

afinidades. Era de esperarse que las mutaciones L29K y L29D por sus
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caracteristicas similares a las mutaciones que aumentan la afinidad,
produjeran también este efecto, no es muy claro alun por qué estas
mutaciones presentan los valores mas bajos de afinidad en esta posicion.

Un aumento en la proporcion de cambio de la hidrofobicidad sin que se
presenten valores altos de polaridad, flexibilidad y area oculta también

disminuyen la constante de afinidad como las mutaciones L291 y L29V.
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E. largo
MUTACION | alcance Volumen | Flexibilidad [ Polaridad | Hidrofobicidad | Kaf (uM™) RMS
M/N M/N M/N M/N M/N MIN A)
Aminoécidos con valores de polaridad altos
L290Q 1,03 0,94 1,08 1,23 0,85 13,73 0,03
L29D 1,02 0,92 1,10 1,33 0,85 18,53 0,05
L29R 1,05 0,94 1,11 1,23 0,83 7,40 0,05
L29K 1,01 0,95 1,08 1,26 0,84 23,85 0,03
L29E 1,01 0,93 1,10 1,31 0,85 22,55 0,03
L29N 1,04 0,93 1,07 1,28 0,85 11,14 0,05
H64Q 1,04 1,01 1,14 1,00 0,99 -0,46 0,04
H64D 1,01 0,98 1,16 1,07 0,99 10,09 0,03
H64R 1,04 1,01 1,17 1,00 0,97 0,27 0,04
H64K 1,01 1,02 1,12 1,02 0,98 13,05 0,04
H64E 1,02 1,00 1,15 1,05 1,00 6,65 0,04
H64N 1,03 0,99 1,12 1,03 0,99 3,79 0,03
T67Q 1,04 0,99 1,05 1,07 0,80 14,38 0,04
T67D 1,04 0,96 1,07 1,16 0,80 13,43 0,02
T67R 1,05 0,99 1,09 1,07 0,87 5,03 0,03
T67K 1,01 1,00 1,03 1,09 0,79 27,89 0,03
T67E 1,01 0,98 1,06 1,13 0,80 26,18 0,03
T67N 1,04 0,97 1,02 1,10 0,80 14,36 0,04
Aminoécidos con valores de flexibilidad altos
L29P 1,01 0,97 1,06 1,13 0,89 19,49 0,06
L29S 1,01 0,90 1,10 1,18 0,90 14,68 0,02
H64P 1,01 1,03 1,16 0,93 1,04 6,97 0,06
H64S 1,01 0,96 1,16 0,97 1,07 1,43 0,03
T67P 1,01 1,01 1,07 0,98 0,84 22,09 0,06
T67S 1,02 0,94 1,07 1,02 0,85 14,09 0,03
Aminoécidos con valores de hidrofobicidad y volumen altos
L29I 1,01 1,00 1,07 1,01 1,01 10,61 0,03
L29F 1,01 0,99 0,96 1,01 0,98 16,96 0,04
L29V 1,01 1,00 1,02 1,04 1,01 12,24 0,03
H64l 1,00 1,07 1,12 0,85 1,21 0,97 0,02
H64L 1,01 1,07 1,04 0,85 1,19 0,16 0,03
H64F 1,01 1,06 0,99 0,86 1,16 2,79 0,03
H64V 1,01 1,07 1,06 0,88 1,20 0,91 0,04
T67I 1,02 1,05 1,02 0,88 0,95 12,33 0,03
T67F 1,02 1,04 0,87 0,88 0,92 16,81 0,04
T67L 1,01 1,05 0,93 0,87 0,94 20,47 0,03
Aminoécidos con valores de volumen altos
L29Y 1,02 0,97 1,04 1,05 0,89 14,47 0,05
L29W 1,03 1,00 0,96 1,02 0,90 12,88 0,06
H64Y 1,02 1,04 1,08 0,88 1,05 3,74 0,04
H64W 1,02 1,07 0,99 0,86 1,06 6,35 0,03
T67Y 1,02 1,02 0,98 0,92 0,84 19,53 0,04
T67W 1,02 1,05 0,87 0,89 0,85 22,35 0,03
T67V 1,01 1,05 0,95 0,91 0,95 18,17 0,03

