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Bioquimica computacional: una potente herramienta
para desvelar el origen de la reactividad enzimatica

Vicent Moliner

Resumen: En este articulo se presenta un resumen sobre las posibilidades que ofrece la quimica computacional en el dmbito de la reactividad
quimica en sistemas biolégicos. Basado en estudios teéricos QM/MM llevados a cabo en nuestro laboratorio, se muestran algunos ejemplos
de reacciones enzimadticas con diferentes objetivos, desde desvelar el origen de su extraordinario poder catalitico hasta aplicaciones en el
diseno de inhibidores o de nuevos biocatalizadores. Los primeros tendrdan una aplicacion en la sintesis de firmacos mds potentes y selectivos,
mientras que nuevos biocatalizadores pueden tener un gran impacto en muchos sectores de la industria.
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Abstract: This article presents a summary of the possibilities offered by computational chemistry in the field of the chemical reactivity in
biological systems. Based on QM/MM theoretical studies carried out in our laboratory, several examples of enzymatic reactions with di-
fferent objectives are shown, from revealing the origin of their extraordinary catalytic power to applications in the design of inhibitors or
biocatalysts. The former will have an application in the synthesis of more potent and selective drugs, while new biocatalysts can have a great

impact on many sectors of the industry.
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INTRODUCCION

El conjunto de reacciones quimicas responsables de la
vida en los organismos se conoce como metabolismo. Estas,
casi en su totalidad, necesitan ser catalizadas para que suce-
dan a velocidades lo suficientemente rapidas. Por ejemplo,
un pecio de madera antiguo puede persistir durante siglos
en el fondo del mar debido al hecho de que la hidrélisis de
los enlaces glicosidicos de la celulosa requeriria varios mi-
llones de anos. La misma reaccion tiene lugar en escalas de
tiempo de minutos en el aparato digestivo de los rumiantes
gracias a la presencia de un bio-catalizador, denominado
“enzima” desde finales del siglo X1X. Asi, las enzimas pue-
den acelerar las reacciones quimicas en varios 6rdenes de
magnitud, posibilitando que tengan lugar de 10°a 10% ve-
ces mas rapido, lo que les convierte en catalizadores muy
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eficientes. No obstante, en muchas ocasiones muestran
otras ventajas tal vez mads interesantes con respecto a los
catalizadores no naturales como son la elevada quimio,
regio y estéreo-selectividad que son capaces de conseguir
en las reacciones que catalizan. Estas caracteristicas, jun-
to a la ausencia de productos secundarios no deseados, la
disminucién de pasos que consumen energia (como la se-
paracion y purificacion de intermedios) y su actividad en
condiciones suaves de temperatura o presion justifican el
creciente interés en comprender y aplicar biocatalizadores
en la produccion de productos quimicos. Los procesos bio-
quimicos naturales en los organismos vivos son, por tanto,
una fuente importante de inspiracion para el diseno de
nuevos biocatalizadores con potenciales aplicaciones en la
industria, como se muestra en un volumen tematico sobre
“Biocatalisis en la Industria” publicado recientemente en
la revista Chemical Review.""! Obviamente, las enzimas son
excelentes candidatos para cumplir con los requisitos de la
industria pero, para extender su aplicabilidad a diferentes
propositos, necesitamos una comprension mas profunda
de su forma de accién. El diseno de nuevas enzimas pro-
porciona una prueba rigurosa de nuestra comprension de
como funcionan las enzimas naturales y viceversa, el cono-
cimiento de cémo funcionan las enzimas a nivel molecular
puede ser la base de la ingenieria de proteinas. Por otro
lado, dado que la mayoria de las reacciones que tienen
lugar en los organismos vivos utilizan enzimas para acele-
rarlas, se puede utilizar el conocimiento de éstas para la
sintesis de inhibidores especificos de enzimas responsables
de, por ejemplo, la proliferacion de células tumorales.
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En otros casos, la deficiencia o una ausencia total de una
enzima puede causar trastornos genéticos hereditarios o,
al contrario, algunas enfermedades pueden ser causadas
por una actividad excesiva de una enzima; por ejemplo, el
exceso de actividad de ciertas cisteina proteasas da como
resultado la degradacion del tejido muscular y la protedli-
sis intracelular. Por lo tanto, las enzimas son objetivos muy
atractivos en la quimica médica.””’ No obstante, aunque
numerosos estudios han proporcionado una comprensiéon
s6lida sobre algunos de los factores clave de estos biocatali-
zadores, guiando de esta manera el diseno de farmacos, el
conocimiento sobre el origen de la eficiencia enzimatica y
la selectividad para catalizar reacciones quimicas atin no es
completo y continuamente se establecen controversias en
la literatura sobre este tema.!®+%678l

