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EL PLOMO.

El plomo es un metal pesado que se encuentra ampliamente distribuido en la
naturaleza sin embargo no es esencial para los seres vivos ya que no posee
ninguna funcion metabdlica. Debido a sus caracteristicas fisicas y quimicas ha
formado parte esencial en la vida diaria de los seres humanos. Bastaria con
realizar una busqueda a lo largo de las diferentes etapas en la vida del hombre
para comprobar que este elemento ha sido utilizado por la mayoria de las
civilizaciones desde tiempos anteriores a la era cristiana (Aguilar, 1996; Chang, 1996).
La contaminacion por plomo (Pb), ha sido y sigue constituyendo uno de los
principales problemas de salud publica, no tan solo en los paises en vias de

desarrollo, sino también en los paises del primer mundo (Meneses, 2003).

CONTAMINACION CON PLOMO.

Se han identificado diversas fuentes de exposicion al plomo como la natural y
la antropogénica. Esta ultima depende del uso excesivo que el humano ha
hecho de este elemento al aprovechar las propiedades del mismo. Debido a la
alta actividad humana hoy en dia se pueden citar como las fuentes mas
importantes de exposicion las siguientes: el plomo acumulado en el suelo,
especialmente en las areas de fundiciones de metales, minas y reciclaje de
baterias; el agua y algunos alimentos dentro de los hogares y sobre todo el mal
manejo de los residuos generados por su uso en muchas de las actividades
qgue el hombre ha constituido a partir de su descubrimiento (Jiménez, 1993).

Varios estudios sobre metales pesados, incluidos los realizados por el grupo de
Canfiel (2003) Yy Bellinger (1994) sugieren que no existen limites minimos seguros de
exposicion al metal, ya que se han observado dafios a la salud en individuos que
presentan diferentes concentraciones de plomo en sangre. De esta manera en
1960 el “nivel seguro de plomo en sangre” se establecié como 60 microgramos/dL,;
en 1970 fue de 40 y desde 1990 se determind como nivel minimo permitido de
plomo en sangre el de 10 microgramos/dL. Los mismos autores detectaron efectos

neurotoxicos a niveles mayores a los 10 microgramos/dL.
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A nivel renal se ha establecido que a mayor carga corporal de plomo puede existir
mayor dafio, lo que podria confirmar una posible relacion de dafio dependiente de
la dosis (Bellinger, 1994). Sin embargo, algunos investigadores han demostrado que
personas con carga corporal de plomo mayor a los niveles permitidos pueden no
presentar dafos fisiolégicos aparentes en comparacion con personas que han
mostrado dafios fisiolégicos severos y presentan concentraciones menores de

plomo a las consideradas no toxicas (Mountain, 1963; Calderén, 1996; Brieger, 2005).

ABSORCION Y EXCRECION DEL PLOMO.

El organismo absorbe diversos compuestos organicos e inorganicos de plomo
principalmente por las vias respiratoria y gastrointestinal. EI plomo metilado
también se absorbe por piel. La via mas importante de absorcién desde el punto
de vista ocupacional es la respiratoria pero debido a su toxicodindmica, este
elemento entra en contacto con la circulacion sanguinea. Se sabe que el metal
presenta gran afinidad por las membranas de los eritrocitos, por lo que el 95% de
la fraccion circulante de plomo se une a ellos, dando como resultado que su
toxicidad se convierta en un fenémeno sistémico, el cual involucrard a la gran

mayoria de los 6érganos de los organismos expuestos a este xenobibtico (Ellemhorn,
1996).

La extraccidén del plomo del subsuelo (minas) y las emisiones de las fundiciones
afectan tanto a niflos como a adultos. La ingestién de polvo, alimentos, agua o
alcohol contaminados con el metal constituyen la forma mas comun de ingreso del
plomo al organismo. Los nifios absorben una proporcién mayor que los adultos. La
inhalacion constituye la via de ingreso mas comun en personas que laboran en
industrias mineras, metalurgicas, automotrices y refinerias (Ramirez, 2005).

La mayor parte del plomo que ingresa al cuerpo es excretada via renal por la orina
0 via enterohepdtica a través de la bilis por las heces. La forma mas comdn de
plomo (la no metilada) no es metabolizada en el higado; mientras que el plomo
metilado ingerido (presente en aditivos de la gasolina) se absorbe casi en su

totalidad y si es metabolizado en el higado (Reyes, 1999).
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DANOS POR PLOMO EN EL ORGANISMO.

Cuando el plomo entra a los organismos es capaz de afectar células, tejidos,
6rganos y sistemas. Al ingresar a las células, el metal en estado i6nico (Pb?")
interactda con proteinas que poseen grupos sulfhidrilos, aminas, fosfatos y grupos
carboxilo. Ademas, se ha reportado interaccidn con macromoléculas que poseen
grupos con carga negativa como lipidos y &cidos nucleicos (Okhi, 1991).

Entre los dafios sistémicos que puede ocasionar la exposicion a plomo se pueden
mencionar los siguientes.

a) En mujeres embarazadas con niveles elevados de plomo en sangre (mayores a
10 mg/dL) existe un riesgo mayor de partos prematuros, abortos espontaneos y
muertes fetales.

b) Nifios expuestos al metal presentan problemas en su desarrollo fisiolégico,
dafios en el sistema renal, mismos que se presentan como disfuncion del tibulo
contorneado proximal conocido como sindrome de Fanconi.

c) Dafio al sistema neurolégico provocando cefaleas y la alteracion en el nivel de

aprendizaje (Needleman, 1992, Chang, 1996).

CONTAMINACION CON PLOMO EN MEXICO.

Recientemente, se han observado diversos casos de envenenamiento por metales
pesados entre la poblacién infantii de la region Norte-Centro de México
especificamente en Torreén, Coahuila. Este problema ha sido estudiado y
denunciado desde hace méas de veinte afios por instituciones y grupos
ambientalistas, sin embargo, el problema si bien no ha sido solucionado, sigue en
aumento y de manera lamentable se esta propagando a estados de la republica
gue no cuentan con un nivel industrial alto como es el caso del estado de Oaxaca.
El problema de la Ciudad de Torredn ha sido provocado por la contaminacion con
plomo, cadmio y arsénico; El dafio a la poblacion se debe principalmente a las
industrias fundidoras cercanas a la region (Dalton, 1999).

Los nifios de corta edad son especialmente vulnerables a los efectos toxicos del

plomo. En ellos la exposicion al metal puede generar consecuencias graves y
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permanentes en su salud, afectando en particular al desarrollo del cerebro y del
sistema nervioso (Salud Publica, 1995).

La Figura 1 muestra el dafio asociado a concentraciones crecientes de plomo en
sangre en nifios. El autor indica que a niveles mayores de 100 mg/dl los nifios
podrian llegar a morir. Sin embargo, lo anterior no resulta del todo una afirmacion
gue se cumpla en todos los casos ya que la susceptibilidad individual juega un
papel fundamental dentro del fendmeno de la intoxicacion por plomo en los seres

humanos (Calderon, 2013).

Figura 1. Efectos de la exposicion a plomo en nifios, en funcion de la concentracion del elemento
en sangre (modificado de Dalton, 1991)

Un estudio comparativo de exposicion en la poblacion general realizado en los
afios 1981 y 1983 en los paises Bélgica, Malta, México y Suecia demostro que los
valores medios de concentracion de plomo en sangre en los cuatro paises fueron
distintos en funcién con la region y el afio de cuantificaciébn. Los autores
concluyeron que las fuentes de exposicion mas importantes fueron los alimentos y

el aire contaminados. (Centro Panamericano de Ecologia Humana, 1989).
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RELACION ENTRE LA INTOXICACION CON PLOMO Y DANO RENAL EN LA
CUENCA DEL PAPALOAPAN.

EL CASO DE TIERRA BLANCA, VERACRUZ.

Hace 10 afios se detectd el aumento en el numero de casos de insuficiencia renal
terminal (IRT) en nifios y jévenes del municipio de Tierra Blanca, Veracruz, que es
una poblacion muy cercana al Distrito Tuxtepec en el estado de Oaxaca, lo que lo
convierte en un caso muy importante de estudiar ya que muchas de las
costumbres de vida y fuentes de trabajo son compartidas entre las dos
localidades.

Los datos preliminares indicaron la existencia de 3 a 4 casos en menores de edad
en comunidades de mil habitantes (Mendoza, 2013). La mayoria de los pacientes con
IRT presentaron un promedio de vida poco mayor de un afio. Este problema de
salud renal podria ser, muy posiblemente, de origen ambiental y estar relacionado
con la gran cantidad de agentes téxicos provenientes de las zonas industriales de
varias ciudades contiguas, quienes liberan sus desechos en el Rio blanco, mismo
gque desemboca al Rio tonto, el cual a su vez llega al Rio Papaloapan,
constituyendo el agua como el vehiculo por el cual los contaminantes pueden
llegar a los seres vivos. Un estudio realizado en la Universidad del Papaloapan
revelo la existencia de metales pesados (plomo, cadmio y cromo) en las aguas del
rio Papaloapan en la zona que atraviesa la region centro de Tuxtepec, Oaxaca
(Galicia, 2014).

Resulta casi imposible sefialar una sola causa del problema, sin embargo, se
puede afirmar que el problema de la IRT puede ser provocado por la
contaminacion por metales pesados, entre ellos el plomo. En el Rio Blanco se han
identificado muchos metales pesados desechados por las industrias de Cérdoba y
Orizaba, pero por la falta de recursos hospitalarios y la falta de recursos clinicos
para identificar el problema estos casos no se han podido erradicar por completo
en la zona (Mendoza, 2013).

Los dafos por plomo generan alteraciones celulares, sin embargo, se carece de

herramientas bioguimicas certeras para la deteccién de dafio renal ocasionado por
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exposicion a metales pesados como el plomo. Existen reportes de bioindicadores
de dafio por diferentes xenobioticos. En el caso de la intoxicacion renal por plomo,
se ha propuesto que la enzima Glutation S-Transferasa (GST) podria constituir un
posible indicador de dafio por este metal debido a que se corroboré una relacion
entre exposicién a plomo, aumento en especies reactivas de oxigeno (EROSs) y el
incremento en la actividad de la GST en rifion, ademas de una correlacion directa

entre la actividad de la enzima en suero y orina con la actividad de GST en rifiidn
(Navarro, 1997; Hernandez, 2013, 2015).

BIOMARCADORES.

El término biomarcador se utiliza para medir la interaccidn entre un sistema
biolégico y un agente de tipo quimico, fisico o bioldgico ya sea interno o externo.
Dicha interaccién es evaluada como una respuesta funcional o fisiolégica que
ocurre a nivel celular o molecular y ademas esta asociada con la probabilidad del
desarrollo de una enfermedad (Ramirez, 2006).

Los biomarcadores se encuentran diferenciados en tres tipos: a) de Exposicion, el
cual evalla en un organismo la presencia de una sustancia exdgena, un
metabolito o el producto de la interaccion entre el agente xenobidtico (compuestos
naturales o sintéticos del ambiente que el organismo metaboliza y acumula) y una
molécula o célula diana; b) de Efecto, que valora la alteraciébn bioquimica,
fisiologica o de comportamiento producida en el organismo que puede ser
asociada con una enfermedad y c) de Susceptibilidad, que indica la capacidad
heredada o adquirida de un organismo para responder a la exposicion a una
sustancia xenobidtica (Arango, 2006).

Los factores que requieren ser considerados en proceso de seleccion y validaciéon
del biomarcador de acuerdo con las recomendaciones de la Organizacion Mundial
de la Salud se enumeran a continuacion (WHO- ICPS, 1993; Arango, 2012).

1) Identificacion y definicidn del proceso biolégico de interés.

2) Estudios previos de la relacion entre el agente de exposicion, el

biomarcador y el efecto a evaluar (estudios in vitro, en humanos y otros

organismos).

Mario Raymundo Hernandez Pagina 7



Estudio dinamico y estructural de la interaccion del plomo con la
enzima Glutation S-Transferasa P1

3) Identificacion de la variable a cuantificar, para evaluar la sensibilidad y
especificidad del marcador en relacion con la exposicion.
4) Seleccion de examenes disponibles para el andlisis, confiabilidad de la
integridad de la muestra entre la recoleccion y el andlisis.
5) Revisién de los procedimientos analiticos disponibles para la cuantificacion
del marcador y sus limitaciones con respecto a la deteccion, sensibilidad,
precision y exactitud.
6) Estandarizacion de un protocolo que garantice un adecuado nivel de calidad
y control.
7) Evaluacién de la variacion intra e interindividual de una poblacion no
expuesta.
8) Andlisis de datos para establecer la relacion dosis-efecto y dosis-respuesta
y su variacion teniendo en cuenta la susceptibilidad individual.
9) Prediccion del riesgo para la salud humana de la poblacion en general o del
subgrupo.
10) Revision de consideraciones éticas y sociales.
De acuerdo con lo mencionado en el péarrafo anterior, la enzima Glutation S-
transferasa (GST) podria considerarse como un biomarcador de Efecto, por lo cual
Su uso nos ayudaria a detectar el dafio debido a la presencia de plomo en el rifion.
A continuacién, se mencionan las generalidades de la enzima y algunos casos en
los cuales se ha relacionado como bioindicador en diferentes procesos

patologicos.

GLUTATION S-TRANSFERASA.

La Glutation S-transferasa pertenece a una familia de enzimas cuya importancia
se relaciona con los mecanismos de desintoxicacion celular, y que tienen como
funcién principal la de eliminar sustancias endégenas (metabolitos) y sustancias
exdgenas (xenobidticos). Estas enzimas catalizan el ataque nucleofilico del
glutatién reducido (y-glutamilcisteinilglicina; GSH) sobre el centro electrofilico de

un gran numero sustratos (Wang, 1993). La reaccion general involucra la formacion
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de un complejo ternario, el cual se hidroliza regenerando la enzima a su estado
inicial y eliminando el complejo glutation-xenobidtico (Armstrong, 1992).

Tomando en cuenta la literatura relacionada con la reaccion general catalizada por
este grupo de enzimas, se podria establecer una posible secuencia de pasos que
la enzima puede realizar para eliminar ya sea metabolitos o xenobibticos.

Esta propuesta se plantea a continuacion y podria corresponder a un mecanismo

enzimatico tipo ping-pong (propuesta elaborada por el grupo de investigacion de la Dra.

Leticia Guadalupe Navarro Moreno, en estudio y no publicado).

Donde:

E representa a la enzima GST PI

GSH representa al glutatién reducido.

E-GSH representa al complejo enzima-glutation

RX representa un compuesto electrofilico (metabolito o xenobibético).
E-GS-RX representa el complejo ternario enzima-glutation-xenobidtico.

En mamiferos estas isoenzimas existen como homodimeros o como
heterodimeros; poseen una masa molecular aproximada de 25 kDa por subunidad
y un sitio activo por monomero. Se clasifican en siete familias (alpha, kappa, mu,
pi, sigma, theta y zeta) que se diferencian tanto en su secuencia, propiedades
inmunoldgicas y papel fisiolégico en funcion de la especie y del 6rgano en el que
se localicen (wang, 1993).

Las enzimas de la familia GST se clasifican en citosolicas, mitocondriales y
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microsomales. Independientemente de la clasificacion las diferentes isoformas e
isoenzimas, todas tienen la capacidad de unir diferentes compuestos xenobidticos
al glutation incluyendo aflatoxinas, epoxidos, tiocianatos y quinonas llevando a
cabo posiblemente el mecanismo anterior. En la Figura 2 se muestran diferentes
compuestos enddgenos unidos al glutatién por accién de las enzimas de la familia
GST. La Tabla 1 indica algunos de los sustratos enddgenos y exdgenos y las
clases de GST que los unen al glutation (Serrat,2002). Entre ellos se encuentra el
compuesto 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (DNCB) que se utiliza en la determinacion
de la actividad total de la enzima. Debido a que la mayoria de las enzimas pueden
unir este compuesto, la medicion de la actividad se realiza empleando una técnica
general de determinacion de la actividad enzimética, utilizada por la mayoria de
los investigadores que estudian esta enzima.