Tabla 27. Proporcion de cambio entre las Energias Potenciales, volumen,
flexibilidad, polaridad, e hidrofobicidad, de los aminoacidos mutados con

respecto a los aminoacidos nativos de las mioglobinas unidas a O,
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E. largo
MUTACION | Alcance Area Flexibilidad | Polaridad |Hidrofobicidad | Kaf (uM™) RMS
M/N M/N M/N M/N M/N M/N (A)
Aminoécidos con valores de polaridad altos
L29Q 1,04 0,94 1,08 1,23 0,85 1,77 0,04
L29D 1,02 0,91 1,10 1,33 0,85 -1,51 0,05
L29R 1,05 1,00 1,11 1,23 0,83 4,81 0,04
L29K 1,01 0,93 1,08 1,26 0,84 0,64 0,04
L29N 1,04 0,91 1,07 1,28 0,85 11,14 0,05
L29E 1,01 0,93 1,10 1,31 0,85 22,55 0,03
H64Q 1,04 0,93 1,14 1,00 0,99 7,86 0,04
H64D 1,04 0,89 1,16 1,07 0,99 5,45 0,03
H64R 1,04 1,01 1,17 1,00 1,00 10,63 0,05
H64K 1,04 0,92 1,12 1,02 0,98 6,47 0,04
H64N 1,03 0,90 1,12 1,03 0,99 5,40 0,04
H64E 1,02 1,00 1,15 1,05 0,77 13,15 0,04
T67Q 1,04 0,93 1,05 1,07 0,80 6,59 0,04
T67D 1,02 0,90 1,07 1,16 0,80 3,67 0,06
T67R 1,02 1,01 1,09 1,07 0,87 8,26 0,04
T67K 1,01 0,93 1,03 1,09 0,79 9,14 0,04
T67N 1,03 0,91 1,02 1,10 0,80 3,99 0,03
T67E 1,01 0,93 1,06 1,13 0,80 4,89 0,03
Aminoécidos con valores de flexibilidad altos
L29P 1,00 1,14 1,06 1,13 0,89 7,74 0,05
L29S 1,01 0,89 1,10 1,18 0,90 1,61 0,03
H64P 1,00 0,88 1,16 0,93 1,04 6,06 0,05
H64S 1,01 0,87 1,16 0,97 1,07 6,15 0,04
T67P 1,01 0,89 1,07 0,98 0,84 8,14 0,04
T67S 1,02 0,87 1,07 1,02 0,85 6,25 0,04
Aminoécidos con valores de area oculta altos
L29Y 1,02 1,02 1,04 1,05 0,89 6,81 0,05
L29W 1,02 1,09 0,96 1,02 0,90 6,20 0,06
L29F 1,01 0,99 0,96 1,01 0,94 3,47 0,05
H64Y 1,02 1,04 1,08 0,88 1,05 10,52 0,04
H64W 1,02 1,13 0,99 0,86 1,06 9,69 0,03
H64F 1,02 1,07 0,99 0,86 1,16 6,02 0,05
T67Y 1,02 1,08 0,98 0,92 0,84 11,22 0,05
T67W 1,02 1,12 0,87 0,89 0,85 11,37 0,04
T67F 1,01 1,06 0,87 0,88 0,92 6,04 0,03
Aminoécidos con valores de hidrofobicidad altos
L29V 1,02 0,97 1,02 1,04 1,01 2,50 0,04
L29M 1,00 1,01 0,95 1,03 0,96 2,16 0,04
L29I 1,01 0,99 1,07 1,01 1,01 1,01 0,03
H64V 1,01 0,97 1,06 0,88 1,20 4,68 0,04
H64L 1,01 1,02 1,04 0,85 1,19 5,11 0,03
H64M 1,01 1,03 0,98 0,87 1,14 4,78 0,04
H64| 1,01 1,00 1,12 0,86 1,21 8,08 0,05
T67V 1,01 0,98 0,95 0,91 0,95 5,52 0,02
T67M 1,02 1,03 0,86 0,90 0,90 4,85 0,03
T67I 1,01 1,01 1,02 0,88 0,95 10,90 0,04
T67L 1,02 1,02 0,93 0,87 0,94 7,26 0,04