A lo largo de los anos se ha postulado una gran can-
tidad de propuestas para explicar la eficiencia catalitica
de las enzimas. Entre ellas, la estabilizacion del estado de
transicion (TS) en un sitio activo pre-organizado parece
ser la mds aceptada. El postulado seminal de Pauling,
que explica el origen de la actividad catalitica de las enzi-
mas basado en la complementariedad entre el sitio activo
de la enzima y la estructura del TS, se ha reformulado en
términos de la estabilizacion electrostdtica que la protei-
na proporciona a las estructuras transitorias que apare-
cen durante la transformacién de reactivos en productos
y, en particular, al TS.®* Sin embargo, la proteina tiene
que adoptar diferentes conformaciones desde la etapa de
unién de los sustratos en el centro activo hasta la libera-
cion de los productos, pasando por la/s etapa/s donde
tienen lugar reacciones quimicas. Obviamente, es necesa-
rio tener en cuenta y estudiar la flexibilidad de la protei-
na para comprender como evolucioné un determinado
sitio activo durante millones de anos para interactuar y
estabilizar el TS de una reacciéon quimica, al mismo tiem-
po que también es capaz de acomodar estructuras de es-
tados reactivos, posibles intermedios y de productos. Por
lo tanto, las enzimas deben ser estables para retener su
estructura tridimensional, pero deben ser lo suficiente-
mente flexibles como para cambiar entre las diferentes
conformaciones relevantes en cada paso del ciclo catali-
tico completo. Ademas, tal como muestra la Figura 1, la
presencia de diferentes conformaciones en cualquiera de
los estados a lo largo del proceso catalitico (inherente a
sistemas con un nimero elevado de grados de libertad) es
esencial para explicar algunos resultados experimentales,
como la dependencia con la temperatura de los efectos
isotopicos cinéticos (KIE, de sus siglas en inglés Kinetic
Isotope Effects) o las diferencias significativas observadas en
las constantes de velocidad medidas por espectroscopia
de moléculas individuales.!"" La presencia de una amplia
distribucion de conformaciones con diferencias significa-
tivas en sus energias también se ha constatado a partir
de simulaciones teéricas en diferentes sistemas enzima-
ticos.!"1% En consecuencia, el estudio computacional de
la reactividad enzimatica debe considerar la presencia de
interacciones sustrato-proteina derivadas de los efectos
electrostaticos y no electrostdticos mediante métodos es-
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Figura 1. Representacion esquematica de un perfil de energia potencial para un sistema de
grandes dimensiones como las enzimas. &; y &; representan la coordenada de reaccion del
sistema quimico y la coordenada conformacional asociada a la proteina, respectivamente

tadisticos capaces de explorar el espacio conformacional
de cada estado implicado. El progreso en este campo ha
sido extraordinario en las ultimas décadas. Sin embargo,
la falta de una comprension detallada del vinculo entre
secuencia, estructura, flexibilidad y funcién aun impide
la comprension completa de los procesos cataliticos en-
zimaticos y, por ende, las estrategias para disenar nuevos
biocatalizadores o nuevos inhibidores enzimaticos.

Con motivo del premio Nobel de Quimica de 2013, la
Real Academia de Ciencias sueca public6 un articulo en el
que se hacia hincapié en la relevancia del desarrollo y el
uso de los métodos multi-escala que Martin Karplus, Mi-
chael Levitt y Arieh Warshel comenzaron a desarrollar en
la década de los 70. El desarrollo de metodologias multi-
escala o hibridas, que combinan la Mecanica Cuantica y la
Mecdnica Clasica (QM/MM de sus siglas en inglés Quan-
tum Mechanics/Molecular Mechanics) ha permitido realizar
avances considerables en la comprension de los procesos
biolégicos, revelando detalles a nivel atémico de las reac-
ciones enzimdticas. No menos importante, en el mismo ar-
ticulo se incidia en como los métodos tedricos y las técnicas
experimentales se fertilizan mutuamente.