Estas enzimas también participan dentro del metabolismo celular catalizando otras
reacciones diferentes a las del metabolismo de los xenobioticos. Tienen
actividades peroxidasa e isomerasa, Y son capaces de unirse-cataliticamente a
una amplia gama de sustratos enddgenos y ligandos exdgenos (Serrat, 2002).

Entre las isoenzimas de GST que participan dentro del metabolismo anabdlico se
encuentran las pertenecientes a la superfamilia MAPEG (Membrane associated
proteins in eicosanoid and glutathione metabolism) que actian como sintasas de
prostaglandina E2 y leucotrieno C4. Participando dentro de la formacion de
mediadores de los procesos de inflamacién e hipertension. GST a cataliza la
sintesis de prostaglandinas F2a. La clase & se conoce como sintetasa de
prostaglandina D2 dependiente de glutation. Las clases a, g y 1 catalizan la
conjugacion de prostaglandinas A2 y J2 con glutation. De esta manera son
eliminadas de la célula a través del transportador MRP, regulando, de esta

manera, la vida media de algunos prostanoides dentro de la célula (Serrat, 2002).
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Figura 2. Conjugacion del glutatién a 1) Aflatoxina B1-8,9-epoxido, 2) bencilisotiocianato, 3)

dibromoetano, 4) maleilacetoacetato, 5) o-quinina (Tomado de Armstrong, 1991).

Tabla 1. Sustratos unidos a glutatiéon por algunas de las enzimas pertenecientes a las clases alfa,
mu, pi, sigma, teta, zeta, omega, kapa y microsomal (Adaptado de Serrat,2002).

Clase Enzima Sustratos

Alfa GST Al-1 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (DNCB); 7-cloro-4-nitrobenceno-2-oxo-
1,3-diazol; A>-androstreno-3,17-diona

GST A2-2 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (DNCB); 7-cloro-4-nitrobenceno-2-oxo-
1,3-diazol; cumenohidropedxido.

GST A3-3 No determinado.

GST A4-4 Acido etacrinico; 4-hidroxinonenal; 4-hidroxidecenal

Mu GSTM1-1 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (DNCB); trans-4-fenil-3-buten-2-ona;

aflatoxina B1-epoxido; 6xido de trans-estilbeno.
GSTM2-2 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (DNCB); 1,2-dicloro-4-nitrobenceno;
aminocromo.

GSTM3-3 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (DNCB); perédxido de hidrégeno.
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GSTM4-4 No determinado.
GSTM5-5 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (DNCB).

Pi GSTP1-1 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (DNCB); acroleina, adenina propenal,
bencilisotiocianato; &cido etacrinico.

Sigma GSTS1-1 Prostaglandina D2 sintasa

Teta GSTT1-1 1,2-epoxi-3-(p-nitrofenoxi) propano; diclorometano; dibromoetano.

GSTT2-2 1-menaftilsulfato; cumeno hidroperéxido.

Zeta GSTZ1-1 Dicloroacetato, fluoroacetato; maleilacetato.

Omega GSTO1-1 Tioltransferasa, 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (DNCB); 7-cloro-4-
nitrobenceno-2-oxa-1,3-diazol

Kapa GSTK1-1 No determinado

Microsomal | MGST-1 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (DNCB); 7-cloro-4-nitrobenceno-2-oxo-

1,3-diazol, cloruro de 4-nitrobeno; cumeno hidroperéxido
MGST-1-1 Prostaglandina E2 sintasa

MGST-2 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (DNCB); leucotrieno c4 sintasa; 5-
MGST-3 HPETE

Leucotrieno C4 sintasa, 5-HPTE

EFECTO DE LOS METALES PESADOS EN LA ACTIVIDAD Y LA EXPRESION
DE LA ENZIMA GLUTATION S-TRANSFERASA.

Se han realizado investigaciones consistentes en exponer algunas enzimas a
diferentes metales pesados y se ha observado la inhibicion de la actividad
enzimatica. En bacterias se ha detectado la inhibicion de la actividad de la enzima
GSTP1 en presencia de mercurio (Goodrich.2012).

En rifidn las formas predominantes de la GST son alfa, mu y pi, las cuales juegan
un papel importante dentro de la fisiologia de este 6rgano y cuya actividad es
alterada bajo ciertas patologias renales o por intoxicacion con metales pesados.
Algunos autores han encontrado una relacion directamente proporcional entre la
intoxicacion con plomo o con mercurio (aguda o crénica) y las vias de
administracion (oral e intraperitoneal) con la generacion de estrés oxidativo y el
aumento de la actividad de la GST renal (Caccuri, 1999; Hernandez, 2013) (Mendez, 2016)
(Cruz, 2016).

En animales expuestos, de manera aguda, a plomo se ha observado una relacion
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entre la distribucion celular de las enzimas GST Al, GST A2, GST A3, GST A4,
GST M1, GST M2 y GST P1 en rifion y en higado siendo este fenomeno
independiente del estrés oxidativo (Dagget, 1998). Por otro lado, empleando una
intoxicacion cronica con altos niveles de plomo se reportd un incremento en las
isoformas Ybl y Yp de rifidbn (Moser, 1995). De la misma manera experimentos
realizados empleando una intoxicacién aguda con plomo mostraron el aumento del
RNAmM de las clases Yal, Ya2 y Yc en riiion, pero una disminucion en higado,
indicando que el efecto de la intoxicacion con plomo es dependiente del érgano
afectado (Dagget, 1997).

Lo anterior demuestra que, si bien se ha iniciado el estudio del efecto de la
intoxicacion con metales pesados sobre la actividad y/o la expresién de las
diferentes isoenzimas de GST, aun es necesario realizar mucho trabajo de
investigacion que nos ayude a entender la posible relacion entre la exposicion a
plomo y su efecto en la GST renal, para poder asi proponerla como un
bioindicador de efecto. Relacionado con lo anterior, Hernandez en 2015 report6
una relacién directa entre el aumento de las especies reactivas de oxigeno y el
aumento de la actividad de GST en rifion de ratas macho expuestas de forma
aguda a plomo. Sin embargo, varios trabajos han relacionado la actividad de esta
enzima con ciertas patologias como el cancer. Por esta razon a continuacion se
describen algunos trabajos en los cuales se ha relacionado la actividad de GST y

el cancer.

RELACION ENTRE LA ACTIVIDAD Y LA EXPRESION DE LA ENZIMA
GLUTATION S-TRANSFERASA Y EL CANCER GASTRICO.

Actualmente las principales enzimas conocidas involucradas en el metabolismo de
sustancias cancerigenas pertenecen a las familias citocromo P 450 y Glutation S-
transferasa. Estas participan en la activacion y desintoxicacion de sustancias que
podrian actuar como factores de riesgo o de proteccién de cancer gastrico. (Langy
Pelkonen 1999). Los individuos que portan la forma méas activa de la GST

relacionada con la activacion de los carcindégenos, o los alelos menos eficientes de
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las enzimas de desintoxicacion, podrian presentar un mayor riesgo de desarrollar
cancer (Krajinovic et al. 1999).

La familia de enzimas GST también esta involucrada en la respuesta al estrés, la
oncogeénesis, la progresion de tumores, resistencia a farmacos, la biosintesis y el
metabolismo de las prostaglandinas, esteroides, y los leucotrienos. Mas
recientemente, también se han encontrado isoenzimas GST capaces de modular
las vias de sefalizacion celular que controlan la proliferacion y la muerte celular.
Muchos estudios han demostrado que los polimorfismos de las diferentes familias
de GST estan asociados con diferentes tipos de cancer (Strange,1998). En 2012 se
reportd una posible relacion entre algunas isoformas de GST (GST M1 y GST T1)
en pacientes con insuficiencia renal (Akgul, 2012). Se ha reportado la existencia de
variaciones de la enzima en casos de hepatocarcinoma en humanos, indicando la
implicacién de diversos polimorfismos genéticos (White, 2007). Se ha implicado a la
GST M2 en posibles casos de cancer de colon, en donde la actividad de esta
enzima se ve incrementada (Ebert, 2003). De la misma manera se ha observado un
aumento en la actividad de la GST M1 en casos de cancer cervical (Liu, 2012).

Todo lo escrito anteriormente demuestra la importancia de esta proteina en la
salud y a su vez la complejidad y la importancia que representa el estudio de esta
enzima.

Existen dos maneras de estudiar a las proteinas y a las enzimas. La primera es
mediante la experimentacion con modelos animales o, como en el caso de la GST,
con humanos, como se ha descrito en la parte anterior de este trabajo. La
segunda forma se relaciona con estudios computacionales que incluyen
simulaciones, alineamientos o acoplamientos genéticos, cuya finalidad es llevar a
cabo un estudio tedérico molecular del comportamiento de las estructuras
bioldgicas.

Actualmente se cuenta con un niumero considerable de métodos computacionales
y bases de datos que ayudan al estudio teérico de las proteinas, entre los que se
encuentran los programas de visualizacibn de proteinas como VMD (Visual

Molecular Dinamics) y PyMol, que presentan caracteristicas que ayudan a estudiar
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el comportamiento estructural de las proteinas solas o realizando interacciones
con otras moléculas.
A continuaciéon, se describen tanto la base de datos como los procesos de

simulacion molecular usados en este trabajo.

BASE DE DATOS ESTRUCTURALES DE PROTEINAS: THE PROTEIN DATA
BANK

La base de datos de la estructura de las proteinas también llamado Protein Data
Bank (PDB), contiene los archivos de la posicion de cada atomo en las
coordenadas tridimensionales que conforman una proteina. Este archivo de
coordenadas no solo considera el esqueleto de la proteina sino todas aquellas
moléculas con las que se haya resuelto en conjunto la estructura de la misma, por
ejemplo, los grupos prostéticos de algunas hemo-proteinas, inclusive las
moléculas del solvente que estan unidos a las proteinas también aparecen. Esta
informacion es utilizada por algunos programas tales como RasMol, PyMol y VMD
La informacién que esta contenida en este tipo de archivos, proviene de la
estructura tridimensional de proteinas obtenidas hasta la fecha mediante
cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear (RMN).

Hoy en dia la base de datos Protein Data Bank no solo contiene la coleccion de la
estructura tridimensional de proteinas, sino ademas informacion estructural de
acidos nucleicos, carbohidratos y una variedad de complejos de macromoléculas o
modelos estructurales creadas por otras técnicas biofisicas.

Es importante conocer algunas caracteristicas basicas de este tipo de archivo,
porque en ocasiones es necesario editar los archivos a través de cualquier
programa editor de textos o recurrir a la informacion contenida en el archivo,
previo a realizar el analisis de la estructura. Por ejemplo, cuando se inicia el
analisis de la estructura de una proteina es fundamental conocer si la estructura

fue resulta en ausencia o presencia de ligandos, algun cosolvente o crioprotector
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ya que estas moléculas pueden interactuar con las proteinas y modificar algunos

detalles de la estructura.

A continuacion, se describe la informacion basica que contiene el archivo PDB que

se denota con una palabra clave en ingles seguido de la explicacion. (Gonzalez,

2005)
&

Encabezado (HEADER), que se refiere al nimero de identificacion de cada
estructura, este nimero estd compuesto de cuatro digitos, el primero es un
namero y los siguientes tres suelen ser letras por ejemplo 2LAO.También
contiene la fecha de depdsito de la estructura en el banco de datos.

Titulo (TITLE), contiene informacion Unica de la biomolécula o condiciones
de la experimentacion.

Nombre (CMPND), incluye el nombre comun de la molécula.

Fuente de obtencion de la molécula (SOURCE), se refiere al origen ya sea
quimico o biolégico de la molécula, por ejemplo, si proviene de un
organismo recombinante.

Referencia de publicacion (JRNL), contiene la cita original donde se
describe la estructura depositada en la base de datos.

Cometarios libres de los autores del trabajo (REMARK).

Secuencia primaria de la proteina (SEQRES), la secuencia se indica en el
cadigo de tres letras

Heteroatomos (HET), nombre de los residuos de atomos no comunes en las
proteinas por ejemplo los grupos prostéticos, o los ligandos que se unen a
las proteinas.

Formula quimica de los heterodtomos (FORMUL).

Localizaciébn de los residuos con estructura secundaria tipo hélice-
(HELIX).

Localizacién de los residuos con estructura secundaria tipo hebras beta
(SHEET).

Localizacion y existencia de enlaces disulfuro (SSBOND).

Coordenadas atdbmicas que corresponden a la proteina (ATOM).
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+ Coordenadas atomicas de los residuos que no corresponden a la proteina
se denominan heterodtomos (HETEROATOM).

MECANICA MOLECULAR

Claude Cohen menciona que la mecéanica molecular es el “Conjunto de técnicas
informaticas basadas en los métodos de quimica tedrica y en los datos
experimentales que pueden ser usados para analizar las moléculas o sistemas
moleculares y/o para predecir las propiedades moleculares y biolégicas”. (Cohen,
1973) EIl objetivo de la mecanica molecular es la caracterizacion completa de
compuestos, obteniéndose los valores de sus propiedades dependientes de su
estructura 3D, que resulten de interés para el estudio que se esté realizando, de
manera objetiva, rdpida y adecuada. Los calculos de mecanica molecular
requieren tiempos considerablemente menores que los mecénico-cuénticos, se
pueden aplicar a compuestos de mayor magnitud y complejidad y reproducen los
valores experimentales referentes a geometrias y energias con buena precision.
La idea central de la mecanica molecular es que los enlaces poseen valores de
longitudes y angulos ideales o naturales, los cuales van a condicionar la geometria
molecular y utilizan un conjunto de ecuaciones para reproducir la superficie de
energia potencial. A este conjunto de ecuaciones, cuya forma mateméatica deriva
de la mecanica clasica, se denomina campo de fuerzas y contiene un conjunto de
parametros ajustables, optimizados de forma que se obtenga la mejor
concordancia posible entre las propiedades moleculares.

Puesto que la mecanica molecular sb6lo considera el movimiento nuclear,

prescindiendo de los electrones, una molécula se puede representar mediante un
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modelo mecanico como un conjunto de masas (los atomos) unidas (a través de los
enlaces) por fuerzas armonicas o elasticas.

Estas funciones se pueden describir como funciones de energia potencial de los
parametros estructurales tales como longitudes, angulos de enlace, angulos
diedros, interacciones no enlazantes, etc. La combinacion de las funciones de
energia potencial representa el campo de fuerzas y la energia E, de la molécula
surge como resultado de las desviaciones de estos parametros de los valores
ideales. De acuerdo con esta suposicion, la energia del sistema se puede
desglosar en una suma de términos energéticos que representaran todas las
interacciones posibles: deformaciones de los enlaces por elongacién, plegamiento

0 rotacion e interacciones entre masas, como se muestra en la Figura 3.

Figura 3.- Longitudes, angulos de enlace, angulos diedros, interacciones no enlazantes (Tomado
de Garcia,2017).

CALCULO DE ENERGIAS LIBRES DE UNION PROTEINA-LIGANDO.

