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Resumen

El envenenamiento por plomo (Pb) es un grave problema de salud publica. Sus mecanismos
toxicologicos no estan del todo descritos, pero es sabido que la exposicion a este metal genera
afectaciones irreversibles en multiples sistemas mediante mecanismos inmunomoduladores,
oxidativos e inflamatorios. Ya sea uniéndose como Pb*" libre o desplazando a metales
endogenos mediante mimetizacion quimica, la interaccion de este toxico con proteinas clave
del metabolismo celular resulta en graves afectaciones.

Las hexocinasas (HK's), como enzimas centrales en el catabolismo de la glucosa, son un
blanco de especial interés debido a que estan implicadas en multiples procesos celulares
como la respuesta al dafio a DNA, la homeostasis redox y la proliferacion celular, entre otros;
estas enzimas catalizan la transferencia de un grupo fosforilo del complejo Mg-ATP? a una
molécula de glucosa para formar Glucosa-6-fosfato, la cual entra en vias metabolicas
alternas.

En nuestro grupo, se ha observado que el Pb*" inactiva la HK de S. cerevisiae cuando es
preincubada sin glucosa, con Mg?" y ATP* por 15 min. La actividad se recupera parcialmente
al afladir Mg*" al sistema y no se observa recuperacion de la actividad con metales enddgenos
como Ca*" y Mn?". Con el objetivo de elucidar el mecanismo toxicologico, se realizé un
analisis estructural de la enzima y se describieron propiedades fisicoquimicas y electronicas
de los complejos Metal-ATP?* (Metal = Mg?*, Mn**, Ca?" y Pb*).

Los célculos realizados mediante la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT) —al nivel
de teoria B3LYP con los conjuntos base 6-31+G(d, p) para C, H, O, N, P, Mg, Cay Mn, y
LANL2DZ para Pb— indican que la formacién de complejos Pb-ATP* es
termodindmicamente mas favorable que la de complejos Mg-ATP*, y estos se forman por
adicion o por desplazamiento y mimetizacion quimica; en términos de reactividad global,
todos los metales y modos de coordinacion incrementan la susceptibilidad ante un ataque
nucleofilico; en términos de reactividad local, hemos demostrado que la principal funcion
del Mg®" no es incrementar la electrofilicidad del fosforo-y para su transferencia, sino
estabilizar a la cadena trifosfato y disminuir la nucleofilicidad del PO;_, para que se lleve a
cabo el ataque nucleofilico por parte del 6-OH de la glucosa; este efecto implica que el
magnesio esté coordinado con los fosfatos yf, lo cual no se observa con ninglin otro metal
endogeno ni forma de coordinacion. Los tnicos complejos que tienen un efecto similar sobre
el ATP* son los complejos Pb-ATPVZB_ y Pb-ATPfB_a. Los andlisis de acoplamiento molecular,

por otro lado, indican que todos los complejos Metal-ATP* se unen al sitio de union de ATP*
con la misma energia, independientemente del metal o el modo de coordinacion. No obstante,
las simulaciones por dindmica molecular de los complejos Mg-ATPYZB_ y Pb-ATPfB_ , muestran
que la ocupacion del sitio por parte del complejo de Pb*" es transitoria. La prediccion de
sitios de union de Pb*" y la evaluacién por dinamica molecular y DFT de uno de estos sitios,
revela que por lo menos un ion de Pb?" se une de manera estable en el sitio de unién de
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glucosa y este no es desplazado por el sustrato endogeno. De tal manera que la formacion de
complejos Pb-ATP? y su capacidad de competir por el sitio de unién de ATP*, si estdn
relacionadas con la actividad relativa en los ensayos, pero no constituyen el principal
mecanismo de inactivacion de la HK. El principal mecanismo toxicoldgico es,
aparentemente, la unioén de Pb?* al sitio de unién de glucosa. Finalmente, el anélisis del estado
de conservacion entre las hexocinasas sugiere que el mecanismo toxicoldgico es el mismo
para ambas isoformas de S. cerevisiae, y es posible que tenga efectos similares en HK's
humanas en ensayos in vitro.

No obstante, es importante recalcar que para confirmar el sitio de union Pb-glucosa, es
necesario llevar a cabo estudios por cristalografia de rayos X. Ademas, hasta ahora sélo se
ha analizado el efecto del Pb** sobre la actividad de la HK en ensayos enzimaticos in vitro,
en donde no se toma en cuenta la participacion de otras biomoléculas, ni las redes de
regulacion a nivel celular que podrian tener efecto sobre la enzima o los mecanismos
toxicologicos.



Abstract

Lead (Pb) poisoning represents a major threat to public health. Its toxicological mechanisms
are not fully understood, but exposure to this metal is known to cause irreversible damage to
multiple systems through immunomodulatory, oxidative, and inflammatory mechanisms.
Whether through the binding of free Pb** ions or through the displacement of endogenous
metals by chemical mimicry, the interaction of this toxicant with key proteins involved in
cellular metabolism results in severe biological dysfunction.

Hexokinases (HKs), as central enzymes in glucose catabolism, are targets of particular
interest because they are involved in multiple cellular processes, including the DNA damage
response, redox homeostasis and cell proliferation, among others. These enzymes catalyze
the transfer of a phosphoryl group from the Mg-ATP?" complex to glucose, forming glucose-
6-phosphate, which subsequently enters alternative metabolic pathways.

In our group, it has been observed that Pb*" inactivates the HK of S. cerevisiae when the
enzyme is preincubated without glucose but in the presence of Mg?* and ATP* for 15 min.
Enzymatic activity is partially restored upon addition of Mg?* to the system, whereas no
recovery is observed with endogenous metals such as Ca** and Mn?*. To elucidate the
toxicological mechanism, we performed a structural analysis of the enzyme and characterized
the physicochemical and electronic properties of Metal-ATP* complexes (Metal = Mg**,
Mn**, Ca’" y Pb*").

Density Functional Theory (DFT) calculations —using B3LYP with 6-31+G(d,p) basis set
for C, H, O, N, P, Mg, Ca and Mn and LANL2DZ for Pb— indicate that the formation of Pb-
ATP? complexes is thermodynamically more favorable than that of Mg-ATP* complexes,
and that these complexes are formed either by addition or through displacement and chemical
mimicry. In terms of global reactivity, all metals and coordination modes increase
susceptibility to nucleophilic attack. In terms of local reactivity, we demonstrated that the
primary role of Mg?" is not to increase the electrophilicity of the y-phosphorus for transfer,
but rather to stabilize the triphosphate chain and decrease the nucleophilicity of PO;_,,
thereby enabling nucleophilic attack by the 6-OH group of glucose. This effect requires Mg?*
coordination with the yp phosphates and is not observed with any other endogenous metal or
coordination mode. The only complexes that exert a similar effect on ATP* are Pb-

ATPfs_ and Pb-ATPfB_a complexes. Molecular docking analyses, on the other hand, indicate

that all Metal-ATP* complexes bind to the ATP-binding site with the same energy,
regardless of the metal or coordination mode. Nevertheless, molecular dynamics simulations
of the Mg-ATPfB_ and Pb-ATPfB_ complexes show that occupancy of the binding site by the
Pb%* complex is transient. Prediction of Pb-binding sites, together with molecular dynamics
and DFT evaluation of one of these sites, revealed that at least one Pb** ion binds stably to
the glucose-binding site and is not displaced by the endogenous substrate. Thus, although the
formation of Pb-ATP* complexes and their ability to compete for the ATP-binding site are
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related to the relative activity observed in the assays, they do not constitute the principal
mechanism of HK inactivation. Instead, the main toxicological mechanism appears to be the
binding of Pb?** to the glucose-binding site. Finally, conservation analysis among hexokinases
suggests that the toxicological mechanism is the same for both S. cerevisiae isoforms and
may exert similar effects on human HKs in vitro assays.

Nevertheless, it is important to emphasize that confirmation of the Pb—glucose binding site
requires further X-ray crystallography studies. Furthermore, to date, the effect of Pb*" on HK
activity has only been evaluated through in vitro enzymatic assays, which do not consider
the participation of other biomolecules or the cellular regulatory networks that could
influence either the enzyme itself or the associated toxicological mechanisms.
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Objetivo general

Elucidar el mecanismo toxicoldgico del plomo como inactivador de la hexocinasa (HK) de
S. cerevisiae, mediante el andlisis estructural de la enzima y la descripcion de propiedades
fisicoquimicas y electronicas de complejos Metal-ATP? (Metal: Mg?', Mn**, Ca*" y Pb*"),
asociadas con los efectos bioldgicos observados.

Objetivos particulares

Calcular propiedades fisicoquimicas y electronicas de complejos Metal-ATP?,
por la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT).

Llevar a cabo un analisis multiple de secuencias (MSA) tipo MUSCLE (Multiple
Sequence Comparison by Log-Expectation) para contrastar el estado de
conservacion entre las dos isoformas de la HK de S. cerevisiae (P1 y PII) y las
HK’s humanas I, I1, Il y IV, mediante el despachador de trabajos del EMBL-EBI
(European Molecular Biology Laboratory-European Bioinformatics Institute).
Llevar a cabo anélisis de acoplamiento molecular de los complejos Metal-ATP*
para identificar la pose de menor energia en el sitio de uniéon de ATP, sobre la
estructura cristalografica de la isoforma I de la hexocinasa de S. cerevisiae (PDB:
3B8A), tanto en regiones funcionales (e.g. sitio de unién de ATP o glucosa) como
sobre la proteina completa, mediante un algoritmo genético Lamarckiano y la
funcién de puntaje de Autodock4, con el software de Autodock-Tools.
Identificar posibles sitios de union del Pb presentes en la conformacion abierta de
la enzima, mediante el software MIB2 (Metal Ion Binding 2).

Analizar la estabilidad de union mediante simulaciones de dindmica molecular de
Pb** y los complejos Mg-ATP*y Pb-ATP* con la HK de S. cerevisiae, con
GROMACS.

Construir un modelo finito representativo del sitio de union de glucosa y
analizarlo por la DFT.

Identificar la correlacion entre las velocidades iniciales de la actividad enzimatica
en funcion de la interaccion de los complejos Mg-ATP?* y Pb-ATP* con la HK
de S. Cerevisiae.
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I. Introduccion

1.1 Efectos de la exposicion a metales pesados y fisiopatologia del plomo

La exposicion a metales pesados (e.g. Pb, Hg, Cr, Cd) tiene efectos nocivos en la salud
humana; la exposicion a estos, por fuentes de agua, alimentos o el aire, ha aumentado y es
inevitable debido a la industrializacion moderna y las actividades antropogénicas . La
exposicion aguda o cronica a estos metales afecta diferentes 6rganos (e.g. cerebro, higado,
rifiones, sangre y piel), causando disfuncion renal y gastrointestinal, desordenes del sistema
nervioso, lesiones en la piel, dafio vascular, disfuncion del sistema inmune, defectos al nacer
y cancer **. A nivel celular, los metales pesados disrumpen eventos como el crecimiento,
proliferacion, diferenciacion, procesos de reparacion de dafio y apoptosis !. Sus mecanismos
de accién toxicologica tienen similitudes, como el desplazamiento de metales divalentes
endogenos en grupos prostéticos por mimetizacion quimica, la generaciéon de especies
reactivas de oxigeno (ROS), debilitamiento de la defensa antioxidante e inactivacion
enzimatica [Figura 1]; ademas, la exposicion a més de un metal pesado puede tener efectos

acumulativos 373,

El mecanismo de carcinogenicidad de metales toxicos (e.g. Cr, Cd, Pb, MeHg) es complejo
y aun no se ha dilucidado por completo; para algunos metales, se piensa que su
carcinogenicidad esté ligada a su unidn a proteinas reguladoras involucradas en la sintesis y
reparacion del DNA, apoptosis y regulacion del ciclo celular; en el caso especifico del plomo,
este se ha clasificado como probablemente carcinogénico por la IARC (Agencia
Internacional de Investigacion en Cancer) **. A su vez, estos metales pueden promover
alteraciones epigenéticas como metilacion del DNA (MeHg, Pb, Cr, Cd) y modificacion de
histonas [MeHg, Cr (VI)]’; el mecanismo exacto de cambios epigenéticos debidos a
exposicion a metales toxicos no se ha determinado por completo, sin embargo, pareciera estar
relacionado con un aumento en la expresion de oncogenes y el silenciamiento de genes
supresores de tumores via produccion intracelular de ROS 1.
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Figura 1. Efectos toxicologicos por exposicion a metales toxicos. Las fuentes de exposicion
a metales pesados son ocupacionales, ambientales, por la dieta o0 medicamentos alternativos.
Estos metales suelen reaccionar con sistemas biologicos por la pérdida de uno o mas
electrones, formando asi cationes metalicos que tienen afinidad por sitios nucleofilicos de
macromoléculas vitales. En general, su mecanismo toxicoldgico implica inactivacion
enzimatica y estrés oxidativo. Reproducida de Oxidative stress and organ toxicity following
exposure to heavy metals, de Balali-Mood et al. doi.org/10.3389/FPHAR.2021.643972/BIBTEX

Algunos metales también presentan union selectiva a macromoléculas especificas; el plomo,
por ejemplo, causa anemia debido a que se une a dos enzimas implicadas en la sintesis del
grupo hemo: la acido §-aminolevulinico deshidratasa (ALAD) y la ferroquelatasa *%10, La
union de metales toxicos a enzimas y proteinas generalmente ocurre por grupos tiol (-SH) y
residuos de cisteina modificados en proteinas; la unidn a estos grupos y la generacion de ROS
causa la inactivacion de macromoléculas vitales, una disminucion de especies antioxidantes
como el glutation (GSH) y, por tanto, estrés oxidativo "!!,

En particular, se ha mostrado que la exposicion a plomo disminuye la sintesis de ATP
mediante mecanismos que interfieren con los sistemas bioenergéticos; dentro de los cuales,
se incluyen la inhibicion de la cadena de transporte de electrones (ETC), alteraciones en
enzimas involucradas en el metabolismo de la glucosa, la inhibicion de la Na'/K" ATPasa,
disminucion en el potencial de membrana mitocondrial y apertura del poro de transicion de
la permeabilidad mitocondrial (MPTP) !2. Este dafio mitocondrial resulta en estrés oxidativo
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porque se reducen significativamente los parametros antioxidantes, como la glutatién
peroxidasa (GPx), la catalasa (CAT), la superoxido dismutasa (SOD), la glutation-S-
transferasa (GST) y GSH, mientras que aumentan los pardmetros oxidativos, como el
malondialdehido (MDA) y el peroxido de hidrégeno (H.02) '*. Como resultado, tanto en
animales como en humanos se observan disfunciones de 6rganos especificos, anormalidades
metabolicas, alteraciones hormonales, desérdenes congénitos, disfuncion del sistema inmune
y cancer 14,

1.1.1 Efectos fisiopatolégicos del plomo

Los efectos toxicologicos del plomo se han reportado desde por lo menos dos siglos antes de
nuestra era; no obstante, este todavia representa tanto un peligro ocupacional, como un
problema ambiental >%!4, La exposicion a este toxico puede inducir desérdenes neurolégicos,
reproductivos, hematoldgicos (disrupcion de la sintesis de hemoglobina), respiratorios,
urinarios (dafio renal y necrosis), cardiovasculares y hepatoldgicos, debido a mecanismos
inmunomoduladores, oxidativos e inflamatorios %24,

Aunque las vias de exposicion incluyen la via oral, respiratoria y dérmica, los compuestos de
plomo son principalmente absorbidos por los tractos respiratorio e intestinal [Figura 2]; para
ser absorbido por la piel, debe estar formando compuestos hidrofobicos como el tetraetilo de
plomo (TEL) °. Algunas de las principales fuentes de exposicion incluyen agua transportada
a través de tuberias de plomo, esmaltes ceramicos, alfareria, soldaduras de alimentos
enlatados, pinturas a base de plomo y medicinas tradicionales >4, El acetato de plomo, por
ejemplo, ha sido utilizado en tratamientos medicinales para enfermedades diarreicas como la
disenteria y el cdlera, por lo que persiste como un problema de salud publica 2.

El plomo se acumula en todo el cuerpo, en tejido blando (rifiones, higado, pulmones y
cerebro), tejido duro (huesos y dientes) y principalmente en sangre, en donde mas del 90%
del plomo se asocia a eritrocitos [Figura 2]; en la sangre, su vida media es de 40 dias,
mientras que en tejido duro puede permanecer almacenado por décadas; este es excretado
principalmente por la orina y heces, ademés, por el cabello, piel, sudor, leche y ufias *!'*. Sus

efectos toxicos son acumulativos, irreversibles y afectan multiples sistemas del cuerpo 1214,
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Figura 2. Toxicocinética del envenenamiento por plomo. Reproducida de The toxicokinetcis
of lead poisoning, de Souza et al. doi.org/10.1080/10408444.2018.1429387

El plomo asociado con células se mantiene en equilibrio con el plomo plasmatico que
interactua con el plasma y proteinas celulares; aunque este corresponde a una pequefia
porciodn del plomo en el sistema, es importante debido a que esta disponible para interactuar
con otros tejidos °. De hecho, los nifios son especialmente susceptibles a los efectos
toxicoldgicos del plomo, debido a que presentan tasas de absorcién mayores que los adultos
y una menor capacidad para almacenarlo, lo que resulta en una mayor cantidad de plomo
disponible en el torrente sanguineo >°.

Los sintomas asociados a la intoxicacion por plomo varian dependiendo de si la exposicion
fue aguda o cronica; el amplio espectro de sintomas y alteraciones fisiologicas indica que el
plomo puede dafiar varios sistemas mediante la interaccidon con varios componentes celulares
o afectando cascadas de sefializacion; la complejidad y heterogeneidad de los sintomas por
intoxicacioén por plomo reflejan el dafio sistémico de funciones celulares *1%!%. No obstante,
las caracteristicas clinicas observadas en el envenenamiento por plomo son no especificas y
podrian confundirse por porfirias e intoxicacién por otros metales; los sintomas mas
prominentes, como la irritabilidad, poca atencion y apatia, estan relacionados con el sistema
nervioso central °.

Desde los huesos —el principal reservorio de plomo en el cuerpo—, el plomo se libera a la
sangre por cambios hormonales inducidos por la lactancia y el embarazo, representando asi
una fuente importante de exposicion para los fetos 81914 Ademas, si se acumula en la médula
Osea, el plomo también afecta el proceso de maduracién de los componentes sanguineos e
inhibe fuertemente la sintesis del grupo hemo 1%,

El dafio a la barrera hematoencefalica (BBB) resulta en encefalopatia con edema cerebral y
hemorragias; después de dafiar la BBB, el plomo puede acumularse en el cerebro y perjudicar
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el desarrollo en niflos *'%!4. Adicionalmente, ciertos estudios han mostrado que la exposicion
prenatal es particularmente relevante considerando la ineficiencia de la BBB para proteger el
sistema nervioso de la contaminacion por plomo durante el desarrollo !>!°. En casos severos,

la intoxicacion resulta en convulsiones, paralisis y coma '°.

La enfermedad cronica de rifién ocurre con niveles cronicos de plomo en sangre (BLL) de
70-80ug/dl; niveles altos y constantes de plomo causan nefropatia por plomo, definida por

nefritis tubulointersticial crénica %1014

A nivel molecular, parte de los efectos del plomo en el metabolismo celular estan
relacionados con su interaccion con proteinas, pues desplaza a metales divalentes como
calcio, zinc y magnesio en sus grupos prostéticos °. Se han identificado por lo menos 23
proteinas que se unen al plomo, cuyos efectos se han categorizado como estimuladores,
inhibidores y de union; se denomina efecto estimulador cuando la interaccion con plomo
aumenta la actividad de la proteina; inhibidores, cuando la interaccion disminuye la actividad
de la proteina; y de unidén, cuando los efectos de la interaccion en la funcion de la proteina
no se han observado o no han sido descritos apropiadamente °. Las proteinas que interactiian
con el plomo actian en varias vias como la transduccion de sefales, la proliferacion, la
supervivencia celular, la secrecion y regulacion de la expresion génica [Figura 3] %°.

Proteinas clave en la regulacion de los procesos celulares, como las enzimas hexocinasas que
catalizan la fosforilacion de la glucosa, constituyen posibles blancos asociados a los efectos
toxicoldgicos descritos para el plomo. En especial, porque la funcion de estas proteinas
implica la participacion de un metal enddégeno (Mg) susceptible de ser desplazado, asi como
una region funcional conformada principalmente por aminoacidos que tienden a unir cationes
divalentes como el Pb%*; sin embargo, los posibles efectos del plomo sobre esta enzima, hasta

ahora so6lo se han estudiado mediante ensayos in vitro 718,

En resumen, el plomo produce estrés oxidativo inhibiendo enzimas antioxidantes como la
GSH peroxidasa, SOD y catalasa, lo que aumenta las especies reactivas de oxigeno; inhibe
enzimas importantes de la sintesis de hemoglobina, lo cual ocasiona los sintomas
hematologicos; interfiere con el metabolismo del calcio a través de la activacion de la
proteina cinasa C y la calmodulina, y por la inhibicion de la adenilato ciclasa y los canales
de calcio voltaje-dependientes, los cuales son proteinas clave en la transduccidn de sefales y
la activacion de segundos mensajeros; ademas, entre los mecanismos de genotoxicidad del
plomo, se encuentran la interaccion con factores de transcripcion y con enzimas de reparacion
de DNA; finalmente, el plomo puede quelar proteinas citosolicas y proteinas del reticulo
endoplasmico %,
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Figura 3. Efectos del envenenamiento por plomo a nivel celular. Reproducida de Cellular
effects of lead poisoning, de Souza et al. doi.org/10.1080/10408444.2018.1429387

Anteriormente, los efectos toxicos del plomo solian atribuirse solamente a la
exposicion a altas dosis y por tiempos prolongados; actualmente, el Centro para el Control y
la Prevencion de Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos, ha establecido los niveles
seguros de exposicion al plomo; sin embargo, la evidencia sugiere que no existe tal nivel
seguro de exposicion 2%, Internacionalmente, se consideran niveles toxicos de plomo a partir
de los 5pg/dl en sangre .

1.2 Enzimas Hexocinasas

Las hexocinasas (HK’s) pertenecen a la familia de las cinasas de isoenzimas especificas de
tejido (EC 2.7.1.1) [Figura 4A]; estas enzimas catalizan la fosforilacion ATP-dependiente
de aztcares de hexosas a Hexosa-6-fosfato (Hex-6-P), que entra en vias metabolicas alternas
[Figura 4B]'°2!. La reaccion consiste en un ataque nucleofilico desde el grupo 6-OH de la
glucosa hacia el Py del ATP, presuntamente por un mecanismo tipo Sn2 que no ha sido
establecido de manera concluyente 2> [Figura 4C].
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2.7 = Transferencia de grupos que contienen fosforo = 2.7.1 = Fosfotransferasas que tienen
un grupo hidroxilo como aceptor = 2.7.1.1 = Hexocinasa. B) La Hex-6-P formada entra en
vias metabolicas alternas: 1) formacion de glucégeno y almacenamiento a corto plazo en el
higado, 2) uso inmediato en la produccion de energia por la via de la glucélisis o 3) formacion
de fosfatos de pentosa en reacciones anabolicas. C) Reaccion de transferencia de grupo
fosforilo para la formacion de G6P; se indican las posiciones de los fosforos o, By v en la
molécula de ATP. Reproducidas de A) BRENDA:EC 2.7.1.1 (https://www.brenda-
enzymes.org/) y B) de Fate of Hexose Sugars by Hexokinases de Kumar et al.
doi.org/10.6026/97320630008543. C) Imagen generada con AccelrysDraw v4.1. Accelrys
Software Inc.