Los métodos QM/MM permiten el estudio de procesos
quimicos, donde los electrones se describen explicitamen-
te mediante un método cuantico (QM), interaccionando
con entornos complejos, que pueden simularse mediante
el uso de campos de fuerza clasicos (MM). El resultado de
la combinacién de ambos potenciales proporciona una me-
todologia lo suficientemente eficiente como para permitir
un muestreo razonable del espacio configuracional en los
estados relevantes de la reaccién (un requisito para obte-
ner propiedades promedio comparables a los valores que
se determinan en los experimentos) y adecuado para des-
cribir la formacion y ruptura de enlaces covalentes. El Ha-
miltoniano resultante, utilizando un “esquema aditivo”,”
seria el dado por la Ecuacién 1:

A,=H,+0,+H +H [1]

eff MM QM QM/MM Bound

En la Eguaaon 1, Hy,, HQM, HQM/MM son el Hamil-
toniano clasico (con el que se trata la mayor parte del
sistema enzimatico y las moléculas de agua del disol-

vente), el Hamiltoniano cudntico (que describe todos
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aquellos fragmentos del centro activo directamente im-
plicados en la formacién y ruptura de enlaces quimi-
cos) y el Hamiltoniano de interacciéon entre ambos sub-
espacios del sistema completo. El término H, |

el Hamiltoniano utilizado para tratar las condicio-
nes especificas del sistema, necesariamente finito.!”
Utilizando estas herramientas, diferentes grupos, inclui-
do el grupo de Bioquimica Computacional de la Universi-
tat Jaume I de Castelléon (UJI), han trabajado durante los
altimos anos ofreciendo imagenes detalladas de muchos
fenomenos relacionados con la catdlisis enzimatica.

Las simulaciones tedricas sobre reactividad quimica se
centran, en general, en la determinacion de la energia
libre de activacién (AGY), es decir, la diferencia de ener-
gia libre entre el estado de reactivos (RS) y su TS corres-
pondiente. Esta magnitud se puede usar para predecir las
constantes de velocidad determinadas experimentalmen-
te a través de la Teoria del Estado de Transicion (TST),
una teoria desarrollada originalmente en el contexto de
las reacciones en fase gaseosa.'¥! En el caso de reacciones
en medios condensados, como las reacciones catalizadas
por enzimas, el problema es mas complejo. En primer lu-
gar, el ciclo catalitico de una enzima implica varios pasos,
como la unién del reactivo al centro activo, las etapas qui-
micas y la liberacion de los productos. Ademas, tal como
se muestra en la Figura 2, los cambios conformacionales
pueden tener lugar a lo largo de estos pasos definiendo
micro-estados adicionales que deben ser considerados en
un esquema cinético del ciclo catalitico."* Este esquema
cinético puede relacionarse con un paisaje de energia li-
bre trazado en funcién de la coordenada quimica (§,) y
la coordenada del entorno (Ej). Cada uno de los posibles
estados que aparecen a lo largo del proceso esta repre-
sentado por una cuenca donde sus profundidades rela-
tivas estan relacionadas con la poblaciéon de cada estado
en equilibrio. En definitiva, el modelado computacional
de una reacciéon quimica en medios condensados debe
proporcionar las diferencias de energia libre entre el RS
y el TS.

TS
A )
/ Recruzamientos

de la barera

Trayectorias reactivas

Efecto tl]nel T ST I LI O )

. Productos
Reactivos

Figura 2. Representacion esquematica de la contribucion del efecto tdnel y de las
trayectorias no reactivas o recrossing a la transformacion desde reactivos a productos en
una reaccion quimica
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E1 TS se define como el maximo en el perfil de energia
libre desde los reactivos hasta los productos a lo largo de la
coordenada quimica (§). Para procesos uni-moleculares,
la TST!*! proporciona el marco teérico adecuado para pre-
decir la constante de velocidad:

_(h6E(TH
ket = ()

[2]

En la Ecuacion 2, k; es la constante de Boltzmann, R la
constante universal de los gases ideales, % la constante de
Planck y T'la temperatura. La TST convencional se basa en
varias aproximaciones, incluida la separabilidad de la coor-
denada quimica, el tratamiento clasico del movimiento a lo
largo de esta coordenada y una distribucion de equilibrio de
Boltzmann entre los estados RS y TS. La Ecuacién 2 se pue-
de corregir para tener en cuenta algunas de estas limitacio-
nes mediante la inclusién de un factor pre-exponencial. De
esta manera, las constantes de velocidad se pueden evaluar
utilizando la Teoria del Estado de Transicion Variacional
(VIST)!%!7 que corrige la Ecuacién 2 de posibles contribu-
ciones del efecto tunel y efectos dinamicos:

KeT _(AG*(T.&))
k(T) = T(T,§)=-e \ & [3]

En la Ecuacién 3, T'(T,€) es el coeficiente de transmi-
sion dependiente de la temperatura y de la coordenada
distinguida, . Este se puede expresar como:

I(T,8) =y(T,§) - k(T) (4]

donde (T, &) es el coeficiente de transmisién de recruza-
miento que corrige la constante de velocidad debido a las
trayectorias que, habiendo cruzado la superficie divisoria
del TS desde el valle de reactivos a productos, regresan al
valle de reactivos antes de alcanzar los productos. En la
Ecuacion 4, k(T) es el coeficiente del efecto tinel que in-
troduce la contribucién de aquellas trayectorias reactivas
que no alcanzan el umbral cldsico de energia (ver Figu-
ra 2). De acuerdo con la Ecuacion 3, las diferentes contri-
buciones a la constante de velocidad pueden cuantificarse
realizando simulaciones teoricas. Por ultimo, el valor de
la energia libre de activacién de la Ecuacién 3, AG*, debe
incluir correcciones de las energias vibracionales clasicas y
cudnticas. Estas pueden ser importantes en algunas reac-
ciones, y claramente necesarias para obtener estimaciones
precisas de KIEs.[7!2!

En definitiva, los modelos para estudiar la actividad
enzimatica deberian centrarse en la elucidacién del meca-
nismo de reaccion (para encontrar la coordenada quimica
apropiada), el calculo del perfil de energia libre (que re-
quiere el muestreo de las conformaciones relevantes del
sistema como se muestra en la Figura 1) y la inclusion de
otros factores, como el coeficiente de transmision de re-
cruzamiento (para tener en cuenta el acoplamiento dind-
mico entre la coordenada quimica y las coordenadas del
entorno) y las correcciones cuanticas del efectos de tunel.
Estas ultimas pueden ser importantes en reacciones que
implican la transferencia de una particula ligera (protén,
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hidruro o atomo de hidrégeno). Tal como se ha indicado,
aunque varias teorias han tratado de explicar como funcio-
na la catdlisis biolégica,™!®¥! existe un consenso creciente
de que la enorme aceleracion de las reacciones quimicas
logradas por las enzimas se debe en gran medida a la es-
tabilizacion electrostatica preferencial del TS traducida
en una reduccién de la barrera de energia libre.*" Los
métodos computacionales pueden proporcionar valores
s6lidos de esta magnitud clave para comparar la teoria con
los experimentos, proporcionando una imagen realista del
proceso a nivel atémico.

Los mecanismos de reacciéon pueden determinarse
mediante una exploracion adecuada de las Superficies de
Energia Potencial (PES, de sus siglas en inglés Potential
Energy Surface) y 1a localizacion y caracterizaciéon de estruc-
turas de puntos estacionarios (estructuras con gradiente
igual a cero: RS, posibles intermedios, TS y productos). La
superficie de energia libre (FES, de sus siglas en inglés Free
Energy Surface), y por ende la energia libre de activacion, se
puede obtener mediante simulaciones realizadas a lo largo
de una coordenada de reacciéon seleccionada utilizando al-
gunas de las técnicas de muestreo proporcionadas por la
Mecanica Estadistica.

Nuestro grupo de investigacion en la UJI, en numero-
sas ocasiones en colaboracién con otros colegas tanto teo-
ricos como experimentales, ha centrado su interés en los
altimos anos en el estudio de los mecanismos de accion de
los biocatalizadores naturales. Las conclusiones derivadas
de dichos estudios se han utilizado para llevar a cabo apli-
caciones en el diseno de inhibidores enzimdticos y de bio-
catalizadores. En los siguientes tres epigrafes se describe
brevemente un ejemplo de cada una de estas tres lineas de
investigacion. Por ultimo, el articulo se cierra con un breve
epigrafe de conclusiones y perspectivas de futuro.