Tabla 28. Proporcion de cambio entre las Energias Potenciales, area oculta,
flexibilidad, polaridad, e hidrofobicidad, de los aminoacidos mutados con

respecto de los aminoacidos nativos de las mioglobinas unidos a CO
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En la Tabla 29 se observa el grupo de mioglobinas seleccionadas que
aumentan la constante de afinidad para O, y a su vez disminuyen la
constante de afinidad para CO. Estas mutaciones fueron seleccionadas con
el criterio de producir una proporciébn de cambio mayor que aquellas
moléculas simuladas con constante de afinidad determinada
experimentalmente, es decir en el grupo de Mb unidas a O, la mutacion que
presentd la mayor afinidad lo hizo con una relacién de 12,5 veces mas
respecto a la nativa (Tabla 25). Para las Mb simuladas que unen CO se
seleccionan aquellas que producen una proporcién de cambio en la afinidad
menor de 14.8 veces respecto a la nativa. Con base es estos criterios se
puede observar que la mayoria de las mutaciones en las posiciones 29 y 67
aumentan la afinidad para O, y la disminuyen para CO. Sélo existe una
mutacion en la posicion 64 que aumenta la afinidad para O, hasta 13,05
veces mas respecto a la nativa y a su vez la aumenta solo 0,04 veces mas
para CO. Todas estas estructuras presentaron valores de RMS entre 0,02 y
0,06, lo que indica que las mutaciones realizadas permiten cambios en la
estructura muy pequefios generando a su vez interacciones de largo alcance
gue se encuentran entre los rangos de energia que se han considerado

biol6gicamente activa.

De acuerdo a los criterios de seleccion de las moléculas, aquellas que
presentan valores de energia potencial de enlace y no enlace mas negativos

respecto a la nativa (Tabla 29), son las mutaciones T67P, T67V y L29P.
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E. corto- E.largo [Kaf-O, [RMS-O, [Kaf-CO |RMS-CO E. corto E. largo
Mutacién-O,| alcance-O, alcance-O | (uM™) A) (uM™) A) alcance-CO | alcance-CO

(kd/mol) (kd/mol), (kJ/mol) (kd/mol)
T67K 1246,84 -8515,34 27,89 0,03 9,14 0,04 1299,75 -8563,25
T67E 1148,45 -8533,080 26,18 0,03 4,89 0,03 1297,77 -8511,09
L29K 1243,35 -8501,05 23,85 0,03 0,64 0,04 1296,47 -8542
T67TW 1251,71 -8562,96 22,35 0,03 11,37 0,04 1296,75 -8592,37
T67P 1292,9 -8470,82 22,09 0,06 8,14 0,04 1336,49 -8536,1
T67L 1255,58 -8536,46 20,47 0,03 7,26 0,04 1309,98 -8574,63
T67Y 1250,80 -8611,770 19,53 0,04 11,22 0,05 1291,24 -8640,9
L29P 1299,46 -8516,67 19,49 0,06 7,74 0,05 1340,9 -8469,62
L29D 1250,08 -8563,18 18,53 0,05 -1,51 0,05 1289,38 -8584,47
T67V 1297,75 -8480,130 18,17 0,03 5,52 0,02 1257,79 -8519,53
L29F 1261,71 -8523,68 16,96 0,04 3,47 0,05 1306,72 -8535,81
T67F 1250,22 -8573,64 16,81 0,04 6,04 0,03 1298,66 -8526,83
L29S 1241,86 -8475,69 14,68 0,02 1,61 0,03 1292,4 -8522,47
L29Y 1263,11 -8568,72 14,47 0,05 6,81 0,05 1313,02 -8578,59
T67Q 1261,01 -8718,73 14,38 0,04 6,59 0,04 1302,03 -8734,24
T67N 1256,17 -8711,38 14,36 0,04 3,99 0,03 1303,29 -8700,6
T67S 1248,01 -8539,92 14,09 0,03 6,25 0,04 1289,57 -8577,44
L29Q 1252,27 -8686,29 13,73 0,03 1,77 0,04 1299,99 -8734,86
T67D 1244,82 -8495,36 13,43 0,02 3,67 0,06 1287,25 -8614,31
H64K 1258,1 -8529,48 13,05 0,04 6,47 0,04 1302,03 -8734,24

Tabla 29. Mioglobinas con mutaciones simuladas seleccionadas de acuerdo a

los criterios establecidos para el modelo.

Molécula Energia corto alcance Energia largo alcance
(kJ/mol) (kJ/mol)

1MBO-02 1292 -8413

1VXC-CO 1342 -8437

Tabla 30. Valores de Energia Potencial de las mioglobinas nativas unidas a CO

y Oz
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9 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