El metabolismo de la glucosa es una via altamente conservada evolutivamente e
indispensable para el crecimiento y supervivencia celular, pues produce energia y provee los
bloques de construccion para la sintesis de proteinas, lipidos y nucledtidos '°. Como enzimas
clave en el metabolismo de la glucosa, las hexocinasas son reguladas para cubrir necesidades
metabolicas en multiples procesos celulares como la respuesta inmune, regulacion de células
madre, autofagia y supervivencia celular, respuesta al dafio en DNA, homeostasis redox,
proliferacion celular e invasion y migracion de tumores [Figura 5]; la actividad que
desempeifian tiene multiples roles: promueven la expresion de PD-L1 (ligando 1 de muerte
programada—inhibe la respuesta de linfocitos T) y la evasiéon inmunitaria tumoral;
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desencadenan la activacion de NLRP3 (receptor tipo NOD con dominio pirina 3—implicado
en la respuesta del sistema inmune innato) e inflamacion antibacteriana; promueven la
expresion de CD133 (prominina-1—glicoproteina marcadora de células madre), incrementan
las propiedades de las células madre leucémicas, inhiben la liberacion de Bax (proteina
proapoptotica X asociada a Bel-2) inducida por citocromo-c y apoptosis; regulan la autofagia
inhibiendo a mTORCI1 (complejo 1 de la diana mecanistica de la rapamicina) y su actividad
esta regulada mutuamente con la respuesta a dafio a DNA; promueven la proliferacion de
células tumorales, promueven la migracion e invasion tumoral y previenen la sobre
produccion de especies reactivas de oxigeno [Figura 5] '°.

Dependiendo de la isoforma, la reduccion de su actividad puede causar enfermedades como
anemia hemolitica, cardiomiopatia o diabetes, mientras que el aumento de su actividad esta
asociado con tumorogénesis o hipoglicemia %22, En particular, la sobreexpresion de las
hexocinasas estd asociada con la proliferacion de células cancerigenas debido a un
incremento en la captacion de glucosa y la produccion de lactato, incluso en presencia de
oxigeno (efecto de Warburg) *?%?7. Por tanto, las hexocinasas son potenciales blancos
terapéuticos para diferentes enfermedades.
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Figura 5. Funciones de las Hexocinasas (HK s). Estas enzimas transfieren un grupo fosforilo
del ATP a las hexosas. Su actividad desempefia un papel fundamental en la respuesta inmune,
regulacion de células madre, autofagia y supervivencia celular, respuesta al dafio en DNA,
homeostasis redox, proliferacion celular e invasion y migraciéon de tumores a través de
funciones canodnicas y no-canonicas. Reproducida de Roles of hexokinases in different
cellular activities de Guo et al. doi.org/10.1016/J.CELLIN.2023.100077
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1.2.1 Hexocinasas de S. Cerevisiae

Las isoenzimas Pl y PIl de HK de Saccharomyces cerevisiae presentan una homologia global
del 76% en su secuencia de aminoacidos; la HK-PII es la hexocinasa predominante en S.
Cerevisiae crecida en glucosa y esta es requerida para la represion catabolica (por la glucosa)
de otros genes #2923 La actividad enzimatica de PI con fructosa y manosa es 2.6 y 0.6 veces
respecto a la glucosa; mientras que la de Pl es 1.3 y 0.3, respectivamente *°. A diferencia de

las HK's I-IIT de mamifero, PI y PII no son inhibidas por la formacion de producto, G6P
30,3435

El Protein Data Bank (PDB) es un repositorio ampliamente utilizado y de libre acceso, que
alberga la estructura en 3D de macromoléculas biologicas y sus complejos, determinadas
experimentalmente %37, La estructura cristalografica de PII, sin sustrato unido ni competidor
inhibitorio, se ha resuelto a 2.2 A (PDB: 11G8), mientras que la estructura de PI con glucosa
se ha resuelto a 2.89 A (PDB:3B8A); ambas estructuras tienen la forma de una palma y
presentan el mismo plegamiento o/p observado en otras hexocinasas [Figura 6A] 33033,

Las hexocinasas conformadas por 485 (PI) y 486 (PII) residuos estan plegadas en dos
dominios de diferente tamafio: el dominio largo y el dominio pequefio; los cuales estan
separados por una hendidura profunda que contiene los residuos del sitio activo; tienen 13 a-
hélices, 13 PB-hebras y por lo menos tres hélices-310, que son elementos de estructura
secundaria relativamente flexibles y con aproximadamente tres residuos por vuelta [Figura
6B] 18,30.

El dominio largo (residuos 17/13-76 y 212-457/458) comprende una hoja B mixta de seis
hebras (B1, f9, 10, 11, 12, 13) y un niimero adicional de a-hélices; en un lado, la hoja 3
se empaqueta contra el dominio pequeilo, mientras que en el otro lado estd escudada por
varias a-hélices; contiene, ademas, una a-hélice particularmente larga (a11—36 residuos y
56.35A de longitud en PII), que exhibe una ligera curvatura '3,

El dominio pequefio comprende los residuos 77-211 y 459-485/486, y estd compuesto por
una hoja 3 formada por dos hebras antiparalelas (36 y B7) y una hoja § mixta de cinco hebras
(B2, B3, B4, BS y P8); la hoja B esta flanqueada por dos a-hélices en un lado, y por otra o-
hélice en el otro '#3°,

Todos estos elementos de estructura secundaria encontrados en la estructura de la HK de S.
Cerevisiae, a excepcion de las 3jo-hélices adicionales, concuerdan con la estructura

secundaria de HK humana 8.

Se han llevado a cabo andlisis del estado de conservacion entre hexocinasas de S. Cerevisiae
PIy PII, los extremos N- y C- terminal de la hexocinasa de cerebro de rata, los extremos N-
y C- terminal de HK-I humana, el hongo Debaryomyces occidentalis (HDO), el platelminto
S. mansoni (HSM) y la planta Arabdopsis thaliana (HAH); los cuales muestran una gran
similitud entre las mitades N- y C-terminal de la HK-1, HK de rata y HK de S. mansoni, y
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entre estas y las hexocinasas de S. Cerevisiae, lo cual es consistente con el concepto de
duplicacion-fusion de genes propuesto por Colowick #3248, Aproximadamente el 34% de los
residuos estan conservados en todos los miembros de la familia y el 13% son idénticos, varios
de los cuales se encuentran en el sitio de unidn; la alta conservacion de estos residuos implica
la relevancia de su funcion bioldgica '®*. Un alto numero de residuos de glicina se
encuentran también conservados (G76, G80, G88, G89, G154, G233, G235, G239, G307,
G418 y G461); estos residuos estan localizados en las terminaciones de las hojas B y a-
hélices, cambiando la direccion de la cadena '#4°. Su conservacion probablemente brinda a
las HK’s de la flexibilidad necesaria para la union de la glucosa y el ATP; algunas estan
directamente involucradas en la formacion del sitio activo y son esenciales para la actividad
enzimatica '8,

A) 11G8-open B) 3B8A-semiclosed

N-terminus

Large Domain

Small Domain

Figura 6. Estructuras secundarias y dominios en hexocinasas de S. Cerevisiae. A)
PDB:11GS8. Codigo de color desde el azul (extremo N-terminal) hasta el rojo (extremo C-
terminal). B) PDB:3B8A. Color azul: dominio grande; color rojo: dominio pequefio. Entre
ambos dominios se muestra la glucosa co-cristalizada. A) Imagen modificada de Schematic
diagram of the yeast hexokinase PII model, de P R Kuser et al
doi.org/10.1074/jbc.M910412199. A-B) Imagenes generadas con Chimera X vlA4.
doi.org/10.1002/pro.3943.
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Estas enzimas presentan cuatro regiones funcionales: el sitio de union de glucosa, el sitio de
unidon de ATP, un canal hidrofébico de protones y cuatro /oops flexibles implicados en el
cierre-apertura de la enzima [Figura 7A]. A grandes rasgos, el proceso catalitico y
conformacional implica la unién de glucosa en la conformacion abierta de la enzima, lo cual
induce el cambio conformacional a la forma semicerrada que permite la uniéon del complejo
Mg-ATP; la union de ambos sustratos induce el “cierre” de la enzima que, finalmente, forma
el sitio catalitico en donde ocurre la reaccion [Figura 7B]

A) B)

Regiones Funcionales Esquema catalitico y conformacional

Open Semi-closed

s glucose
{ (94 3 [ Sitio de unién de glucosa ]
P Loops L1-L4 implicados en]

el cierre-apertura de HK Mg-ATP

-

Reaction

P Lo 9 ~ A closure
pr— = (g Ap—
- i ‘
rrrrrr Glucose

§’> ( Canal hidrofébico de transporte de H* |

Semi-closed

Figura 7. Regiones funcionales y proceso catalitico/conformacional de la hexocinasa de S.
cerevisiae. A) Cristal 11G8. B) Esquema ilustrativo. A) Imagen generada con YASARA
v22.5.22. doi.org/10.1093/bioinformatics/btu426.

Loops flexibles

Ademés del cierre de cuerpo rigido del dominio pequeio, cuatro segmentos [L1 (87-92), L2
(115-124), L3 (158-163) y L4 (174-178)] se desplazan para abarcar el sitio activo; el
movimiento de estos /oops es importante para completar la formacion del sitio de union de
la glucosa y preformar el sitio de union nucleotidico '®. Los loops L1 (87LGGTNO91) y L4
(174WTKGF178), estan compuestos por residuos conservados en todas las secuencias
mencionadas previamente a excepcion de dos; en los dominios regulatorios N-terminal de
hexocinasas de rata y hexocinasas humanas, los residuos T90 y N91 del loop L1 estan
sustituidos por serinas, mientras que el residuo G177 del loop L4 est4 substituido por una
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arginina; estas substituciones podrian estar relacionadas directamente con la falta de
actividad enzimatica de estos dominios #4142

La comparacion entre la estructura 11G8 y otros modelos de hexocinasa en complejo con
sustrato, provee de informacion precisa respecto a los cambios conformacionales que esta
enzima sufre por la union del sustrato y confirma la teoria del mecanismo de ajuste inducido
y observaciones previas de que el reconocimiento inicial de la glucosa por HK es seguido del
cierre de la hendidura, alterando la interaccion enzima-sustrato '84344,

Sitio de union de la glucosa

La estructura de PI puede también dividirse entre el dominio fijo (residuos 20-59, 61-73, 104-
106, 211, 214-259, 262-308, 310-458, 467-482) y el dominio movil o rotatorio (residuos 74-
103, 107-210, 212-213, 459-466); esta clasificacion se ha propuesto para analizar el ajuste
inducido por la glucosa y corresponde parcialmente con la clasificacion tradicional del
dominio grande y el dominio pequefio, respectivamente. Los residuos 73-74, 104-107, 211-
212, 213-215, 458-459, 466-467, y los residuos altamente conservados D211, T213, G215y
(G458 actuan como “bisagras mecanicas”.

En el cristal 11G8 el sitio de union de la glucosa concuerda con los sitios de unidén
previamente elucidados ***34': el residuo D211, identificado como una base catalitica,
establece un enlace de hidrogeno con el grupo hidroxilo en la posicion 6 de la glucosa, tanto
en la forma abierta como cerrada, mientras que las cadenas laterales de los residuos N237,
E269 y E302 se encuentran a distancias de enlace de hidrogeno de los atomos O4, O3 y Ol
de la glucosa, respectivamente; el reconocimiento inicial de la glucosa, seguido por la
cerradura de la hendidura entre los dos dominios de HK, acerca residuos del dominio pequenio
(en particular T172 y K173) a distancias de interaccion de enlace de hidrogeno con el sustrato
18 En el cristal 3B8A, los grupos hidroxilo 1-y 3-6 de la glucosa establecen interacciones en
el sitio de unién; lo cual concuerda con lo descrito para HK de mamifero *8. D211 establece
enlaces de hidrégeno con los -OH en las posiciones 4 y 6 de la glucosa, mientras que K176
lo hace con el 6-OH ; adicionalmente, las cadenas laterales de E302, E269 y K176 se
encuentran a distancias de enlace de hidrégeno de los -OH 1-, 3- 'y 5-, respectivamente *°. La
ausencia de interacciones entre el grupo 2-OH de la glucosa y el pocket es consistente con el
hecho de que los derivados 2-sustituidos de la glucosa sirven como sustratos de la HK *°. Por
otro lado, mutaciones dirigidas sobre D211 causan una pérdida de la actividad catalitica,
aunque se mantiene la gran afinidad de la glucosa por el sitio *; esto indica que la unién del
azucar es principalmente coordinada por D302 y D269, mientras que D211 es indispensable
para promover el ataque nucleofilico del grupo 6-OH de la glucosa al fosforilo-y del ATP;
D302 y D269 forman parte del dominio largo y fijo, mientras que D211 pertenece a la
hendidura entre ambos dominios, y K176 proviene del dominio pequefio y rotativo °.

Estudios de mutagénesis dirigida sobre Ser158 (estrictamente conservada entre HK's) la han
identificado como un residuo determinante para la actividad catalitica de la HK %3!; las
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estructuras cristalograficas muestran que, en conformacion cerrada, el residuo Serl58
interactua con el grupo hidroxilo 3 de la molécula de glucosa via un oxigeno carboxilico, lo
cual confirma los resultados de mutagénesis y resalta la importancia funcional del enlace de
hidrégeno que se forma con la cadena lateral; ademas, se ha mostrado en ensayos con
inhibidores que no pueden ser fosforilados (e.g. D-xilosa y D-lixosa), que la actividad
hidrolitica de corta duracidén de la enzima es promovida en estos casos, seguida de su
inactivacion por autofosforilacion de Serl158 !8:30:52.53
respaldan la importancia de Ser158 en el sitio activo.

. En conjunto, estas evidencias

Sitio de union del ATP

El anélisis cristalografico de un complejo binario de adenilato cinasa de S. Cerevisiae con 8-
bromo-AMP y modelado de ATP en el sitio activo de la enzima indica que los residuos 344-
348 y 422-424 interactiian con el anillo de adenina del ATP 3455, En el cristal 11GS8, el
sulfato cocristalizado establece un enlace de hidrégeno con los 4tomos de nitrogeno de las
cadenas principales de los residuos T234 y S419; estos residuos estdn estrictamente
conservados en los motivos de reconocimiento de patrones ATPasa; con base en estos
motivos, Kuser et al. modelaron la posicion del ATP superponiendo el modelo actina-ATP
en el cristal 11G8. En este modelo, el fosfato 3 interactua solamente con residuos del dominio
pequefio; esto significa que, después de que la reaccion enzimatica haya tenido lugar y la
hendidura de HK se abra, el dominio pequefio arrastrara la molécula de ADP fuera del sitio,
abriendo el camino para la liberacion de G6P '8, Esto es consistente con la idea de que
primero se une la glucosa y después el ATP, mientras que la liberacion del ADP ocurre
primero y después la de Glc-6-P 8. En el cristal 3B8A, el sulfato cocristalizado también
interacttia con S419 y T234 en la misma posicion 3.

La presencia de un ion sulfato en la conformacion abierta de la HK en el cristal 11G8 prueba
que no provoca un cambio conformacional significativo tras su unidn a la enzima; el hecho
de que el mismo sitio de union de anion sulfato/fosfato se encontrd para los modelos de S.
Cerevisiae, humano y S. mansoni , muestra que el sitio de uniéon de ATP de HK es capaz de
unir monofosfatos; esto podria tener funciones importantes, por ejemplo, es bien sabido que
la unién de la glucosa es fuertemente promovida en la presencia de 0.05M fosfato; por otro
lado, la unidon del fosfato podria restringir de alguna manera las conformaciones que
adquieren los residuos en el sitio de union de la glucosa, facilitando la union de la glucosa '8.

Canal hidrofobico de transporte de protones

La mayoria de los aminoacidos estrictamente conservados en HK se encuentran en la
hendidura entre los dos dominios y forman el sitio de unién para la glucosa y ATP; no
obstante, varios residuos hidrofobicos que pertenecen al domino pequefio forman un canal
que comienza cerca del sitio activo, atraviesa por completo el dominio pequefio, y termina
en la superficie de la proteina aproximadamente a 30 A del sitio de uniéon Glucosa-ATP; la
seccion transversal tiene una forma elongada y una anchura de 2.5-3 angstroms, la longitud
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del canal es de aproximadamente 25 angstroms y las cargas de la superficie en su entrada son
predominantemente negativas; los residuos que lo conforman son 185, L87, L127, 1131,
L135, M139, L153, F155, F157, F178, L192, 1196 ', Se ha propuesto que este canal actia
como un tinel para los protones generados en la reaccion de fosforilacion de la glucosa, pues
el canal es demasiado pequefio para transportar cualquier otro sustrato (glucosa, ATP) o
producto de la reaccion (ADP, G6P) o fosfato inorganico; ademads, el hecho de que esta
conectado al area del sitio activo y conformado por residuos estrictamente conservados

sugiere su importancia en la funcién de la enzima '8,

La union de la glucosa al sitio activo de HK induce cambios conformacionales sustanciales;
los loops L1-L4 —que forman parte de la entrada al canal hidrofobico conservado— se
cierran sobre el sitio activo llevando la entrada del canal hacia los sitios de uniéon de los
ligandos; la conformacion cerrada del sitio activo se completa después de los cambios
conformacionales adicionales por la unién del ATP '8,

Se ha propuesto que la fuerza que dirige la liberacion de producto es probablemente la
repulsion entre el fosfato de la G6P y el fosfato f del ADP; la repulsion entre estos dos grupos
fosfato dependera de la concentracion local de protones, ya que un bajo pH local del sitio
activo protegeria la repulsion electrostatica entre las cargas negativas de los grupos fosfato e
impediria la liberacion de ADP y G6P del sitio activo; por tanto, la transferencia de protones
a través del canal hidrofobico debe de proveer los medios para disminuir la concentracion de
protones en la cavidad del sitio activo, aumentando la repulsion mutua entre el ADP y G6P,
facilitando asi la liberacion de ambos productos de reaccion '®. En cierto modo, la supuesta
funcion del canal podria ser similar y opuesta a la del canal de protones de la ATP sintasa; si
esto es cierto, la disrupcion del canal deberia impedir la liberacion de los productos de
reaccion, mientras que la inversion del flujo de protones a través del canal cambiaria el
balance de la reaccion aumentando la actividad fosfato transferasa de HK; en esta situacion,
deberia producirse ATP y glucosa a partir de ADP y G6P por HK 86,

1.2.2 Hexocinasas Humanas (I-IV)

Existen 4 HK’s de mamifero (I-IV), que comparten caracteristicas estructurales con las
hexocinasas de S. cerevisiae **. Las isoenzimas de 100 kDa (I-III) pudieron haber
evolucionado por duplicacién y fusion de un gen que codificaba para una hexocinasa
ancestral de 50 kDa similar a la HK de S. Cerevisiae actual y a la HK-IV de mamifero %3
[Figura 8]. Las secuencias de aminoécidos entre las isoformas I-III son idénticas en un 70%,
la HK IV y las HK's de S. cerevisiae exhiben también una gran similitud con las mitades N-
y C- terminal de las HK s I-III de mamifero **. No obstante, las propiedades funcionales de
cada HK humana difieren significativamente.
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Figura 8. Relaciones evolutivas entre hexocinasas. Las masas moleculares (=50 o0 ~100kDa)
estan representadas por la longitud de las lineas negras; Los circulos negros representan el
sitio catalitico y los cuadrados negros el sitio de union alostérica del producto inhibidor G-
6P. Los circulos blancos representan el hipotético sitio de union latente del producto G-6P y
los cuadros blancos el hipotético sitio de union latente para la glucosa en el extremo N-
terminal. Los tipos I-IV se refieren a las hexocinasas de mamifero I-IV. Reproducida de
Evolutionary relationships among the hexocinases de Wilson. doi.org/10.1042/BST0250103

HK 1

Esta enzima gobierna el paso limitante de la glucélisis en el cerebro y en los eritrocitos 2.
Est4d conformada por dos mondémeros unidos mediante una alfa hélice que unen glucosa y
glucosa-6-fosfato en regiones funcionales practicamente adyacentes y que mantienen el
plegamiento de la HK de S. cerevisiae >’ La inhibicién de su actividad por el producto G-
6P puede aliviarse con niveles fisiologicos de fosfato (esto no ocurre en HK 1I y IIT) 37,
Ademas, es posible que cambios conformacionales en el extremo N-terminal —inducidos
por la union de glucosa, fosfato o glucosa-6P— efecten en la unién del ATP al dominio C-
terminal *.

El cristal 1HKB resuelto por cristalografia de rayos X a una resolucién de 2.80 A, muestra
un 30% de aminoacidos idénticos respecto a la secuencia HKA de hexocinasa de S.
cerevisiae, con una estructura secundaria y terciaria esencialmente idéntica **>®. La nula
actividad catalitica en la mitad N-terminal apunta a diferencias estructurales entre las mitades
N- y C-terminales en un subdominio flexible que aparentemente impide la uniéon de ATP 3%
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HK 11

Esta enzima esta sobreexpresada en todos los tumores agresivos, por lo que se han estudiado
ampliamente las diferencias en sus caracteristicas estructurales y bioquimicas, respecto a
otras HK s, con el afan de desarrollar nuevas terapias anticancerigenas 2627,

Sus extremos N- y C-termninal presentan una actividad catalitica similar, pero son las
interacciones a través del extremo N-terminal las que inician y mantienen la tumorogénesis
2635 El crecimiento acelerado de los diferentes tipos de tumores que utilizan glucdlisis
aerobica en vez de fosforilacion oxidativa (efecto de Warburg), requieren de un incremento
en la tasa del metabolismo de la glucosa para producir energia y sintetizar los bloques
bioquimicos de construccion para la proliferacion de células cancerigenas, la localizacion de
HK II en la membrana externa mitocondrial (OMM) implica un acceso preferencial al ATP,

alivia la inhibicién por el producto G6P y, mas importante, suprime la apoptosis 227,

Alteraciones en el tamafio de la alfa hélice-13 —que une las mitades N y C-terminales—
causan una pérdida total en la actividad catalitica de la mitad N-terminal, en donde la longitud
de esta hélice es proporcional a la disminucion en la actividad catalitica hasta su completa

inactivacion; la mitad N-terminal es, por tanto, esencial para estabilizar la enzima completa
26

Se han propuesto glucosaminas 2-6 disustituidas como inhibidores selectivos de HK II que
compiten por el sitio de union de glucosa [Figura 9], el mecanismo de accion propuesto es
que grupos voluminosos en R; evitan que los loops flexibles —implicados en el cierre-
apertura de la enzima— formen el sitio catalitico para la transferencia del grupo fosforilo del
ATP ?’. En R; los mejores resultados mantienen el grupo -OH analogo al -OH-2 de la glucosa.