En esta seccion se describen los métodos y funciones utilizadas en este trabajo
para evaluar la afinidad proteina-ligando. Como se ha introducido, por una parte,
se encuentran las funciones de scoring aplicadas en docking, con simplificaciones
en su formulacion, y por otra los métodos propiamente dedicados a calcular la

energia libre de interaccion.
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Funciones de Scoring
Las funciones de scoring utilizadas en este trabajo para el VS con docking son

todas empiricas. Se trabajo con los programas AUTODOCK y GOLD.
Estos métodos utilizan la aproximacién de una ecuacion maestra (master
ecuacion) formulada por Ajay y Murcko 1995, que asume el caracter aditivo de los

componentes de la energia libre, de acuerdo con la siguiente ecuacion.

AG =AG,, +AG +AG,,, +AG +AG,,, +AG,

puenteH conform tor

Donde los cuatro primeros términos corresponden a los términos tipicos de
mecanica molecular que consideran la interaccion de van der Waals, formacion de
puentes de hidrégeno, interaccidon electrostatica y desviaciones de la geometria

covalente, respectivamente. AG,, modela la traslacion y rotacion globales y AG,,

tor

incluye la desolvatacion tras la unién del ligando y el efecto hidrofébico.

Funcion de Scoring de AUTODOCK.
La master equation de AUTODOCK 3.0, basada en el ciclo termodinamico de

Wesson y Eisenberg (Figura 4) y consta de cinco términos que son los siguientes.

. B.
AG =AG,,, . Lﬁ;—'ﬁ’]+
i

ij Lij

C; D,
AG puenteH z E(t)(rlé_ r1(; + EPuenteH ]+
1]

i i
N

o 7 e(h)-1;

-N,,, +

tor tor

r2
AG, - > SV, -exp(— ! 2}

i 2-0

AG

Figura 4.-Esquema del ciclo termodinamico de Wesson y Eisenberg (Tomado de Rabal, 2006).
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DINAMICA MOLECULAR

La dinAmica molecular (DM) es un tipo de simulacién molecular computacional
gue permite analizar el comportamiento o evolucién de un sistema (fisico, quimico
o biolégico) a través del tiempo, calculando las fuerzas entre los atomos que lo
conforman mediante las ecuaciones del movimiento de Newton.
Operacionalmente, es un método para generar las trayectorias de un sistema
compuesto de N particulas por integracion numeérica directa de las ecuaciones de
movimiento de Newton, con especificaciones de un potencial de interaccion
interatdmico de condiciones iniciales y de frontera adecuadas. La dindmica
molecular es un método de modelado y simulacién a nivel atomistico cuando las
particulas en cuestién son los atomos que constituyen el material o sistema de
estudio. Por medio de DM, se pueden calcular diferentes propiedades
fisicoquimicas del sistema como la energia libre, entropia, solubilidad, viscosidad,
presion, temperaturas de cambio de fase, y en sistemas biolégicos, permite medir
la fuerza de interaccion entre posibles farmacos y sus dianas biomoleculares o
receptores, e incluso, describir el comportamiento de una proteina y moléculas
complejas bajo ciertas condiciones, por mencionar algunas de sus capacidades.
Si bien, las ecuaciones del movimiento no describen el sistema a nivel cuantico (lo
cual requeriria una capacidad de calculo extremadamente grande), este tipo de
estudios han mostrado buena correlacion con resultados experimentales, y se
pueden realizar con equipos de coOmputo ciertamente convencionales, pero que

cumplan ciertas especificaciones técnicas (Lozano-Aponte, 2014).

MECANICA CLASICA
El método de DM se basa en resolver numéricamente las ecuaciones de
movimiento para un sistema de N particulas con masami y posiciones ri a un
tiempo t a través de la segunda ley de Newton, de acuerdo a la siguiente
ecuacion.
d°r,
dt

=Fi=1..N
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Donde Fi representan las fuerzas que actlan sobre cada particula debidas a la

presencia de las otras particulas j un potencial por pares U(rij).

F=SF,

[E]

_dU(rij)rij

F =
dr. r.

Donde r;;vr;vvr—1 vV es la distancia relativa entre las particulas ij. Como
puede observarse, el corazén de una simulacion con DM depende de una
descripcion adecuada del sistema en términos de potenciales clasicos como lo
indica la ecuacion.

Los potenciales que se van a utilizar para la simulacion dindmica se describen a

continuacion (Chipot, 2007).

POTENCIALES INTRAMOLECULARES

El potencial intramolecular se refiere a las contribuciones dentro de una molécula.
Los grados de libertad considerados son: la distancia de enlace (la cual se puede
mantener fija), el angulo de enlace que se forma entre tres atomos adyacentes
modelados por una funcion de tipo arménico y el angulo de torsién que se forma

entre los planos de cuatro &tomos consecutivos de una molécula (Ramirez, 2017).

Distancias de enlace

Se pueden modelar a partir de una funcion de sitio arménico

U (rij ): k2r<rij —T )2

Donde r;;j es la distancia entre los atomos r;;,7, €s su distancia de equilibrio y

k., representa la constante del enlace.

Los parametros r,y k, pueden obtenerse por medio de técnicas experimentales o
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bien por métodos tedricos.

Angulos de enlace

Los angulos de enlace estan relacionados con la estructura de la molécula que a
su vez esta relacionada con la disposicion de los pares de electrones. Estos
angulos de enlace no varian mucho del angulo de equilibrio a temperatura
ambiente. Para simularlos se utiliza un potencial arménico que depende del
angulo que forman los enlaces en los atomos como se muestra en la siguiente

ecuacion.

|

U (eijko): ? g'jk -6, )2

Donde 6, es el angulo entre los atomos ij y k, 6, es el angulo de equilibrio y kges

la constante del angulo de enlace, que se puede obtener experimentalmente o

tedricamente.

Angulo de torsién

Las torsiones tienen que ver con los cambios de energia que se presentan en una
molécula cuando los atomos giran alrededor de los enlaces sencillos, hay
rotaciones que son de baja energia o permitidas y otras de alta energia que
dependen de la estructura molecular. La manera en que se puede ver esta torsion

es usando el angulo diedro. Lo anterior se muestra en la Figura 5.

Figura 5. Angulo diedro 1 formado por la interseccién de dos planos cada uno conformados por

tres atomos, la torsién es referida a los atomos j y k.
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POTENCIALES INTERMOLECULARES

Como su nombre lo sugiere el potencial intermolecular se refiere al potencial entre
moléculas, cada atomo de una molécula interactia con los atomos de otra
molécula, con un potencial por pares. Se pueden clasificar estos potenciales en
dos tipos: de largo alcance y de corto alcance. En este trabajo usamos el potencial

de Lennard-Jones que es de corto alcance (Ramirez, 2017).

POTENCIAL DE LENNARD JONES.

El potencial de Lennard-Jonesse se considera como un potencial de corto alcance
ademas es muy usado en simulaciones de dindmica molecular para moléculas no
polares. El uso frecuente del potencial de Lennard-Jones se debe a su sencillez, y
a que, con dos parametros, se puede obtener el diagrama de fases de un solo
componente o de mezclas. Para moléculas se utiliza la siguiente forma del

potencial (Ramirez, 2017).

POTENCIAL DE COULOMB.
El potencial de Coulomb es un potencial de largo alcance. EI método fue
introducido en 1921 para sumar eficientemente las interacciones de largo alcance

entre particulas y todas sus imagenes periddicas infinitas (Ramirez, 2017).

ALGORITMOS DE MOVIMIENTO.
Para poder integrar las ecuaciones de movimiento se usan algoritmos

desarrollados a partir de métodos de diferencias finitas. Se trata de un problema
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de condiciones iniciales, es decir, dadas las posiciones y velocidades a un tiempo
t, hemos de obtenerlas a un tiempo t + dt. La Base del método de diferencias
finitas consiste en sustituir el intervalo de tiempo infinitesimal dt por un intervalo
finito At, durante el cual se supone que las fuerzas que actian sobre las
particulas son constantes. De este modo, las ecuaciones de movimiento se
resuelven paso a paso, integrandolas a cada intervalo At. La eleccion de la
longitud del paso de integracion depende del algoritmo numérico utilizado y del
sistema en particular.

La mayoria de los métodos de diferencias finitas estan basados en un desarrollo
en serie de Taylor de la variable a propagar. Asi, por ejemplo, la componente x de

la posicidn puede expresarse de la siguiente manera.

2 3 n
x(t+ A =xt)+ X ags 1IX0 e 1IXO N, L0
dt 2 dt 3 dt nl dt"

La cual es la expresion que se buscaba para las velocidades que debe truncarse

en el término At y son consistentes con las posiciones. De esta manera es como
se pueden evaluar tanto las posiciones como las velocidades simultdneamente.
Estas ecuaciones se conocen como algoritmo de Verlet cuyas relaciones son las

siguientes.
r(At) =1, (0) +Vv; (0)At + I:Zi(rr?)Atz

(A0 =v,(0) + - [F,(0) + Fy(AD)]
2m,

El cual se escribe de la siguiente manera:

At At
Vi(zj =V;(0) + >m. F (0)

r (At) = 1, (0) + Atvi[Aztj

v, (At) — vi[AZt] + 2An:. F (At)
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Sobre esta base tedrica, el esquema basico de funcionamiento de una simulacion
de DM sera:

1. Se establecen los parametros para la simulacion: temperatura inicial, paso
del tiempo At, tiempo total de la simulacion, etc.

2. Se ajusta el sistema, asignando las posiciones y velocidades iniciales: las
posiciones iniciales de los &tomos se pueden obtener a partir de estructuras
experimentales, determinadas por rayos X o por RMN, o bien modelizadas
tedricamente. Por su parte las velocidades iniciales vi se suelen escoger
aleatoriamente a partir de una distribucion de Maxwell-Botzmann, la cual da
la probabilidad P de que un atomo i tenga una velocidad v, en la direccion

a (x,4,3) auna temperatura T

1

2 2

P(v,,) = LGr:i Tj exp{— ;'(V'_F} siendo a (x, 4, 3)
B B

. . - N -
Normalmente, las velocidades se ajustan de forma que p = Zizlmi vi=0

(momento global nulo).

3. Se calculan las fuerzas sobre todas las particulas.

4. Se integran las ecuaciones de movimiento. Este paso y el anterior se van
repitiendo, durante el tiempo total de simulacién estipulado para calcular la

evolucion temporal del sistema. Alfonso. (A. Javier)

CONDICIONES DE CONTORNO PERIODICAS
Para simular un sistema macroscépico “estado liquido” (bulk) se suelen emplear

condiciones de contorno periddicas, ya que asi se minimizan los efectos
superficiales. Si consideramos un sistema con una serie de atomos encerrados en
un cubo, incluso si tuviéramos un millon de atomos, casi un 6% estarian sobre la
superficie de dicho cubo, lo cual ya afecta a los célculos de las propiedades del
sistema. Esto se soluciona rodeando el cubo de réplicas del mismo; ahora bien, si

consideramos el calculo de la fuerza sobre la particula 1 de la Figura 5 y la
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energia potencial que la involucra, teniendo en cuenta solo las interacciones
diatdbmicas, deberiamos calcular las interacciones entre la particula 1 y el resto de
las particulas y ademas con todas las imagenes de las réplicas, lo que daria lugar
a un numero infinito de interacciones que harian no viable su calculo.

Para solucionar esto, se recurre al convenio de la minima imagen, el cual indica
que, si la fuerza es de corto rango, se consideraran solo las particulas cercanas a
la particula 1 y si la interaccion es a mayor distancia, simplemente se ignorara. Lo
gue se hace es lo siguiente: tomando como centro a la particula 1, se construye
una caja de del mismo tamafo y forma que la caja original (en la Figura 6, el cubo
con linea discontinua) y solo se consideran las interacciones entre la particula 1y
el resto de las particulas que se encuentran dentro de esta Ultima caja, por lo que

solo habra ahora N — 1 interacciones a calcular en la particula 1 (Aguirre, 2009).

Figura 6. Condiciones periddicas de frontera (Tomado de Aguirre, 2009).

LISTA DE VECINOS O LISTA DE VERLET.

Por otra parte, la contribucion de energia y a las fuerzas sobre una particula
provienen de sus vecinos mas cercanos, por lo que se suele tener en cuenta solo
los potenciales de corto alcance que normalmente no van mas alla de quintos

vecinos e introducir un radio de corte (cut off).
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El uso de distancias de corte reduce el numero de interacciones a evaluar, la
utilizacion de potenciales truncados requiere de calcular todas las distancias entre
particulas del sistema y su comparacion con R, para definir si se trunca o no la
interaccién, lo que en si mismo consume tiempo de computo, Por lo que Verlet
propuso una técnica para reducir el nimero de distancias a evaluar en cada paso
de integracion, y se conoce como lista de vecinos o lista de Verlet.

Esta técnica consiste en generar una lista de vecinos cercanos para cada particula
del sistema que se actualizara cada cierto numero de pasos de integracion,
usando el hecho de que las particulas que pueden entrar o salir de la esfera
definida por R., seran esencialmente las mismas unos pocos pasos de integracion
después. Por lo que se define una esfera adicional de radio R; mayor que la esfera
de corte y se almacena una lista con las posiciones de las particulas contenidas
en su interior.

El valor tipico de R;es R; = R, + Al donde Al varia de 0.20-0.30. Asi, durante un
cierto numero de pasos de integracion, solo se evalluan las distancias entre cada
particula y aquellas incluidas en la lista de Verlet. Esta lista ha de actualizarse
periodicamente, ya que transcurrido cierto tiempo el movimiento de las particulas

es el suficiente para que salgan o entren en la esfera de radio igual al radio de lista
(Aguirre, 2009, Ramirez, 2017).

Figura 7. Lista de vecinos cercanos a la particula i. R, es el radio de corte para la interaccion
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con las particulas restantes y R, es el radio de la lista de vecinos cercanos. (Tomado de Ramirez,
2017).

DINAMICA MOLECULAR EN DIFERENTES ENSAMBLES.

Los ensambles nos proporcionan una conexion entre el mundo microscopico
clasico descrito por las ecuaciones de movimiento de Newton y las observables
macroscopicas que pueden ser medidas en un experimento. Siendo un ensamble
una coleccion imaginaria de sistemas descritos por el mismo hamiltoniano, con
cada sistema en un Unico estado microscopico en un momento determinado en el
tiempo, el concepto de ensamble permite realizar un andlisis estadistico de dicho
conjunto. Los ensambles que se pueden generar en la dinamica molecular pueden
ser el microcandnico (NVE), candnico (NVT) y el isobarico-isotérmico (NPT), entre

otros (Frenkel, 1996).

DINAMICA MOLECULAR A NVE CONSTANTE
La dinAmica molecular es una técnica que permite estudiar la evolucién temporal

natural de un sistema de N particulas interactuantes en un volumen V, en dichas
simulaciones. La energia total E es una constante de movimiento. Si se asume
gue los promedios temporales son equivalentes a los promedios de ensamble,
entonces el promedio temporal de una propiedad obtenido en una dinamica
molecular convencional es equivalente al promedio de tal propiedad en el
ensamble microcanonico. Siendo el ensamble microcandnico generado de manera
natural. En este, un sistema termodindmico no intercambia energia, ni particulas
con el alrededor, el volumen y el nUmero de particulas permanecen constante.
Dicho ensamble provee un punto de partida desde el cual otros ensambles de
equilibrio son derivados (Frenkel, 1996).

DINAMICA MOLECULAR A NVT CONSTANTE
En este tipo de dinAmica se mantiene el nimero de particulas, el volumen y la

temperatura fijos. La forma de mantener la temperatura fija es a través de un

termostato. En la literatura existen varios termostatos uno de ellos es el
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escalamiento de velocidades, el cual consiste en usar el teorema de equiparticion
de la energia, lo que permite encontrar una relacion entre la temperatura del
sistema T(t) al tiempo ty la energia cinética de las particulas k(t), a través de
T(t) = 2k(t)/dNkg donde d es la dimension. Con esta relacion se puede definir
un factor de escala que consiste en relacionar la temperatura externa, que le
imponemos al sistema, con la temperatura interna a través de /T, /T(t) .