CATALISIS ENZIMATICA

Tal como se ha indicado, los métodos QM/MM son una
herramienta muy potente para, en combinacién con téc-
nicas experimentales, tratar de desvelar el origen de la
catalisis enzimatica. Obviamente, estos estudios se com-
plican notablemente cuando la etapa quimica del proceso
catalitico completo no se limita a una sola reacciéon quimi-
ca. Un ejemplo paradigmatico lo encontramos en la reac-
cion catalizada por la proteina timidilato sintasa (TSase).
Tal como se presenta en la Figura 3, la TSase cataliza la
metilacién reductora de 2'-desoxiuridina 5-monofosfa-
to (dUMP) usando 5,10-metilen-5,6,7,8-tetrahidrofolato
(CH,H folato) como donador de metileno y reductor de
hidruro para formar 2'- desoxitimidina 5-monofosfato
(dTMP) y 7,8-dihidrofolato (H,folato). Esta enzima, jun-
to con la dihidrofolato reductasa (DHFR) y la serina hi-
droximetil transferasa (SHMT), forma parte de un ciclo
que repone el CH,H folato. La TSase es crucial para la
biosintesis de ADN, dado que el dTMP es uno de sus com-
ponentes basicos.
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Figura 3. Representacion esquematica del ciclo de regeneracion del CH,H,-folato.
R = 2’-deoxiribosa-5’-fosfato; R’ = (p-aminobenzoil) glutamato

Teniendo en cuenta que las células tumorales exhiben
una replicacion incontrolada, la inhibicion de la TSase
es, de hecho, un objetivo en el diseno racional de medi-
camentos contra el cancer. Sin embargo, para inhibir la
TSase en estas células, donde se detecta un aumento en
sus niveles de expresion, se necesita una alta concentra-
cion del medicamento. Desafortunadamente, este exceso
también dana los tejidos sanos, lo que resulta en toxici-
dad. Esto hace que sea dificil realizar tratamientos efecti-
vos sin efectos secundarios y evitar el desarrollo de resis-
tencia a los medicamentos. Todos estos hechos evidencian
la importancia de conocer el mecanismo molecular de la
TSase en detalle para el desarrollo de nuevos inhibidores
que puedan actuar especificamente contra las células tu-
morales.

El estudio computacional de la TSase lo iniciamos
hace mas de una década en nuestro laboratorio, en co-
laboracién con el grupo del profesor A. Kohen de la
Universidad de Iowa.l'" La exploraciéon del mecanismo
completo de la reaccion a través de la obtencion de las
correspondientes PESs mediante métodos QM/MM reve-
16 que se trataba de una reaccion en cascada de 9 etapas.
El mecanismo propuesto resulté ser mas complejo que el
inicialmente sugerido por Santi y Carreras, pero coin-
cidia en reproducir la etapa de transferencia del hidruro
(etapa 8 en la Figura 4) como la limitante del proceso
cinético.

Estudios posteriores basados en la exploracion de la
FES de la etapa limitante de la velocidad a nivel AM1/
MM confirmaron la sincronicidad de la transferencia de
hidruro con la ruptura del enlace entre el C6 del sustra-
to y la Cys del centro activo de la proteina.’®"’ Asimismo,
la exploracién computacional del proceso a diferentes
temperaturas revel6 la independencia con la temperatu-
ra de la energia de activacién y de los efectos dindmicos
en el intervalo de temperaturas explorado experimental-
mente.??>%] En concreto, se observé la invariancia de
la distancia entre donador y aceptor (DAD) del hidru-
ro en el TS obtenido a las diferentes temperaturas, asi
como la conservacion del coeficiente de transmision de
recruzamiento. Estos resultados definian un centro acti-
vo perfectamente optimizado para dicha transferencia.
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Figura 4. Mecanismo de reaccion para la reaccion catalizada por la E. coli TSase, obtenido a partir de PESs calculadas a nivel AM1/
MM.['! Los valores numéricos debajo de las flechas representan las barreras de energia potencial mientras que los valores en cor-
chetes son las energias de reaccion de cada paso