La comparacion entre las secuencias de mioglobina de ballena (Physeter
catodon) y Ascaris suum evidencio la presencia de dos grupos ancestrales
diferentes pero conservados dentro de cada especie. A pesar de presentarse
esta diferencia esta molécula desempefia la misma funcién en todos los
organismos, la de almacenar y transportar ligandos como O;, entre otros.
Estas diferencias pueden estar relacionadas con las diferencias encontradas
en la actividad ligadora de cada una. Mientras que en los mamiferos se
encuentra involucrada en metabolismo netamente aerobio, en los nematodos
como el Ascaris suum esta presente para un metabolismo esencialmente
anaerobio pero optativamente aerobio e incluso ha sido reportada como la de
mas alta afinidad por el O,, este rasgo, comun a otros trematodos, cuestiona
la presencia de transportadores de oxigeno en la situacién anaerdbica.
(Travaglini-Alocatelli y col., 1994; Kiger y col., 1998). Se puede presumir que,
evolutivamente, el gen que codifica un pigmento de tipo Mb es universal, por
lo tanto esta presente en casi todos los organismos; esto se ha demostrado
en los peces del antartico que a pesar de tener el gen no lo expresan (Sidell
y col.,1997). También puede ser que el gen no se exprese o que lo haga a
niveles dificilmente detectables, o sélo en ciertas circunstancias, como es el
caso de la Simbiosis fijjadoras de nitrégeno, en donde la Hb solo es
sintetizada por la planta huésped infectada por la bacteria simbittica. Es
dificil predecir en cual de estas circunstancias sea utilizada la mioglobina
para el transporte de gases en estos organismos, probablemente, la

designacion anaerobia se deba principalmente al entorno en donde se
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encuentra. En este caso si este parasito vive en un entorno aerobio, estos
puede sobrevivir.

La mayor afinidad reportada hasta el momento de la mioglobina en el
Ascaris, se debe posiblemente a que el origen de las hemoproteinas es muy
antiguo y se remonte a los procariotes (Toumund & Truchot, 1994), que hace
miles de millones de afios fueron lo Unicos seres vivos que poblaron la tierra
cuando el oxigeno, sustancia toxica debia ser atrapada y neutralizada. Estas
caracteristicas, muy efectivas, pudieron ser heredadas y utilizadas, como
adaptacion al medio, por el Ascaris suum.

La diferencia en la capacidad funcional de la Mb de ballena, tomada como
patrén en este estudio, y la de Ascaris suum, cuya actividad es considerada
como el objetivo a alcanzar con las mutaciones a la de ballena, se ha venido
estudiando desde el punto de vista estructural y bioquimico. El primer analisis
ha permitido el disefio de nuevas moléculas, basados conceptualmente en el
principio que ya formulé Ehrling en 1899 de la “llave y la cerradura”, es por
esto que sitios especificos en diversas moléculas intervienen directamente en
la interaccion con el ligando y por lo tanto modifican su funcién. Con base en
esta teoria, en este trabajo se dio particular énfasis al analisis de residuos
distales y proximales al grupo hemo de la Mb o sea el equivalente a un sitio
activo potencial en ella. Actualmente, mediante el uso de técnicas
computacionales basadas en la teoria de campos de fuerza el estudio de una
molécula no soOlo se puede realizar desde el punto de vista de
complementariedad geométrica, sino también ampliado a otras propiedades
de los residuos constituyentes del sistema total. En el caso de las
hemoproteinas se ha comprobado experimentalmente que el entorno
proteico, o sitios activos de la molécula, permiten modificar la afinidad por
diversos ligandos (Chang y col., 1975).

Como se ha dicho anteriormente la posicion geométrica de los atomos en la
molécula es importante para definir cualquier tipo de interaccion. Para

conservar una precision y exactitud adecuada para la localizacién espacial de
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los &tomos, en este trabajo se seleccionaron estructuras con una resoluciéon
de difraccion de hasta un limite de 2 A. Aun asi se pudo observar, a través de
calculos de RMS, que estructuras difractadas con la misma resolucion e
incluso generadas bajo los mismos criterios presentaban diferencias
estructurales que podrian distorsionar los resultados en los valores
energéticos para cada molécula de mioglobina. Con base en esto, y para
aplicar correctamente la teoria de campos de fuerza, se llevaron todas las
estructuras a un minimo local de energia. Luego de este proceso los valores
de energia potencial obtenidos mostraron un rango de variacion minimo
confirmando esto que las coordenadas asignadas a los atomos de las
moléculas se encuentran ajustados en un rango estrecho alrededor de un
promedio y es posible que este se relacione con el rango en el que la
molécula se encuentre biolégicamente activa.