Existe una gran variedad de termostatos para afiadir o remover energia para
mantener la temperatura promedio constante. Incluyen la reescalacion de
velocidades, dindmica Langevin, termostato Nosé-Hoover y el termostato
Berendsen. No es facil obtener una distribucion de microestados correspondiente
a la colectividad canodnica, ya que ello depende del tamafio del sistema, seleccion

del termostato, pardmetros del termostato, paso de tiempo e integrador utilizados
(Frenkel, 1996).

Termostato Berendsen.
El termostato suprime fluctuaciones de la energia cinética del sistema y por lo

tanto no puede producir trayectorias coherentes con el conjunto canonico. La
temperatura del sistema se corrige de tal manera que la desviacion decae
exponencialmente con una constante de tiempo.

dT To—T

dt -t
Aunque el termostato no genera un correcto ensamble candnico (especialmente

en sistemas pequefos), para grandes sistemas en el orden de cientos o miles de
atomos, la aproximacion produce resultados mas o0 menos correctos para
propiedades calculadas. Es ampliamente usado debido a la eficiencia con que se
relaja un sistema en cierta temperatura.

En muchos casos los sistemas se equilibran inicialmente en un ensamble
Berendsen, mientras que las propiedades se calculan utilizando el termostato
NOSE-Hoover, que genera correctamente las trayectorias consistentes con un

conjunto canonico.
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DINAMICA MOLECULAR A NPT CONSTANTE
Algunos experimentos son realizados a presion constante en lugar de volumen

constante, por lo que se han desarrollado técnicas que permitan simular este tipo
de condiciones. Para mantener la presion constante en simulaciones de dindmica
molecular es necesario considerar al volumen como una variable dindmica que
cambie durante la simulacion. Al igual que para los ensambles a temperatura
constante, existen muchos y muy variados métodos los cuales han sido
propuestos bajo el contexto de espacio fase extendido, nuevos algoritmos en los
cuales el volumen es introducido como una variable dinamica adicional, y agrega
una variable correspondiente al momento con la finalidad de mantener las
condiciones isobéaricas del sistema. EI método utilizado consiste en usar un
algoritmo similar al método de Cadenas de Nose-Hover usa una cadena de
barGstatos y termostatos que permitan al sistema mantener la presion y

temperatura fijas (Frenkel, 1996).
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ANTECEDENTES
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ANTECEDENTES EXPERIMENTALES
Anteriormente a la enzima Glutation S-transferasa (GST) no se consideraba como

una proteina que sugiriera algun tipo de dafio celular debido a la exposicion a
plomo en células renales. Sin embargo, trabajos recientes han demostrado que,
en rifion, la actividad de la GST podria estar indicando el efecto de la exposicion a
plomo in vivo e in vitro en bacterias y en rifiones de animales de laboratorio

expuestos al elemento. (Hernandez, 2013, Galicia, 2014).

Estudios in vivo en roedores expuestos mediante una intoxicacion aguda a cuatro
metales demostraron que la actividad de GST aumenté cuando los animales
fueron expuestos a plomo y a mercurio, siendo el primero el elemento que
aumenté mas la actividad de la proteina (Navarro, 2015). La Figura 8 muestra los
resultados obtenido, en ella se puede observar que los metales cromo y cadmio no
afectaron la actividad enzimética sugiriendo, de esta manera, que cada metal
ejerce un efecto diferente sobre la actividad de la GST renal. Si se considera la
propuesta sobre la relacion existente entre la generacion de especies reactivas de
oxigeno por exposicion a plomo y mercurio con la consecuente elevacion de la
actividad de la enzima, entonces se podria afirmar que los metales cromo y

cadmio no se comportaron de la misma forma que el plomo y mercurio.

00117
00104
0.0037
0,008
0.007 1
00087
0.0057
0.0044
0.003 1
0.0027
0.0017
0.000-

Control Floma Croma Cadmlo Mercuro

Figura 8. Actividad in vivo de GST renal en ratas expuestas de forma aguda a plomo (25 mg/kg),

cromo (15 mg/kg), cadmio (50 mg/kg) y mercurio (5 ppm/200g). (Tomado de Navarro, 2015)

En bacterias aisladas de ambientes acuosos contaminados con metales pesados
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se encontr6 que la actividad de GST medida in vivo en presencia de
concentraciones crecientes de plomo depende de la cepa y la concentracion de
metal utilizado. La Figura 9 muestra los resultados obtenidos al incubar las cepas
bacterianas Hafnia alvey y Bacillus pumilus en presencia de 0.32 y 0.62 mM de

plomo en el medio de cultivo.
a b c

Figura 9. Actividad de GST en Hafnia alvey y Bacillus pumilus a) sin exponer y expuestas a b)
0.32y ¢) 0.62 mM de plomo en el medio de cultivo. (Modificado de Galicia, 2014).

Estudios realizados in vitro en homogeneizados de corteza renal de ratas
expuestas a plomo, indicaron que la actividad de la enzima GST se vio disminuida
en presencia de concentraciones crecientes del metal en funcion del tiempo de
exposicion. La tabla 2 muestra la cuantificacion de la actividad a una
concentracion de plomo 0.05M en funcién del tiempo de incubacion. (Hernandez,
2013, Galicia, 2014).
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Tabla 2. Actividad de la Glutation S-transferasa renal in vitro a diferentes tiempos de exposicién

(Hernandez, 2013, Galicia, 2014).

Actividad de la enzima GST.

Muestra

Grupo

Control

Actividad GST en
rifion (pgmg/min)
792+ 126

60 segundos

T7.73 £ 044

120 segundos

300 segundos

600 segundos

6.99 1+ 3.74

640261

4.61 =032

En bacterias, los experimentos realizados in vitro en

las cepas Hafnia alvey y

Bacillus pumilus demostraron que en general al aumentar la concentracion del
plomo la actividad de la enzima aumenta en la primera cepa, mientras que al
incubar Bacillus pumilus en concentraciones crecientes de metal, la actividad

tiende a bajar. La Tabla 3 muestra los resultados obtenidos.

Tabla 3. Actividad de GST (UM/mg/min) determinada in vitro en cepas de Hafnia alvey y Bacillus
pumilus utilizando concentraciones crecientes de plomo a dos tiempos (promedio de tres
mediciones) (Tomado de Galicia, 2013)

Plomo GST GST GST GST

(LM) 1 minuto 5 minutos 1 minuto 5 minutos
Hafnia alvey  Hafnia alvey Bacillus Bacillus pumilus
pumilus

17 0.40 0.45 0.87 1.43

50 0.69 0.53 0.54 0.40

83 0.74 0.54 0.92 1.08

167 0.81 0.84 0.96 0.92

333 0.07 0.87 0.06 0.36

Lo anterior podria indicar que el muy posiblemente el plomo actia de dos
diferentes maneras sobre la actividad de la enzima GST. En primer lugar, se podia
sugerir que el metal presente efectos directos como especie ionizada uniéndose a
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especies cargadas negativamente como las enzimas. Los datos de los
experimentos in vitro muestran este efecto, indicando que el plomo pudo unirse a
sitios con carga negativa que conforman la estructura de la proteina GST y que
por ello la actividad enzimatica disminuy0d. Sin embargo, en los microorganismos el
efecto in vitro depende de la cepa, el tiempo y la dosis del metal. El segundo
efecto de la exposicion a plomo se podria relacionar con la generacion de
especies reactivas de oxigeno (efecto secundario) los cuales posiblemente
activarian la actividad de la GST. Los experimentos in vivo demostraron que la
actividad aumenté y que para estas bacterias y este metal existe, muy
posiblemente, una relacion entre la exposicion a plomo, la generacion de estrés

oxidativo y la actividad de GST, semejante a la descrita anteriormente.

ANTECEDENTES COMPUTACIONALES
Se han realizado estudios relacionados con el acoplamiento molecular como los

realizados por Lannutti y sus colaboradores. Entre los estudios realizados se
encuentran los de docking de la GST Pl y su ligante GSH, debido al alto grado de
flexibilidad que caracteriza a esta familia de enzimas. Se utiliz6 un enfoque de
acoplamiento transversal sobre la base de un conjunto de estructuras de rayos X
de complejos unidos de la GST PI para modelar los efectos de flexibilidad de la
proteina sobre la unién de los conjugados de GSH. El estudio de acoplamiento
molecular que se utilizd en este articulo permitié analizar el impacto de flexibilidad
de la proteina y el efecto de ajuste inducido en el GSH conjugado con la GST PI.
La inclusién de moléculas de agua conservadas en el modelo permitié incluir mas
variables en el modelo de acoplamiento. A partir de estos estudios se generd un
mapa de las interacciones ligando-proteina que describe de manera profunda
como el GSH se unen a la GST PI (Lannutti, 2012).

En otra investigacion Mah y colaboradores estudiaron la estructura de complejos
formados entre el ion Pb?* y el glutatién (que es el tiol m&s abundante en muchos
sistemas biolégicos). Se realizaron experimentos en una serie de soluciones

acuosas a pH de 8.5 con una concentracion de plomo de 10 mM. También se
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realizaron estudios de absorcion de rayos X y los resultados obtenidos
demostraron que las distancias entre el Pb-S del dipéptido son de 2.64 + 0.04 A°.
De manera similar los resultados obtenidos a partir de los andlisis de
espectrofotometria uv/vis mostraron que las distancias obtenidas entre el Pb-S
fueron de 2.65 = 0.04. Finalmente, el analisis de espectroscopia de masas reveld
que las distancias obtenidas entre el Pb-S fueron de 2.65 = 0.04 resultando
idénticas al andlisis de espectrofotometria uv/vis (Mah, 2012).

La Figura 10 muestra las posibles interacciones del ion Pb®*" con diferentes
residuos de aminodcidos indicando que los posibles sitios de interaccion son los

grupos sulfhidrilos y carboxilos del dipéptido.

Figura 10.- Posible estructura de la interaccion de plomo con el glutatién reducido (Mah, 2012).

Las investigaciones de dinamica molecular realizadas por Johnson vy
colaboradores relacionadas con la adsorcion de cadmio y plomo en peptidoglicano
y acido teicoico de la pared celular bacteriana se llevaron a cabo usando métodos
de campo de fuerza de energia clasica. Las simulaciones se llevaron a cabo tanto
en fase gaseosa y en celdas periddicas solvatadas. Los valores de los parametros
de Lennard-Jones para cadmio y plomo y su interaccion con el oxigeno fueron
previamente desconocidos, por lo cual ellos utilizaron un potencial analégico

apropiado como el Ba**. Posteriormente estos datos fueron validados simulando el
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plomo en agua en fase gas calculando el nimero de coordinacion y las energias

para ambos metales comparandolos experimentalmente.
La simulacion se llevé a cabo en una caja periddica con 216 moléculas de agua.
Los valores utilizados para Pb fueron DO = 0.0470 kcal/mol and RO = 3.8364 A°.

Los resultados de las dinamicas moleculares se muestran en la Figura 10.

Figura 11.- Coordinacion y distancias de union de cationes 1:1 y 1:2 de estequiometrias metal-
ligando derivados del ensamble NPT de las dinamicas moleculares de los peptidoglicanos
hidratados y los fragmentos de acidos teicoicos.
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JUSTIFICACION
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Varios investigadores han dedicado su trabajo a tratar de encontrar una relacion
entre la exposicion a plomo y el dafio renal. Lo anterior se ha estudiado debido a
que en muchos paises se han reportado una gran cantidad de casos de
enfermedades renales derivadas de la exposicion al metal. Dicha exposicion
puede ser tanto ocupacional como no ocupacional; en regiones urbanas y en
regiones rurales; en nifilos y en adultos y por varias vias de acceso al organismo.
A nivel celular y fisiolégico se ha observado que como consecuencia de
exposiciones continuas o repetitivas al metal se puede generar una tension toxica
en el riidn dafiando la funcién de las células de tabulo contorneado proximal,
afectando a proteinas importantes y ocasionando una nefropatia asociada al
plomo.

A lo largo de varias décadas se ha tratado de establecer varios métodos para
detectar el dafio ocasionado por la intoxicacion por plomo en riiidn. Algunas
investigaciones han mostrado que existe una relacion entre algunos resultados de
pruebas bioquimicas realizadas en muestras de sangre o de orina y el dafio a nivel
renal por varios agentes toxicos. Por esta razén se han establecido algunos
perfiles enzimaticos para detectar dafio ocasionado por agentes patdégenos o
algunos xenobiéticos. En el caso del plomo, lo anterior se ha basado
principalmente en la deteccion de plomo en sangre, la actividad de enzimas como
la de la &cido delta aminolevulinico deshidratasa o la deteccién de proteinas de
bajo peso molecular en orina, sin embargo no se cuenta con un bioindicador de

dafio que indique la presencia de plomo en células renales.

En este trabajo se realizara un analisis del comportamiento enzimatico de la
Glutatibn S-Transferasa renal (Pl), tanto de manera experimental como tedrica,
para comprender el efecto que el metal tiene sobre la actividad enzimatica y
profundizar en el estudio de esta enzima como posible bioindicador renal de
exposicion al plomo. Lo anterior se llevara a cabo con el conocimiento de que esta
enzima cumple con muchos de los requisitos para poder considerarse como un

indicador biologico de intoxicacion por plomo.
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Si existe una interaccibn molecular entre el plomo y los sitios activos o
reguladores de la enzima Glutation S-transferasa Pl (GST), entonces la actividad
de ésta podra ser modificada al bloquear los sitios de unién con su sustrato y su

ligando.
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GENERAL

Estudiar de manera experimental y tedrica la actividad de la enzima Glutatién S-
transferasa renal (P1) en ausencia y presencia de plomo.

ESPECIFICOS

1.- Medir la actividad de la enzima Glutation S-transferasa en homogeneizados de

rifidn en ausencia y presencia de plomo.

2.- Medir la actividad de la enzima Glutation S-transferasa en homogeneizados de

rifidn en ausencia y presencia de plomo, variando las condiciones de pH.

3.- Medir la actividad de la enzima Glutation S-transferasa en homogeneizados de

rifidn en ausencia y presencia de plomo, variando las condiciones de temperatura.

4.- Medir la actividad de la enzima Glutation S-transferasa en homogeneizados de

rifidn en ausencia y presencia de plomo, variando la concentracion de iones.

5.- Realizar el acoplamiento molecular entre la enzima Glutation S-transferasa P1
con el ligando glutation reducido, el sustrato 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (DNCB) y
el complejo ligando-sustrato.

6.- Medir la Energia Libre de Gibbs del ligando glutation reducido, el sustrato 1-

cloro-2,4-dinitrobenceno (DNCB) y el complejo ligando-sustrato.
7.- Determinar los residuos de los aminoacidos que interaccionan con el ligando
glutation reducido, el sustrato 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (DNCB) y el complejo

ligando-sustrato.

8.- Realizar una simulacion molecular de la interaccion de los diferentes ligandos a
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partir de las coordenadas encontradas a parir del acoplamiento molecular.
9.- Caracterizar el sitio de union de los ligandos y el plomo mas probables dentro

de la enzima.

10.- Obtener propiedades moleculares del sistema de estudio que se puedan

correlacionar con datos experimentales conocidos.

11.- Realizar una simulacion molecular de la enzima y el plomo en el sitio de

interés para medir sus efectos en la estructura de la proteina.