Un estudio posterior basado en la VIST, se centré en
el cdlculo y analisis de la contribucion del efecto tinel
a diferentes temperaturas, asi como la estimaciéon del
KIE primario resultante de sustituir el hidrégeno que se
transfiere por tritio.!” Los KIEs fueron calculados como
el cociente de las constantes de velocidad para la trans-
ferencia del hidrégeno y del tritio mediante la Ecuacion
3, incluyendo las correcciones vibracionales clasicas y
cuanticas, el efecto tinel y los efectos de recruzamien-
to. Los KIESs obtenidos mostraron un comportamiento
independiente de la temperatura, de acuerdo con re-
sultados experimentales previos del profesor Kohen.®!
Los coeficientes de recruzamiento resultaron ser casi in-
variables con la temperatura y, en todos los casos, lejos
de la unidad. Este resultado mostraba un acoplamiento
significativo entre movimientos de la proteina (Ej) y las
coordenadas de reaccion distinguidas seleccionadas (§,).
En particular, el movimiento relativo de una arginina del
centro activo (Argl66 en E. coli) parecia estar acoplado
con la cisteina unida al sustrato (Cys146 en E. coli) polari-
zando el enlace tioéter y facilitando la ruptura del enlace
que tiene lugar de forma acoplada a la transferencia del
hidruro. Estos movimientos de la enzima representan en
realidad algunas de las dimensiones de la coordenada de
reaccion real. La estructura de la proteina es tal que faci-
lita la poblacién eficientemente de aquellas conformacio-
nes que disminuyen tanto la altura como el ancho de la
barrera, mejorando asi la probabilidad de transferencia
de hidruro con contribucién del efecto tinel (a través de
barrera) o mediante el mecanismo clasico (por encima de
la barrera). En otras palabras, las fluctuaciones térmicas
que se acoplan a la coordenada de reaccion, asi como las
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geometrias del TS y el efecto tinel, son las mismas en las
diferentes temperaturas, dentro del intervalo examinado.
Todos estos términos contribuyen a obtener unos KIEs
independientes de la temperatura, tal como se observa
experimentalmente. Resulta importante destacar como la
contribucion de los efectos dinamicos a la catalisis, esti-
mados a partir del valor de la energia de activacién efec-
tiva derivada del valor del coeficiente de recruzamiento,
resulté ser en todos los casos inferior a una kcal-mol™.
Estos resultados obtenidos a nivel AM1/MM fueron poste-
riormente confirmados mediante calculos QM/MM des-
cribiendo la region QM con otros métodos semiempiricos
y con niveles de cdlculo mds elevados como los basados
en la teorfa de funcional de la densidad (DFT)." Igual-
mente interesante fue determinar la importancia de la
exploracion conformacional en los resultados tedricos, y
su impacto en las energias de activacion.*” Los resultados
dejaron patente la necesidad de considerar estructuras de
la proteina diferentes a la estructura inicial de rayos X.
Los cristales de las proteinas que se utilizan en la difrac-
cién de Rayos X se obtienen en condiciones diferentes a
las condiciones fisiol6gicas y, por tanto, no se correspon-
den necesariamente con conformaciones reactivas.

DISENO DE INHIBIDORES ENZIMATICOS

Tal como se ha indicado, la enzima TSase es una de las dia-
nas mas importante para el diseno de farmacos con propie-
dades anticancerigenas. El conocimiento detallado del me-
canismo de reaccion de una enzima, en este caso la TSase,
nos coloca en una posicién privilegiada para el diseno de
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a) b unido covalentemente a la proteina (Figura 5a)* podia
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Figura 5. a) Detalle del bisustrato intermedio localizado en el centro activo de la EcTSase,

obtenido a partir de calculos DFT/MM.?® b) Medidas de la cinética de la reaccion catalizada

por la EcTSase: evolucion del consumo de [2-14C]dUMP (rosa), formacion de dTMP (verde),

y generacion del Int-B (azul).®® c¢) Mecanismo tradicional (A) y alternativo (B) obtenidos a

partir de calculos DFT/MM.B Int-B = bisustrato intermedio; R = 2’-deoxiribosa-5'-fosfato;
R’ = (p-aminobenzoil) glutamato

moléculas estables que la puedan bloquear y, consecuente-
mente, ralentizar o incluso parar el crecimiento de tumo-
res. En 2013, nuestros esfuerzos en este complejo sistema
se centraron en la etapa de transferencia proténica (etapa
7 en la Figura 4).% Nuestros cdlculos de la FES mostra-
ron que la transferencia del protén tenia tres posibles TSs
energéticamente similares, pero estructuralmente dife-
rentes. Estas conclusiones diferian de nuestros resultados
anteriores para la transferencia de hidruro, y proporcio-
naban una explicacién a las diferencias en la dependencia
con temperatura de los KIE intrinsecos en estos dos pasos
de activacion de enlaces C-H. Tal vez mas significativo fue
que los calculos también sugerian que el enlace covalente
propuesto tradicionalmente entre la proteina (Cys146) y
el C6 del sustrato es muy labil durante la reaccién cata-
litica completa. Los movimientos proteicos colectivos no
solo ayudan a la escision del enlace C6-S para estabilizar el
TS del paso de transferencia del protén, sino que también
reorganizan la red de enlaces de hidrogeno al final de este
paso para preparar el sitio activo para los pasos quimicos
posteriores. Los cambios conformacionales sincronizados
de la proteina y los ligandos observados en nuestras simu-
laciones confirmaban la participaciéon de algunos movi-
mientos de aquélla en la coordenada de reaccion. Nuestras
FESs, obtenidas mediante calculos QM/MM con la region
QM descrita a nivel DFT, sugerian un mecanismo diferente
al tradicionalmente aceptado en el que, a través de una
serie de intermedios unidos covalentemente, el enlace con
la proteina solo se escindiria tras la liberacion del produc-
to. La existencia de un nuevo intermedio de reacciéon no
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tener un gran impacto ya que puede conducir a una nueva
clase de farmacos dirigidos a la inhibicién de la biosintesis
de ADN.