Estudios anteriores han demostrado que la estructura que presenta el
complejo Fe-CO-0; es importante al definir la mecanica de unién del ligando
(Stryer, 1995), como es el caso del CO en donde la desviacion es de ~7°.
Otros autores (Ray y col., 1995; SlebodnicK & Ibers, 1997) mediante técnicas
espectroscopicas han demostrado que esta desviacion es pequefia y que el
costo en la energia en la desviacion del enlace es muy pequefio (Vangberg y
col.,1997; Rovira & Parinello.,1999; Spiro & Kozlowiki,1998; Havlin y col.,
1998) lo que permite corroborar en los resultados de la pequefia variacion de
los valores energéticos entre el grupo de mioglobinas nativas sin ligando y el
grupo de mioglobinas nativas con ligando, que el aporte de energia lo ofrece
la apoproteina respecto al ligando. De otra parte, también es importante
anotar que si la energia de desviacion es pequefia, el aporte en la energia
potencial de enlace del CO para estabilizar la interaccion debe ser de igual
forma pequefio y la energia potencial de enlace para este ligando es mas
positiva (~1342,24 kJ) respecto a la energia potencial de enlace para O, ~

(1292.11 kJ) mas negativa. Esto permite decir, que las energias de largo
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alcance son mas importantes en el momento de la interaccién del ligando con
el total de la parte proteica.

En la determinacién de la relacién entre el ligando y la macromolécula dada
por la funcién fue necesario simular mutaciones empleando métodos
computacionales. Estas simulaciones se realizaron con base en mutaciones
a las cuales se les ha determinado la afinidad experimentalmente, puesto
que no se encontraron estas moléculas reportadas en PDB.

El valor de R? = 0,23 y 0,34 obtenido en la correlacién de los valores de
energia de las moléculas simuladas con los valores de la constante de
afinidad permiti6 sugerir la existencia de otros posibles factores no
identificados, indicando una dependencia compleja de la constante de
afinidad con los cambios de energia potencial de enlace y no enlace, asi
como lo han determinado los diversos estudios realizados al tratar de
entender la dindmica de interaccion entre las hemo proteinas y sus ligandos
(Dickerson & Geis, 1983; Springer & Sligar ,1987; Phillips, 1980 y Shaanan,
1983). A pesar de lo mencionado anteriormente respecto a la baja influencia
de la estructura de la unién ligando en la interaccion, este resultado permite
presumir que el modelo no explica en su totalidad el fendmeno debido a que
las caracteristicas quimicas de cada uno de ellos (CO y O;) son diferentes y
por lo tanto pueden influir en la interaccion. Esto es coherente con los
resultados obtenidos por los calculos de RMS para las estructuras de las
mioglobinas unidas a CO y 0O,. Alli se observé que los cambios en la
estructura para los dos ligandos es diferente y asi mismo se dejan influenciar
por las propiedades fisico-quimicas de los residuos de una forma diferente.
Esta hipotesis se pudo comprobar al obtener unos coeficientes de correlacion
(R)de 0,95 para O, y 0,74 para CO entre las constantes de afinidad
experimentalmente determinadas y todos los factores fisico-quimicos
considerados en la regresibn multiple. Era de esperarse que si las
caracteristicas quimicas de cada ligando son diferentes que el modelo no sea

explicado de la misma forma para los dos; La mayor correlacion para O, se
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puede explicar en términos de las interacciones de largo alcance que
incluyen electrostaticas, puentes de hidrogeno, etc. Es decir, tanto el
complejo Fe¥™-0-0°0 como el complejo Fe’"-C=0°" presentan una
polarizacion por redistribucion de las cargas negativas que, potencialmente,
los puede hacer mas aptos para interactuar formando puentes de hidrégeno
con los residuos distales, pero la polarizacion de las cargas negativas que
presenta el CO es mayor debido al enlace entre atomos diferentes. En el
caso del oxigeno, esta polarizacién se puede incrementar sensiblemente con
la contribucién del entorno proteico, mientras que para el CO, polar en si
mismo, la contribucion no alcanza a modificar su valor inicial.

Los valores de las propiedades que se postulan en este trabajo para explicar
la interaccién entre la mioglobina con O, y CO, mediante métodos
computacionales, junto con los valores de energia potencial de la molécula,
ajustados a la teoria de campos de fuerza y con el respectivo acople al
modelo de regresion mdltiple, permitié acceder a ayudas rapidas y eficaces
gue disminuyeron el tiempo y costo en la investigacion. En este trabajo, con
la utilizacion de los métodos mencionados, se obtuvieron dos ecuaciones de
regresion que explican la interaccién de la mioglobina con O,y CO teniendo
en cuenta propiedades tales como energia potencial, flexibilidad, area oculta,
volumen hidrofobicidad, y polaridad . Estas ecuaciones indican el porcentaje
de variacion en los valores de la constante de afinidad, de acuerdo a los
valores dados a cada una de las variables, multiplicados por un coeficiente
de regresion constante para cada una.