12.- Realizar las correlaciones necesarias para establecer la relacién entre los
resultados experimentales y los tedricos y explicar el mecanismo por el cual la

enzima cataliza la reaccion de acoplamiento entre su sustrato y el ligante.

13.- Realizar las correlaciones necesarias para establecer la relacién entre los
resultados experimentales y los tedricos y explicar el mecanismo por el cual el

plomo disminuye la actividad catalitica de la enzima.

Mario Raymundo Hernandez Pagina 44



Estudio dinamico y estructural de la interaccion del plomo con la
enzima Glutation S-Transferasa P1

METODOLOGIA

Mario Raymundo Hernandez Pagina 45



Estudio dinamico y estructural de la interaccion del plomo con la
enzima Glutation S-Transferasa P1

METODOLOGIA EXPERIMENTAL
Los animales utilizados en esta investigacion fueron alimentados con una dieta

balanceada que incluyo los nutrientes necesarios para su buen desarrollo. Se les
proporcioné agua normal y fueron sometidos a periodos de 12 horas de luz y 12

horas de oscuridad en un ambiente con temperatura controlada.

a) Obtencion de las muestras bioldgicas.
Para realizar las cinéticas enzimaticas de la Glutatibn S-transferasa Pl se
sacrificaron grupos de seis ratas macho de la cepa Wistar con un peso promedio
de 200 gramos. El tejido de la corteza renal fue homogenizado en un amortiguador

de fosfatos 1My pH 7.2 en un homogeneizador Ultra turrax IKAT18 basic.

b) Cuantificacién de proteina total.

Se cuantificd la concentracién de proteinas por el método modificado de Lowry de
la siguiente manera. En un tubo de ensaye se colocaron 790 microlitros de agua
destilada a la cual se le adicionaron 10 microlitros de la muestra, 100 microlitros
de desoxicolato de sodio al 1% (Co4H3gNaO) y 2 mililitros de una solucién
compuesta por sulfato de cobre (CuSO45H,0) al 0.5%, 2 gramos de hidroxido de
sodio (NaOH) y 0.134 gramos de tartrato de sodio y potasio (KNaC4H;O¢ 4H,0) y
100 microlitros del reactivo de Folin-Ciocalteau (C¢HgO, usando una dilucién 1:3).
Se agité vigorosamente y se dejé reposar a temperatura ambiente durante 15
minutos. Después de este tiempo se procedio a realizar la lectura de absorbancia
a 750 nm en un espectro uv/visible (Pekin EImer Lamda 25). Se realiz6 una curva
de calibracion utilizando un estandar de albumina sérica bovina (BSA) (Navarro,
2004).

c) Determinacion de la actividad de la enzima Glutation S-transferasa.
La determinacién de la actividad enzimética se realiz6 utilizando el siguiente
procedimiento. Se utilizd6 una celda de vidrio a la cual se le agrego el volumen
correspondiente de un amortiguador de fosfatos 0.1 M y pH 6.5, el sustrato 2,4-

dinitroclorobenceno a una concentracién final de 1 mM y el ligante glutatién
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reducido a una concentracion final de 1 mM. Esta mezcla se homogeniz6é por
inversiéon y finalmente se adiciond el volumen correspondiente a 1 mg/ml de
proteina total. Se midié el aumento de absorbancia a 350 nm por un tiempo de
cinco minutos con intervalos de 20 segundos en un espectrofotometro UV/Vis
(Perkin Elmer Lamda 25).

d) Medicion de la actividad enzimatica variando pH, temperatura e iones.
Se determind la actividad enzimatica variando el pH usando el amortiguador de
fosfatos a diferentes valores de pH (3.5, 4.5, 5.5, 6.5, 8.5y 9.5).

Se determind la actividad enzimética empleando diferentes temperaturas (10, 20,
35, 45, 60 grados centigrados) incubando la muestra por cinco minutos en un
bafio maria.

Se determino la actividad enzimatica variando la concentracion de iones en el
amortiguador de fosfatos (25, 50, 100, 150, 250 mM) usando un tiempo de

incubacién de cinco minutos.

e) Ensayos in vitro con plomo.
Se realiz6 la medicion de la actividad de GST en presencia de acetato de plomo
[Pb(C,H305),)] a diferentes concentraciones, en condiciones normales y utilizando
las diferentes condiciones de temperatura, pH y concentracién de iones, todas

descritas en los puntos 4, 5y 6.

METODOLOGIA COMPUTACIONAL.

a) Docking molecular.
Antes de comenzar a hacer la dindmica molecular, se buscaron en la literatura las
estructuras cristalinas de los diferentes componentes involucrados en el estudio,
esto es la enzima Glutation S-Transferasa, el ligando dinitroclorobenceno (DNCB)
y el glutation reducido (GSH) en el Banco de Datos de Proteinas (PDB). Una vez
descargadas las estructuras se pudieron visualizar mediante un software de

proteinas como VMD. Con la idea de comparar la enzima GST Pl de las
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diferentes fuentes reportadas del PDB. Teniendo los ligandos y la enzima listos se
procedid a realizar el acoplamiento molecular. Para ello se utiliz6 el programa
AutoDock v4.2 (Gomez, 2008). Se realiz6 un docking ciego entre cada uno de los
complejos proteina— ligando y su respectivo receptor, solicitandose para tal fin la
generacion de 100 poses en cada caso. La preparacion de los receptores y
ligandos se llevd a cabo utilizando el programa Pymol. El tratamiento de los
receptores consistié en la extraccion del ligando y la eliminacién de moléculas de
agua y cofactores con los cuales vienen resueltas sus estructuras cristalinas. El
acoplamiento se realizé bajo los siguientes parametros: libre rotacion de todos los
enlaces de los ligandos con libertad conformacional, adicion de cargas de
Gasteiger a la proteina y al ligando, adiciébn de hidrégenos a la proteina,
generacion de 100 poses para cada ligando y utilizando el algoritmo genético
Lamarckiano (LGA).

Para seleccionar la mejor pose para cada ligando se utilizaron los siguientes
criterios: Criterio 1. Energia de union del complejo: se tomé como mejor pose
aguella que reporto la menor energia de unidn entre todas las poses obtenidas.
Criterio 2. Distribucion de energia (cluster): se tom6 como mejor pose aquella que

ocupa la primera posicion dentro del clister mas poblado (Velasquez, 2013)

a) Dinamica molecular.

A partir del acoplamiento molecular, se obtuvieron las coordenadas de la
interaccion entre los diferentes ligantes con la enzima GST P1. Posteriormente se
utilizé el software de simulacion molecular GROMACS 4.6.5, el cual se evalud
mediante los potenciales de interaccion y el algoritmo de movimiento de Newton el
comportamiento de nuestros ligantes con respecto a la proteina en funcion del
tiempo. Los resultados de la dinamica se analizaron con herramientas externas y
de GROMACS para observar los cambios conformacionales y estructurales que
tiene la enzima en funcion del tiempo con sus diferentes ligandos. A partir de los
resultados de las dinamicas moleculares se realiz0 una segunda simulacion

molecular en la cual se puso a interactuar el plomo con la enzima, con un
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potencial del plomo propuesto en la literatura para un sistema biolégico. Se evalu6
la interaccion en funcion del tiempo de exposicion del metal con la enzima.
Utilizando las herramientas de GROMACS vy el visualizador de proteinas se
analizaron los resultados para observar del comportamiento del metal con la
proteina y con qué aminoé&cidos esta interactuando, esto con la finalidad de saber
donde se podra llevar a cabo la inhibicion de esta. Se realiz6 una tercera prueba
de simulacion molecular, pero ahora agregando el sustrato (DNCB) el cofactor
(GSH) y el inhibidor, para conocer el cambio conformacional de la enzima con
respecto a sus ligantes e inhibidor y tener una idea del tipo de inhibicidn (Lozano,
2014).

c) Correlaciones entre resultados experimentales y computacionales.
A partir de los resultados obtenidos de los experimentos in sillico y los
experimentos in vitro se lograra conocer y comparar el tipo de inhibicidn existente
entre el plomo y la enzima GST P1 al realizar las correlaciones correspondientes
entre los resultados experimentales y tedricos obtenidos para el modelado

molecular. Lo anterior se muestra en la Figura 12.

Figura 12. Relacion entre un sistema in vitro (experimental) y un sistema in silico

(tedrico) (Fuente: elaboracion propia).
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ENSAYOS EXPERIMENTALES in vitro.

Medicién de la actividad de GST en homogeneizados de corteza renal.

En condiciones normales la GST tiene una actividad basal que depende del tipo
celular y de las condiciones metabdlicas celulares. Se debe tener en cuenta que lo
anterior es debido a que esta enzima tiene un gran niumero de actividades tanto
como enzima detoxificante (en la fase Il del metabolismo de los xenobiéticos)
como dentro del metabolismo oxidativo celular (Krajinovic et al. 1999).

En el sistema utilizado para la realizacion de este trabajo de Tesis, la actividad
encontrada al usar como sustrato el compuesto 1-cloro-2,4-dinitroclorobenceno un
pH de 6.5 y una temperatura de 25 grados centigrados en un homogeneizado de
corteza renal fue. Las actividades enzimaticas dependen de factores fisicos y
guimicos mismos que pueden influir tanto en su activacibn como en su inhibicion.
Para conocer el efecto de la variaciéon del pH sobre la actividad de GST se

realizaron ensayos variando el valor de pH del amortiguador.

Efecto de la variacion del pH sobre la actividad de GST.

La gréfica 1 muestra la actividad de la enzima al variar el pH. La actividad de la
enzima se mide usando un ensayo reportado por Habit y Jacobi a un valor de pH
de 6.5 (Jiménez, 1984) En este ensayo se utilizaron tres valores por debajo del pH
normal (3.5, 4.5y 5.5) y dos valores por arriba (8.5 y 9.5). A valores de pH basico
(8.5y 9.5) la actividad catalitica aument6 4.2 (12.5 + 0.8) y 4.9 (14 + 1.2) veces, en
relacion con el control (1.5 = 0.007) (pH de 6.5). Cuando se usaron valores de pH
acido la actividad disminuy6 6.6 veces al valor de pH de 3.5 (0.5 £ 0.007); 3.1
veces al valor de pH de 4.5 (0.9 + 0.007) y 2.4 veces (1.3 + 0.007) a pH 5.5, en
relacion con el control. Lo anterior podria estar indicando que la enzima actua
fisiolégicamente a pH de 6.5 pero que al aislarla y cambiar el pH del entorno la
actividad aumenta debido al entorno basico que se genera en el ambiente. No se
conocen reportes relacionados con los experimentos anteriores, por lo cual solo se
puede afirmar que en preparaciones in vitro, le enzima tiene mayor actividad a pH

basico.
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Grafica 1. Efecto del pH sobre la actividad de la enzima GST.

La flecha indica la actividad de la enzima bajo condiciones control (pH 6.5).

Tomando en cuenta la reaccion catalizada por la enzima, estos resultados podrian
indicar que, a pH &cido, al existir una alta concentracion de protones, el ligando
glutatién tendria menos posibilidades de ionizarse, por lo cual su unién con el
sustrato disminuiria. Cuando va disminuyendo la concentracién de protones (esto
es a valores de pH mas altos) el glutatibn tendra mayores posibilidades de
ionizarse. De acuerdo a lo anterior, cuando el pH es basico, la concentracion de
protones disminuye y la concentracion de iones hidroxilo aumenta, lo cual podria
favorecer la ionizacion del glutation y su unién con el sustrato, por lo cual la
actividad enzimatica aumentara, como se observa en la gréafica 1.

Por lo tanto, se puede decir que la reaccion es favorecida a valores de pH basicos.
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Medicién de la actividad de GST en homogenizados de corteza renal a
diferentes temperaturas de incubacion.

Uno de los factores fisicos que mas puede afectarla actividad de las enzimas es la
temperatura. Para llevar a cabo este estudio se incubaron las muestras de corteza
renal durante cinco minutos a las diferentes temperaturas y posteriormente se
midié la actividad enzimatica. La grafica 2 muestra los resultados obtenidos al
incubar 5 minutos a 10, 20, 35, 45, 60, 70 Y 80 grados centigrados. La actividad

del grupo control se determin6 a 25°C y un pH de 6.5.
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Gréfica 2. Efecto de la temperatura sobre la actividad de la GST. La flecha indica la actividad

enzimatica en condiciones control a 25°C.

La grafica 2 muestra que, en relacion con el control, solo se observé un aumento
de actividad al incubar la muestra a 60 (4.0 £ 0.9), 70 (8.2 + 2.3), y 80 (10.2 + 2.2)
grados, lo cual podria indicar que esta enzima es termoestable. Posiblemente el
aumento de temperatura provocé que la enzima adquiriera una mayor flexibilidad y
por ello incrementara su afinidad por el ligando y el sustrato. A 35 (3.2 £ 0.9), y 45
(3.0 £ 0.4), grados no se observa un incremento significativo de la actividad en
relacion con el control.

El aumento en la rapidez de reaccién se produce, posiblemente, porque con
temperaturas mas altas, existen mas moléculas de sustrato con suficiente energia

para reaccionar; la disminucion de la velocidad de la reaccion es debida a la
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desnaturalizacion de la enzima (la mayoria de las proteinas globulares se

desnaturalizan por encima de 60 - 70°C) (Lehninger, 2006).

Medicién de la actividad de GST en homogenizados de corteza renal a
diferentes concentraciones de iones fosfatos.

La grafica 3 muestra el efecto de dos las concentraciones 25, 50, 100, 200 y 400
mM de fosfato en relacion con el control, el cual se determin6 a una concentracion
final de 100 mM. Se observd que, al disminuir la concentracion de iones en el
amortiguador de reaccion, esto es con las concentraciones de 25 y 50 mM de
fosfatos la actividad de la enzima disminuyd aproximadamente dos veces en
relacion con el control. A concentraciones mayores de iones fosfato (200 y 400
mM) se observé que de igual manera la actividad de la enzima disminuy6 1.9
pumol/mg/min en relacién con la muestra control, pero que a comparacién con las

dos concentraciones de 25y 50 la actividad a 200 y 400 es mayor.

Esto podria deberse a que al disminuir los iones se podria estar afectando la
estructura terciaria de la proteina al igual que aumentando la concentracién de
estos. Se ha observado que muchas enzimas necesitan que para una correcta
actividad enzimatica la adicion de cofactores, que son determinados iones
minerales (magnesio, zinc, cobre, etc.). En algunos casos, los enlaces entre los
iones y los radicales de ciertos aminoacidos ayudan a mantener la estructura

terciaria 0 a estabilizar la estructura cuaternaria de la proteina (Lehninger, 2006).
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Gréafica 3. Efectos de la concentracion de iones sobre la actividad de GST.

En la estabilidad de las proteinas estan involucrados tanto aspectos
termodinAmicos como aspectos cinéticos (Bisswanger, 2002). Una proteina es
termodinamicamente estable cuando el cambio de energia libre de Gibbs (AG)
para el proceso de desnaturalizacion es positivo y por tanto, desfavorable. Asi,
cuando en una proteina se cumple que AG > 0, a ciertas condiciones de
temperatura, presion, concentracion y pH se dice que la proteina es estable, lo
que permite estudiarla in vitro desde muy diversos puntos de vista. Sin embargo,
esta estabilidad termodinamica no garantiza que la proteina permanecera en el
estado nativo (es decir, en el estado biol6gicamente funcional) por un tiempo
ilimitado. Ello se debe a que las proteinas en el estado nativo sufren alteraciones
irreversibles que “vacian” ese estado de manera dependiente del tiempo. Es decir,
la estabilidad de la proteina tiene también aspectos cinéticos (Bisswanger, 2002).