Tres anos mas tarde, en 2016, el grupo del profesor Ko-
hen publicé evidencias experimentales de la existencia de
dicho bisustrato intermedio no enlazado covalentemente
a la proteina.”® La sintesis del intermedio propuesto y los
hallazgos que respaldan su competencia quimica y cinéti-
ca corroboraban la posibilidad de un mecanismo no tra-
dicional y el potencial de este intermedio como un nuevo
farmaco. Calculos QM /MM mas recientes en combinacion
con medidas cinéticas, se han centrado en confirmary des-
velar el origen de dicho intermedio en el proceso catalitico
de la TSase (Figura 5b).% En concreto, se aislé y carac-
terizo el intermedio bisustrato no covalente previamente
propuesto formado en la reaccion catalizada por la timi-
dilato sintasa. Nuestros resultados sugeria que las especies
de bisustrato se producen en gran medida debido a una via
paralela (Figura 5c). Nuestros hallazgos no solo corrobo-
raban la relevancia del intermedio no covalente propuesto
anteriormente, sino que también respaldaban las posibles
implicaciones del intermedio covalente sobreestabilizado.

DISENO BIOCATALIZADORES

El diseno de nuevas enzimas para resolver desafios prac-
ticos en todas las ramas de la ciencia y la tecnologia se ha
beneficiado de la introduccién de la tecnologia recom-
binante del ADN en las dltimas décadas.”"! El potencial
del uso de enzimas en transformaciones quimicas en la
academia y la industria estd respaldado por las ya muchas
estructuras de diseno con probadas aplicaciones. La re-
levancia de este campo ha sido reconocida recientemen-
te por la Real Academia de Ciencias sueca cuando se le
otorg6 el premio Nobel de Quimica 2018 a F. H. Arnold
por llevar a cabo la primera evolucion dirigida de enzi-
mas.®? El método imita el proceso de evolucién natural,
haciendo mutaciones aleatorias o recombinaciones para
desarrollar proteinas en el laboratorio identificando las
variantes exitosas por cribado o por seleccion. La venta-
ja de esta estrategia es que no se necesita informacién
estructural y se pueden explorar regiones del espacio se-
cuencial distantes del sitio activo. Sin embargo, la evolu-
cion dirigida esta limitada por el hecho de que incluso los
métodos de seleccion de alto rendimiento solo muestrean
una fraccion de las secuencias que pueden generarse por
la mayoria de los métodos de diversificacion. El desarrollo
de protocolos eficientes para localizar aminoacidos de la
proteina cuya mutacién conduzca a una mayor actividad
enzimadtica no es trivial, y esta estrategia requiere un um-
bral minimo de actividad para comenzar con éxito el pro-
ceso de mutagénesis dirigida.

Un enfoque alternativo es el conocido como “diseno
racional”, que se refiere a la introduccién de mutaciones
de residuos seleccionados en posiciones especificas de una
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proteina ya existente, o el diseno de proteinas de novo, don-
de la enzima completa se construye desde cero. En cual-
quier caso, el diseno es dirigido por el analisis de datos ob-
tenidos de diferentes fuentes, que van desde la difraccion
de rayos X hasta simulaciones computacionales.! Ambos
tipos de estrategias requieren el conocimiento del TS de la
reaccioén a catalizar y, en consecuencia, los métodos QM/
MM pueden ser una herramienta fundamental para asistir
en el diseno.

La reaccion elegida como ejemplo en esta seccion
es la reaccion de eliminacion de Kemp, que consiste en
la conversion de benzoisoxazoles en salicilonitrilos, una
reacciéon bien estudiada que tiene lugar mediante un
mecanismo de eliminacién concertada (ver Figura 6). La
reaccion implica una transferencia de un protén desde un
atomo de carbono del sustrato a una base (Aspl27 en la
Figura 6), concomitante con la apertura del anillo, crean-
do asi una especie aniénica. El hecho de que no se haya
identificado ninguna Kemp eliminasa (KE) natural, junto
con el hecho de que no es una reaccion muy compleja,
explica que se haya utilizado como punto de referencia
de diferentes protocolos para disenar nuevas enzimas. Tal
como se muestra en la Figura 6, la reacciéon puede des-
cribirse como una transferencia electrénica desde la base
(Asp127) hasta el oxigeno saliente del sustrato, O1.