Figura 9. Andamio molecular de inhibidores propuestos para la inactivacion de HK II. R1
= grupos arilo, biarilo o alquenilo sustituidos. R2 = OH, OMe o H,H. Reproducida de SAR
of C-2 Substituted Glucosamines de Lin et al., doi.org/10.1021/acsmedchemlett.5b00214.

HK 111

La HK III es la isoenzima menos estudiada, esta carece de la secuencia N-terminal de anclaje
a mitocondria, por lo que su localizacion es principalmente citosolica **. Existe un cristal del
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extremo C-terminal de la HK III resuelto por cristalografia de rayos X con una resolucion de
2.80 A (PDB: 3HMS), pero la informacion estructural detallada no se ha publicado ¥.

HK IV

Esta expresada principalmente en higado y células pancreaticas 3, actiia como un sensor de
glucosa en la regulacion hepatica del metabolismo de la glucosa y la secrecion de insulina
dependiente de glucosa; las mutaciones que la inactivan estan relacionadas con la diabetes,
mientras que mutaciones que la activan estan asociadas con hipoglicemia 2%%°,

A concentraciones fisioldgicas, la unica hexosa que funge como sustrato de HK-IV es la
glucosa; no obstante, a concentraciones en exceso —no relevantes fisiologicamente— HK-
IV también fosforila otras hexosas (e.g. manosa, 2-deoxiglucosa y fructosa) ¢°. Por otro lado,
HK-IV es la unica hexocinasa que no es inhibida por el producto G-6P: su k; es = 60mM
(0.2-0.9 mM HKI-III), cuando las concentraciones hepaticas normales de G-6P son 0.1-0.3
mM &,

La cinética de HK-IV respecto al complejo MgATP? corresponde a una cinética de
Michaelis-Menten; la cinética de su otro sustrato, la glucosa, es distinta debido al efecto de
su unién cooperativa; no obstante, se ha observado que el MgATP? tiene efecto en la unién
cooperativa de la glucosa: coeficiente de Hill de 1.6 a concentraciones saturadas de Mg-
ATP? que disminuye conforme disminuye la concentracién de MgATP? ¢,

Debido a sus implicaciones regulatorias en higado y pancreas, esta enzima se ha propuesto

como blanco para el tratamiento de la diabetes tipo 2; dentro de los compuestos propuestos,

se han encontrado activadores alostéricos que se acoplan a una region entre las a-hélices 13
29
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1.3 Implicaciones del Mg como cofactor del ATP

Dentro de las células, la energia es provista por la oxidacion de macromoléculas como
carbohidratos, lipidos y proteinas; esta energia es utilizada para llevar a cabo procesos como
la sintesis de macromoléculas, la contraccion muscular, el transporte activo de iones o
termogeénesis; la energia libre producida mediante la oxidacion es almacenada en enlaces de
alta energia contenidos en moléculas como el adenosin trifosfato (ATP), adenosin difosfato
(ADP) o fosfoenolpiruvato, entre otros fosfogenos ®!. Independientemente de que, en ciertos
casos, moléculas como el guanosin trifosfato (GTP) proveen de la fuerza impulsora para
llevar a cabo procesos demandantes de energia, la hidrélisis de ATP desempefia el papel
central en la actividad de nucleotido difosfato cinasas y otras enzimas involucradas en la
distribucion de la red bioenergética de transferencia de grupos fosfato %2. El ATP provee la
energia termodinamica impulsora para la quimica celular, actuando como el enlace central
entre la produccion de energia y los numerosos procesos celulares demandantes de energia;
desde el mantenimiento del potencial de la membrana neural, hasta el transporte de organelos
y la traslocacion nucleocitosélica 92,
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Ademas de su papel en la transduccion energética, el ATP también desempena un rol
importante en la sefializacion celular: 1) funge como donador de grupo fosfato para la
activacion de sustratos en reacciones metabdlicas y como coenzima para un gran niumero de
cinasas; 2) en la regulacion de la funcion, por modificaciones postraduccionales de las
proteinas, el ATP puede servir tanto como un donador de grupo fosfato, como un donador de
grupo adenililo; 3) también es requerido en la sintesis de adenosin monofosfato ciclico
(cAMP), el cual es un segundo mensajero critico en la transduccion de senales; 4) finalmente,
el mismo ATP puede servir como ligando sefializador para receptores ionotropicos o

receptores acoplados a proteinas G sensibles a ATP o purinérgicos .

En general, la principal fuente de energia para el metabolismo celular es la glucosa, la cual
es catabolizada en tres pasos subsecuentes (glicdlisis, ciclo del acido citrico y fosforilacion
oxidativa) para producir ATP; durante el primer paso, cuando la glucosa es transformada en
piruvato, la cantidad de ATP producido es poca; en el siguiente paso, el piruvato es
transformado en acetil-CoA para entrar al ciclo del acido citrico y producir NADH; el NADH
generado serd utilizado en los complejos de la cadena respiratoria para generar un gradiente
de protones a lo largo de la membrana mitocondrial interna, la cual es necesaria para la
produccion de grandes cantidades de ATP mediante la ATP sintasa mitocondrial .

1.3.1 Rol del magnesio en biosistemas

Aproximadamente un tercio de todas las proteinas requieren de un ion metalico para
desempetiar su funcion o adquirir una estructura especifica; sin embargo, el rol de estos iones
fundamental en biologia, no ha sido descrito exhaustivamente a nivel molecular 236 El
papel que desempefian estos iones puede clasificarse entre catélisis redox y catélisis no-
redox; el primero se refiere a cuando actiian como centros metdlicos en catalisis o asistiendo
la catélisis (e.g. Fe*" en la isopenicilina N sintasa), mientras que el segundo se refiere a
cuando actuan como activadores de especies reactivas o como estabilizadores electrostaticos;
los principales mecanismos de activacion de sustratos/cofactores en catalisis no-redox son:
incrementar la electrofilia, incrementar la nucleofilia, incrementar ambos, incrementar la
acidez o promover la heterolisis 2° [Figura 10].
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A Increases electrophilicity of a reacting species B Increases acidity of a reacting species
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Figura 10. Ejemplos de los principales mecanismos de activacion de sustratos o cofactores
en catalisis no-redox en biosistemas. A) 6-hidroximetil-7,8-dihidropterina pirofosfocinasa.
B) 3-deshidroquinato sintasa. C) anhidrasa carbonica. D) fosfatasa alcalina. E) pentaleneno
sintasa. Reproducida de Examples in Metal-MACIE of metals acting in different mechanisms
of substrate/cofactor activation in non-redox catalysis, de Andreini et al.

doi.org/10.1007/S00775-008-0404-5

El magnesio es el cuarto metal més abundante en el cuerpo y se ha reconocido como cofactor
de mas de 300 reacciones enzimiticas (e.g. todas las reacciones dependientes de ATP) %67,
El magnesio es crucial para el metabolismo del ATP y es necesario para el funcionamiento
estructural de las proteinas, acidos nucleicos y mitocondrias; es requerido para la sintesis de
proteinas, DNA y RNA, asi como para la produccion de energia aerdbica y anaerdbica, ya
sea de forma indirecta como parte del complejo Mg-ATP o directamente como activador
enzimatico %4667 También desempefia un rol clave en el transporte activo de iones de
calcio y de potasio a través de la membrana celular, lo cual es un proceso importante para la
conduccion de los impulsos nerviosos, contraccion muscular, tono vasomotor y el ritmo
cardiaco °%%7. Niveles bajos de magnesio estdn asociados con un gran nimero de
enfermedades cronicas como el Alzheimer, resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo
2, hipertension, enfermedad cardiovascular, migrana y trastorno por déficit de atencién e
hiperactividad (ADHD) 7.

Una de las principales clases de metaloenzimas que utilizan Mg** como cofactor catalitico
son las cinasas (e.g. hexocinasas), las cuales pertenecen a la familia de las transferasas (EC2);
de hecho, del Mg total en el sistema, aproximadamente el 45% se une a transferasas [Figura
11A]; y del total de transferasas, aproximadamente el 24 y 4 % utilizan Mg o Mg/Mn como
cofactores, respectivamente [Figura 11B] 2>%®. El tipo de ion metalico divalente puede alterar
la actividad de las cinasas y su sefalizacion en compartimentos celulares definidos 2>,
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Figura 11. Distribucion del Mg en las seis familias de enzimas y frecuencia de iones
metdlicos en transferasas. A) Las enzimas se clasifican en 6 familias (EC1-EC6), las
transferasas corresponden a EC2. B) Me = Metal. Modificada de Distribution of the eight
most common catalytic metal ions across de six EC classes y Relative Frequencies of
catalytic metal ions in the six EC classes, de Andreini et al. doi.org/10.1007/S00775-008-
0404-5

Por otro lado, aunque virtualmente cualquier ion metéalico divalente puede favorecer la
transferencia de un grupo fosforilo, el Mg?* es excepcionalmente eficiente como cofactor de
catalisis; ademas, las concentraciones de iones metalicos divalentes difieren dependiendo del
tejido u organismo; en general, mientras que las concentraciones de Mg?* libre se encuentran
en el rango milimolar, otros metales divalentes como el Mn?* (10°M), Zn** (10! M) y Ca*
(107 M en estado de relajacion) se mantienen a concentraciones bajas ®.

Existen multiples ejemplos de enzimas que utilizan el complejo Mg-ATP?>* —o complejos
similares— como sustrato (e.g cinasas, miosinas, cinecinas, proteinas motoras, translocasas,
NTPasas); sin embargo, lo que esencialmente diferencia la interaccion de este complejo con
el sitio activo, es la naturaleza de los residuos implicados, asi como los dominios estructurales
especificos de las proteinas 2%68°7°,

1.4 Métodos in silico para el analisis de sistemas bioquimicos y biomoleculares

La bioinformdtica es una disciplina que se enfoca en el desarrollo tecnologico de la
recoleccion y procesamiento de datos biologicos, asi como en el uso de esta informacion para
la exploracion y prediccion biologica; los avances en este campo han generado cantidades
vastas de informacion para cuantificar y caracterizar colecciones de biomoléculas que
proveen las bases para comprender —a nivel molecular— los mecanismos mediante los
cuales ocurren los fenémenos bioldgicos ’’. En el anélisis de sistemas biologicos,
particularmente de proteinas, es de gran relevancia analizar el estado de conservacion de las
regiones funcionales o alostéricas implicadas en los mecanismos de nuestro interés; la
comparacion de estructuras basadas en su secuencia codificante ha resultado de gran
relevancia en este tipo de aproximaciones '*7°.

35



Por otro lado, a los métodos de la quimica computacional los podemos dividir entre los que
utilizan métodos de mecanica clasica y los que utilizan métodos de mecdanica cuantica.

Los métodos que utilizan mecanica clasica consideran solamente los nicleos y enlaces de un
sistema molecular e ignoran el movimiento electronico; estos métodos que tipicamente se
basan en mecénicas moleculares (MM) y dinamicas moleculares (MD), calculan la energia
de un sistema utilizando un campo de fuerza que, a grandes rasgos, es una funcion
paramétrica de las posiciones de los nucleos que trata a los enlaces y &ngulos como campos
elasticos (resortes); la energia potencial del sistema suele descomponerse entre interacciones
enlazantes representadas por potenciales harmoénicos (estiramiento de enlaces, flexiones
angulares y torsiones de los angulos diedros) e interacciones no enlazantes representadas por
potenciales Couldémbicos o de Lennard-Jones (interacciones electrostaticas y fuerzas de van
der Waals) ¥ Ya que son computacionalmente muy eficientes, estos métodos permiten
analizar sistemas moleculares de gran tamafio; sin embargo, los alcances de sus resultados
son limitados, pues no aportan resultados de propiedades electronicas y sus resultados varian
significativamente dependiendo de la parametrizacion especifica 5818,

Los métodos de acoplamiento molecular (Docking) permiten simular cémo una
macromolécula-blanco interactia con una molécula pequefia como un ligando, sustrato o
inhibidor; para modelar esta interaccion entre el ligando y la molécula-blanco, sus estructuras
tridimensionales son superpuestas para analizar los sitios clave de unidn, utilizando campos
de fuerza clasicos y haciendo calculos de MM 7#7#2 Combinar estos protocolos de
acoplamiento molecular de bajo costo computacional junto con simulaciones de dinamica
molecular, permite predecir complejos fiables proteina-ligando "®%2. Las simulaciones de MD
integran las ecuaciones de movimiento de Newton para simular las trayectorias de los &tomos
a lo largo del tiempo, tipicamente con métodos de integracion comunes como los algoritmos
de Verlet y Leapfrog; el primero no calcula explicitamente las velocidades (deben derivarse
por separado), mientras que el segundo las calcula en pasos intermedios de tiempo, lo cual
mejora la precision de los calculos ®2. En general, los pasos temporales deben seleccionarse
para equilibrar la exactitud (capturar con precision movimientos rapidos del sistema) con la
eficiencia del muestreo (explorar eficientemente el espacio de fases) 2.

En contraste, los métodos que utilizan mecénica cuantica si toman en cuenta el movimiento
y estructura de los electrones, por lo que son computacionalmente mucho mas demandantes
y no son muy adecuados (por su alto costo computacional) para moléculas grandes.

Los postulados y teoremas de la mecéanica cuantica constituyen la base para la prediccion de
propiedades quimicas observables mediante métodos ab initio o “de primeros principios” .
En mecanica cuéntica, para describir el estado de un sistema postulamos la existencia de una
funcion de onda o funcion de estado P, la cual contiene toda la informacion que es posible
conocer sobre un sistema 3%%35 Formalmente, esta se obtiene al resolver exactamente la
ecuacion de Schrodinger del sistema. Aplicar un operador mecanocuantico (que corresponde
a un observable fisico en particular) a la funcidon de onda permite predecir la probabilidad de
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encontrar la totalidad de valores observables correspondientes a los valores experimentales
de dicha variable dindmica que exhibe un sistema en especifico *°.

En la practica, nuestro objetivo es resolver de manera aproximada la ecuacion de Schrodinger
no-relativista e independiente del tiempo: HY = Eys [Ecuaciéon 1]***°. En donde H, es el
operador hamiltoniano para un sistema molecular de M nucleos y N electrones en ausencia
de campos magnéticos o eléctricos %3¢, El hamiltoniano, H, es un operador diferencial que
representa la energia total del sistema. (%1, X5, ..., X, Ry, R, ..., ﬁM) representa la funcion
de onda del estado i-ésimo del sistema, el cual depende de las 3N coordenadas electronicas
espaciales, {r;}, y las N coordenadas del espin del electron, {S;}; las cuales se definen

colectivamente como {X;}, mientras que {RI} corresponde a las 3M coordenadas espaciales

de los nacleos Ry (Szabo, Koch). E; es el valor numérico de la energia del estado que describe

l-l—’i 84,86.
HY; (X1, X2, -, XN Ry, Ry, oo, Ry ) = Egi(X1, %2, o, X0, Ry, Ry, o, Ry) - (1)

En la forma desarrollada del hamiltoniano, los primeros dos términos describen la energia
cinética de los electrones y nucleos, mientras que los siguientes tres corresponden a la energia
potencial y representan las interacciones electrostaticas atractivas entre el nucleo y los
electrones, asi como la repulsion debida a las interacciones electron-electron y nticleo-ntcleo
8486 Si tomamos en cuenta la gran diferencia entre las masas de los niicleos y electrones,
podemos simplificar més la ecuacion de Schrodinger: como los nucleos (por sus masas
mayores) se mueven muchisimo mas lento que los electrones y, por tanto, podemos
considerar que los electrones se mueven en el campo de nucleos fijos, el término de la energia
cinética de los nucleos tiende a 0 y el término de la repulsion nucleo-nicleo se mantiene
constante %86, Esto es la aproximacién de Born-Oppenheimer, que se utiliza en la gran
mayoria de los métodos de estructura electronica 5+56,

Los métodos ab initio no requieren de calibracion empirica y son aplicables a todos los
sistemas moleculares y propiedades de nuestro interés, incluso en ausencia de informacién
experimental; como resultado, estos métodos tienen el potencial de producir resultados
mucho mas precisos que los métodos utilizados tradicionalmente en las ciencias de la vida
80.81.83 'Sin embargo, estos métodos son los mas costosos computacionalmente y, por ello, es
practicamente imposible aplicarlos a macromoléculas.

La teoria de funcionales de la densidad (DFT) es una reformulacion de la mecéanica cuantica
ondulatoria clasica que utiliza la densidad electronica, p(#), como portadora de la
informacién en lugar de la funcién de onda W ®. Para un sistema de N-electrones, uno cambia
de una funciéon de onda W(xN) de 4N variables (tres espaciales y una de spin para cada
electron), a solamente tres variables en la densidad p(x,y,z) ¥’. El método de Kohn y Sham
—aplicando los teoremas de Hohenberg y Kohn que constituyen las bases tedricas de la DFT
—permite resolver el problema de N cuerpos con ecuaciones de una sola particula que, de
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forma autoconsistente, nos permiten calcular la densidad electrénica de un sistema de
electrones interactuantes ®’. El primer Teorema de Hohenberg-Kohn establece que la
densidad electronica exacta, p(7), es suficiente para describir un sistema electronico de N
particulas: la densidad electronica determina biunivocamente el potencial externo y, por

tanto, también su hamiltoniano, energia y funciéon de onda [Ecuacion 2] %’

pov@®oHoE oy )

El segundo teorema establece que se puede formular un funcional de la energia E[p] que
depende solamente de la densidad electrénica y que la densidad que minimiza este funcional
corresponde al estado fundamental del sistema ®’. Con base en el teorema anterior, ya que la
densidad contiene toda la informacion necesaria para describir todas las propiedades del
sistema, no es necesario calcular a priori la funcidon de onda para hallar la energia total del
sistema en su estado fundamental ¥’. Este teorema provee del principio variacional de la
energia (la energia calculada es siempre igual o mayor a la energia del estado fundamental),
de tal manera que el funcional de Hohenberg-Kohn Fyk[p] (también llamado funcional
universal) es exacto y, por tanto, lo es también el funcional de la energia Eyk[p] [Ecuacién
3%

Eux = [ p(Hv(P)d? + Fuklp] 3)

Actualmente, la DFT es el “caballo de batalla por excelencia” para explorar la estructura,
estabilidad, propiedades electronicas, reactividad y reacciones de moléculas, polimeros y
solidos en multiples ramas de la quimica; abarcando, gracias a la implementacion de los
efectos relativistas y su forma de tratar la energia de correlacion, practicamente los elementos
de la tabla periddica completa 338 La teoria de funcionales de la densidad conceptual
(CDFT) ha introducido varios descriptores de la DFT, tanto globales como locales, para
cuantificar propiedades quimicas como los potenciales de ionizacion, la afinidad electrénica,
la electronegatividad, dureza y blandura, reactividad a nivel global y local en términos de
caracteres nucleofilicos o electrofilicos, entre otros; a través del enfoque perturbacional,
todos estos descriptores pueden ser caracterizados como funciones de respuesta, reflejando
la reactividad intrinseca de un &tomo o molécula tras su perturbacion por un sistema diferente
87.88.90-94 En sistemas bioldgicos, CDFT se ha utilizado por mas de veinte afios para llevar a
cabo andlisis de catdlisis enzimatica, quimica de péptidos computacional y actividad
bioldgica y toxicoldgica de moléculas orgéanicas 384

Adicionalmente, existen métodos hibridos que combinan técnicas de mecénica cuantica y
mecanica cldsica, denominados QM/MM; estos métodos permiten abordar grandes
moléculas, mediante el tratamiento de estos sistemas complejos en subsistemas que integran
métodos de estructura electronica (QM) solamente para el subsistema principal %%, Los
demas subsistemas, que se consideran menos relevantes para la reactividad quimica de interés
que se quiere describir y racionalizar, se tratan a nivel MM. Los detalles mecanisticos de la
transferencia de protones acoplados a la escision de un grupo fosfato, son uno de los retos
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clave en los calculos por QM/MM %; el estudio de esta y otras reacciones enzimaticas
requiere de una cuidadosa eleccién del método computacional y de la separacion arbitraria
de la macromolécula en subsistemas, para abordar la gran complejidad quimica de estas
reacciones /589,

Las técnicas computacionales antes mencionadas, nos permiten investigar sistemas quimicos
y biologicos de interés a un nivel de detalle inasequible para la mayoria de los métodos
experimentales 73833, Los complejos biomoleculares, incluidos las enzimas, son uno de los
temas mas dificiles de abordar debido a su complejidad estructural y de funcion 78328%%%; no
obstante, el 9 de octubre del afio 2024 se entreg6 el premio nobel de quimica a David Baker,
por su trabajo en el disefio computacional de nuevas proteinas, y a Demis Hassabis y John
Jumper, por su trabajo en la dilucidacién estructural de proteinas mediante inteligencia
artificial, lo cual demuestra la relevancia e importancia de los métodos computacionales para

el analisis de sistemas bioquimicos y biomoleculares *°.
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II. Antecedentes

En nuestro grupo de investigacion se ha observado que el Pb*" inactiva la hexocinasa de S.
cerevisiae cuando es preincubada sin glucosa, con Mg*" y ATP* por 15min [Figura 12] 7.
La inactivacion requiere preincubacion sin glucosa, pero en ausencia de Mg?" y ATP*, el
efecto sobre la velocidad maxima aparente (***V,,,x) relativa disminuye 7. La actividad se
recupera parcialmente al afladir Mg?" al sistema, pero no se observa recuperacion de la
actividad con metales enddgenos como Ca*>" y Mn?" 7. En la Figura 12 el eje Y corresponde
al tiempo de preincubacion, mientras que en el eje X se muestra el efecto sobre la actividad
relativa de la enzima. La actividad enzimatica se determiné6 mediante un ensayo
espectrofotométrico acoplado con la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), el cual
permite relacionar la concentracion de NADPH formado con la actividad catalitica de la
hexocinasa !’. El mecanismo toxicolégico apunta a posibles sitios de unién de Pb en la
enzima, asi como al efecto indirecto de la formacioén de complejos Pb-ATP.

(=]

mPb2+ (120 pM)

mPb2+ (B0pM)
15

HEK+GEPD
L5

Incubation Time (min)

15

GEPD

0% 10% 20% 30% 40% S50% 60% 70% BO% 0% 100%

Figura 12. Efecto de la preincubacion con plomo sobre la actividad relativa de la HK de S.
cerevisiae. Condiciones de los experimentos: 15mM Mg?*, 0.4mM ATP, 60 o 120uM Pb**,
pH = 7.5, T=25°C. G6PD = glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

I11. Hipotesis

La inactivacion de la HK de S. cerevisiae esta relacionada con la formacion de complejos
Pb-ATP? y la unién de Pb?* libre en uno o varios sitios que solo estdn presentes en la
conformacion abierta de la enzima.

Justificacion

El envenenamiento por plomo es un grave problema de salud publica debido a la inevitable
exposicion a este metal pesado, como consecuencia de la industrializacion moderna y las
actividades antropogénicas. Sus multiples mecanismos toxicoldgicos aiin no se encuentran
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del todo descritos, pero es sabido que la exposicién a este metal genera afectaciones
irreversibles en los sistemas neuroldgicos, reproductivos, hematoldgicos, respiratorios,
renales, cardiovasculares y hepatologicos, mediante mecanismos inmunomoduladores,
oxidativos e inflamatorios; ademas, esta clasificado como probablemente carcinogénico para
humanos por la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC).