En este contexto, es interesante sefialar que muchas de las acciones que
realizamos para conservar a una proteina en el estado nativo y poder entonces
estudiarla (es decirla busqueda del amortiguador y el pH adecuados, la
conservacion mediante la precipitacion con sulfato de amonio, mantenerla a bajas
temperaturas, etcétera) tienen, de hecho, el proposito de reducir la cinética de

desnaturalizacion, de tal manera que el estado nativo se mantenga
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significativamente poblado por un periodo de tiempo que permita hacer
experimentos con ella. Cuando una proteina permanece en el estado nativo
funcional por un periodo de tiempo largo, se dice que es cinéticamente estable
(Gutiérrez-Quezada, 2010).

No se han reportado estudios de cinéticas de inhibicion de la GST por metales
pesados, sin embargo, y como parte importante de este trabajo, se realiz6 el
estudio del efecto que, la incubacion con plomo tiene en la actividad de la enzima

en condiciones estandares de medicion.

Medicién de la actividad de GST en homogenizados de corteza renal
incubados con una concentracién de 0.05 M de acetato de plomo.

La gréfica 4 muestra el efecto que tiene sobre la actividad la incubacion de la
enzima en presencia de una solucion 0.5 M de plomo a diferentes periodos de
tiempo de incubacién. En ella se puede observar que la actividad de la enzima a
los 2 y 5 minutos de incubaciéon presenta una tendencia a aumentar, pero sin
alcanzar el valor del control. A los 10 min de incubacion la actividad de la Glutation
S-transferasa disminuye aproximadamente un 53% (1.75 + 0.6) con respecto al
control (4.0 £ 1.1).
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Gréfica 4. Efectos de la concentracion de acetato de plomo sobre la actividad de la GST PI.

Posiblemente el efecto anterior se deba a que a los 10 minutos de incubacién el
plomo logré unirse a un numero tal de sitios cargados negativamente dentro de la
estructura cuaternaria de la enzima logrando disminuir la actividad. Esta
disminucién refleja un efecto inhibitorio del plomo sin embargo el tipo de inhibicién
que ejerceria el metal no puede ser dilucidada con una sola concentracién y tres
tiempos de incubacion. Para ello es necesario realizar més investigaciones
variando concentraciones y tiempos de incubacién, sin embargo, los resultados
obtenidos en este trabajo demuestran que a 10 minutos de incubacion de la
enzima con plomo a una concentracion final de 0.05 M la actividad enziméatica es
inhibida un 50 %.

En base a la idea anterior se realiz6 la medicion de la actividad de GST

incubandola con 1 M con los tiempos de incubacién de 2, 5 y 10 minutos.

Efecto de laincubacion de la enzima GST con una concentracion final 1 M de
acetato de plomo.

En la grafica 5 se muestra la actividad de la Glutation S-transferasa renal incubada
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por 2, 5y 10 minutos con una concentracion de acetato de plomo 1 M. Se puede
observar que al cabo de 2 minutos de exposicion con el metal, la actividad de la
enzima disminuy6 un 50% (1.65 £ 0.43) con respecto a la muestra control (3.05 +
0.41), a los 5 min la actividad disminuye mas del 50 % (1.31 £ 0.38) y a los 10 min
de incubacion la enzima muestra una actividad dos unidades menor (1.20 + 0.44)
con respecto a la muestra control.

Como observaciones generales en relacion con el efecto de una concentracion 1M
de acetato de plomo se observa que a los 10 minutos de incubacion la actividad es
inhibida en un 60%. Por ello se puede afirmar que la actividad de la enzima GST
es inhibida al aumentar la concentracién de plomo que interactla en la enzima por
un periodo de incubacién de 10 minutos.

Con los experimentos anteriores se puede decir que la enzima pierde su actividad
catalitica en presencia del plomo y es muy probable que la inhibicion sea debida a
las interacciones que el plomo puede establecer con algunos grupos ionizados
gue se encuentren en la enzima. Sin embargo, la posibilidad de encontrar grupos
ionizados dependera del valor de pH usado para realizar los experimentos, ya que
los residuos de aminoacidos poseen un valor de pKa mismo que depende del pH.
Dentro de los posibles grupos de union con plomo se encuentran los grupos
carboxilo y los grupos sulfhidrilo de la cisteina.
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Gréafica 5. Efectos de la concentracion de acetato de plomo sobre la actividad de la GST PI.

Como se observo en la grafica 1, la actividad de la enzima aumenta a valores de
pH béasicos (8.5 y 9.5), lo que indica que los grupos carboxilo y sulfhidrilo se
encuentran ionizados (con carga negativa) y constituyen sitios probables de unién

con plomo (carga positiva).

Medicion de la actividad de GST en homogenizados de corteza renal
incubando al glutation reducido (GSH) por 5 min con acetato de plomo.

Para continuar con el estudio del efecto que la incubacion con plomo tiene sobre la
enzima se procedio a realizar ensayos en los cuales se tratdé de bloquear al ligante
glutation con plomo y observar el efecto en la actividad de GST. Posteriormente se
realizé la incubacién de la enzima con plomo y se midié la actividad enzimatica.
Las observaciones fueron las siguientes.

1) Cuando se incubd el glutation reducido con plomo por 5 min y se midié la
actividad se encontré que el efecto no fue significativo, lo cual puede indicar que,
bajo estas condiciones, el glutation no logré6 unirse al plomo de manera
significativa, por lo que la enzima pudo catalizar su reaccion de manera normal. Se
ha reportado que el plomo puede unirse a GSH por lo cual la actividad de la

enzima se podria ver afectada (wang, 1993).
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2.) Cuando se incub6 la enzima con plomo por dos minutos se observd una
disminucién de 1.5 unidades de actividad la GST con respecto al control. Este
resultado puede sugerir que bajo estas condiciones el metal posee mayor afinidad
por los sitios de union localizados en la enzima que por el glutatién reducido.

La grafica 6 muestra los resultados mencionados anteriormente.

Analizando el comportamiento de la enzima en los ensayos experimentales se
puede afirmar que la enzima GST es una proteina que cataliza su reaccion
(usando al 1-cloro-2,4-dinitrobenceno) tanto en condiciones estandar (pH 6.5, 24
grados centigrados y 0.1 M de fosfatos) como en otras condiciones. Se observé
gue su actividad aumenta tanto a temperaturas elevadas como a valores de pH
basicos. El efecto de la exposicion a plomo depende de la concentracién de plomo
utilizado y del tiempo de exposicion y que la incubacion de glutation con plomo no
altera la actividad de la enzima.

Finalmente se llevd a cabo un estudio variando el pH de incubacion
estableciéndolo a un valor de 1 con la finalidad de bloquear los sitios carboxilo y

medir el efecto de la exposicidn a plomo.

. ==

6 e —
I B CONTROL PH 6.5

4 e EPH6.5PLOMO 1 M 5 MIN

CONTROL PH 6.5 PLOMO 1 M

Actividad de la enzima GST en rifion
(umol/mg/min)

Gréfica 6. Efectos de la actividad de la GST PI encubando GSH reducido con acetato de plomo a

una concentracién de 1 M por 5 min.

Mario Raymundo Hernandez Pagina 60



Estudio dinamico y estructural de la interaccion del plomo con la
enzima Glutation S-Transferasa P1

Medicién de la actividad de GST en homogenizados de corteza renal a pH 1.

Para evaluar el efecto del bloqueo de los posibles sitios de union (que deben
encontrarse ionizados a pH 6.5) se evaluo la actividad de la enzima usando un
amortiguador de fosfatos con pH de 1 con el propdsito de protonar todos los
grupos sulfhidrilo y carboxilo, que posiblemente hagan factible la actividad
enzimatica. La grafica 7 muestra los resultados encontrados tanto en la actividad
normal como al incubar con plomo. En ambos casos la actividad disminuyo
aproximadamente el 90 % en relacién con el control (7.7 £ 0.87), sin incubar con
plomo (1.1 = 0.07) e incubando con plomo (1.0 + 0.05).

Se sabe que entre los factores que afectan la actividad de las enzimas se
encuentra el pH. Segun las curvas de pH de muchas enzimas existe un pH 6ptimo,
en el caso de la GST el pH de medicion es de 6.5 aunque los resultados de este
trabajo indican que la actividad aumenta a valores béasicos y disminuye a valores
acidos. Podria ser que los sitios se encuentren protonados o que la enzima se
encuentre desnaturalizada a estos valores de pH por lo cual la disminucién resultd

muy notoria.

i

5 — B CONTROL PH 6.5
= CONTROLPH 1
PH1PLOMO 1M

Actividad de la enzima GST en rifion
(umol/mg/min)

=
H
H

1

Grafica 7. Actividad de Glutation S-transferasa a pH 1 en ausencia y presencia de plomo.
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RESULTADOS COMPUTACIONALES. SISTEMA IN SILICO.

Acoplamiento molecular.
Se realiz6 el acoplamiento molecular de los compuestos Glutation reducido (GSH),

1,4-dinitroclorobenceno (DNCB) y del complejo glutationdinitrobenceno (GDN) con
la enzima Glutation S-transferasa (GST).

La Figura 13 muestra la interaccién que tiene el ligando GSH reducido con los
diferentes aminoacidos de la proteina. Los resultados indican que estos
aminoacidos son el triptéfano en la posicion 38 de la cadena polipeptidica (Trp 38),
la leucina 52 (Leu 52), la lisina 44 (Lys 44) y la serina 65 (Ser 65). Los criterios que
se evaluaron para tomar en cuenta esta interaccion fueron la menor energia de
Gibbs de la proteina y el sitio en donde existen mayor nimero de aminoacidos
(cluster méas poblado) que puedan interactuar con el ligando (GSH).

Figura 13. Interaccion de residuos de la enzima con el glutation (GSH).
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La Figura 14 muestra los resultados de la realizacion del acoplamiento molecular
de la enzima GST P1 y el 2,4-dinitroclorobenceno (DNCB). En esta imagen se
aprecia que los residuos de la proteina que interaccionan con el sustrato son el
triptéfano 38, la lisina 44 y la glutamina 51. Esto indica que la interaccion de
glutation reducido y DNCB con la enzima coinciden en dos residuos de
aminoacidos, indicando que esta region esta involucrada posiblemente con la zona
catalitica de la enzima o bien representa un sitio probable de union de los
compuestos que participan en la reaccion enzimatica.

La interaccion entre los residuos de aminoacidos y el complejo ligante-sustrato, al
cual se le ha nombrado glutation dinitro cloro benceno (GDN) se muestran en la
Figura 15. Los residuos de aminoacidos implicados son la lisina 44, el triptéfano 7,
el triptofano 38 y la glutamina 51. Estos datos podrian ayudar a soportar la idea de

gue este lugar es el sitio en el cual se esta llevando a cabo la actividad enzimatica.

Figura 14. Interaccion de residuos con 2,4-dinitroclorobenceno (DNCB).
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Figura 15. Interaccion de residuos con el complejo ligante-sustrato (GDN).

La Tabla 1 muestra los diferentes residuos de aminoacidos que interaccionan con
el ligando (GSH), el sustrato (DNCB) y el complejo (GDN) asi como la energia
libre de Gibbs (AG®). El valor negativo de la energia libre indica que la reaccion es
favorable termodinamicamente al ser espontanea. Esto podria sugerir que en ese

sitio se favorecerd la formacion del complejo ternario ENZIMA-GSH-DNCB.

Tabla 1. Residuos de aminoacidos implicados en la unién de GSH, DNCB y GDN con la GST y la

energia libre involucrada.

GST P1 GSH Trp 38, Lys 44, Leu 52, Ser 65 -7.0
GST P1 DNCB Trp 38, Lys 44, GIn 51 6.5
GST P1 GDN Tir 7, Trp 38, Lys 44, GIn 51 -8.0

A partir de las coordenadas obtenidas del acoplamiento molecular del ligante, el

sustrato y el complejo de formacion con la enzima GST PI se realiz6é una dinamica
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molecular para evaluar el comportamiento enzimético al interaccionar con estos

componentes. Los resultados se muestran a continuacion.

DINAMICA MOLECULAR
Se realiz6 la dindmica molecular entre el ligante, el sustrato y el complejo ligante-

sustrato con la enzima Glutation S-transferasa Pl. Los diversos aspectos
analizados dentro de esta dinamica, asi como los resultados obtenidos se

muestran a continuacion.

ANALISIS DE LA GST P1 EN AGUA.
En la figura 16 se puede observar el radio de giro de la GST P1. El radio de giro

indica la elasticidad que tiene la proteina en funcion del tiempo. En la figura se
puede apreciar como al inicio, la enzima poseia un radio de giro inicial que
oscilaba entre 2.14 y 2.18 nm. Este radio de giro se conservo asi hasta los 100
nanosegundos (ns) y con ello se puedo observar como la elasticidad de la proteina
fue bajando y a partir de los 140 ns se vio como el radio de giro oscil6 entre 2.1y
2.12 nm. Este comportamiento mostré que al parecer se estaba estabilizando, ya
que al final se comprobé que el radio de giro se conservo oscilando asi hasta los
200 ns.

Figura 16. Radio de giro de la GST Pl en agua
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Los resultados anteriores mostraron el comportamiento de la enzima en
condiciones normales indicando que existe un movimiento de la misma cuando se
enfrenta a sus ligantes naturales.

Las enzimas son macromoléculas que tienen movimientos debido a que deben de
interactuar con sustratos, cofactores y/o coenzimas que interactien normalmente
con ellas para llevar a cabo su actividad. Los datos encontrados mediante los
estudios de dinamica molecular anteriores han demostrado los probables sitios de
unioén de los ligantes con la enzima a las condiciones empleadas para su estudio.
Se sabe que la GST es una enzima dimérica, por lo cual también se hicieron los
andlisis de radio de giro por monomero esto con la finalidad de ver el
comportamiento enzimatico por monémero y asi tener idea de que monoémero se

mueve mas respecto al otro y los resultados se muestran en la figura 17.

Figura 17. Radio de giro de la GST Pl por monémero

La figura 17 indica que al inicio de la dinamica el monomero A presentaba un radio
de giro ligeramente mayor al del monémero B, dicho cambio se noté mas en los 10
nanosegundos; a los 20 nanosegundos se observé que el radio de giro de los
monomeros A y B fue relativamente igual. De los 50 hasta los 80 ns, se vio que el

monomero A se volvio ligeramente mas elastico que el monomero B. Después de
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ese tiempo los mondmeros al parecer vuelven a estar ligeramente iguales hasta
los 200 ns lo que podria estar indicando que la proteina se estd relajando y
llegando a su punto de equilibrio termodinamico.

Como parte del estudio de la proteina en agua se calculé el desplazamiento
cuadratico medio o mejor conocido como RMSD (de sus siglas en ingles Root
Mean Square Displacement) de toda la proteina, esto con la finalidad de ver que
tanto se estaba moviendo la proteina con respecto a la original. Los resultados

gue se obtuvieron fueron los mostrados en la figura 7.

Figura 18. Desplazamiento cuadratico medio de la GST PI

En la Figura 18 se aprecia un RMSD muy alto (0.5 nm), el cual indica que la
proteina se estd moviendo mucho con respecto a la estructura original. Debido a lo
anterior se calculé el RMSD por mondmero para poder discernir que mondémero

fue el que causé que el RMSD fuera alto.
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Figura 19. RMSD de la GST PI por monémero

En la Figura 19 se muestra el RMSD por mondmero y se puede observar que en el
monomero A oscila entre 0.3 a 0.4 nm con respecto a la estructura original,
mientras que en el monémero B el RMSD est4 entre 0.2 y 0.3 lo cual podria
indicar que el monémero A se mueve mas que el monémero B y esto se ve
reflejado en el calculo del radio de giro por monémero que se encuentra en la
gréfica 4. Esta grafica nos dice que en el monémero A hay mayor elasticidad que
en el mondémero B, esto nos ayuda a reforzar la idea de que la enzima GST P1 es
una enzima cooperativa es decir que los monémeros trabajan en conjunto para

cumplir su funcion comun.