Las mutaciones en cada una de las posiciones 29 y 67 modificaron el patron
de comportamiento de la molécula nativa en sus interacciones, lo que se
logré explicar por un modelo de regresion mdultiple que considera algunas
propiedades especificas de los amino acidos mutados y que permite predecir
el aumento de la afinidad para el O, y simultdneamente la disminucion para
el CO. Las mutaciones realizadas en la posicion 64, aunque presentan la

misma tendencia en las interacciones, no lo hacen con la misma proporcion,
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es decir, el incremento en la afinidad por el O, es menor con respecto a las
mutaciones en las posiciones 29 y 67. En otros estudios (Rovira, 2000) sobre
la dinAmica de rotacién del CO y O, se ha encontrado que la energia de
rotacion de los ligandos es insensible a la orientacion del imidazol de la
histidina distal (His®*) (~ 1,3 Kcal para el O,), lo cual indica que es
independiente de la rotacion del imidazol. Con base en estos resultados y los
obtenidos en este trabajo respecto al efecto de mutar la histidina en esa
posicion se puede sugerir que la unién al ligando no sélo esta influenciado
por el residuo en esta posicion, que se creia previamente era la puerta de
entrada de los ligandos (Case & Karplus, 1979; Kottalam, 1988). Es posible
que este residuo contribuya a otorgar un ambiente polar positivo (Figura 27a
y b) cooperativamente con la influencia de las cargas de los otros residuos
proximales. Esto se puede reinterpretar como la independencia relativa del
ambiente polar generado por la histidina con respecto a los pequeiios
movimientos que este residuo logra hacer dentro de la estructura proteica, de
esta forma es comprensible que los efectos de volumen, flexibilidad y otros
factores considerados no tengan la misma capacidad predictiva que lo
observado para otras posiciones estudiadas.

El entorno protéico del grupo hemo estd mayormente influenciado por un
ambiente hidrofobico excepto por las dos histidinas, distal y proximal. Segun
estudios anteriores el papel que juega la hidrofobicidad en este bolsillo es
fundamental para definir la interaccion. (Takeshi y col., 1997)

Los resultados obtenidos aqui muestran, en general, que al simular un
bolsillo menos hidrofébico y mucho mas polar se obtiene una mayor afinidad
por el O, particularmente en las posiciones 29 y 67. Estos resultados siguen
siendo coherentes con la prediccién de un modelo multifactorial al que aun
no se le han identificado todos los factores reguladores. Por ejemplo, al
realizar mutaciones por los residuos como la lisina (K) y el acido glutdmico
(E) se logr6 aumentar la afinidad para el O,. Al realizar mutaciones por

residuos como la glutamina(Q), la asparagina (N), el acido aspartico (D) y la
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arginina(R) no se alcanza el mismo incremento. Sin embargo la proporcion
de cambio de las polaridades para todos estos residuos esta entre 1,23 y
1,31, luego no sélo este factor influencié el incremento y pueden existir otros
reguladores importantes que estan limitando el aumento de afinidad por sélo
aumentar la polaridad. Las mutaciones por el glutamico y la lisina otorgan al
sistema una energia similar a la de la proteina nativa (proporcion de cambio
entre 1,01 y 1,02) mientras que aquellos , aun aumentando las polaridades
en la misma proporcion no aumentan la afinidad por el ligando, ya que la
energia que le aportan al sistema (proporcion de cambio entre 1,04 y 1,05)
mayor que la de la molécula nativa, y que por este motivo posiblemente
desestabilice la interaccion. Estos resultados aun no tiene una explicacion
completa considerando los factores de este estudio.

Como se observa en las figuras 26 b y c, la lisina tanto en la posicion 29
como en la 67 ofrece un ambiente polar con una carga positiva mayor
respecto a la molécula nativa creando el ambiente propicio para la formacion
del complejo Fe®™-0-0°") con una carga negativa que se estabiliza en medio
del entorno proteico. Asi mismo, la sustitucion por acido glutdmico (E)
(Figuras 24c y 25c) aunque no propicie un entorno polar con una carga mas
positiva, la carga negativa del grupo carboxilo del glutamico crea una especie
de distribucion dipolar, que encierra al ligando brindandole estabilidad. Es
decir, el grupo carboxilo al brindar una carga polar negativa interacciona con
las cargas polares positivas de los residuos circundantes encerrando al grupo
hemo y por consiguiente al ligando. Sin embargo, los dos efectos
mencionados deben tener un limite llevando al sistema a un equilibrio
inestable en el que si se sobrepasa cierto valor el efecto logrado no conserva
un incremento lineal, por ejemplo al mutar por el residuo arginina (R) (Figuras
26b y c) la polaridad del residuo es muy intensa debido a la presencia de los
grupo NH** en el radical que le otorga al bolsillo una carga positiva distribuida
en una nube electrénica que alcanza a interactuar con el grupo hemo