Los efectos carcinogénicos de metales toxicos se han asociado con la unién a proteinas
reguladoras involucradas en la sintesis y reparacion del DNA, apoptosis y regulacion del
ciclo celular. Las hexocinasas, ademds de fungir como enzimas centrales en el catabolismo
de la glucosa, son también proteinas clave en los procesos de carcinogénesis porque estan
implicadas en multiples procesos celulares como: diferenciacion celular, supervivencia
celular y autofagia, respuesta al daiio a DNA, homeostasis redox, proliferacion celular e
invasion y migracion de tumores. Estas enzimas catalizan la transferencia de un grupo
fosforilo (PO%™) del complejo Mg-ATP? a una molécula de hexosa (e.g. glucosa, fructuosa
o galactosa) para formar hexosa-6-fosfato, la cual entra en vias metabdlicas alternas
(glucolisis, glucogénesis o sintesis de pentosas fosfato). En el laboratorio de toxicologia
mecanistica del grupo, se ha demostrado que el plomo inactiva la HK de S. cerevisiae en
ensayos in vitro y que la actividad se recupera parcialmente al tratar el sistema con magnesio.

Tanto la hexocinasa de S. cerevisiae, como las hexocinasas de otros organismos alejados
evolutivamente, contienen residuos implicados en su actividad que son potenciales blancos
de union para iones metalicos como el Pb**; mas atin, uno de los mecanismos toxicoldgicos
que se han identificado para metales exdgenos divalentes como el plomo, es el
desplazamiento de metales endogenos por mimetizacion quimica. Es posible que dicho
mecanismo esté también implicado en la inactivacion de la HK, por desplazamiento del ion
magnesio en el complejo Mg-ATP?*, determinante para la actividad enzimatica.

Por tanto, en este estudio proponemos realizar un analisis estructural de la enzima y evaluar
las propiedades fisicoquimicas y electronicas de distintos complejos Metal-ATP, (Metal =
Mg?*, Mn?*, Ca’*" y Pb®"). Para considerar tanto los aspectos termodindmicos, como
evolutivos, electronicos y cinéticos involucrados, llevamos a cabo andlisis por la teoria de
funcionales de la densidad, anélisis del estado de conservacion, calculos de acoplamiento
molecular sobre regiones funcionales y sobre la proteina completa, anélisis de prediccion de
posibles sitios de union de Pb, simulaciones de dindmica molecular y la construccioén de un
modelo finito de una regién funcional.
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IV. Metodologia

En la Figura 13 se muestra un diagrama general sobre la metodologia que se utiliz6.

1. Revision de la => l 2. Analisis por la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT) l => [ 3. Analisis Multiple de Secuencia l
Literatura

Nivel de Teoria: DFT B3LYP [6-31+G(d. p) = C. H. O, N, P, Mg, Ca, Mn] [LANL2DZ = Pb] 8. cerevisiae:

. . - - - Isoforma 1 [NP 116711.3]
Moléculas: ATP*, Metal-ATPZ;, Metal-ATP:, Metal-ATP? —
wecwtas cla-fltyp . Mela gy, Ve-A g Tsoforma 2 [NP_O11261.1] im0 -em

Metal: Mg, Ca**, Mn**, Pb** H. sapiens
Descriptor Global: Indice de electrofilicidad (). GE HK 1 (isoforma 1) [NP_0001792]
Descriptor Local: Descriptor dual (Af;) Gaussian 09 HK I (isoforma 1) [NP 000180.2]

Descriptor Local: Blandura local electréfilica (s;) HK I (--------) [NP_002106.2]
HK IV (isoforma 2) [NP_277042.1]

4. Analisis de Acoplamiento Molecular (Docking) T

PDB: 3BSA. 2.95A GROMACS & G

Algoritmo genético Lamarckiano FAST FLEXIBLE FREE Gaussian 09
Funcion de puntaje: Autodock4 ﬂ

Poblacion inicial: 200 Y )

Evaluaciones: 5x10°

7. Analisis de Modelos Finito
___| 6. Anilisis de Dindmica Molecular M) | == e

Runs DUCk-illg P?pE‘Cifll‘U: 150x10seeds Campos de Fuerza: AMBER ff195B. GLYCAMO06 Pb-HK vs Glucosa-HK
Runs Docking ciego: 250x6sceds Termostato: Bussi (v-rescale)
Barostato: Parrinello-Rahman Nivel de Teoria: DFT BiLYP
5. Prediccion de sitios de union de Pb | | 200ns: ATP, Mg-ATPjﬁ‘ Pb- ATPEﬁ Pb?*+ [6-314G(d. p)= C. H. O. N, P, Mg, Ca, Mn]
[LANL2DZ = Pb)

PDB: 11G8 y 3B8A (2.20/2.95A)
HK abierta vs semicerrada miB2

Figura 13. Diagrama general de la metodologia. 1) Revision de la literatura. 2) Se realizaron
calculos por DFT para describir propiedades fisicoquimicas y electronicas de la molécula de
ATP* y los complejos Metal-ATP?", con Gaussian09. Las posiciones de los fosforos o, By v
en la molécula de ATP se indican en la Figura 4 C. 3) Se analiz6 el estado de conservacion
entre las isoformas de la HK de S. cerevisiae y las cuatro HK's de H. sapiens, mediante el
despachador de trabajos EMBL-EBI. 4) Se llevaron a cabo andlisis de acoplamiento
molecular en el cristal 3B8A sobre el sitio de union de ATP y sobre la proteina completa, con
Autodock4. 5) Se utilizaron los cristales 11G8 y 3B8A para predecir posibles sitios de Pb con
MIB2. 6) Se realizaron simulaciones de dinémica molecular para analizar la estabilidad del
ATP*, los complejos Mg- ATP y Pb-ATP yﬁ , y un Pb?* mediante GROMACS.7)

Finalmente, se construyeron modelos finitos del sitio de union de glucosa con base en los
resultados de dindmica molecular e informacion cristalografica.

4.1 Calculos a través de la teoria de funcionales de la densidad (DFT)

Optimizacion Geométrica y Calculo de Frecuencias

Las coordenadas iniciales, utilizadas para la molécula libre de ATP* y los complejos Metal-
ATPZ; vg » Metal- ATPZ, y Metal- ATPyg, (ion metalico unido a los grupos fosfato gamma-beta,
beta-alfa o gamma-beta-alfa de la molecula de ATP, respectivamente; ver mapa de estos

sitios en la Figura 4C), se generaron utilizando el software GaussView °’. Los metales por
evaluar fueron Mg?*, Ca*", Mn?" y Pb*".

Para llevar a cabo los célculos de frecuencias y optimizaciones geométricas de la molécula
de ATP* y los complejos Metal-ATP?*, utilizamos el software Gaussian-09 °%. En cada
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optimizacion, para determinar si la geometria que calculamos se encontraba en un minimo
de la superficie de energia potencial (PES), se verifico el criterio de que todas las frecuencias
calculadas de la matriz Hessiana fueran positivas.

Los célculos por DFT se realizaron al nivel de teoria del funcional hibrido B3LYP y un
conjunto base doble zeta de Pople con funciones dobles de polarizacion y funciones difusas
6-31+G (d, p), para todos los atomos excepto el Pb *°. En el caso del Pb utilizamos la base
LANL2DZ, ya que es necesario emplear un conjunto base con un pseudopotencial efectivo
del core (ECP), que tome en cuenta los efectos relativistas propios de dtomos pesados y
reduzca el costo computacional al reducir el nimero de electrones que se consideran, pues
este escala aproximadamente como N* veces con el nimero N de electrones explicitos
tratados *°. En todos los casos, se utilizé el modelo de solvente continuo IEFPCM, en agua y
constante dieléctrica: € = 78.355 19191 E] funcional B3LYP y su variante CAM-B3LYP, en
combinacion con conjuntos base de Pople, se han utilizado anteriormente para estudiar el
ATP, complejos Mg-nucleétido y sistemas fosfoanhidrido similares 1927195,

La molécula de ATP* se evalué con multiplicidad de singlete, triplete y quintuplete; los
complejos de Mn-ATP?"se evaluaron en estados de doblete, cuadruplete, sextuplete y
octuplete. El resto de los complejos con Mg**, Ca** y Pb*" se evaluaron con multiplicidad de
singlete y triplete.

Calculo de la energia libre de complejacion, de desplazamiento por mimetizacion quimica
y de transferencia del grupo fosforilo y

A partir de las estructuras optimizadas, se calculo la energia de formacién de los complejos,
la energia de desplazamiento del metal en el complejo por accion del magnesio, y la energia
de transferencia del grupo fosforilo y [Ecuacion 4], donde v es el coeficiente estequiométrico
de cada compuesto en la reaccion balanceada. Para esto se calcularon los iones metalicos, la
glucosa y los productos G6P?", Metal-ADP!" y H', al mismo nivel de teoria que los complejos
en solvente. Las posiciones de los fosforos a, B y v en la molécula de ATP se indican en la
Figura 4C.

AG = Y vG (productos) — Y. vG’ (reactivos) 4)
Reacciones generales de complejacion:

Metal®* + ATP*~ — Metal-ATP s
Metal?* + ATP*~ - Metal-ATPZ,

Metal®* + ATP*~ — Metal-ATPs,
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Reacciones generales de desplazamiento por mimetizacién quimica:
Mg®* + Metal-ATPj; — Metal®* + Mg-ATP;
Mg®* + Metal-ATP;, — Metal®* + Mg-ATPg,
Mg®* + Metal-ATPz, — Metal** + Mg-ATP73,
Reaccion general de transferencia de grupo fosforilo y:
Metal-ATPj5 + glucosa — G6P>~ + Metal-ADP™~ + H*
Metal-ATPg; + glucosa — G6P>~ + Metal-ADP*~ + H*
Metal-ATP/;, + glucosa — G6P?~ + Metal-ADP'~ + H*

Calculo de descriptores globales

Para analizar el efecto de cada ion sobre el complejo Metal-ATP, se calcularon el potencial
de ionizacion (I) y la afinidad electronica (A) por el método de diferencias finitas ®’. Este
método permite calcular el potencial de ionizacion y la afinidad electrénica de una molécula,
mediante la diferencia en energia entre la especie de N electrones (Ejqutr0), ¥ 1as especies
de N-1 (Ecqrisn) Y N+1 (Egnisn) electrones, respectivamente [Ecuaciones 5y 6] ¥, Notese
que los célculos de las especies idnicas (cation y anion) se realizan a partir de la estructura
optimizada del neutro, sin reoptimizar, dado que estamos calculando el I y la A verticales.

I = Ecation — Eneutro (5)
A = Eneutro — Eanion (6)

A partir del potencial de ionizacion y la afinidad electronica, se pueden calcular el resto de
las propiedades quimicas de nuestro interés: potencial quimico (p), electronegatividad (y),
dureza quimica (n), blandura quimica (S) e indice de electrofilicidad (w) [Ecuaciones 6-10]
87.90.106 E] indice de electrofilicidad de los complejos, esta relacionado con su capacidad de
actuar como posibles sustratos de la HK.

_+4)

p=-C2 ©®

= O
n=I1-4 @)

-1
5—,7 &)
wzg—n (10)
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Cdlculo de descriptores locales

Para analizar el efecto de los iones metalicos sobre el atomo de fosforo y (el que es transferido
durante la reaccion), se calcularon las cargas de los dtomos bajo el esquema de cargas de
Hirshfeld 1719, Posteriormente se calcularon las funciones Fukui condensadas ( fry f(J;)), la
blandura local nucleofilica (s(“;)), la blandura local electrofilica (s(;)), y el descriptor dual
(Af)) [Ecuaciones 11-15] *”!. Las funciones Fukui f~y f* permiten calcular —sobre un
atomo— la reactividad ante un ataque electrofilico o nucleofilico, respectivamente; el
descriptor dual Af nos permite analizar la reactividad que predomina en un sitio (atdmico)
en la molécula 87!, No obstante, las funciones Fukui no se pueden comparar entre 4tomos
similares de moléculas distintas, ya que la funcion integra siempre a 1 [Ecuacion 16], por lo
que los valores de Fukui locales dependen del tamafio de la molécula; es por tanto que se
suele utilizar la blandura global (S) [Ecuaciéon 9], como un factor de normalizacion que
permita comparar la reactividad entre diferentes moléculas. Al multiplicar la Fukui respectiva

por la blandura global, esta se reescala y se obtiene la blandura local [Ecuaciones 13 y 14]
87,106

foy=alN-1)—qN) (1)

foy=aN)— q(N+1) (12

Sty = fay * () (13)
Sy = firy * (5) (14
Moy =fiy = f (15)
[ foydr=1 (16)

4.2 Analisis multiple de secuencias

Para este analisis se utilizaron las dos isoformas de hexocinasas de S. cerevisiae (Ply PIl) y
las hexocinasas I (isoforma 1), II (isoforma 1), IIl y IV (isoforma 2) de H. sapiens [Tabla 1].
Se utilizaron ambas isoformas de S. cerevisiae, ya que los experimentos se realizaron con
una mezcla no caracterizada de ambas isoformas '7.

La isoforma 1 de HK I humana corresponde a la variante que se expresa de manera ubicua,
su extremo 5° incluye un exon uUnico de este transcrito que codifica para el extremo N-
terminal que contiene el dominio de unién a porinas (PBD) que media la asociacion con la
membrana mitocondrial [secuencia de referencia NP_000179.2]. La HK II es la forma
predominante en musculo esquelético, se localiza en la membrana externa de la mitocondria
y la expresion del gen que codifica para esta, es sensible a la insulina; la isoforma 1 de HK
IT estd conformada por la misma cantidad de residuos (917) que la isoforma 1 de HK I
[secuencia de referencia NP_000180.2]. Las isoformas de HK IV y su expresion especifica
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de tejido en el pancreas y el higado, son el resultado del uso de multiples promotores y
splicing alternativo del gen que codifica para esta proteina; la isoforma 2 de HK IV
corresponde a la principal isoforma expresada en el higado, su primer exon es especifico de
los transcritos hepaticos (variantes 2 y 3), pero carece de un segundo exén especifico del
higado presente en la variante 3; el dominio N-terminal de esta isoforma es distinto, pero el
resto de la proteina es idéntico a las isoformas 1 y 3 [secuencia de referencia NP_277042.1].

De las HK's I, II y III solamente se utilizaron los dominios C-terminal cataliticos (residuos
458-917, 451-917 y 460-923, respectivamente). En el caso de HK I y II, la funcion del
dominio N-terminal es proveer de estabilidad a la proteina y como anclaje a la membrana
mitocondrial externa 2437 La HK III es citosélica, no contiene el dominio de anclaje a
mitocondrias ** 4%,

Tabla 1. Tipos de hexocinasas utilizadas en el alineamiento multiple de secuencias.

Organismo Enzima Isoforma Secuencia de Referencia-NCBI
Saccharomyces cerevisiae HK PI 1 NP 116711.3
Saccharomyces cerevisiae HK PII 2 NP 011261.1
Homo sapiens HK I 1 NP _000179.2
Homo sapiens HK II 1 NP _000180.2
Homo sapiens HK III - NP _002106.2
Homo sapiens HK IV 2 NP _277042.1

Nota: HK = Hexocinasa. Cepa de S. cerevisiae: S288C.

Se generd un archivo en formato FASTA con las secuencias de interés y, posteriormente, se
llevd a cabo el alineamiento multiple de secuencias (MSA) con MUSCLE (Multiple
Sequence Comparison by Log-Expectation), mediante el gestor de trabajos de EMBL-EBI
(European Molecular Biology Laboratory-European Bioinformatics Institute) '°119. Se
utilizé el algoritmo MUSCLE ya que suele ser mas rapido y preciso que otros algoritmos de
MSA (e.g. ClustalW o T-Coffee) ''°.

Posteriormente se utilizé el software Jalview para contrastar las regiones conservadas entre
las hexocinasas "2,

4.3 Acoplamiento molecular de los complejos Metal-ATP? en HK de S. cerevisiae

Para llevar a cabo los andlisis por acoplamiento molecular (Docking en inglés), de la
molécula de ATP* y los complejos Metal-ATP?~, utilizamos la estructura cristalografica
3B8A de la HK Pl de S. cerevisiae con resolucion de 2.95 A 3. Utilizamos este cristal debido
a que se encuentra cocristalizado con glucosa, lo cual permite 1) validar los célculos de
acoplamiento molecular y 2) trabajar con la conformacion semicerrada de la enzima que une
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Mg-ATP?~. Utilizamos el visualizador de AutoDockTools, la funcién de puntuacién de
AutoDock4 y el algoritmo genético lamarckiano (LGA), con una poblacion inicial de 200 y
5x10° evaluaciones para ampliar el muestreo conformacional inicial y favorecer una
exploracion més exhaustiva del espacio de bisqueda ''*~!!°, Para los acoplamientos de region
especifica se utilizé una caja de acoplamiento (grid box) que abarca tanto el sitio de union de
glucosa como el sitio de union de ATP, las dimensiones especificas se indican en la Tabla
2. Para calcular los acoplamientos ciegos fue necesario incrementar el espaciado de la rejilla,
de tal manera que esta contuviera la proteina completa [Tabla 2].

Tabla 2. Dimensiones de las cajas de acoplamiento.

Tipo ‘?e Parametro Valores
Acoplamiento
Espaciado de la rejilla (A) 0.375
Numero de puntos (X*Y*Z) 90 puntos-x, 90 puntos-y, 96 puntos-z
De region
) Coordenadas del centro (A) 25.200, 9.250, 56.462
especifica
Coordenadas minimas (A) 8.325, -7.625, 38.462
Coordenadas maximas (A) 42.075, 26.125, 74.462
Espaciado de la rejilla (A) 0.650
Numero de puntos (X¢Y*Z) | 90 puntos-x, 120 puntos-y, 120 puntos-z
Ciego Coordenadas del centro (A) 25.220, 9.925, 53.462
Coordenadas minimas (A) -4,030, -29.075, 14.462
Coordenadas maximas (A) 54.470, 48.925, 92.462

Para los acoplamientos de region especifica y ciegos se calcularon 10 y 6 corridas
independientes, generando 150 y 250 conféormeros por corrida, respectivamente. Para la
validacion del método (acoplamiento de la glucosa), los resultados se reclasificaron en
clisteres de conférmeros con un umbral de 1.0 A RMSD (raiz de la desviaciéon cuadratica
media) [Ecuacién 17]. Para cada una de las moléculas, los resultados de los multiples
acoplamientos se reclasificaron en clusteres de conférmeros con un umbral de 2.5 A RMSD.
Solamente para el sustrato enddégeno de referencia (Mg-ATPfB_ ), la reclasificacion de los
clusteres se realizd con un total de 2,500 conféormeros, calculados a partir de 10 corridas
independientes de 100 conféormeros y otras 10 corridas independientes de 150 conférmeros.
En todos los casos se emplearon semillas aleatorias para la inicializacion del algoritmo.
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2
RMSD = \/%Z’i\’=1|r§‘4) -rP" an

En 17, N es el nimero total de atomos del ligando; i es el indice que etiqueta cada atomo de
laNn; rlgA)y rgB) son los vectores de coordenadas cartesianas (X, y, z) del &tomo i en las poses

2
Ay B, respectivamente; || denota el modulo del vector; y |r§A) - r§3)| corresponde al

cuadrado de la distancia entre el &tomo i en ambas poses.

Ya que AutoDockTools no es capaz de asignar cargas a &tomos metalicos que no sean iones
con carga formal, sobre el archivo de entrada ligando.pdbgt se afiadieron manualmente las
cargas sobre cada uno de los atomos, para esto se tomo en cuenta que AutoDockTools fusiona
los hidrogenos no polares sobre los atomos de carbono. El método para calcular estas cargas
fue por DFT, al mismo nivel de teoria que en los calculos previos y el esquema de cargas de
Hirshfeld [Seccion 4.1]. Adicionalmente, ya que el Pb no estd parametrizado para los
calculos con la funcion de puntaje de AutoDock4, en la informacion suplementaria 1 [IS 1]
se muestran los pardmetros utilizados y una breve descripcion sobre como se definieron.

Cdlculo de las interacciones intermoleculares

Los criterios para seleccionar los conformeros de menor energia fueron los siguientes: 1)
Pertenece a un cluster principal (i.e. de menor energia y poblacion alta), 2) el cluster persiste
en el acoplamiento ciego, y 3) la pose es congruente con lo descrito por cristalografia de
rayos X. De tal manera que se reduce la incertidumbre en torno a conférmeros
estructuralmente plausibles y consistentes con la evidencia cristalografica, frente a posibles
artefactos del software.

Para estas poses se analiz6 la energia de unidn (AE,,i4n), la energia intramolecular
(Einterna1), la eficiencia de ligando (LE) y la constante de inhibicion (K;) [Ecuaciones 18-
23].

La energia de unién es la contribucion de la energia intermolecular (Einer), la energia
intramolecular (Einternat) y 1a contribucion entropica por torsion (Gtorsional) [Ecuacion 18]. Einger
se define como la suma de las contribuciones de la energia de van der Waals, de interacciones
por enlace de hidrogeno, electrostaticas y de desolvatacion [Ecuacion 19] ''°. Einernal toma
en cuenta casi los mismos términos, pero entre la misma molécula y permite identificar
geometrias no plausibles [Ecuacion 20]. Giorsiona toma en cuenta el nimero de enlaces
rotables y lo multiplica por un valor empirico obtenido de informaciéon experimental ''°
[Ecuacion 21]. La eficiencia de ligando se calcula con base en la energia de unién por
nimero de atomos “pesados” (distintos de H) [Ecuacion 22]. La constante de inhibicion
corresponde a la ecuacion de Arrhenius [Ecuacion 23].
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AEuni(’m = Einter + Einternal + Gtorsional (18)

Einter = Eyaw + EH—bond + Eelectrostético + Edesolvatacic’m (19)
Einternal = EvdW + EH—bond + Eelectrostético (20)
Gtorsional =Ntors * 0.336 21
LE — AEunién (22)
Nua
_ AEynién
K, =e ~ &rr 23)

La clasificacion de las interacciones intermoleculares para el conférmero de menor energia
—de cada uno de los complejos Metal-ATP—, se calculd con el software de libre acceso
Discovery Studio; este programa permite discriminar entre una amplia variedad de tipos de
interacciones (e.g. enlaces de hidrégeno, apilamientos ©-1 o puentes salinos, entre otros), con
base en pardmetros geométricos predefinidos !!°.

4.4 Prediccion de sitios de union de Pb?*

Mediante el software MIB2 (Metal Ion Binding 2), se predijeron posibles sitios de union a
plomo en la conformacidn abierta y semicerrada de la enzima. La estructura cristalografica
11G8 (conformacion abierta) tiene una resolucion de 2.2 A y corresponde a la isoforma 2 de
HK de S. cerevisiae '®. La estructura cristalografica 3B8A —mencionada anteriormente—,
corresponde a la conformacioén semicerrada de la isoforma 1 .

MIB2 funciona comparando la estructura de una proteina respecto a la informacién
estructural contenida en el PDB de sitios de union a metales identificados
experimentalmente; estos sitios los perfila mediante una funcidén de puntuacion especifica
para cada tipo de ion metdlico que toma en cuenta informacion parametrizada sobre la

naturaleza quimica de los metales (e.g. geometrias de coordinacion) 17119,

Para analizar los sitios de union de plomo entre ambas conformaciones, se contrastaron los
perfiles calculados por MIB2.