Los andlisis que se hicieron para la enzima GST P1 fueron para evaluar el
comportamiento que tiene la proteina en agua por un determinado tiempo y saber
gué cambios conformacionales podrian tener. Lo anterior resulta de importancia ya
gue, como se sabe, las enzimas actdan en un ambiente celular que se encuentra
inmerso en un medio acuoso, y depende de las concentraciones de iones, el pH 'y
la temperatura usada. El agua tiene importancia ya que envuelve los sitios

cargados o con densidades de carga para protegerlos o para facilitar reacciones,
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es por ello que estos resultados nos indican el papel que juega este compuesto en

la actividad de la enzima.

ANALISIS DE LA GST P1 CON GSH
Se simulo la interaccién del glutation reducido (GSH) con la enzima GST P1, a un

tiempo de 120 ns, con la finalidad de evaluar el comportamiento que tiene la
proteina con su ligante y los resultados se muestran a continuacion.

Se realizd un calculo de radio de giro para evaluar que tanta elasticidad tenia la
enzima con respecto a este ligante. En la Figura 20 se observa el radio de giro de
la GST P1, se puede observar que fluctia entre 2.05 y 2.06 nm lo cual indica que
la proteina se vuelve mas flexible cuando interacciona con el ligando GSH con
respecto a su estado sin ligando. Al principio la proteina empieza con un radio de
giro de 2.15 nm, pero al cabo de 5 ns aproximadamente baja a 2.1 nm y al cabo
de los 20 ns solamente esta fluctuando entre 2.05 y 2.06 nm lo cual lleva a pensar

gue esta cerca de su estado de equilibrio termodinamico.

Figura 20. Radio de giro de la GST PI con GSH reducido.
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De igual manera de calculo el radio de giro por mondémero para evaluar la

flexibilidad por monomero. La figura 21 muestra los resultados obtenidos.

Figura 21. Radio de giro de la GST PI con GSH por mondmero

En la Figura 21 se aprecia el radio de giro por mondémero de la proteina; en ella se
puede observar que en el mondémero A existe mayor flexibilidad que en el
mondmero B, esto debido a que el glutation reducido esta interaccionando con la
region del sitio activo del mondmero A, lo cual explica que en ese monémero halla
mayor movimiento de flexibilidad. Estos resultados pueden explicarse si se tiene
en cuenta que las GST es una enzima dimérica, la cual podria tener una actividad
de tipo cooperativa lo que indica que uno de los monémeros debe unir primero a
una molécula de sustrato y de esta manera inducir al segundo monémero para
gue active su sitio catalitico y reciba a la segunda molécula de sustrato (Lehninger,
2006).

Posteriormente se realizé el calculo del RMSD de toda la proteina para saber si
habia una variacion con respecto a la original y los resultados se muestran en la

figura 10
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Figura 22. RMSD de la GST PI con glutation reducido

En la Figura 22 se puede observar que el RMSD de la GST-P1, al estar
interaccionando con su ligando GSH, se desplaza mas hacia arriba con respecto
a la grafica original, lo cual indica que hay un efecto causado por el ligando en la
enzima, por lo que el RMSD aumenté de 0.2 nm hasta oscilar entre los 0.5 y 0.6
nm, por lo que se realizo el calculo de RMSD por monémero y de esta manera
observar que regién estaba causando ese efecto. Los resultados se muestran en

la Figura 23.

Figura 23. RMSD de la GST PI con glutatién reducido por monémero
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En la figura se puede observar que en el monémero A el RMSD fluctia entre 0.4 y
0.5 nm indicando la flexibilidad que tiene ese mondmero con respecto al
monomero B en quién su RMSD se mantiene practicamente por debajo de los 0.4
nm debido, posiblemente, a la fuerte presencia que tiene el glutation reducido con
respecto a la enzima.

En la Figura 24 se muestra la comparacion de los RMSD por monoémero, en ella
se pueden observar que, en el mondmero A los loops y los carboxilos terminales,
son los causantes de que el RMSD sea superior a los 0.5 nm. Se calculdé un
RMSD sin los loops y los carboxilos terminales cercanos al sitio activo y el RMSD
paso de 0.2 a 0.3 nm, mientras que en el mondmero B al calcular el RMSD sin los
loops y carboxilos terminales se mantienen completamente estable en 0.3 en
comparacion con el monémero A. Todo esto sugiere que hay una interaccion

fuerte entre el ligando, la periferia que rodea al sitio activo y el mismo sitio activo.

Figura 24. RMSD de la GST PI con GSH reducido sin loops Yy sin carboxilos terminales por

monémero
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En la Figura 25 se muestra el comportamiento que tiene la proteina al
interaccionar con el ligante GSH, se observa que en el monémero A hay un
cambio significativo en el sitio mas probable de interaccion, se observa como el
hueco del sitio activo se va haciendo mas flexible y esto es debido a que el ligante
es electrofilico, provocando asi que los loops y los carboxilos terminales se

vuelvan mas flexibles.

Figura 25. Monitoreo de la GST PI en funcién del tiempo de exposicion.

Los resultados anteriores soportan la idea de que la enzima GST es, muy
probablemente una proteina dimérica y que el monémero A es el primero que se
mueve para iniciar la catdlisis enzimética, induciendo asi la activacion del
monomero B. Esta enzima tiene un ligante y un sustrato y su reaccion consiste en
unir el sustrato con el ligante, por lo cual es l6gico pensar que si tiene dos sitios
activos entonces el primero debera inducir la actividad del segundo. Esta idea es

soportada por los resultados encontrados hasta el momento.

Calculo del potencial electrostatico de la GST PI con glutation reducido.
Para determinar las cargas negativas y positivas de la enzima para poder

determinar el sitio mas probable de interaccion de la proteina con sus ligantes.
Se calculd el potencial electrostatico de la GST Pl a 20 y a 100 ns. Las
observaciones obtenidas se muestran en la Figura 25. En ella se muestra el

modelo a 20 ns (A) y a 100 ns (B), cada modelo esta compuesto por dos
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mondmeros de los cuales la parte que representa al mondémero A esta de color
morado y la que representa al mondémero B esta de color amarillo, las cargas
negativas son representadas con un color rosa transparente. En la parte izquierda
de la primera imagen que se encuentra la proteina a 20 ns en ella se puede
observar que las cargas son uniformes, pero que a partir de los 100 ns las cargas
negativas aumentan en funcion del tiempo de interaccion con el glutation reducido;
esto se debe, posiblemente, al cambio conformacional que tiene la proteina al
interactuar con el ligante, haciendo que en la region del sitio activo que se
encuentra en el monémero A sea mas flexible dejando expuesto al sitio mas
probable de interaccién dejando asi la entrada a las moléculas de agua, que estan

en la caja de simulacion.

Figura 26. A) Calculo de potencial electrostatico de la GST Pl a 20 ns B) Calculo de potencial
electrostatico de la GST Pl a 100 ns.

Para estar mas seguros de en qué regién habia mas entrada de moléculas de
agua. Se calculd el area accesible al solvente (SASA) para el sitio activo del
monomero Ay para el monémero B.

Los resultados mostrados en la Figura 26 indican que el sitio activo del monémero
A presenta una mayor area accesible al solvente que el monomero B y no solo eso
sino también se mantiene estable, coincidiendo con el radio de giro y el andlisis de
RMSD, indicando que es posible que haya una relacién con la superioridad de las

cargas negativas en esa region. Al revisar en la bibliografia no se han encontrado
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reportes tan a fondo del comportamiento de los mondmeros de la enzima
empleando los tres analisis realizados en este trabajo de investigacion, por lo cual
se puede afirmar que la enzima tiene un comportamiento ordenado que puede

corresponder al mecanismo propuesto en la parte introductoria de este trabajo.

Figura 27. Area accesible al solvente de la GST PI por monémero

ANALISIS DE LA GST P1 CON DNCB
Se simul6 la interaccion el sustrato DNCB con la proteina GST PI para observar el

cambio conformacional que tiene la proteina con el sustrato, se calcul6 el radio de
giro del dimero y también se calculé el radio de giro por monémero, los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 28.
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Figura 28. A) Radio de giro de la GST PI con el sustrato DNCB; B) Radio de giro de la GST PI por

mondmero con el sustrato DNCB.

En la figura 28 A) se observa el radio de giro del dimero y se observa que
conforme pasa el tiempo de simulacion el radio de giro va disminuyendo es decir
que la proteina se estd cerrando, posiblemente como consecuencia de la
interaccion con el sustrato DNCB; en la figura 28 B) se observa el radio de giro por
monomero en el cual vemos que en el monomero A la flexibilidad es menor que
en el monémero B y esto es debido a que el sustrato es hidrofobico lo cual explica
que en esa region el monémero A sea menos flexible que el monémero B.

Se calcul6 el RMSD por monémero de igual manera que en caso anterior y los
resultados indican que para ambos mondémeros el RMSD es relativamente igual

para los dos mondmeros (figura 29).
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Figura 29. RMSD de la GST PI interaccionando con el DNCB por monémero.

De manera adicional se calculé el RMSD para los dos mondémeros sin los loops y

los carboxilos terminales para cada monémero.

Figura 30. RMSD de la GST PI con el DNCB sin loops y sin carboxilos terminales por monémero

En la Figura 30 se muestran los RMSD sin los loops y los carboxilos terminales
por monomero observandose que, en el monémero A, partir de los 80 ns, el RMSD
es estable con lo que se comprueba gque en realidad la proteina no se sale del
centro de la caja si ho que los loops y carboxilos terminales son los causantes de

que el desplazamiento de la proteina este en los 0.4 nm. Para el monémero B se
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observa que existe un mayor desplazamiento cuadratico medio debido,
posiblemente, a que en esa regién el mondmero es mas flexible con ese sustrato

en comparacion a la simulacion de la GST PI con su ligante GSH reducido.

Figura 31. Monitoreo de la GST PI en funcion del tiempo de exposicion.

En la Figura 31 se observa como la proteina no cambia mucho respecto a la
original, pero hay un cambio conformacional en la regién del monémero A, es
posible que el sitio activo de la proteina se esté cerrando debido a la interaccion
que tiene el DNCB con la proteina, cabe sefalar que este sustrato es hidrofébico y

es por tal motivo que se esté cerrando el sitio activo.

Célculo del potencial electrostéatico de la GST P1 con el DNCB.
En la Figura 32 se observan los modelos obtenidos mediante el calculo del

potencial electrostatico de la enzima GST P1, cada modelo esta compuesto por
dos monodmeros de los cuales la parte que representa al monémero A esta de
color morado y la que representa al monémero B esta de color amarillo, las cargas
negativas estan representadas con un color rosa transparente.

Al calcular el potencial electrostatico de la enzima con el sustrato DNCB, se
observo que las cargas negativas a los 20 ns son uniformes (figura 32 A) pero en
la Figura 32 B las cargas se distribuyen mayormente en la region del monémero B,
y es probable que las cargas negativas se distribuyan asi, ya que en la regién del
sitio mas probable de interaccion se encuentra el sustrato DNCB. Este sustrato es
hidréfobo y lo que esta haciendo es que en la region del monomero A se esté
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cerrando el sitio activo y exista mas actividad en la region del monémero B lo cual

indica el aumento en las cargas negativas.

Figura 32. A) Calculo de potencial electrostatico de la GST Pl a 20 ns. B) Calculo de potencial
electrostético de la GST Pl a 100 ns.

La entrada de las moléculas de agua a los sitios de cada monémero se puede
explicar calculando el area accesible al solvente por monémero. El resultado de

este calculo se muestra en la figura 33.

Figura 33. Area accesible al solvente por monémero

Para la regiébn del monémero A se observa que el SASA del sitio activo se
mantienen practicamente estable oscilando en los 12 nm?, mientras que para el

mondmero B el SASA va aumentando oscilando entre los 14 y los 16 nm? Lo
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anterior explica por qué hay mayor carga negativa en el monémero B.

ANALISIS DE LA GST P1 CON GDN
En la tercera simulacion con la enzima GST PI con el complejo de formacion

glutationdinitrobenceno, se calcul6 el radio de giro de la GST PI.

En la Figura 34 se observa que el radio de giro por monomero de la GST PI posee
mayor flexibilidad en el monémero B, al principio, que en el monémero. A partir de
los 140 ns se ve que el radio de giro de los dos monomeros es similar; estos
monomeros tienen un radio de giro similar hasta los 170 ns, lo cual indica que la
proteina podria estar llegando a su estabilidad. El calculo de radio de giro de la
GST PI con el GDN es similar al radio de giro de la GST PI con DNCB, y su
comportamiento no es similar al célculo de radio de giro con el GSH reducido.

Figura 34. Radio de giro de la GST PI por monémero.
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Se calcul6 también el RMSD de la proteina con GDN vy los resultados se muestran
en la figura 35.

Figura 35. A) RMSD de la GST PI con GDN; B) RMSD de la GST PI por monémero.

En la primera gréfica se muestra un RMSD de la GST PI en el cual se observa que
la proteina se mueve un poco con respecto a la original pero no es un RMSD alto
como los demas calculos, y esto se podria deber a que el glutation dinitrobenceno
no esta muy cercano a la enzima ya que es el producto resultante entre el GSH
reducido y el DNCB que es el sustrato, por el cual el GDN es muy grande para
estar tan dentro del sitio mas probable de interaccion, y es por ello que el RMSD
de la proteina es estable, el RMSD para la proteina en general es de 0.5 nm. La
segunda gréafica muestra los resultados del calculo del desplazamiento cuadratico
medio por monOomero para ver que monOmero estaba moviéndose mas con
respecto a la original, y se observé que en el monémero B se movié ligeramente
mas que el monémero A. Este cambio se observo a los 5 ns, posteriormente a
partir de los 160 ns se observdo que el RMSD de los mondmeros volvieron a

coincidir.
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Figura 36. Monitoreo de la GST PI en funcion del tiempo de exposicion

En la Figura 36 se observa que no hay mucha diferencia en el cambio
conformacional de la GST PI con respecto a la original, solo se aprecia que hay un
ligero cambio en la region del monémero A en el sitio mas probable de interaccion,
en el cual se observa que en la cavidad del sitio activo se esta abriendo conforme

pasa el tiempo de simulacion.

Calculo del potencial electrostéatico de la GST P1 con el GDN.
Se calculé de igual manera el potencial electrostatico de la proteina, para saber en

qué regiéon del dimero habia méas carga negativa y los resultados obtenidos se
muestran en la figura 37.

En la Figura se observan las cargas negativas que se encuentran en el monémero
B en mayor proporciéon que en el mondémero A; en la regién del sitio activo hay
menor carga negativa; en la figura se observa que las cargas negativas se sitian

en la parte inferior del dimero en proporciones iguales.

Figura 37. A) Calculo de potencial electrostéatico de la GST Pl a 20 ns. B) Célculo de potencial

electrostatico de la GST Pl a 100 ns.
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Se calcul6 el area accesible al solvente por mondmero para los sitios mas

probables de interaccion y los resultados se muestran en la figura 38.

Figura 38. Area accesible al solvente de la GST Pl por monoémero.

En la Figura 38 se puede distinguir una mayor cantidad de solvente en el
monomero A que en el mondmero B y de hecho la cantidad de solvente resulta
estable a comparacion con el mondmero B, el SASA para el monémero A oscila
entre los 5 y 5.5 nm2 y para el monémero B entre los 4 y 4.5 nm2. Lo anterior
resulta normal ya que en la region del sitio activo esta el complejo de formacion
GDN. Por lo tanto, el sitio activo se encuentra mas abierto que en la region del
mondmero B.