resultando al final una desestabilizacion del mismo.
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De otra parte aquellas mutaciones que cumplen con los criterios establecidos
en el modelo como la T67P y la L29P, permiten observar que estas
mutaciones ofrecen un ambiente muy parecido al del acido glutdmico
(Figuras 24d y 25d) pero a su vez crean una energia de interaccion
predeciblemente mas estable tanto para las energias de enlace como las
energias de no enlace; esto se puede explicar por las particulares
propiedades de la prolina como imino acido que tiene limitaciones para la
formacién de puentes de hidrégeno pero a su vez brinda un ambiente polar
por la existencia de su pirrol. (Creigton,1984)

Todas estas mutaciones permiten un ambiente electrostatico con las mismas
caracteristicas tanto para CO como para O, (Figura 27 a y b). Este ambiente
influye en la interaccion de una forma diferente debido como se a dicho, a
que cada ligando posee caracteristicas quimicas diferentes, y también a que
este no es el Unico factor que regula la interaccion, posiblemente debida a
efectos cuanticos imposibles de calcular mediante este modelo

En general las propiedades de los aminoacidos como volumen,
hidrofobicidad, polaridad, area oculta y flexibilidad, complementan la relacién
de la energia potencial con la afinidad de la mioglobina por ligandos como O,
y CO, lo que indica que este tipo de interacciones es multifactorial y que
todavia no se han determinado todos los factores que la explican. Aan asi, en
términos de energia potencial fue posible ratificar la influencia del entorno
proteico al modificar la constante de afinidad. Muchas de las conclusiones
obtenidas en trabajos experimentales anteriores se han podido confirmar con
la aplicacion de este modelo computacional, indicando de esta forma que
mediante el uso de programas y modelos computacionales es posible

obtener resultados rapidos y con una capacidad de prediccion aceptable.
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(a).Nativa-O, (b) L29K

Figura 24. Potencial electrostéatico de la mioglobina nativa unida a O, (a),
mioglobina con la mutacién L29K (b), L29E (c) y L29P (d)
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(a) Nativa-O, (b) T67K

Figura 25. Potencial electrostéatico de la mioglobina nativa unida a O, (a),
mioglobina con la mutacién T67K (b), T67E (c) y T67P (d)
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(a) Nativa-O, (b) L29R

Figura 26. Potencial electrostéatico de la mioglobina nativa unida a O, (a), mioglobina
con la mutacion L29R (b), T67R (c)
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(a) Nativa-O,

(b) Nativa-CO

Figura 27. Potencial electrostéatico de la mioglobina nativa unida a O,

(a), mioglobina nativa unida a CO (b)
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10 CONCLUSIONES

1. La energia potencial de interaccion entre la mioglobina y ligandos como
CO y O; es aportada principalmente por la macromolécula.

2. La baja variabilidad de los valores energéticos iniciales de la
mioglobina tanto nativa y mutada indican, que la mioglobina
biolégicamente activa tiene valores energéticos estrechos.

3. La correlacion menor energia mayor constante de afinidad, se observo
entre la energia potencial debida a las interacciones electrostaticas en las
mioglobinas nativas unidas a CN, NO, COy O, .

4. Existe correlacion entre los valores energéticos de las mioglobinas
nativas determinadas experimentalmente con los valores de las
mioglobinas con mutaciones simuladas expresado en un indice de
correlacion del 99% mediante el modelo de regresion lineal.

5. La relacién existente entre los valores de energia potencial de la
mioglobina y la constante de afinidad puede ser explicada con una
correlacién (R?) del 0,23y 0,34 para O, y CO respectivamente, mediante
el modelo de regresion lineal.

6. Existe una dependencia multifactorial entre la constante de afinidad con
los cambios de la energia potencial de enlace y no enlace.