4.5 Dinamicas Moleculares de ATP+, Mg-ATP*, Pb-ATP? y Pb**

Mediante la plataforma web CHARMM-GUI se generaron los archivos de entrada (input)
para realizar las simulaciones de dindmica molecular con el software GROMACS 2124 Esta
plataforma permite cargar archivos en formato PDB, a partir de los cuales se definen los
parametros del sistema (e.g. campos de fuerza, dimensiones de la caja, composicion de
solvente y soluto, entre otros) que seran empleados en las simulaciones '>>'*!. En la Tabla
3 se indican los parametros especificos utilizados.

Se realizaron simulaciones de cinco sistemas que podemos agrupar en dos subconjuntos: 1)
Apo, ATP, Mg-ATP, Pb-ATP, y 2) Pb**. El primer analisis se realizo sobre el sitio de unién
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de ATP; como se ha mencionado anteriormente, el complejo endégeno Mg-ATP? se une a
la conformacion semicerrada de la HK; este cambio conformacional es inducido por la unién
de la glucosa a la hendidura entre el dominio grande y pequefio de la enzima, de tal forma
que, para este analisis, nuestro sistema de referencia es HK + glucosa (Apo) y no la enzima
en conformacion abierta y en ausencia de sustrato. En el segundo andlisis nos enfocamos en
el sitio de unidon Pb-glucosa en la conformacion abierta de la enzima.

Tabla 3. Parametros de simulacion de dindmica molecular.

Categoria Parametro Apo | ATP Mg-ATP Pb-ATP ‘ PbZ+
Software GROMACS v5.0.7
Campo de fuerza — proteina AMBER ff19SB
Modelos y . Parametros de-CHARMMS36 para ATP
N Campo de fuerza — ligandos — ) A —
parametrizacion (toppar_all36_na_nad_ppi.str)
Campo de fuerza — glucosa GLYCAMOG6
Modelo de agua OPC
Tipo de caja Cubica
Dimensiones de caja (nm) 9.70°
Moléculas de agua 26,388 26,350 26,356 26,364 33,103
.r Mg 17 19 19 18 16
Construccién del &
sistema cr 15 15 15 15 18
Pb* 0 0 0 1 1
Neutralizacién Si
Concentracion ionica final 0.015M
Integrador leap-frog
Paso de integracion 1 fs (equilibracién) / 2 fs (produccion)
Restricciones LINCS
Pal“ametrf)’s de Tratamiento electrostatico PME
simulacion
Cutoff Coulomb (nm) 1.0
Cutoff vdW (nm) 1.0
Correccion energia/presion EnerPres
Termostato v-rescale
1T (ps) 1.0
Temperatura (K) 298.15
Control L . .
e e . Barostato Berendsen (equilibracion) Parrinello-Rahman (produccion)
termodinamico
Constante de acoplamiento 50
P (ps) )
Presion (bar) 1.0
Tipo acoplamiento Isotropico
Minimizacion <5000 pasos
Protocolo Equilibracién 10ns (NVT) 10ns (NVT) 10 ns (NPT) 10ns (NPT) 10 ns (NPT)
Produccion 200mns
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Para la proteina se utilizé el campo de fuerza AMBER {f19SB, debido a su parametrizacion
mejorada del esqueleto peptidico; para este campo de fuerza se recomienda utilizar el modelo
de agua OPC '2. Los parametros para el ATP se obtuvieron del campo de fuerza
CHARMM36 y fueron convertidos a formato GROMACS mediante el modulo Force Field
Converter de CHARMMGUI; estos pardmetros se desarrollaron para describir con precision
nucledtidos y grupos fosfato '*313 El paso de equilibracion de los sistemas Apo y ATP se
realizo sin bardstato; es decir, bajo un ensamble NVT. No obstante, las variables de energia
potencial, presion y densidad se mantuvieron equilibradas a lo largo del paso de produccion
(ensamble NPT), lo cual indica que no se introdujeron variaciones significativas [IS 2].

4.6 Disefio de un modelo finito del sitio de unién de Pb?* y glucosa

La construccion de un modelo finito implica el disefio de un subsistema representable de una
region de interés (e.g. una region funcional o un sitio catalitico) 788%%3136 Existen diferentes
aproximaciones para construir este tipo de modelos que —generalmente— implementan
técnicas de QM/MM para abordar la dimensionalidad de subsistemas de macromoléculas
78.89.95.136 'En nuestro caso, dado que el total de residuos que conforman la region de interés
no esta compuesto por demasiados atomos (< 250), optamos por abordar este subsistema
directamente por DFT.

Los modelos se construyeron con base en los principales aminoacidos que forman parte del
sitio de union a glucosa y del posible sitio de union a plomo identificado por el programa
MIB2 [Figura 14]. La condicion de cierre fue sustituir los carbonos alfa de los aminoacidos
en los extremos, por grupos metilo; de tal manera que se conserva la naturaleza quimica del
enlace peptidico adyacente a los aminoacidos de interés y no se modifica la hibridacion del
carbono alfa [Figura 15].
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Figura 14. Representacion de los modelos finitos del sitio de union Pb-glucosa. Las lineas
punteadas en color rojo indican los segmentos en donde fue truncada la secuencia de
aminoacidos. Los aminoécidos que forman parte del modelo estin conservados en ambas
isoformas de HK de S. cerevisiae. Imagen creada con PyMOL v3.1.5.1. https://pymol.org/
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Figura 15. Representacion de las condiciones de cierre del modelo finito. Modificada de
Steric limitations on the bond angles in a polypeptide de Alberts et al. ISBN: 978-0-8153-
4432-2.

El modelo con glucosa se extrajo directamente del cristal 3B8A (HK co-cristalizada con
glucosa); mientras que el modelo con plomo se extrajo a partir de los resultados de un ensayo
de dinamica molecular del cristal 11G8 [seccion 4.5]. El analisis por DFT del modelo se
realiz6 al mismo nivel de teoria que los calculos previos [seccion 4.1]

V. Resultados

5.1 Analisis mediante la teoria de funcionales de la densidad del ATP* y los complejos
Metal-ATP*

Optimizacion geométrica y cdlculo de frecuencias

Al momento de analizar la molécula de ATP* o los complejos Metal-ATP?, debemos
asegurarnos de que estemos describiéndolos correctamente. Ya que el ATP tiene una carga
de -4 a pH fisiologico '°>137, su multiplicidad puede ser de singlete, triplete o quintuplete;
para evitar la incertidumbre respecto al estado energéticamente mas estable, evaluamos la
molécula de ATP en estos tres estados de multiplicidad [Figura 16]. Los complejos Metal-
ATP? con Mg, Cay Pb fueron evaluados en estado de singlete y triplete, mientras que los
complejos con Mn se evaluaron en estado de doblete, cuadruplete, sextuplete y octuplete;
esto tltimo debido al nimero impar de electrones en los complejos Mn-ATP? [Figura 16].
Tanto el ATP como los complejos Metal-ATP fueron calculados con el modelo de solvente
implicito IEFPCM, debido a que son biomoléculas con carga que se encuentran en medio

acuoso; considerando, ademds, que la molécula de ATP* acttia como un hidrétropo biologico
138-140

En todos los casos —descartando los complejos de Mn por obviedad—, el estado de singlete
fue el mas estable, con una diferencia de 73.9 + 6.14 kcal/mol entre los estados de triplete y
la especie de minima energia. En el caso de los complejos Mn-ATP, el estado de sextuplete
es el mas estable con una diferencia de 43.59 + 7.14 kcal/mol respecto al estado de
cuadruplete. Por tanto, es posible que las demds especies no existan de forma estable en la
naturaleza.
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Respecto al modo de coordinacidén, hay una tendencia clara en el valor de la energia
electronica: tridentado < bidentado yp < bidentado Pa. Es decir, la especie tridentada es la
mas estable por 9.91 + 3.10 kcal/mol respecto al complejo coordinado en yp y 23.55 £ 5.46
kcal/mol respecto al complejo en PBa.
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Figura 16. AE respecto a la especie energéticamente mds estable. Se muestra la diferencia
en energia de cada molécula (ATP o complejo Metal-ATP), respecto a la especie de minima
energia, al nivel de teoria B3LYP [6-31+G (d, p) =C, H, O, N, P, Mg, Ca, Mn] y [LANL2DZ
= Pb], en solvente IEFPCM. En el grafico se indican los estados de multiplicidad (1° =
singlete, 2° = doblete, 3° = triplete, 4°= cuadruplete, 5° = quintuplete, 6° = sextuplete, 8° =
octuplete) y los modos de coordinacion de cada metal en los complejos Metal-ATP (yBa, v

o Ba).

Respecto a las estructuras optimizadas de minima energia [Figura 17], las distancias Metal-
O son en general consistentes con lo descrito en la literatura "% pero resalta que
practicamente todos los metales presentan una aparente coordinacion tridentada, aunque
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solamente estén coordinados con dos grupos fosfato (complejos v o fa), y que las distancias
Pb-O son =~ 0.2—0.3 A menos largos de lo esperado. Esto se atribuye a la simplicidad del
modelo, que no considera moléculas de agua explicitas que formen la esfera de coordinacion
completa, por lo que se favorece la interaccion con mas de un oxigeno por grupo fosfato (o
distancias Pb-O mas cortas). No obstante, seguiremos refiriéndonos a los complejos de
metales coordinados con los fosfatos Y o Ba como bidentados por simplicidad.

ATP
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Figura 17. Estructuras optimizadas. Las unidades de distancia de enlace son angstroms.
Nivel de teoria: B3LYP [6-31+G (d, p) = C, H, O, N, P, Mg, Ca, Mn] y [LANL2DZ = Pb],
en solvente IEFPCM. Imégenes creadas con PyMOL v3.1.5.1. https://pymol.org/

Energia de complejacion, de desplazamiento y de transferencia del fosforilo y

Las energias de formacion de los complejos, de desplazamiento por mimetizacion quimica y
de transferencia del grupo fosforilo, se calcularon para las especies de minima energia
previamente descritas.

Respecto al modo de coordinacion, la tendencia se mantiene: tridentado < bidentado yB <
bidentado Pa. Es decir, la formacion de la especie tridentada es termodindmicamente mas
favorable.

Por otro lado, los célculos indican que la formacion de complejos de Pb es
termodindmicamente mas favorable que la formacién de complejos de Mg, con una
diferencia de aproximadamente 36, 28 y 18 kcal/mol entre los complejos tridentados,
bidentados en yf y bidentados en Ba, respectivamente [Figura 18]. De hecho, entre la especie
menos exergdnica de Pb y la mas exergénica de Mg, hay una diferencia de 7.76 kcal/mol.

Los complejos menos exergonicos son los de Ca; mientras que los complejos de Mn,
dependiendo de su modo de coordinacion, presentan energias de formacion similares a otros
complejos de Mg: por ejemplo, la diferencia entre los complejos Mg-ATPJs y Mn-ATP g,
es de = 1.8 kcal/mol.

Energia de Complejacion

B Pb-ypa
gear| WPUYB
26.41 B Pb-Pa
a8 o Eﬁg:},ﬁa
Ll -s0.87 2P
61.03 -60.09 O Mn-yPa
BMn-yf
OMeg-pa
EMn-fa
@ Ca-yBa
ECa-yp
-140.00 @ Ca-pa
Complejo Metal-ATP

-20.00

-40.00

-60.00

-66.16
-80.00

A G (kcal/mol)

-100.00

-102.36

-120.00

Figura 18. AG de complejacion. Se muestra la energia de formacion de los complejos, en el
orden de aparicion que indica la leyenda.
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Por otro lado, los resultados indican que el Mg es capaz de desplazar al Mn y Ca en el
complejo, liberando aproximadamente entre 5-15 y 30-50 kcal/mol, respectivamente [Figura
19]. No obstante, en los complejos Pb-ATP ocurre lo contrario; es decir, el Pb es el i6n capaz
de desplazar al magnesio en el complejo, mediante un proceso exergonico de
aproximadamente 8-36 kcal/mol, dependiendo del modo de coordinacion [Figura 19]. Estos
resultados concuerdan con la funcion del magnesio como cofactor enddgeno para la
transferencia de grupos fosforilo y con uno de los mecanismos toxicologicos que se han

descrito sobre el plomo: el desplazamiento de metales endogenos por mimetizacion quimica
5,68

Energia de Dezplazamiento

60.00
36.20
40.00
28.06 B Pb-yPa
@ Pb-
= 2000 v
2 7.76 B Pb-fo
=
S 000 H | | | | | @ Mn-Ba
2 = @ Mn-yBa
g 471 607 |
-20.00 -15.30 DMH'YB
@ Ca-yPa
-40.00 -32.91 @ Ca-yp
-39.76
B Ca-fa
-49.75
-60.00
Complejo Metal-ATP

Figura 19. AG de desplazamiento. Se muestra la energia de desplazamiento por accion del
Mg sobre los complejos Metal-ATP, en el orden de aparicion que indica la leyenda.

Adicionalmente, calculamos la energia de la reaccion de transferencia del PO;_, [Figura
20]. La reaccion es un proceso endergonico que requiere 184.77 £ 9.36 kcal/mol; en donde
la tendencia respecto al modo de coordinacion es: bidentado PBa (172.91 + 3.81 kcal/mol) <
bidentado yB (186.66 + 2.52 kcal/mol) < tridentado (194.83 £ 1.72 kcal/mol) [Figura 20].
Esto refleja la estabilidad de los complejos Metal-ATP y es congruente con la energia
electronica y la energia de complejacion [Figuras 16 y 18].

La tendencia entre metales varia segin el modo de coordinacion. En Ba es Pb < Mg < Mn <
Ca; en yPB es Pb < Ca <Mn <Mg; y en los complejos tridentados es Ca < Mn < Mg < Pb. Lo
mas importante es que entre el sustrato endogeno y el ATP hay una diferencia de 5.53
kcal/mol; lo cual sugiere que el Mg coordinado en yf tiene efecto en 1) la orientacion de la
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cadena trifosfato, 2) en disminuir la energia de activacion o en ambos, ya que la transferencia
del grupo fosforilo del ATP es termodinamicamente mas estable. No obstante, comprobar
esto implicaria llevar a cabo céalculos mecanisticos por DFT para cada uno de los complejos
Metal-ATP.

Energia de transferencia de grupo fosforilo y

B Pb-fa
OMg-Ba

192.72 194.23 196.06 196.32
it — EMn-fo

o - e om 183.95 184.46 185.86 186.84
] ] [ B Ca-Pa
B Pb-yf
OATP

B Ca-yp
2 Mn-yf3
BMg-yB
E Ca-yBu
B Mg-ypa
2 Mn-yfa
H Pb-yBu

A G (kcal/mol)

Reaccion de Transferencia

Figura 20. AG de transferencia del grupo fosforilo y. Se muestra la energia de transferencia
del PO5_,, en el orden de aparicion que indica la leyenda.

Descriptores globales

El calculo de los descriptores globales se realizo para las especies de minima energia al nivel
de teoria de B3LYP [6-31+G (d, p) = C, H, O, N, P, Mg, Ca, Mn] y [LANL2DZ = Pb], en
modelo de solvente IEFPCM para considerar el efecto del medio acuoso en las especies
involucradas.

1 kcal/mol corresponde aproximadamente a 0.04 eV [Ecuacion 24]. Por tanto, establecimos
0.10 eV (= 2.3 kcal/mol) como criterio para considerar un cambio significativo entre los
descriptores.

)= 0.0433 eV (24)

1 Hartree

1 kcal/mol ( 1 Hartree > ( 27.2107 eV

627.503 keal/

Adicionalmente, nos enfocamos principalmente en aquellos complejos Metal-ATP con
valores iguales o mayores al sustrato endogeno Mg-ATPfB" ; ya que, incluso si a nivel
energético hay un cambio significativo entre complejos, sabemos que in vitro el ATP no
funge como sustrato (control negativo) y el Mg-ATP; si lo hace (control positivo) #66.65.144
De tal manera que, en el rango entre estas dos especies quimicas, la incertidumbre respecto

a la interpretacion mecanistica incrementa.
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En la Figura 21 se muestra el indice de electrofilicidad calculado a partir de los datos en la
Tabla 4 °°. En general, para el mismo modo de coordinacion, la tendencia en la
electrofilicidad global respecto a los metales es Pb > Mn > Mg > Ca. Excepto para los
complejos tridentados, en donde el complejo de Mg presenta el mayor indice de
electrofilicidad.

Respecto al modo de coordinacién, hay una tendencia aparente en la electrofilicidad global:
bidentado fa > bidentado yB > tridentado. Lo cual también es congruente con la tendencia
en la energia electronica y la energia de complejacion: las especies mas estables, son menos
reactivas. En ese sentido, los inicos complejos que no siguen esta tendencia son el Mg-

ATPfB_a, que es tan electrofilico como los complejos de Mg, Ca y Mn bidentados en yB; y el

Ca—ATPé(; , que junto al complejo tridentado de calcio, no incrementan la electrofilicidad

global de manera significativa (0.02 y 0.09 eV, respectivamente), en comparaciéon con el
ATP.

Indice de Electrofilicidad (w)
230 EPb-Po
= Mn-Pa
200 | 196 193 OMg-Ba
B L7 o BPb-yp
1320 149 148 148 146 145 14 - O Mg-yfa
T ] : 1.35 o Mn-y
BMg-yp
1.00 ECa-yp
= Pb-vpa
= Mn-yPa
E Ca-yPu
ECa-Pa

0.00 OATP
Molécula

E (eV)

Figura 21. Indice de electrofilicidad global. Se muestra el indice de electrofilicidad de las
moléculas, en el orden de aparicion indicado en la leyenda.
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Tabla 4. Cdlculo de propiedades quimicas.

Molécula Potencial de Afinidad Potencial | Electronegatividad Dureza Blandura
Tonizacién (I) | electronica (A) [quimico (jv) o) quimica (n) [ quimica (S)

ATP* 5.57 1.25 -3.41 341 4.31 0.232
Mg-ATPYB 6.42 1.34 -3.88 3.88 5.08 0.197
Mg-ATPPa 5.81 1.79 -3.80 3.80 4.02 0.249
Mg-ATPyfa 6.21 1.42 -3.82 3.82 4.78 0.209
Ca-ATPyp 6.37 134 -3.85 3.85 5.03 0.199
Ca-ATPBu 560 128 -3.44 344 4.32 0.232
Ca-ATPyfa 6.15 1.32 -3.73 3.73 4.83 0.207
Pb-ATPYB 6.31 1.70 -4.01 4.01 4.60 0.217
Pb-ATPBa 5.96 1.96 -3.96 3.96 4.00 0.250
Pb-ATPypa 6.40 1.32 -3.86 3.86 5.08 0.197
Mn-ATPYB 6.15 1.38 -3.77 3.77 4.77 0.21
Mn-ATPBa 5.62 1.93 -3.77 3.77 3.70 0.271
Mn-ATPyfa 6.04 1.35 -3.70 3.70 4.69 0.213

Nota: Energias en unidades de eV para todos los descriptores, excepto la blandura quimica
(eV). Nivel de teoria B3LYP [6-31+G (d, p) = C, H, O, N, P, Mg, Ca, Mn] y [LANL2DZ =
Pb], modelo de solvente IEFPCM.

La informacion de los demds descriptores esta contenida, por definicion, en el indice de
electrofilicidad [Ecuacion 10]; no obstante, en la Figura 22 se muestran las tendencias
generales de los descriptores quimicos calculados.

Respecto al potencial de ionizacion, que es la energia minima necesaria para abstraer un
electron del sistema, el complejo endogeno Mg-ATPfB_ presenta el valor mas alto (6.42 eV)
entre las moléculas estudiadas, con una diferencia de 0.85 eV respecto al ATP. Los complejos
que no muestran un incremento mayor a 0.1 eV son el complejo tridentado de calcio y el
complejo Ca-ATPZ, .

En contraste, la afinidad electronica es la energia minima necesaria para afiadir un electron
al sistema. El complejo que presenta el valor numérico mas alto de afinidad electronica es el
Pb-ATPZ, (1.96 eV), con una diferencia de 0.71 eV respecto al ATP. Los otros complejos
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que muestran un incremento mayor a 0.1 eV son los tres complejos de Mn, los complejos

bidentados de Pb, Mg-ATP3; y Mg-ATP5,

El potencial quimico en DFT mide la tendencia de escape de una nube electronica; para un
atomo o molécula en el estado fundamental, este es constante a través de todo el espacio y es
igual al negativo de la electronegatividad, de tal manera que el concepto de potencial quimico
es el negativo del concepto de electronegatividad *’. Entre las moléculas estudiadas,
solamente los complejos bidentados de Pb presentan un valor de electronegatividad mayor
que el sustrato enddgeno Mg-ATPfB_ . El complejo tridentado de plomo, en particular,

presenta esencialmente la misma electronegatividad que el complejo Mg—ATPfg , con una
diferencia de 0.02 eV (= 1/2 kcal/mol).

Finalmente, la dureza quimica (el inverso de la blandura quimica) es la resistencia del
potencial quimico al cambio en el niimero de electrones **, y da una medida de la estabilidad
de esa especie quimica. En este caso, cabe resaltar que los complejos bidentados Ba de Mg,
Pb y Mn son menos duros que la molécula de ATP (4.31 eV). Los complejos méas duros (5.08
eV) son el sustrato endogeno Mg-ATPfB_ y el complejo tridentado de plomo. El complejo Ca-

ATPJ; tiene una dureza muy similar (5.03 eV).
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Figura 22. Principales descriptores quimicos. Se muestran el potencial de ionizacion (1), la
afinidad electronica (A), la electronegatividad (X) y la dureza quimica (1) de las moléculas,
en el orden de aparicion indicado en la leyenda.

Descriptores locales

En general, los cuatro metales y los tres modos de coordinacion incrementan la
electrofilicidad global del ATP de manera significativa. Por tanto, para estudiar con mayor
precision esta reactividad, analizamos los cambios en la reactividad del ATP a nivel local.

Para analizar el efecto de los metales y los modos de coordinacion en la electrofilicidad del
fosforo vy, calculamos —bajo el esquema de cargas de Hirshfeld— la blandura local
nucleofilica sobre este atomo [Figura 23] 8793106,

Respecto al modo de coordinacion, no hay una tendencia clara. Respecto a los metales, en
los complejos bidentados ypB observamos lo siguiente: Pb > Ca > Mn >> Mg. En los
bidentados Ba: Pb > Mg > Mn >> Ca. Y en los tridentados: Mg > Pb = Ca > Mn. Es decir,
cada metal y modo de coordinacion estd cambiando en una magnitud distinta la
electrofilicidad sobre el fosforo gamma.

Lo mas importante es notar que el fosforo y menos electrofilico es el del sustrato endogeno
Mg—ATPfB" (el siguiente valor en el grafico es negativo, lo cual indica que el fosforo y no es
electrofilico en el complejo Ca-ATPBZOf ). Esto implica que la principal funcion del Mg no es

incrementar la electrofilicidad del atomo de fosforo que sufrira el ataque nucleofilico.