Los resultados de los analisis anteriores indican que es probable que el plomo
interaccione con la enzima en el sitio activo, ya que es ahi donde se concentra la
mayor carga negativa para las tres simulaciones, por lo cual se opté por realizar la

cuarta dinamica molecular de la GST PI con el ion plomo.
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Dinamica molecular de plomo con glutatién reducido (GSH).
Como primer paso se realiz6 un estudio de dinamica molecular de la interaccion

entre el plomo y el glutation reducido debido a que el metal pude unirse también
con el GSH al formar enlaces con el grupo sulfhidrilo.

Los campos de fuerza utilizados para el plomo fueron tomados del articulo de
Johnson (2006). Y fueron adaptados para ser usados en GROMACS

En la Figura 39 se muestra el célculo de la distribucion radial entre la molécula de
GSH vy el plomo siendo el valor encontrado de 0.35 A° lo cual indica que el plomo
esta muy cercano y que si podria llegar a interaccionar con el GSH. De manera se
realiz6 un calculo de numero de moléculas el cual nos arroja que 10 moléculas de

GSH estan interaccionando con el plomo.

Figura 39. Dindmica molecular de plomo y glutatién (A) y nimero de moléculas de glutatién unidas
a plomo (B).

Posteriormente se realizé una dinamica molecular del plomo con la enzima GST

P1 a 100 ns ubicando al plomo cerca del sitio activo para observar el

comportamiento del plomo con respecto a la enzima y los resultados fueron los

siguientes.
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Radio de giro de la GST P1 con el Pb.
La Figura 40 muestra el radio de giro de la proteina con respecto al plomo

indicando que la proteina al inicio comienza con un radio de giro de 2.15 y que, al
avanzar los ns, la proteina va cerrando su sitio activo y al cabo de 100 ns se
aprecia que la proteina sigue cerrando su sitio activo debido a que la proteina
interacciona con la carga negativa del plomo. Es necesario decir que el plomo fue

simulado muy cerca al centro activo para optimizar el tiempo de simulacion.

Figura 40. Radio de giro de la enzima Glutatiéon S-transferasa con plomo.

Posteriormente se realizé el mismo analisis para cada mondmero, recordando que
la enzima es una proteina dimérica. Esta figura pone de manifiesto que el
monomero A comienza a tener un cambio estructural que se manifiesta como una
abertura del sitio activo frente al plomo, y que a partir de los 60 ns esta apertura se
cierra, posiblemente al llegar a un punto en el que la proteina aumenta su afinidad

con el metal y es por ello esta cierra de su radio de giro. El monémero B se
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mantiene ligeramente constante durante todo el proceso que ocurre en el
mondmero A. Esta union del plomo en el sitio activo puede deberse a que en el
sitio activo se encuentran cargas negativas procedentes de aminoacidos capaces

de unir al metal. La Figura 40 muestra estos resultados.

Figura 41. Radio de giro de entre la enzima Glutation S-transferasa y el plomo en los monémeros A
yB

Desplazamiento cuadratico medio (RMSD) de la proteina con plomo.
El RMSD es un procedimiento en el que se calcula cuanto se mueve la proteina

con respecto a su centro. Este célculo se muestra en la Figura4l y en ella se
puede ver que la proteina originalmente se encuentra a 0.28 nm al inicio de la
simulacion y que, al paso del tiempo, se aprecia que la proteina va desplazandose
hasta llegar a los 0.45 nm. Lo anterior indica que la proteina se ve afectada por su

cercania al plomo, quien induce un cambio en su radio conformacional y origina
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que la proteina se mueva de forma vibracional hasta que se mueve de su eje. La
figura 42 muestra el RMSD relacionando los nm y el tiempo en ns.

Figura 42. Desplazamiento cuadratico medio de la Glutation S-transferasa en presencia de plomo.

Para continuar con el estudio de este fenébmeno, se realiz6 la medicion por
monomero. La figura 31 muestra que el monémero B presenta un desplazamiento
mayor al del mondmero A, lo que puede deberse a que el plomo posee mayor
interaccion en la cisteina del monémero B.

El plomo es un metal pesado que interacciona con las cargas negativas de las
proteinas formando enlaces covalentes, por lo cual las actividades pueden
disminuir o, en algunos casos, ser inhibidas, como muchas en las que ha sido
demostrado que este metal ejerce ese efecto.

El hecho de que el plomo se una a cada uno de los monomeros en sitios en los

cuales existen grupos cargados negativamente indica, muy probablemente, que la
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actividad de la enzima disminuya. Cuando se realizaron las mediciones de
actividad en presencia del metal se observd que, efectivamente, al incubar las
muestras de enzima con plomo, la actividad disminuyé en funcion de la
concentracion y el tiempo de exposicion a plomo. La GST es una enzima dimérica
posiblemente cooperativa en donde, el plomo origina una inestabilidad que se
puede explicar por su union a ella cambiando su radio de giro e induciendo la
unidn del metal a la macromolécula. Es importante saber que el hecho es que el
plomo se une a un sitio importante que causa la disminucién de la proteina debido
a que esta unioén es secuencial. La Figura 43 muestra los resultados del RMSD por

mondémero.

Figura 43. Desplazamiento cuadratico medio del plomo con cada monémero de la proteina.
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Calculo de potencial electrostatico.
Se calculo el potencial electrostatico de la proteina con la finalidad de analizar las

cargas negativas de la GST y, con ello, confirmar la carga negativa neta en el sitio
activo. La Figura 44 demuestra que en la proteina existen muchas mas cargas
negativas (color rojo) que positivas (color azul) en el sitio activo. Estas cargas
pueden corresponder a grupos sulfidrilo de las cisteinas y a los grupos carboxilo
de los acidos glutamico y aspartico que a pH fisiolégico se encuentran ionizados.

Estos resultados indican que si se bloquean estos sitios es muy probable que la

actividad sea inhibida o se disminuya su actividad considerablemente.

Figura 44. Potencial electrostatico del sitio activos de la Glutatién S-transferasa.

De manera adicional se analiz6 la accesibilidad al solvente de la proteina al ser
simulada con plomo y se aprecia que hay gran cantidad de moléculas de agua
dentro de ella hasta 5 nm?. Este dato es importante debido que, en general, las
reacciones guimicas se llevan a cabo en ambientes acuosos dentro de las células
y dependen, de la misma manera, de las condiciones de pH y temperatura. Los
sustratos y los inhibidores entran en juego de manera solvatada y dentro del sitio

activo se lleva a cabo la reaccion desprendiendo las moléculas de solvente al
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momento de la misma. El hecho de que la proteina se encuentre solvatada indica
que la simulacion es correcta y que los resultados encontrados anteriormente
estan reflejando de manera correcta las condiciones en las cuales la reaccion se
lleva acabo de manera fisiologica dentro de la célula. La Figura 45 muestra las
mediciones llevadas a cabo en ambos mondmeros y compara el area y el tiempo

en ns.

Figura 45. Solvatacion de los monémeros A y B de la Glutation S-transferasa.

Distancia minima entre el Pb y la proteina
Se calculé la distancia minima entre la proteina y el plomo con el objetivo de

analizar la cercania del plomo a la proteina y como resultado se encontré que el
plomo presenta una distancia constante con de 0,26 nm con respecto a la enzima,
por lo cual se deduce que el metal esta interaccionando con alguno de los
aminodacidos en el sitio activo de la GST P de manera constante y sin separarse

de ella. La Figura 46 muestra los resultados obtenidos.
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Figura 46. Distancia minima de la enzima Glutatién S-transferasa y el plomo.

Se sabe que las cisteinas tienen una gran afinidad con el metal. En base a ello se
realizé un calculo adicional para analizar la posible correlacion entre las cisteinas
del sitio activo y el plomo. El andlisis indic6 que el plomo se encuentra
interaccionando como la cisteina 101 del monémero A y que dicha interaccién se
mantiene constante, lo cual se puede afirmar que el plomo, muy posiblemente,
esta ejerciendo una inhibicion de tipo competitiva ya que al entrar al sitio activo
podra competir con el sustrato y por ello disminuir la actividad de las misma. La
figura 36 muestra los andlisis realizados. En ella se puede observar que en el
mondmero B la actividad es diferente, lo cual puede indicar que el plomo primero
se une al monémero A y posteriormente al mondémero B reflejando, muy
posiblemente el modo de accion que este elemento toxico tiene en esta proteina.

Los resultados obtenidos tanto en la parte experimental como en la tedérica indican
que el plomo es un metal que en condiciones in vitro puede disminuir la actividad
de la enzima GST al unirse preferentemente a uno de los monémeros de manera
inicial y posteriormente al siguiente. Estos resultados han unido la parte

experimental con la parte tedrica para tratar de entender mejor el mecanismo por
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el cual el plomo interacciona con la enzima GST P1 que es una de las isoenzimas

mas importantes del rifion.

Figura 47. Distancia minima entre el plomo y los monémeros A y B de la enzima Glutation S-

transferasa.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se realizaron experimentos in vitro determinando la actividad
enzimatica de la enzima Glutatién S-transferasa (GST) en condiciones normales y
variando la temperatura, el pH y la concentracidbn de iones en ausencia y en
presencia de plomo. A partir de ellos se encontré que la enzima podria ser una
proteina termoestable presentando una mayor actividad enziméatica a una
temperatura de 80°C. De la misma manera se observo que al medir la actividad a
valores de pH basicos ésta es favorecida y que ha valores acidos disminuye, lo
cual puede estar indicando que los protones podrian estar saturando los sitios de
reaccion y por ello disminuir la actividad al bloquearlos. Cuando se vario la
concentracion de sales la actividad disminuyé a valores bajos y altos de las
mismas.

Cuando la enzima se incubd con plomo se observdé una disminucion en la
actividad en funcion de la concentracion de metal y el tiempo de incubacion. Sin
embargo, esta disminucion nunca alcanz6 el 100%. Cuando se incubd la enzima
en condiciones de pH acido y plomo se constaté que la actividad disminuyo
drasticamente. Estos resultados ayudaron a entender que la enzima es estable a
temperatura ambiente y a elevadas temperaturas; depende de la concentracion de
protones para llevar a cabo su actividad y que al cambiar la concentracion de
sales se altera su accion.

Por lo anterior se propuso que la enzima, por las caracteristicas mostradas en los
experimentos se comporta, posiblemente, como una proteina cooperativa que es
inhibida de forma, posiblemente, no competitiva por el plomo.

Tomando en cuenta estos resultados se procedié a realizar los estudios de
simulacién molecular del comportamiento normal de la enzima con su sustrato y
su ligante y, posteriormente, la accion que el plomo ejerce sobre ella.

Los resultados de la dinamica molecular demostraron que la presencia del
glutation reducido (GSH) tiene gran influencia en el comportamiento de la GST PI
dado que al ser un ligante hidrofilico favorece la abertura del sitio catalitico de la

enzima y con un sustrato hidrofobico como lo es el DNCB cierra el sitio activo.
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Ademas, a partir de los resultados teoricos y experimentales se puede concluir
que lo que favorece la reaccién de acoplamiento entre el ligante y sustrato es el
GSH reducido, en otras palabras, se puede afirmar que el GSH activa la catalisis
de la enzima favoreciendo la reaccion de formacion ligando-sustrato.

Los estudios in silico han ayudado a entender el comportamiento que tienen el
ligando (GSH) y el sustrato (DNCB) con la enzima. Los aminoacidos implicados
en la catalisis de union son para GSH Trp 38, Lys 44, Leu 52, Ser 65, para DNCB
Trp 38, Lys 44, GIn 51 y para el complejo GDN Tir 7, Trp 38, Lys 44, GIn 51.

El estudio de Dinamica molecular del plomo con la enzima GST-PIl demostré que
el plomo atrae fuertemente a las cisteinas internas, de tal manera que no se
pueden separar y por consecuente su sitio activo se va cerrando disminuyendo la
actividad de la enzima.

Adicionalmente, estos estudios de simulacion ayudaron a corroborar que la
enzima es cooperativa ya que el monémero A reacciona primero que el monémero
B aunque los dos llevan a cabo la reaccion. Las mediciones indicaron que la
reaccion que ocurre en el monémero A induce la reaccion en el B.

De la misma manera se determind que cuando el plomo se aproxima a la cisteina
101 localizada en el sitio activo, y al transcurrir el tiempo de simulacién el metal
comienza a ser atraido por la cisteina del sitio activo del monémero B. Este
fendbmeno podria explicar la inhibicién de la actividad que muestra la enzima al
estar en presencia del plomo en los experimentos in vitro.

Se requieren estudios adicionales para terminar de entender el mecanismo exacto
de unién del plomo a la proteina lo que ocasiona la disminucion de su actividad,
sin embargo, el presente trabajo ayud6 a demostrar que el plomo tiene la
capacidad de unirse de forma ionica a los restos de cisteina de la enzima GST P1.
Estos conocimientos son de importancia debido a que la familia de las GST se
encuentra implicada en fendmenos clinicos importantes entre ellos algunos
relacionados con alteraciones metabdlicas en diversos 6rganos de los humanos.
Por ejemplo, en casos de cancer la enzima GST P1 se utiliza como biomarcador

de dafio en pacientes clinicos.

Mario Raymundo Hernandez Pagina 94



Estudio dinamico y estructural de la interaccion del plomo con la
enzima Glutation S-Transferasa P1

La GST esta implicada en los fendmenos de estrés oxidativo, mismos que se
encuentran relacionados con la inflamacion y posteriormente con los procesos
degenerativos de oOrganos como cerebro, higado y rifidbn, por lo cual se ha
comenzado a utilizar como un biomarcador de dafio por aumento de las especies
reactivas de oxigeno.

Lo anterior justifica la importancia del estudio de la enzima en presencia de plomo
ya que este elemento constituye un xenobidtico ambiental que ocasiona una serie
de eventos que inician con el aumento del nivel de especies reactivas de oxigeno,
las cuales inducen el fenbmeno de estrés oxidativo. Este induce el proceso
inflamatorio el cual, finalmente, es el responsable de las alteraciones metabdlicas
implicadas en los procesos de degeneracion de muchos de los érganos vitales.

Un dato relevante es el hecho de que si se sabe que el plomo es un metal que
puede inhibir la actividad de la Glutation S-transferasa entonces su posible uso
como indicador de procesos de degeneracién biolégica podria estar siendo
antagonizada por el metal.

A partir de los resultados experimentales y teéricos de la dinamica molecular entre
la interaccién del plomo con la enzima y su ligando y sustrato, se propuso el
siguiente mecanismo de reaccion de la GST P1 con el conjugado y el sustrato y el
plomo.
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Donde:

E representa a la enzima GST PI

GSH representa al glutation reducido.

E-GSH representa al complejo enzima-glutation

RX representa un compuesto electrofilico (metabolito o xenobibtico).
E-GS-RX representa el complejo ternario enzima-glutatiéon-xenobidtico.
Pb representa al plomo

GST-Pb a interaccion entre a enzima y el plomo

En este modelo se puede observar el comportamiento normal de la enzima con su
sustrato y su ligante y a su vez la interaccion de la GST P1 con el plomo formando
un complejo enzima-plomo causando un cambio conformacional en ella y evitando

que se lleve a cabo el mecanismo de detoxificacion de la misma.

En general se puede concluir que el plomo presenta una alta afinidad tanto con el
glutation reducido como con las cisteinas de la enzima ocasionando un efecto

negativo en la actividad de la misma.
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