7. Los factores que influyen en la interaccion de la Mb con O, y CO son
diferentes para cada ligando.

8. Para el caso de la Mb de ballena unida a O; la interaccion puede ser
explicada con indice de correlacién (R?) de hasta un 0.95 mediante un

modelo de regresion multiple. Se encontraron relevantes los cambios de
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factores como volumen, flexibilidad, polaridad, hidrofobicidad, y energia
potencial de largo alcance de los aminoacidos mutados respecto a los
nativos.

9. Para el caso de la Mb de ballena unida a CO la interacciéon puede ser
explicada con un indice de correlacién (R?) de hasta un 0.74, mediante un
modelo de regresion multiple que encontré6 como importantes los cambios
de factores como area oculta, flexibilidad, polaridad, hidrofobicidad, y
energia potencial de largo alcance de los aminoacidos mutados respecto
a los nativos.

10. No se conocen todos los factores que pueden regular la interaccion de

la mioglobina con ligandos inorganicos como O, y CO.
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11 RECOMENDACIONES

Aplicar el modelo de regresion lineal multiple aplicando los mismos
factores propuestos para regular la interaccion simulando mutaciones en
posiciones de la superficie de la molécula.

Obtener constantes de afinidad de moléculas con mutaciones multiples y
aplicar el modelo de regresion multiple.

Obtener un banco de datos de constantes de afinidad determinadas bajo
los mismos criterios y de los mismos grupos de investigacion.

Obtener experimentalmente las moléculas de mioglobina con las
mutaciones sugeridas en este trabajo

Determinar experimentalmente la afinidad de las moléculas con
mutaciones simuladas que aumentaron la constante de afinidad para O,
en este modelo.

Aplicar el modelo de regresion lineal utilizando otras propiedades de los

aminodacidos que posiblemente puedan explicar la interaccion.
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ANEXO 1

Mutacion Total Enlace No-enlace
D122N -7661,13 1452,545 -9113,68
D122N-CO -7271,28 1329,11 -8799,67
NATIVA-CO -6910,43 1337,81 -8439,62

Energia de enlace y de no-enlace de Mb nativa unida a CO,
con la mutacién D122N con CO y sin CO.

Mutacion Total Enlace No-enlace
NATIVA-CO -6910,43 1337,81 -8439,62
V68A-D122N-CO -7551,42 1493,84 -9045,27
V68F-D122N-CO -7763,41 1422,302 -9185,72
V68I-D122N-CO -7566,68 1533,58 -9090,28
V68L-D122N-CO -7714,26 1507,84 -9214,11
V68N-CO -7000,86 1269,31 -8465,26
V68A-D122N-H64G-CO -7399,5 1536,49 -8936,01

Energia de enlace y no-enlace de Mb unidas a CO: Nativa, con la mutacion V68
sustituida por A-F-L-I-N junto con D122N

Mutacion Total Enlace No-enlace
Nativa-co -6910,43 1337,81 -8439,62
H64Q-L29F-CO -7495,18 1485,79 -8980,99
[29F-D122N -7674,59 1435,02 -9109,63

Energia de enlace y no-enlace de Mb unidas a CO: nativa,mutacién doble
H64Q/L29F; L29F/D122N

Mutacion Total Enlace No-enlace
Nativa-CO -6910,43 1337,81 -8439,62
H64Q-D122N -7550,99 1580,483 -9131,44
H64L-D122N -7221,48 1485,42 -8706,92
H64G-D122N -7396,26 1501,6 -8897,88
H64T-D122N -7555,57 1538,6 -9104,19

Energia de enlace y no-enlace de Mb unidas a CO. Nativa, Mutacién H64 sustituida
por Q-L-G-T junto con la mutacion D122N



ANEXO 2

Mutacion Total Enlace No-enlace
Nativa-O, -6925.95 1292.01 -8412.68
L29W/D122N-0, -7163.67 1410.17 -8766.5
L29Y/H64Q/T67R -7637 1288 -9131.45
V68N-O, -6971 1284.7 -8476.32
Energia de enlace y no enlace de Mb unidas a O,: nativa. Doble mutacion
L29F/D122N y V68N
Ligando Total Enlace No-enlace
Nativa-O, -6925.26 1292.01 -8412.68
Nativa-CO -6900.95 1342.24 -8841.26
Nativa-CN -7274,63 1566,61 -8841,26
Nativa-NO -6865,97 1325,8 -8384,57

Energia de enlace y no-enlace de Mb nativas unidas a 0,,CO,CNy NO




ANEXO 3

Abreviatura de tres

Simbolo de una

Aminoacido letras letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparragina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina GlIn Q
Acido glutamico Glu E
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptofano Trp W
Tirosina Tyr Y
Valina Val \Y
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