Blandura local nucleofilica sobre Py
0.01200

mPb-yB
0.01000 | 0.00935 BCa-yp
EPb-fo
0.00800 0.00747 OMg-yPa
EMn-yp
OMg-Pa
0.00400 BMn-fu
0.00217 OATP

0.00184
0.00200 0001484 00118 4 90090 BPb-vfa

|_| 0.00018 0.00012 0.00012 (.00004 0.00003 5]
0.00000 O = Caribo

= - r OMn-yfo

-0.00200 -0.00148 OMg-yf
BECa-Po

0.00600

E (eV)

-0.00400

Molécula

Figura 23. Blandura local nucleofilica sobre el atomo de fosforo y. Se muestra la blandura
local nucleofilica de las moléculas, en el orden de aparicion indicado la leyenda.

En estudios previos, se ha sugerido que una de las principales funciones del Mg es estabilizar
la cadena trifosfato 9214147 Para analizar el efecto de los metales y los modos de
coordinacion en la estabilizacion de la cadena trifosfato, calculamos el descriptor dual Af [IS
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3] °!. En general, 1) en la ribosa no predomina el caracter electrofilico ni nucleofilico; 2) en
la region de la adenina predomina el caracter electrofilico en los complejos tridentados (a
excepcion del complejo de Pb) y los complejos bidentados en yf de Ca y Mn; en los
bidentados en Pa (a excepcion del complejo de Ca) no predomina ninguno de los dos, y su
caracter es principalmente nucleofilico en el complejo Pb-ATPfB_ ; finalmente, en el complejo
Mg-ATPfB_ la reactividad varia entre los atomos que conforman la adenina. 3) Respecto a la
cadena trifosfato, en la mayoria de las moléculas el grupo fosforilo PO3_,, tiene un caracter

muy nucleofilico, las nicas excepciones son: Mg-ATPs’, Pb-ATP; y Pb-ATP g, [IS 3].

Para analizar a detalle el caracter nucleofilico y electrofilico de la cadena trifosfato en cada
complejo [Tabla 5], calculamos el porcentaje que corresponde a la distribucion total de la
reactividad de la siguiente manera:

Ya que la suma de los valores del descriptor dual sobre todos los atomos es aproximadamente
0 [Ecuacién 25], para analizar el carécter electrofilico [4f(;) positivo] o nucleofilico [4f,
negativo] de los metales y los grupos P05, calculamos la fraccion del descriptor dual respecto
a la suma total de sus valores positivos o negativos, respectivamente.

Ay = iy — fio)

Condicién de normalizacién: | fqydr =1

Los complejos bidentados en Ba de Mg, Pb y Mn se caracterizan por atomos metalicos muy
electrofilicos (= 93, 86 y 91 %, respectivamente) adyacentes a un PO3_, muy nucleofilico (=
96, 76, 97 %); en el otro complejo Pa, entre el PO3_, y el Ca suman el = 98 % del caracter
nucleofilico en la molécula, lo cual esclarece que este sea el unico complejo Metal-ATP que
no increment6 significativamente el indice de electrofilicidad global, ni tenga un P,

electrofilico [Figuras 21 y 23], pues este comportamiento no se observa en esa magnitud en
ningln otro complejo.

Los complejos tridentados de Mg, Ca 'y Mn se caracterizan por un PO;_, muy electrofilico
(=91, 83 y 66 %) y un PO3_g electrofilico (= 7, 7'y 12 %). El caracter nucleofilico de los
metales sigue esta tendencia: Mg < Ca < Mn (medido de manera independiente respecto al
caracter nucleofilico total de cada complejo). El complejo de Pb no sigue esta tendencia, por
el contrario, el caracter nucleofilico o electrofilico en los grupos fosforilo y el metal es
practicamente nulo.

Los complejos bidentados en yB de Ca y Mn tienen un PO;_, bastante nucleofilico (= 29 y
66 %) adyacente a un &tomo metalico también nucleofilico (= 63 y 44 %). No obstante, en el
complejo de Pb ocurre lo contrario: tiene un PO5_,, electrofilico (= 12 %) y un dtomo metalico
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muy electrofilico (= 82 %). En el sustrato endogeno Mg-ATPYZB_ , practicamente todo el

caracter nucleofilico o electrofilico esta localizado en la region de la adenina; es decir, el Mg
bidentado en yP efectivamente estabiliza la cadena trifosfato. Finalmente, el complejo
tridentado de Pb es el mas parecido al sustrato endogeno en términos de la distribucion de la
reactividad en la cadena trifosfato y el metal.
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Tabla 5. Distribucion de la reactividad sobre la cadena trifosfato. Definimos la reactividad
como la fraccion del descriptor dual respecto a la suma total de sus valores positivos o

negativos.

Molécula Region Carﬁcter(ﬂ;:ctrofilico _
PO;-y — 87.48
ATP PO3-p — 6.80
P03« — 1.34
Metal 0.02
. P03y — 0.01
Mg-ATPZ; 0, 5 B o
POs—q — 0.41
Metal — 0.77
P03y — 91. 02
Me APy POs—g — 741
P03« — 0.57
Metal 93.17 —
i PO3-y — 95.64
- POs g 118 —
POz« 4.06 —
Metal 81.73 —
: PO;-y 11.77 —
Pb-ATP; P05 5 . B
P03« 0.72 —
Metal 0.19
: PO3-y — 0.03
Pb-ATPZ, PO, 5 oot B
p03—u 016 -
Metal 85.80
: PO3_y — 75.97
Pb-ATPZ; PO, 4 o B
POz« 5.26 —
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Metal — 62.97

, P05y — 29.24
Ca-ATPZ; PO, g e B
PO;_q 0.16 _

Metal — 4.93

. PO;_y — 82.63
Ca—ATPZ, 0, 5 B o
PO3—q — 1.80

Metal — 21.02

, PO5-y — 76.54
Ca—ATPZ; P05 4 o5 B
PO3—q 411 —

Metal — 43.77

: PO;-y — 39.00
Mn-ATPZ; PO, g B .
P03« 4.13 —

Metal — 17.85

: PO5-y — 65.60
VA POs g — 11.56
P03« — 477

Metal 91.01 —

: P03y — 97.05
M | po, 0.90 —
PO;-q 5.94 —

Nota: Los porcentajes de caracter electrofilico y nucleofilico no deben compararse como
magnitudes absolutas entre sistemas distintos, ya que representan la distribucion relativa de
la reactividad dentro de cada molécula.

Una de las caracteristicas cruciales para que ocurra un ataque nucleofilico Sn2, es que los
grupos unidos al 4tomo en donde ocurre el ataque no generen impedimento estérico 8. Un
ejemplo basico de esto es el cambio en la velocidad de reaccion de distintos bromuros de
alquilo para formar yoduros de alquilo [Tabla 6] ',

acetona
RBr+ Lil —— RI + LiBr
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Tabla 6. Efecto del impedimento estérico en la reactividad de bromuros de alquilo en una
reaccion por el mecanismo Sn2.

Bromuro de alquilo Estructura Clase Velocidad Relativa*
Bromuro de metilo CH3Br Primario No 221,000
sustituido
Bromuro de etilo CH3;CH,Br Primario 1,350
Bromuro de isopropilo (CH3),CHBr Secundario 1
Bromuro de ter-butilo (CH3)3CBr Terciario Demasiado pequefia para medirse

*Relacion de la constante de velocidad de segundo orden K para el bromuro de alquilo respecto al bromuro de
isopropilo a 25°C

Nota: Modificada de Reactividad de algunos bromuros de alquilo hacia la sustitucion por el
mecanismo Sy2, de F. Carey, ISBN 970-10-5610-8.

En nuestro caso, no analizamos el posible efecto estérico (relacionado con el tamafio de los
sustituyentes) de los oxigenos respecto al fosforo para que ocurra el ataque por un mecanismo
SN2, sino una propiedad de estructura electronica que refleja la obstruccion de los
sustituyentes en términos de distribucion de carga, la nucleofilicidad local sobre PO5_,. Para

esto, calculamos la blandura local electrofilica sobre PO5_,, [Ecuacion 14].

Demostrando asi, que el principal efecto que tiene el Mg sobre el sustrato endogeno Mg-

ATPfB" , €s disminuir la nucleofilicidad en PO3_, para que ocurra el ataque [Figura 24]. Los
otros dos complejos que tienen un efecto anadlogo —o similar— son los complejos Pb—ATPfB_

2—
y Pb-ATPZ,.
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Figura 24. Blandura local electrofilica sobre el grupo fosforilo gamma del ATP y complejos
Metal-ATP. A-B) Esquemas representativos del ataque nucleofilico por el grupo hidroxilo de
la glucosa y el impedimento ocasionado por la distribucion electronica en los oxigenos y el
fosforo. Se muestra la blandura local electrofilica de las moléculas, en el orden de aparicion
indicado en la leyenda. ATP en color amarillo, Mg-ATP en colores verdosos, Pb-ATP-en
colores rojizos, Ca-ATP en colores azulados, Mn-ATP en colores rosados/morados. A-B)
Esquemas generados con ChemDraw Ultra v12.0.2.
https://revvitysignals.com/products/research/chemdraw.

5.2 Analisis del estado de conservacion entre HK's de S. cerevisiae y H. sapiens

Los aminoacidos suelen clasificarse en cinco grupos con base en las propiedades
fisicoquimicas de su cadena lateral: no-polares alifaticos, aromaticos, polares sin carga,
cargados positivamente y cargados negativamente '*°. En nuestro analisis, utilizamos el
codigo de color tipo Zappo para definir sustituciones conservativas [Figura 25] !'2. Este
codigo de color define dos subgrupos dentro de los no-polares alifaticos y los polares sin
carga: 1) se diferencia a la glicina y la prolina del resto, debido a que estos residuos suelen
encontrarse en regiones que permiten cambios bruscos en la orientacion entre estructuras
secundarias (e,g, giros P o loops flexibles) “>1°; 2) se distingue a la cisteina del resto, debido
a que puede formar enlaces disulfuro que, en algunas proteinas, estan intimamente

relacionados con su funcion 1152,
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Figura 25. Clasificacion general y tipo Zappo de aminodacidos. El color de los recuadros
alrededor de las estructuras, corresponden al color indicado en la tabla del lado derecho.
Modificada de The 20 amino acids commonly found in proteins, de Nelson & Cox, ISBN:
978-1429293129

El primer alineamiento multiple de secuencias se realizo entre ambas isoformas de HK de S.
cerevisiae [Figura 26] [Tabla 7]; para las cuales también mapeamos las estructuras
secundarias de ambas isoformas sobre su estructura primaria (IS 4).

En este analisis nos enfocamos en comparar las regiones funcionales de la hexocinasa. El
sitio de union de glucosa, L1 y L4 estan completamente conservados; mientras que, en el
sitio de union de ATP, el canal hidrofébico de transporte de protones y L3 hay una sustitucion
conservativa (K423R, M1391, Y159F, respectivamente). La tinica regién con sustituciones
no conservativas es L2, que forma parte de una hélice 310 [IS 4].
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Figura 26. MSA tipo MUSCLE de las isoformas 1y Il de S. cerevisiae. HK 1 = isoforma PI.
HK 2 = isoforma PII. Canal = canal hidrofobico de transporte de protones. L1-L4 = loops 1-
4, implicados en el cierre/apertura de la enzima. Glc = sitio de union de glucosa. Adenosine
= residuos del sitio de uniéon de ATP que interaccionan con la region de adenosina. P =
residuos del siti6 de unién de ATP que interaccionan con la cadena trifosfato. LD = dominio
grande. SD = dominio pequeio.

Tabla 7. Estado de conservacion de las regiones funcionales entre las isoformas Iy Il de HK
de S. cerevisiae.

Region Tot.a | de Residuos Conservados Sustltucw.n s | No Conservados Porcentaje.c'le
Residuos Conservativas Conservacion
., 7[S158,Q172,R173, D211, o
Union a Glucosa 7 N237, E269, E302] 0 0 100%
9 [T234,D343,T344, 5345,
Union a ATP 10 Y346, P347,S419,N422, 1[K423R] 0 100%
Y424]
11 [I85, L87, L127,1131,L135,
Canal Hidrofébico 12 L153,F155,F157,F178,L192, 1 [M1391] 0 100%
1196]
6 [L87, G88, G89, T90, N91, )
Loop 1 6 192] 0 0 100%
5[HI116D,
Loop 2 10 S [P, M’lrllSZ,lf]lll9, T120, 0 DI117A,K122Q, 50%
HI23N, Q124P]
5[S158,P160, Al61,S162, Y
Loop 3 6 163] 1[Y159F] 0 100%
5[W174,T175,K176, G177, o
Loop 4 5 F178] 0 0 100%
Proteina Completa | 485/486 374 41 71 85.39%
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Posteriormente analizamos el estado de conservacion entre ambas isoformas de S. cerevisiae
y las cuatro hexocinasas humanas [Figura 27]. En este caso, nos enfocamos en los sitios de
unidn de glucosa y ATP [Tabla 8]. Entre las distintas HK's, las principales diferencias se
encuentran en los residuos que interactiian con la region de adenosina, mientras que el sitio
de union a glucosa se encuentra bastante mas conservado (50 y 71.4 %, respectivamente). En
R173 hay una sustitucion conservativa por arginina en la HK II humana, mientras que en el
resto de las secuencias de H. sapiens en esta posicion, hay residuos polares no cargados como
asparagina o treonina, lo cual corresponde a una sustitucion conservativa respecto a Q172 en
S. cerevisiae. En las hexocinasas humanas, los aminoacidos adyacentes respecto al extremo
N-terminal son tres residuos alifaticos no polares (Ile, Leu y Leu o Ile), mientras que en S.
cerevisiae son dos (1170, L171), lo cual resulta en un desplazamiento de los aminoacidos
polares (N, T, K) en las enzimas humanas; es decir, en H. sapiens un solo aminoécido polar
en esta region es suficiente para fijar a la glucosa en el sitio de unién. En todo caso, la
secuencia W174-T175-K176-G177-F178, adyacente hacia el extremo C-terminal, se
encuentra completamente conservada, y esta corresponde a L4 (WTKG) y a uno de los
residuos que forman parte de la entrada al canal hidrofobico de protones (F) en S. cerevisiae.

Sobre los residuos no conservados que unen la region de adenosina: S345 esté sustituido en
hexocinasas humanas por lisinas (o por arginina, en el caso de HK IV), mientras que P347
es reemplazado por residuos no polares alifaticos como Val o Leu que, en todo caso, son
similares a A348 en S. cerevisiae. En ese sentido, un residuo tipo prolina en esa posicion es
prescindible en las HK’s humanas. Los residuos 422-424 (NKY), estan sustituidos por
exactamente la misma secuencia, KLH, en las cuatro HK s humanas.
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Figura 27. MSA tipo MUSCLE de hexocinasas de S. cerevisiae y H. sapiens. P1 = Isoforma
I de S. cerevisiae. PII = isoforma II de S. cerevisiae. Glc = sitio de union de glucosa.
Adenosine = residuos del sitio de uniéon de ATP que interaccionan con la regioén de adenosina.
P = residuos del sitio de union de ATP que interaccionan con la cadena trifosfato. Las
etiquetas en color negro y letras color blanco corresponden a residuos completamente
conservados entre las seis secuencias.

Tabla 8. Estado de conservacion entre hexocinasas de S. cerevisiae y H. sapiens.

Region Tm?l de Residuos Conservados E‘:ustltucm.n es No Conservados P‘orcentaje‘tl.le
Residuos Conservativas Conservacion
Unién a Glucosa 7 5 [S138, D211, N237, E269, 2[R173,Q172] 71.4%
E302]
Union a ATP 10 2 [T234, T344] 3 [D343E, Y347F, | 5[S345, P347, N422, 50.0%

S419T] K423,Y424]

Nota: Consideramos sustitucion conservativa si los residuos pertenecen al mismo grupo,
estan presentes en ambas HK de S. cerevisiae y en, por lo menos, dos HK's humanas.

5.3 Analisis de las interacciones intermoleculares entre los complejos Metal-ATP* y la
HK PI de S. cerevisiae

Para validar nuestro estudio, se realizé el acoplamiento de tipo ciego y de region especifica
de la glucosa co-cristalizada. En las [Figura 28 y 29] se muestra la reclasificacion de
clisteres de conféormeros con un umbral de 1.0 y 1.5 A en la RMSD, del acoplamiento de
region especifica y ciego de la glucosa. A partir de los resultados de region especifica, se
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realizaron acoplamientos con los mismos parametros para calcular un total de 500 poses, a
partir de 5 semillas aleatorias distintas, para cada complejo de Mg. En estos resultados
previos, los residuos del sitio de uniéon a ATP [Tabla 7] que no tendian a dirigir el
acoplamiento fueron Y346 y N422. Debido a que existe un nimero maximo de enlaces
rotables permitidos por el software, estos residuos se mantuvieron rigidos cuando se llevaron
a cabo los calculos de tipo flexible y de region especifica.
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Figura 28. Acoplamiento de region especifica de la glucosa.
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En la Tabla 9 se muestran los resultados de las poses representativas (de menor energia) de
los clusteres seleccionados. Estos clusteres se seleccionaron a partir de tres criterios: 1) son
clusteres principales (de menor energia y poblacion alta de conformeros), 2) las poses son
congruentes con lo descrito por cristalografia de rayos X, y 3) el claster persiste en
acoplamiento de tipo ciego.

Las diferencias en la energia de union, la energia intramolecular y la eficiencia de ligando
entre los complejos Metal-ATP*, se encuentran dentro del margen de error del método (1-2
kcal/mol) !''*!4; por tanto, no es posible afirmar que el tipo de metal o el modo de
coordinacion tengan un efecto significativo en el acoplamiento de los complejos al sitio de
union.

Por otro lado, aunque las constantes de inhibicion indican que los complejos bidentados de
Mg y los complejos Pb-ATPBZ(; y Mn-ATPfB_ , presentan valores de K; menores que la
molécula de ATP*, esta constante es calculada a partir de la ecuacion de Arrhenius
[Ecuacion 23], en donde pequenas diferencias en la AE;,,,;4, €scalan de manera exponencial.
Es decir, aunque la constante de inhibicion permite identificar tendencias en el acoplamiento
entre distintos ligandos, en este caso dichas diferencias aparentes provienen de variaciones
energéticas en el orden de 1-2 kcal/mol entre los complejos Metal-ATP?".

Tabla 9. Acoplamiento flexible-especifico del ATP y complejos Metal-ATP.

Molécula Energia de union | Energia intramolecular | Eficiencia de ligando | Constante de inhibicion
(kcal/mol) (kcal/meol) (kcal/mol) (pM)
ATP -13.43 0.59 -0.43 143.65
Mg—ATP{fI; -13.68 -0.91 -0.43 944
Mg-ATPZO? -13.66 -1.58 -0.43 973
Mg-ATPfB_a -12.92 -2.2 -0.40 337
Pb—ATPfg -13.04 -12 -0.41 278.32
Pb-ATPf[;a -13.13 -2.00 -0.41 236.46
Pb-ATPBZ‘; -13.57 -3.43 -0.42 112.33
Ca-ATPéB_ -12.78 -1.35 -0.40 423.05
Ca-ATPZC; -13.0 -2.63 -0.41 295.79
Ca-ATPfB_a -12.07 -1.97 -0.38 1,420
MIl-ATPfg -13.67 -1.5 -0.43 95.28
Mn-ATPBZ‘; -12.1 -2.55 -0.38 1,360
MIl-ATPfB_a -12.84 -2.2 -0.40 385.16

Nota: En color verde amarillento se resaltan los cuatro complejos Metal-ATP con una
constante de inhibicion K; menor a la molécula de ATP.
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No obstante, se analizaron los tipos de interacciones que establecen estas poses de menor
energia [Tabla 10]. En la [IS 5] se muestran los diagramas 2D generados por Discovery
Studio.

En todos los complejos, alrededor de K423 se une la cadena trifosfato, estableciendo
interacciones electrostaticas con los oxigenos de los grupos fosfato; en algunos casos, K423
establece interacciones de tipo puente salino cuando se encuentra a distancias mas cortas
entre los grupos funcionales interactuantes; e incluso se determinaron interacciones tipo Pi-
cation (entre K423 y la adenina) en algunas poses. Las interacciones desfavorables (+)(+)
con K423 estan sobreestimadas porque Discovery Studio asigna cargas formales a los
metales; la interaccion desfavorable (-)(-) ocurre entre los oxigenos no coordinados del
fosforilo y y la cadena lateral de D343 en el complejo Mn—ATPfg . Los apilamientos amida-

Pi se establecen entre la cadena principal de T344 y la adenina.

Respecto a los enlaces de hidrogeno con carbono y utilizando como referencia la [IS 6], en
la mayoria de las moléculas los residuos actian como aceptores del enlace de hidrogeno: en
el ATP, Pb-ATPj;, Pb-ATP;; y D343—Mg-ATPg; el donador débil es C8, en Ser419—

Mg—ATPé(; es C2, y en Ca-ATPZ; es N3. En el Pb—ATPfga un oxigeno del fosfato o actua
como aceptor del enlace, mientras que en el Mn-ATPfB_a el aceptor es el oxigeno endociclico

de la ribosa.

En general, los complejos establecen interacciones de van der Waals con 6-10 residuos
diferentes. En el ATP la S345 establece una interaccion tipo pi-par solitario, mientras que en
el complejo tridentado de plomo la interaccion es tipo m-HBD. A348 o V420 establecen
interacciones m-alquil en todos los complejos. Las interacciones tipo m-G se establecen
principalmente entre residuos de serina (319/345), T344 e incluso K423 en el caso de algunos
complejos (Mn-yp y Ca-yBa). Los residuos donadores de enlace de hidrogeno son T234,
T344, S345, S419 y G418; las treoninas interactiian con la ribosa, mientras que las serinas
interactiian principalmente con la cadena trifosfato y, en el caso de algunas poses, con la
adenina. Los residuos aceptores de enlace de hidrogeno son G307, D343, K423; los cuales
interactian con los grupos hidroxilo de la ribosa o con el NHz del C6 [IS 6].

77



Tabla 10. Tipos de interacciones y residuos.

Molécula

Ti

po de Interacciones y Residuos

Van der Waals

Enlace de
Hidrégeno con
Carbono

Enlace de
Hidrogeno

Convencional

5410, N422,
K423, Y424,
D343, §345, R349

T34

Mg-ATPY;

T234, G307,
D343, T344,
§343, R340,
K423 V424

o
Pb-ATP g

T00, D417, T344,
S343, 5419,
NA22, Y424,
K423 P425

5419

o
Ca-ATPz

TO0, T234. G307,
D343, §345,
S419. Y424 P425

a_
Mn-ATP g

T234, D343, T344
§343, R340,
D332, 5419,

V420, Y424, P425

Meg-ATPF,

T90, T234. Y308,
D343, §345,
5419, K423,
Y424, P425

5419, D343

Pb-ATRg,

T234, 8343, 8419,
K423, Y424, P423

D343

Ca-ATPZ,

T234, G307,
D343, 8345,
V420, Y424, P425

T34

Mn-ATPF,

T90, T234, S343,
T344, 5419,
K423, Y424, P425

Mg-ATP;,

T234, Y308,
5343, R340,
5419, V420

e
Pb-ATPZ,

TO0, T234, G307,
D343, T34,
§343, R349,
5419, V420,
N422, K423,
Y424, PA25

5419

-
Ca-ATPY,

T90, T234, 5343,
5419, V420,
Y424, P423

2_
Mn-ATRZ,

T234, D343,
T344, 8343, 8419,
Y424, PA25

s5419
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Pi-Par
Solitario o
Pi-HBD

Pi-Alquil

8345

A348

A348, V420

A34E, V420

A348, V420

A348

A48 V420

AJ48, V420

A348

AJ48, V420

AZ48

8345

A48

A348

A348 V20

Pi-Sigma




Tipo de Interacciones y Residuos
Molécula Apilamiento PiCation Electrostitica Puente Desfavorable | Desfavorable
Amida-Pi Afractiva Salino HBD-HBD (M) 0 ()
ATP K423
Mg-ATP; K423 K423
Pb-ATE K423 K423
Ca-ATP; T34 K423 K423 K423
Mn-ATP; T34 K423
Mg-ATPZ K423 K423
Pb-ATPZ, T34 K423 K423 K423
Ca-ATRZ; T344 K423 K423
Mn-ATBg K423 K423
MeATR, [P = = e |
Pb-ATP.fér T344 K423 K423
Ca-ATP7, K423 K423

Nota: Para simplificar la tabla, en dos columnas se agruparon tipos distintos de interacciones:
1) las interacciones tipo Pi-par libre y Pi-HBD; 2) las interacciones desfavorables positiva-
positiva [(+)(+)] y negativa-negativa [(-)(-)]. Se utilizo el mismo cddigo de color que en [IS
5].

5.4 Prediccion de posibles sitios de union de Pb

En los ensayos in vitro, la inactivacion de la HK de S. cerevisiae requiere una preincubacion
sin glucosa !”. Esto implica que los posibles sitios de unién de Pb?* que tienen efecto en la
actividad relativa de la enzima, deben encontrarse en la conformacion abierta (sin glucosa) y
no en la conformacion semicerrada (con glucosa). Para identificar estos sitios, calculamos el
potencial de unién de Pb?* en ambas conformaciones y después se contrastan estos perfiles
[Figura 30]. En la Figura 30, el eje X corresponde al nimero de residuo en la secuencia de
la proteina y el eje Y es el puntaje calculado por MIB2 respecto a sitios de plomo
identificados experimentalmente en estructuras cristalograficas. En circulos u 6valos color
rojo, se indican los aminoacidos que presentan una disminucion significativa en el puntaje;
estos corresponden a los aminoacidos en la leyenda inferior.
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Figura 30. Potencial de union de Pb entre la conformacion abierta y semicerrada de HK de
S. cerevisiae.

A partir de esta informacion, se seleccionaron los sitios de unién de Pb que estan principal o
completamente conformados por estos aminoacidos en la conformacion abierta de la enzima
[Tabla 11]. Los principales sitios seleccionados son el 8, 12 y 16, que renumeramos por
simplicidad [Figura 31]. El sitio 9 se omitio para simplificar el andlisis y por su limitada
relevancia estructural, ya que estd conformado tinicamente por dos residuos, uno de los cuales
presenta una sustitucion no conservativa: E129S. Adicionalmente, las cadenas laterales
implicadas en la coordinacion de Pb en este sitio estdn orientadas hacia el medio, a lo largo
de la hélice a-3. Aunque algunos de los residuos de esta hélice, que estan orientados hacia el
nucleo proteico, forman parte del canal hidrofobico de transporte de protones, es poco
probable que la rigidez inducida por la union de Pb a este sitio tenga efecto sobre la actividad
del canal hidrofobico, el cual esta conformado por elementos estructurales adicionales —dos
a-hélices, dos PB-hebras y el loop 4— que delimitan un entorno interno de esta region
funcional.
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Tabla 11. Sitios de union de Pb en la conformacion abierta de la enzima

Cantidad de aa que

Sitio Residuos interactuantes Templado Puntaje o
conforman el sitio

1 86D, 458D 2v01A4 4331 0
2 458D, 4608 1e9nA1l 4173 0
3 56L, 242D, 246D 2v01A3  3.536 1/3
4 125D, 129E 2v01A0  3.482 172
5 S6L, 242D, 246D 2v01A1  3.377 1/3
6 223D, 225E, 2267 2v01A2  2.888 0
7 86D, 156T, 211D, 458D S5tacAl  2.875 2/4
8 78E, 100G, 102D 3t8yA0  2.833 3/3
9 129E, 133D 5tacA3  2.805 212
10 351E, 352E, 353D, 386E  2v01A2  2.605 0
11 223D, 225E, 2267 2v01A1  2.565 0
12 290D, 296P, 298Q., 300T, 2v01A4  2.553 4/5
302E
13 363D, 367N 5tacA3  2.457 0
14 3501, 351E.8C25ESD. 354P, 3 2v01A1  2.389 0
15 362D, 366Q StacA3  2.387 0
16 211D, 237N, 239A 3t8yA0  2.223 3/3
17 363D, 367N 2xalA0 2.186 0
18 72D, 472Q 3fhhA1  2.111 172
19 474R, 477E 1na0A1  2.004 0
20 125D, 129E 3t8yA0  1.958 1/2
21 47H, 51E 1lkadA0  1.943 0
22 25Q, 28E 1na0A1  1.938 0
23 320D, 324Q 2xalA0 1.915 0
24 51E, 274D, 276E 1eSnAl  1.887 0
25 86D, 211D, 461G AtkxLO 1.851 1/3
26 223D, 225E 2v01A0  1.704 0

Nota: El templado corresponde al coédigo PDB del sitio identificado por MIB2. En color
amarillo oscuro se resaltan los sitios que estdn conformados principal o completamente por
residuos con un cambio significativo en su puntaje entre la conformacion abierta y
semicerrada.

El sitio I es el mas relevante, ya que es el tinico localizado dentro de una region funcional de
la enzima y los tres aminoacidos estan conservados entre ambas isoformas de HK de S.
cerevisiae. De hecho, D211 y N237 estan conservados en las cuatro HK’s humanas. En las
posiciones 238 y 239, hay un desplazamiento aparente entre ambos organismos: G238-A239
en S. cerevisiae y A238-C239 en H. sapiens, por lo que la implicacion de la alanina en este
sitio no es evidente. No obstante, cabe recalcar que esta secuencia de dos aminoacidos esta
flanqueada por residuos conservados entre ambos organismos: N237-G238A-A239C-Y240.
En la isoforma I de S. cerevisiae, el triptofano presenta una sustitucion conservativa por una

fenilalanina, pero en la isoforma II y las cuatro enzimas humanas se conserva Y240 [Tabla
8].

Adicionalmente, cabe recalcar que el resto del sitio de unién a glucosa estd conformado por
mas aminoacidos polares cargados negativamente (E269 y E302), los cuales también se
encuentran completamente conservados entre ambos organismos [Tabla 8]. Estos
aminoacidos acttian como aceptores de enlace de hidrogeno de los grupos hidroxilo de la
glucosa; por tanto, aunque estos no se hayan identificado como un sitio de uniéon de Pb
mediante el software MIB2, es posible que, en la conformacion abierta de la enzima, estos
formen ya sea un segundo sitio de unién a plomo en el sitio de unioén a glucosa, o funjan
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como un primer sitio de coordinacion de Pb que induzca la traslocacion del plomo hacia el
interior del sitio de union a glucosa (sitio I).

Sitios de
union Residuos Descripcion
de Pb

Localizado en el sitio de union a glucosa,

: D211, N237, A239 Entre la alfa hélice 5 y la hoja beta 10

Localizado entre las alfa hélices 6y 7.

11 D290, P296, Q298, T300, E302 o .
Cercano al sitio de unién a glucosa.

Localizado frente a la alfa hélice-13 y

il E78, G100, D102 adyacente a la hoja beta-2-3-4

Figura 31. Principales sitios de union de Pb. Imagen generada con YASARA v22.5.22.
doi.org/10.1093/bioinformatics/btu426.

En el sitio II, los aminoacidos D290 y E302 se encuentran completamente conservados en
ambos organismos. P296 presenta una sustitucion en la hexocinasa humana 1 por una alanina,
aunque flanqueada por residuos conservados (N-A-G) entre las cuatro hexocinasas humanas.
Q298 esta conservado en S. cerevisiae y HK IV, mientras que en las otras tres HK's humanas
hay una sustitucion por una lisina flanqueada por residuos conservados en ambos
organismos: G297-Q298K-Q299. T300 es el unico residuo no conservado entre las
secuencias; en la isoforma I esté sustituido por una alanina, en HK IV por una leucina y en
el resto de HK’s humanas por una arginina. Lo cual sugiere que las mutaciones en esta
posicion no afectan directamente la funcion de estas enzimas. La region entre las alfa hélices
6 y 7 no conforma una region funcional; sin embargo, algunos de los residuos de la hélice 6
orientados hacia la hélice 5 forman parte del sitio de union de ATP y el residuo E302
establece interacciones por enlace de hidrogeno con la glucosa. Es posible que este sitio tenga
algun efecto en el proceso de cierre de la enzima durante la actividad catalitica, pero es poco
probable que tenga un efecto determinante en la union de la adenosina o en la misma uniéon
de la glucosa a su sitio de union.

En el sitio III, 78E est4 conservado, pero no asi G100S ni D102N, los cuales se encuentran
en una regioén desordenada que une a la hebra-B3 con la hebra-f4. En hexocinasas humanas
el residuo 100 varia (R en HK 1y 2, T en HK 3, G en HK 1V), mientras que el residuo 102
estd conservado en las cuatro por una glicina. No es posible inferir si es posible que la rigidez
inducida por el Pb sobre este loop entre ambas B-hebras, limite la flexibilidad de la hoja 3 en
esta region; ademas, es en el otro extremo de esta hoja B, en donde se encuentran residuos
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que forman parte del sitio de union a glucosa y del canal hidrofébico de transporte de
protones. Més importante aun, es solamente en la isoforma II de S. cerevisiae que existe un
segundo aminoacido polar cargado negativamente (D102) para coordinar al Pb y en la
isoforma I no se detecta este posible sitio de union; lo cual indica que este sitio no es una
explicacion plausible para la inactivacion de la hexocinasa. Lo que mas resalta de este sitio
putativo es que se encuentra a un lado —en términos de estructuras secundarias— de una
region alostérica con efecto activador en la actividad de HK IV humana %°.

5.5 Analisis de dinamica molecular

Dinamica molecular del sitio de union de ATP

Ya que no hay diferencias significativas en la energia de union entre los complejos Metal-
ATP —en el sitio de unién de ATP —, analizamos la estabilidad de los complejos de Mg y
Pb bidentados en yp mediante simulaciones de dindmica molecular. En la Figura 32, el
RMSD de = 1.5 A en los cuatros sistemas indica que no hay cambios conformacionales
significativos en la cadena principal o backbone de la proteina. Por otro lado, el RMSD de =
0.76 + 0.10 A de la molécula de glucosa respecto a la proteina [Figura 33], indica que esta
permanece confinada en su sitio, sin cambios relevantes en el modo de interaccion entre
sistemas.

Backbone RMSD

—— Apo
ATP

—— MgATP

— PbATP

2.0

B/

'l 1
4?' i

|
15 *

i

Uk { ‘l|l"' ’ L

5
2 | " |
s 1.0
3
0.5
0.0
0 25 50 75 100 125 150 175 200
Time (ns)
Sistema RMSD promedio (A) | Desviacién Estéandar
Apo 1.427 0.209
ATP 1.444 0.205
Mg-ATP 1.385 0.200
Pb-ATP 1.456 0.184

Figura 32. Desviacion cuadratica media (RMSD) de la cadena principal de la proteina. Los
cuatro sistemas contienen glucosa en su sitio de union.
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Glucose RMSD (protein-fitted)
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Time (ns)

125 150

Sistema

RMSD promedio (A)

Desviacion Estindar

Apo

0.851

0.354

ATP

0.724

0.192

Mg-ATP

0.846

0.304

Pb-ATP

0.636

0.208

175 200

—— Apo
ATP

—— MgATP

—— PbATP

Figura 33. Desviacion cuadratica media (RMSD) de la glucosa respecto a la proteina.

Respecto a los ligandos, la molécula de ATP presenta los valores de RMSD y de desviacion
estindar mas pequefios, =~ 4.3 + 0.6 A [Figura 34]. A lo largo de la dindmica, el ATP se
mantiene en su sitio de union sin cambios relevantes en el modo de interaccion u orientacion
de la cadena trifosfato. Mientras que, en el caso del sustrato endogeno Mg-ATP, a partir de
aproximadamente el nanosegundo 180 hay un incremento en el RMSD que corresponde a
una reorientacion de la cadena trifosfato hacia la glucosa [Figura 34]. Finalmente, el
complejo Pb-ATP ocupa el sitio de union de ATP solamente de manera transitoria [Figura
34], pues a partir de aproximadamente el nanosegundo 80, la regién de adenosina ya no se
encuentra en el espacio entre las hélices que conforman dicho sitio. Hacia el final de la
dindmica, el Pb se coordina con D417 (hebra -12), manteniendo el complejo orientado hacia
el medio; cabe recalcar que a lo largo de la dindmica la coordinacion del Pb entre los fosfatos
vy B se mantiene.
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RMSD of ATP and metal-ATP complexes (protein-fitted)

12
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RMSD (4)
(o)}

—— ATP
—— MgATP
—— PbATP
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Time (ns)

125 150

Sistema

RMSD promedio (A)

Desviacién Estandar

ATP

4294

0.633

Mg-ATP

4.736

1.053

Pb-ATP

6.531

3.347

175 200

Figura 34. Desviacion cuadratica media (RMSD) del ATP y complejos Metal-ATP.

Respecto a la fluctuacion de los carbonos alfa de los residuos en los cuatro sistemas, la

Figura 35 y Tabla 12 muestran que las regiones mas fluctuantes corresponden a la
discontinuidad estructural en el cristal (residuo 148 no resuelto), los extremos N-terminal y
C-terminal, asi como a regiones conformadas por residuos de glicina entre estructuras
secundarias. El sistema en donde hay una mayor fluctuacion (0.941 A) es en la simulacion
con el sustrato endogeno Mg-ATP, lo cual refleja el cambio en la orientacion de la cadena
trifosfato, mencionado anteriormente.
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Sistema RMSF promedio (A)
Apo 0.833
ATP 0.854
Mg-ATP 0.941
Pb-ATP 0.827
Ca RMSF of HK systems
6 —— Apo
—— ATP
—— MgATP
—— PDATP
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5 @ 5158, 0172, R173, D211
N237, E269, E302
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= NOT, 192
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W174, T175, K176, G177
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Residue Number
Ca RMSF of HK systems — Secondary Structure
6
)
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¥ 3
=
[
2 [
1

50 100 150 200 250 300 350 400
Residue Number

— Apo Helix 4° (198-200) Helix 11" (374-397) Beta 5 (151-156)
— ATP Helix 5 (210-221) Helix 11 (397-407) Beta 6 (161-162)
= MgATP Helix 5" (245-251) Helix 117 (418-424) Beta 7 (170-171)
—— PbATP Helix 5" (269-273) Helix 12 (426-440) Beta 8 (203-209)
Helix 1 (20-35) Helix 6 (283-293) Helix 13 (460-476) Beta 9 (226-232)
Helix 2 (37-57) Helix 7 (299-304) Beta 1 (66-67) Beta 10 (236-243)
Helix 3" (115-121) Helix 8 (306-323) Beta 2 (80-87) Beta 11 (263-267)
Helix 3 (124-142) Helix 9 (344-352) Beta 3 (91-99) Beta 12 (412-417)
Helix 4 (180-184) Helix 10 (358-368) Beta 4 (105-113) Beta 13 (450-454)

Helix 4 (187-197)

Figura 35. Fluctuacion cuadratica media (RMSF) de carbonos alfa.
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Tabla 12. Residuos con mayor fluctuacion (RMSF) entre los cuatro sistemas.

Residuo| Apo (A) | ATP (A) | Mg-ATP(A) | Pb-ATP (A) Descripcién
T147 5.308 4.664 5.222 5.894 Discontinuidad estructural (residuo 148 no resuelto)
A485 4.930 — 4.330 5.004 C-Terminal
G484 | 2.781 — 2442 2.739 Gly (flexibilidad intrinseca) y adyacente a C-Terminal
N146 2.702 3.008 2451 2.927 Adyacente a discontinuidad estructural
G443 2.397 3.406 2.539 — Gly (flexibilidad intrinseca)
A445 2.324 3.046 — 2.232 Proximo a G443
D149 2.246 2.200 — 2.478 Discontinuidad estructural (residuo 148 no resuelto)
D444 2.220 3.278 2.325 2.210 Adyacente a G443
S446 1.842 2.637 - 2.208 Proximo a G443
S15 1.790 — 4.269 2.028 N-Terminal
Al7 — 2.599 2.887 — Proximo a N-Terminal
M16 — 2.198 2.736 — Adyacente N-Terminal
D18 — 2.064 2,711 - Proximo a N-Terminal
H116 — — — 2.029 Adyacente a P115 (inductor de giro)

Dindmica molecular del sitio de union de Pb-glucosa

Para analizar el sitio I de unién de plomo [seccién 5.4], evaluamos la estabilidad del Pb?*

mediante dindmica molecular. La cadena principal de la proteina mantiene un RMSD similar
de=1.6 A, apesar de haberse utilizado otro cristal (PDB: 11G8, isoforma I en conformacién
abierta sin glucosa) [Figura 36]. Respecto al plomo, este se mantiene ocupando el sitio de
unién de glucosa con un RMSD de = 3.5 + 1.0 A [Figura 37]. La desviacion respecto a la
posicion inicial corresponde a los cambios en las interacciones del Pb?" con los residuos en
el sitio. A los nanosegundos 25, 100 y 125, por ejemplo, el residuo que coordina al Pb*" es
la cadena lateral de E269; mientras que al nanosegundo 35, el plomo se coordina con las
cadenas laterales de D211 y N210; de la misma manera, al nanosegundo 80 y 200 el Pb** se
coordina con D211.
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Figura 36. Desviacion cuadratica media (RMSD) de la cadena principal de la proteina.

RMSD of divalent Pb ion (protein-fitted)
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Figura 37. Desviacion cuadratica media (RMSD) del Pb en el sitio de union de glucosa.
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La fluctuacién de los carbonos alfa corresponde en este caso a residuos en los extremos N-
terminal y C-terminal, asi como a regiones con residuos de glicina o prolina entre estructuras
secundarias [Figura 38] y [Tabla 13].
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Figura 38. Fluctuacion cuadratica media (RMSF) de carbonos alfa.
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Tabla 13. Residuos con mayor fluctuacion (RMSF).

Ranking Residuo Valor (A) Descripcion
1 486 5.944 C-Terminal
2 485 3.948 Adyacente a C-Terminal
3 484 2.430 Proximo a C-Terminal
4 18 2.385 N-terminal
5 257 2.363 Proximo a P259 (inductor de giro)
6 256 2.229 Proximo a P259
7 353 2.088 Adyacente a P354
8 148 1.973 Proximo a P150
9 176 1.967 Adyacente a G177 (flexibilidad mtrinseca)
10 352 1.948 Proximo a P354

5.6 Analisis por DFT de los modelos finitos de union de Pb y glucosa

A partir de los resultados de dindmica molecular, se calculd por DFT y al mismo nivel de
teoria que los calculos previos [seccion 4.1], la energia electronica de los modelos finitos del
sitio de union de Pb y de glucosa. A partir de estos, se calculo la energia de desplazamiento
del plomo por la glucosa, en el sitio de unién a la glucosa [Figura 39]. Los resultados indican
que la glucosa no es capaz de desplazar al plomo de su sitio (AE = 258.02 kcal/mol).

Edesplazamienm = (E."b + Eglumsa—HK) - (Eglumsa. + E}’b—h’l() =258.02 kcal/‘m(’l

F301{F302}1303
VZ36iNZ37-G238-AZ39Y240 | . 3 - F301302K303
+ — V236iN237-G238-A235 F240 | '

[ o -
,0,0,8 /,/)e B T
3 O + ; . +
o9 \ | {‘\
,® [izosinaieoaTaiznzn. /\
Glucose Pb-HK Glucose-HK Pb**

Figura 39. AE de desplazamiento. Pb-HK indica el modelo finito del sitio de union de Pb y
Glucose-HK indica el modelo finito del sitio de uniéon de glucosa.

VI. Discusion de Resultados

Previo a este proyecto, calculamos una primera aproximacién sobre algunos complejos
Metal-ATP? en fase gas y con estados de espin altos, en donde analizamos el cambio en la
electrofilicidad sobre los dtomos de fosforo de los complejos; en ese estudio, mostramos que
todos los metales tenian un efecto significativo sobre la funcion Fukui nucleofilica
condensada en el 4tomo de fosforo-y !”. Sin embargo, al profundizar en el estudio de los
complejos Metal-ATP —incluyendo un tercer modo de coordinacion— hallamos que estas
estructuras de minima energia en la superficie de energia potencial no correspondian al estado
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electronico mas estable; ademas, para mejorar la representabilidad de nuestro estudio, era
necesario realizar los calculos en solvente.

Como se ha mencionado previamente, el estado de espin mas estable para la molécula de
ATP y los complejos de magnesio, calcio y plomo es el estado de singlete [Figura 16]. En
general, esto se cumple en la naturaleza porque las reglas de Hund son validas solamente
para atomos aislados !>3715%; en el caso de los complejos de manganeso, el estado de singlete
es imposible debido al nimero impar de electrones. En términos de estructura electronica,
esto podria estar asociado con que el sustrato endogeno sea Mg-ATP y no Mn-ATP, sabiendo

que el Mn*" tiene la capacidad de mimetizar al magnesio en multiples biosistemas 2>%,

Respecto a la energia libre de Gibs, es consistente que los complejos con los modos de
coordinaciéon mads estables (yBa < yB < Pa) presenten las energias de formacion mas
exergobnicas y las energias de transferencia de grupo fosforilo mas endergonicas [Figura 18
y 20]. La energia de desplazamiento por mimetizacion quimica es congruente respecto a la
estabilidad de los complejos en funcion del metal (Pb < Mg-Mn < Ca), y respalda la
participacion de este mecanismo toxicolégico ampliamente descrito para el Pb?" > [Figura
19]. En conjunto, estos calculos sugieren que en los ensayos in vitro la formacion de
complejos de Pb tuvo efecto en, por lo menos, la concentracion efectiva de sustrato endogeno
disponible para la catalisis, pues su formacion es termodindmicamente mas favorable que la
de complejos de Mg y estos se forman tanto por adicidon como por desplazamiento y
mimetizacion quimica.

En términos de reactividad global, todos los complejos Metal-ATP?~ incrementan la
susceptibilidad ante un ataque nucleofilico, respecto al ATP [Figura 21]. Aunque no
necesariamente de manera significativa. Lo mas interesante es que la diferencia entre los
complejos de Mg coordinados en yp y yPa, respecto al ATP, es de = 3 y 4 kcal/mol,
respectivamente. Sabemos que el complejo de Mg coordinado en yBa no actua como sustrato;
de tal manera que los altos indices de electrofilicidad que presentan los complejos
coordinados en Ba de Mg, Mn y Pb (= 10, 13 y 14 kcal/mol, respecto al ATP), y el Pb-ATPfB_

(= 9 kcal/mol, respecto al ATP), tal vez tengan efectos contraproducentes respecto a un
acoplamiento estable en la region funcional.

En términos de reactividad local, hemos demostrado cuantitativamente que la funcion del
Mg, en el sustrato endogeno, no es incrementar la electrofilicidad del fosforo y para su
transferencia, sino estabilizar la cadena trifosfato y disminuir el caracter nucleofilico del
PO;_, para que ocurra el ataque nucleofilico por parte del 6-OH de la glucosa [Tabla S y
Figuras 23 y 24]. Estos resultados son muy importantes, porque las posibles implicaciones
del Mg como cofactor del ATP y la razon por la cual este es su cofactor y no otros metales
enddgenos, son preguntas que hasta el momento no se habian respondido de manera concreta.
La diferencia abismal en la blandura local electrofilica, entre el sustrato y los demas
complejos, provee evidencia directa que responde a las preguntas: ;Por qué el ATP no
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funciona como sustrato? ;Por qué magnesio y no otro metal? ;Por qué coordinado con los
fosfatos y y B?

Adicionalmente, estos resultados nos permitieron identificar los complejos de Pb que, en
términos de reactividad local, mimetizan al sustrato endégeno. Como hemos mencionado
anteriormente, el complejo de Pb coordinado en yPa es andlogo al sustrato endogeno;
mientras que el complejo de Pb coordinado en yB, aunque también disminuye la reactividad
en la cadena trifosfato, tiene un 4tomo metalico muy electrofilico susceptible de reaccionar
con otras moléculas o residuos proteicos.

El anélisis multiple de secuencias indica que —parafraseando a Jacques Monod!*— en el
sitio catalitico lo que es cierto para la isoforma I, es cierto para la isoforma Il de S. cerevisiae;
y en el sitio de unidn de glucosa, lo que es cierto para S. cerevisiae, es posible que también
lo sea para H. sapiens en ensayos in vitro [Tablas 7 y 8]. La tnica region funcional no
conservada en las HK's de S. cerevisiae es L2; sin embargo, estas diferencias no apuntan a
implicaciones regulatorias entre ambas isoformas, pues en ambas HK's este loop forma parte
de una hélice 310; este tipo de estructuras comparten caracteristicas entre los loops flexibles
y las alfa-hélices, y se asocian principalmente a regiones implicadas en cambios de
orientacion entre estructuras secundarias formales. De tal manera que, siempre y cuando se
conserve la estructura de hélice-310, la funcidon en el cierre/apertura de la enzima debe
mantenerse.

Por otro lado, los analisis de acoplamiento molecular muestran que los complejos Metal-
ATP? se unen al sitio de unién de ATP con la misma energia, independientemente del metal
o el modo de coordinacion [Tabla 9]. Las interacciones que favorecen el acoplamiento son
interacciones electrostaticas entre la cadena trifosfato y K423, asi como la formacion de
enlaces de hidrogeno entre la cadena trifosfato o la ribosa con los residuos S345/419, D343
y T344, ademas de distintas interacciones tipo © con la adenina [Tabla 10]. Estos analisis
mostraron que la presencia de al menos un residuo cargado positivamente es esencial para el
acoplamiento de la cadena trifosfato; de hecho, en los acoplamientos moleculares ciegos, los
sitios alostéricos de baja energia de union también estaban conformados por este tipo de
residuos en regiones no funcionales y expuestas al medio.

En la isoforma PII de S. cerevisiae, la lisina esté sustituida por una arginina (K423R); si una
sustitucion conservativa es suficiente en este sitio o si existe alguna implicacion regulatoria
relacionada con K423R, es algo que no podemos concluir con base en nuestros resultados;
no obstante, llama la atencidon que en las hexocinasas humanas este sitio lo ocupa la secuencia
conservada KLH (correspondiente a las posiciones 422, 423 y 424 en S. cerevisiae) [Figura
27], en ese sentido, debemos tomar en cuenta tres aspectos: la lisina esta desplazada en una
posicion, hay un segundo aminoacido polar y las HK’s humanas I-III tienen una region
funcional adicional que une G6P (adyacente al sitio catalitico, en la hoja beta del dominio
pequetio). La hipdtesis es que la presencia de dos residuos del subconjunto “cargados
positivamente” (la histidina es neutra a pH fisiologico), y espaciados por una leucina,
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probablemente faciliten la estabilizacion de dos sustratos con grupos fosfato (Mg-ATP y
G6P) en las HK’s humanas I-III. Pero entonces, ;qué implica que la HK IV, que no es
inhibida por G6P, conserve la secuencia? Esto sugiere que la presencia de por lo menos un
aminoacido cargado positivamente es suficiente para estabilizar el acoplamiento de la cadena
trifosfato y que es poco probable que la sustitucion K423R tenga un efecto regulatorio entre
las isoenzimas de S. cerevisiae; pues hemos de recordar que HK IV proviene, en términos
evolutivos, de la HK II humana [Figura 8], y en HK IV la secuencia KLH es funcional
aunque no sea inhibida por G6P y también carezca de un dominio N-terminal regulatorio,
como es el caso de las hexocinasas de S. cerevisiae de = 50kDa; es decir, la misma secuencia
es funcional en cuatro HK’s que son altamente reguladas por distintos mecanismos.

Las simulaciones de dindmica molecular muestran que el ATP* ocupa de manera estable el
sitio [Figura 34], pero sin cambios significativos en la orientacion de la cadena trifosfato que
apunten el grupo fosforilo-y hacia el sitio catalitico; adicionalmente, sabemos que, en
términos de reactividad local, es imposible que ocurra el ataque nucleofilico sobre un
fosforilo y no coordinado por magnesio [Figura 24].

Respecto a los complejos Metal-ATP?, debido a la gran diferencia en la concentracion de
magnesio respecto a la de plomo en los ensayos in vitro, [Mg] >> [Pb], es poco probable que
el rol de los complejos Pb-ATP* constituya un factor determinante en el mecanismo
toxicoldgico, en especial tomando en cuenta que el analisis de la estabilidad de los complejos
de Mg-ATPfB" y Pb-ATPfB_ demuestran que, aunque el complejo de plomo es capaz de

competir por el sitio de uniéon de ATP, su ocupacion es transitoria [Figura 34]; no obstante,
ya que en términos de reactividad local el complejo de Pb coordinado en yBa es analogo al
complejo endogeno de magnesio [Tabla 5, Figura 24], seria importante analizar también su
estabilidad en la enzima.

Sabemos que el complejo de plomo que ocupa de manera transitoria el sitio de union de ATP
tiene una adenina de caracter electrofilico, mientras que el perfil de reactividad de la adenina
del sustrato endogeno es andlogo en el complejo de Pb coordinado en yfa [IS 3]; por tanto,
es probable que este complejo Metal-ATP* sea mucho mas estable entre las hélices que unen
la region de la adenina. Empero, las simulaciones de dindmica molecular carecen de
informacion de estructura electronica.

La estabilidad del plomo enclaustrado entre los tres fosfatos, no obstante, podria ser el factor
determinante para mantener al complejo unido de manera estable en simulaciones de
dinamica molecular, recordando que durante la simulacion del Pb-ATPfB_ un factor
importante fue la exposicion del Pb para coordinarse con residuos fuera de la region
funcional. Si esto es asi, seria importante analizar la estabilidad energética del complejo Pb-
ATPfs_a vs el sustrato enddgeno en la region funcional, mediante un modelo finito analizado
por la DFT; esto también seria relevante porque el tinico modelo finito que se ha planteado
sobre el sitio de union a ATP de hexocinasas se realiz6 sobre la HK IV humana y el principal
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residuo que se discute no esta conservado en ninguna HK humana ni de S. cerevisiae, asi que
el modelo no es extrapolable a otras hexocinasas 2°. M4s atin, la geometria de coordinacion
del Pb-ATPfB_a implica que no es plausible que actué como sustrato para la transferencia del

grupo fosforilo, por lo que el comportamiento esperado seria el de un inhibidor competitivo
reversible.

Finalmente, ya que el Pb-ATPBZ(; presenta un atomo metalico también muy electrofilico y

expuesto al medio, lo més probable es que este complejo también ocupe de manera transitoria
el sitio de union de ATP; ademads, es el complejo menos estable termodindmicamente y
también el mas reactivo, en contraste con los otros complejos de plomo.

La prediccion de posibles sitios de union de plomo sugieren que la region funcional del sitio
de unién de glucosa es un blanco de union para el Pb*", debido principalmente a los residuos
cargados negativamente que establecen las interacciones por enlace de hidrégeno con los
grupos hidroxilo de la glucosa; el andlisis de dinamica molecular indica que la unién de Pb**
en este sitio es estable, mientras que el modelo finito del sitio de union Pb-glucosa sugiere
que la glucosa no es capaz de desplazar al plomo del sitio [Figuras 36 y 38]; sin embargo,
en nuestro modelo el célculo de la energia de desplazamiento se hizo con la energia
electronica, que es mas bien equivalente a la entalpia de reaccion. Aterrizar esta discusion en
términos de la energia libre de Gibbs ha quedado pendiente en este trabajo. Mdas aln,
solamente hemos considerado la capacidad de la glucosa para desplazar al plomo del sitio; el
hecho de que no pueda desplazar al plomo no implica que la glucosa no pueda acoplarse de
forma estable a los residuos mas externos como S158, T175, K176 o E302 [Figura 14]. De
hecho, el glutamato del dominio grande, asi como la treonina y la lisina que forman parte del
loop 4, se aproximan al sitio como consecuencia del cambio conformacional hacia la forma
semicerrada. A su vez, Q172 y R173 —que no consideramos en nuestro modelo finito por la
distancia a la que se encuentran— son residuos que posteriormente se aproximan al sitio
catalitico para que la enzima adquiera la conformacion cerrada y se lleve a cabo la reaccion.
Es decir, si la unién del Pb*" al sitio catalitico evita que la glucosa se una, esto implica que
el plomo est4 actuando como un antagonista ortostérico; por otro lado, si la unién del Pb**
causa una disrupcion en la geometria conformacional del sitio y, por tanto, la glucosa queda
parcialmente desplazada o mal orientada, estariamos hablando entonces de un mecanismo
que impide la formacion del sitio catalitico natural. De hecho, los inhibidores que se han
sintetizado para la HK II humana funcionan mediante ambos mecanismos *’: evitan que la
glucosa se una al sitio y la catalisis no ocurre porque su tamaio impide que los loops formen
el sitio catalitico (en principio, el 6-OH de estos inhibidores podria desempefiar la
transferencia del grupo fosforilo) [Figura 9]. Sin embargo, con las estructuras
cristalograficas actuales de HK de S. cerevisiae, no tenemos manera de validar un
acoplamiento de la glucosa sobre la HK en conformacién abierta y el Pb** ocupando el sitio;
a menos que utilicemos el resultado de la dinamica molecular del Pb?* como estructura de
referencia para el acoplamiento. Aun asi, lo ideal seria primero demostrar por cristalografia
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de rayos X que el plomo ocupa el sitio de union de glucosa después de 15 min de
preincubacion; de tal manera que disminuya la incertidumbre respecto a las aproximaciones
que podemos realizar en este momento por métodos computacionales.

En conjunto, la evidencia experimental y nuestros resultados sugieren que el plomo se une
de manera estable en el sitio de union de glucosa, pero esta inactivacion requiere tiempo de
preincubacion porque la afinidad de la glucosa por la enzima es mayor que la del Pb**; si no
fuera asi, la inactivacion también se observaria en presencia del sustrato endogeno (glucosa)
y su cinética corresponderia a la de un inhibidor competitivo, el cual no es el caso!’; ademas,
debemos recordar que la enzima une glucosa de forma cooperativa gracias a los cambios
conformacionales inducidos por la misma glucosa, de tal manera que la disponibilidad del
sitio para coordinar plomo disminuiria con el tiempo. Por tanto, es posible que la inactivacion
no ocurra a concentraciones fisioldgicas de glucosa.

Por otro lado, la recuperacion parcial de la actividad por el magnesio parece estar relacionada
con la concentracion efectiva de sustrato y la fraccién de HK inhibida por Pb*"; afiadir Ca**
o Mn?" no revierte la actividad porque estos metales no fungen como analogos al sustrato
endogeno (Mg-ATP,p).

En la Figura 40 resumimos mediante un esquema, el mecanismo toxicologico putativo de la
inactivacion de la hexocinasa de S. Cerevisiae causada por el plomo.

Figura 40. Esquema representativo del mecanismo toxicologico putativo del Pb en HK de S.
cerevisiae.
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VII. Conclusiones

El plomo afecta la actividad enzimdtica de la hexocinasa por mas de un mecanismo
toxicolégico, con una K; aparente de 117 uM. La formacién de complejos Pb-ATP? [seccion
5.1] y su capacidad de competir por el sitio de uniéon de ATP [secciones 5.3 y 5.5], estan
relacionadas con la actividad relativa en los ensayos de preincubacion, pero no constituyen
el principal mecanismo toxicolégico. Los experimentos en ausencia de Mg®" y ATP*, donde
se sigue inactivando la hexocinasa, pero hay una disminucion del efecto sobre la APV, 4%
relativa, concuerdan con estos resultados. El principal mecanismo toxicoldgico implica,
aparentemente, la unién de Pb2*en el sitio de unién de glucosa, el cual no es desplazado por
su ligando endogeno [secciones 5.4, 5.5 y 5.6]. Esto concuerda con la disminucién en un =
60-85 % de la AP*V,, 4« relativa, dependiente del tiempo de preincubacién (15 min) y de la
concentracion de Pb?* (60 y 120 uM, respectivamente) en ausencia de glucosa.

El andlisis del estado de conservacion entre las isoformas de HK de S. cerevisiae y las cuatro
HK's humanas [seccion 5.2], indican que el mecanismo toxicologico del Pb es el mismo para
ambas isoformas de S. cerevisiae y es posible que también inactive hexocinasas humanas en
ensayos in vitro. Finalmente, es posible que la recuperacion parcial de la actividad sea
consecuencia de la proporcion [Mg]:[Pb], ya que la concentracion de Mg y ATP era mucho
mayor que la de plomo en los ensayos in vitro [15 mM Mg >> 0.4m M ATP > 120 o 60 pM
Pb].

7.1 Perspectivas

e Se requiere llevar a cabo estudios de cristalografia por rayos X de la enzima, para
corroborar los sitios de union de plomo y esclarecer el mecanismo toxicologico
putativo en el sitio de union de glucosa.

e Para elucidar las implicaciones de la reactividad analoga del complejo Pb—ATPfB_a

respecto al sustrato endogeno, es necesario analizar la estabilidad del complejo por
simulaciones de dindmica molecular. Dependiendo de los resultados, podria también
ser necesario construir un modelo finito de esta region.

VIII. Informacion Suplementaria (IS)

Los softwares utilizados para la generacion de esquemas, estructuras o imagenes moleculares
en este trabajo fueron Chimera X v1.4, Accelrys Draw v4.1, YASARA v22.5.22, PyMOL
v3.1.5.1, y ChemDraw Ultra v12.0.2 157161,

Atom type rii epsii vol solpar rij_hb epsij_hb hbond
Mg 1.30 0.875 1.5600 -0.00110 0.0 0.0 0
Ca 1.98 0.550 2.7700 -0.00110 0.0 0.0 0
Mn 1.30 0.875 2.1400 -0.00110 0.0 0.0 0
Pb 4.30 0.663 12.0000 -0.00110 0.0 0.0 0
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Informacion Suplementaria 1 (IS1). Pardmetros utilizados en los calculos de acoplamiento
molecular. Los parametros de Mg, Ca y Mn se encuentran en el archivo oficial
AD4 parameters.dat. Para el caso del Pb, los valores que corresponden a la suma de radios
de van der Waals (Rii), profundidad del pozo de van der Waals (epsii) y el volumen atémico
de solvatacion (vol) se extrajeron de los parametros en el Universal Force Field (UFF) 16%; el
parametro de solpar conserva consistencia con el tratamiento de solvatacién de AutoDock4;
rij_hb, epsij_hb y hbond implican que los 4&tomos metélicos no actiian como aceptores o
donadores de enlace de hidrogeno.

A) Apo, B) ATP
Variable Promedio (A) | Error Estimade | RMSD | Tot-Drift Variable Promedio (A) | Error Estimado | RMSD | Tot-Drift

Energia Potencial (kJ/mol) -1 46E+06 520 1254.14 | -345.397 Energia Potencial (kJ/mol) -1 47E+06 48 1257.86 | -287.005
Presion (bar) 0.9536 0.054 1049 | -0.290298 Presion (bar) 1.04507 0.055 105.023 | -0.193756
Densidad (kg/m?) 1026.4 0.028 1.52448 | -0.170845 Densidad (kg/m®) 1027.17 0.035 1.53348 | -0.218956
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Informacion Suplementaria 2 (IS2). Variacion en la energia potencial, presion y densidad
a lo largo de 200ns de simulacion de los sistemas Apo y ATP. Ambos sistemas se mantuvieron
estables con fluctuaciones dentro de los rangos esperados para el ensamble NPT, lo cual
indica que permanecieron equilibradas y estructuralmente estables a lo largo del tiempo.
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Informacion Suplementaria 3 (IS3). Descriptor Dual Af. Las barras con valores negativos
y en color rojo corresponden a la reactividad ante un ataque electrofilico, indican atomos con
caracter nucleofilico. Las barras con valores positivos y en color azul corresponden a la
reactividad ante un ataque nucleofilico, indican 4&tomos con carécter electrofilico. El orden
de los atomos varia entre los complejos. Se indican las principales regiones con los valores
mas altos de Af: atomos que conforman la adenina y grupos fosforilo y y B.
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Informacion Suplementaria 4 (IS4). MSA y estructuras secundarias de las HK's de S.
cerevisiae. HK 1 = isoforma PI. HK 2 = isoforma PII. En colores anaranjado y verde:
estructuras secundarias de HK1. En colores rojo y azul: estructuras secundarias de HK2. En
color negro: estructuras secundarias que corresponden exactamente al mismo nimero de
residuo en ambas secuencias. a-N = hélice alfa N. B-N = hebra beta N. LD = dominio grande.
SD = dominio pequefio.
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Informacion Suplementaria 5 (ISS). Diagrama en 2D de las interacciones
intermoleculares en el sitio de union de ATP. Las esferas indican el residuo con el que se dan
las interacciones. El tipo de interaccion y su codigo de color se muestran en la figura.
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NH,
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Informacion Suplementaria 6 (IS6). Numeracion del anillo de purina de la adenina.
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    (   C H 3 ) 2 C H B r


    (   C H 3 ) 3 C B r


   PO  3 − γ


   PO  3 − γ


   ψ i  (    x → 1 ,    x → 2 , … ,    x → N ,    R → 1 ,    R → 2 , … ,    R → M )


  Mg-  ATP  γ β  2 −


   PO  3 − γ


  Pb-  ATP  γ β  2 −


  Pb-  ATP  γ β α  2 −


   ATP  β 𝛼  2 −


   ATP  γ β  2 −


    K  i


    𝛥 E  u n i ó n


    K  i


   ATP  γ β  2 −


   {    r → i }


   ATP  γ β  2 −


   ATP  β α  2 −


   ATP  β α  2 −


   ATP  β α  2 −


   ATP  β α  2 −


   ATP  γ β 𝛼  2 −


   ATP  γ β 𝛼  2 −


   Pb  2 +


   Pb  2 +


  ±


   {    s → i }


  ±


   Pb  2 +


  ±


   ATP  2 −


   ATP  γ β  2 −


   PO  3 − γ


   ATP  γ β  2 −


   ATP  γ β  2 −


   ATP  γ β  2 −


   ATP  γ β α  2 −


   {    x → i }


   ATP  γ β α  2 −


   ATP  β α  2 −


   ATP  γ β


    V  M A X


   Pb  2 +


    V  M A X  


   ATP  γ β α  2 −


   ATP  γ β  2 −


   {    R → I }


   R I


   E i


   ψ i


   H ^  ψ i  (    x → 1 ,    x → 2 , … ,    x → N ,    R → 1 ,    R → 2 , … ,    R → M ) =  E i  ψ i  (    x → 1 ,    x → 2 , … ,    x → N ,    R → 1 ,    R → 2 , … ,    R → M )


  𝜌 (   r → )


  Ψ


  Ψ (  x N )


  ρ ( x ,   y ,   z )


  𝜌 (   r → )


   ATP  γ β α  2 −


  𝜌   ↔   v  (   r → ) ↔   H ^ ↔ E   ↔   𝜓  


  E  [ 𝜌 ]


    F  H K  [ 𝜌 ]


    E  H K  [ 𝜌 ]


    E  H K =  ∫  𝜌  (   r → ) v  (   r → ) d   r → +   F  H K  [ 𝜌 ]


    V  M A X


   Pb  2 +


   PO 3  2 −


    A T P  𝛾 𝛽  2 −


    A T P  𝛾 𝛽  2 −


   ATP  γ β  2 −


    P b  2 +


   ATP  γ β  2 −


   ATP  β α  2 −


   ATP  γ β α  2 −


   ATP  2 −


  𝜈


  ∆ G =  ∑    𝜈 G ° ( p r o d u c t o s ) −  ∑    𝜈 G ° ( r e a c t i v o s )


   Metal  2 + +  ATP  4 − → Metal-  ATP  γ β  2 −


   Metal  2 + +  ATP  4 − → Metal-  ATP  β 𝛼  2 −


   Metal  2 + +  ATP  4 − → Metal-  ATP  γ β α  2 −


   ATP  γ β  2 −


   Mg  2 + +  


   ATP  γ β  2 −   →  Metal  2 + +


   ATP  γ β  2 −


   Mg  2 + +  


   ATP  β α  2 −   →  Metal  2 + +


   ATP  β α  2 −


   Mg  2 + +  


   ATP  γ β α  2 −   →  Metal  2 + +


   ATP  γ β α  2 −


   ATP  γ β  2 − + glucosa   →   G 6 P  2 − +


   PO  3 − γ


   ADP  1 −


   H +


   ATP  β α  2 − + glucosa   →   G 6 P  2 − +


   ADP  1 −


   H +


   ATP  γ β α  2 − + glucosa   →   G 6 P  2 − +


   ADP  1 −


   H +


  (   E  n e u t r o )


  (   E  c a t i ó n )


   ATP  γ β  2 −  


  (   E  a n i ó n )


  I =   E  c a t i ó n −   E  n e u t r o


  A =   E  n e u t r o −   E  a n i ó n


  ( 𝜔 )


  𝜇 = −   ( I + A ) 2


  𝜒 =   − 𝜇


  𝜂 = I − A


  S =  1  𝜂


  𝜔 =     𝜇 2  2 𝜂


    f  ( r ) −


   ATP  γ β α  2 −


    f  ( r ) +


    s  ( r ) +


    s  ( r ) −


  𝛥   f  ( r )


    f −


    f +


  𝛥 f


    f  ( r ) − = q  ( N − 1 ) − q  ( N )


    f  ( r ) + = q  ( N ) −   q  ( N + 1 )


    s  ( r ) + =   f  ( r ) + ∗ ( S )


   ATP  γ β  2 −  


    s  ( r ) − =   f  ( r ) − ∗ ( S )


  𝛥   f  ( r ) =   f  ( r ) + −   f  ( r ) −


   ∫    f  ( r ) d r = 1


   ATP  2 −


   ATP  2 −


   ATP  γ β  2 −


  R M S D =   1  N   ∑  i = 1  N     |   𝒓  i   ( A ) −   𝒓  i   ( B ) | 2


    𝒓  i   ( A )


    𝒓  i   ( B )


  ∣ ⋅ ∣