A partir de una KE disenada por Hilvert, Houk, Mayo
y colaboradores con la ayuda de simulaciones computa-
cionales (HG-3),""! Hilvert y colaboradores desarrollaron
una nueva KE artificial (HG3.17) con una actividad cata-
litica cercana a la eficiencia excepcional de las enzimas
naturales.”™ Nuestro grupo de investigacién, en colabo-
racién con el profesor J. Bertran de la Universitat Autono-
ma de Barcelona y el profesor I. Tunéon de la Universitat
de Valéncia, elegimos este sistema para tratar de entender
el origen de este inusual éxito en el diseno de nuevas en-
zimas."” El estudio empez6 por el andlisis de las posibles
conformaciones de reactivos a través de dinamicas mole-
culares QM/MM. El resultado fue la presencia de dos ti-
pos de conformaciones diferentes en los dos monémeros
que componen el dimero de la HG3.17.%% Estas dos con-
formaciones diferentes fueron el punto de partida para
la generacion de las FESs a nivel AM1/MM, corregidas

Aspiz7
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Figura 6. Reaccion de eliminacion de Kemp. La flecha roja representa la transferen-
cia formal de carga negativa desde la base (Asp127 segun la estructura de la enzima
HG3.17)8 hasta el grupo saliente (01 del sustrato)
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posteriormente a nivel DFT/MM. Sorprendentemente,
las dos FESs proporcionaron energias libres de activacion
significativamente diferente, 16.3 y 13.8 kcal-mol’. Este
altimo valor resulté estar cerca del valor que se puede
deducir de la contante cinética experimental aplicando
la TST: 13.7 kcal-mol’. La mayor reactividad obtenida en
esta segunda conformacién estaba relacionada con una
mejor preorganizacion electrostatica del entorno, el cual
crea un potencial electrostitico mas favorable para que la
reaccion tenga lugar (ver Tabla 1).

Tabla 1. Predicciones a partir de calculos QM/MM del potencial electrostatico medio

generado por dos KEs sobre el oxigeno saliente 01 (en kJemol-'ee™") y la energia libre de

activacion (en kcal-mol"). “HG3.17 — A" y “HG3.17 — B” representan dos conformaciones
significativamente diferentes obtenidas a partir de simulaciones de QM/MM MD

HG3.17 - A HG3.17 - B HG-3
Vs 141 = 261 204 + 33t 195 + 190l
/. 213 + 318 298 + 298 150 + 180
AG*tco) 16.3@ 13.86 17.501
AG*(exp) 13.71 17.70

i Referencia 37. ™ Referencia 38. I Referencia 36. @ Referencia 35.

Tal como se observa en la Tabla 1, el potencial elec-
trostdtico generado por la proteina en el dtomo de oxi-
geno saliente en reactivos (Ol) era mds positivo en el
monémero mas reactivo que en el de menor reactividad
positivo. Esta tendencia se reprodujo en el TS. Cuando
repetimos este estudio computacional con la KE menos
evolucionada mencionada anteriormente, la HG-3 cuyo
ensamblaje biolégicamente activo es un monémero,* se
repitieron las tendencias. En primer lugar, la energia li-
bre de activacién obtenida resulté ser 17.5 kcal-mol?, su-
perior a la del HG3.17 y muy préxima al valor deducido
de la constante de velocidad medida experimentalmen-
te, 17.7 kcal-mol’. Ademds, y tal vez mds importante, se
confirmé la correlacion entre reactividad y propiedades
electrostaticas, tal como se observa en la Tabla 1. El valor
del potencial electrostatico generado por la proteina en
el oxigeno saliente fue mucho menor que en el caso de la
HGS3.17, tanto en reactivos como en el TS. En este caso, se
observé un menor cambio en el potencial electrostatico
entre reactivos y TS, sin duda indicativo de una menor
flexibilidad de la proteina.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS DE FUTURO

Los ejemplos seleccionados en este articulo muestran las
posibilidades que tiene la Quimica Computacional para
desvelar el origen de la capacidad catalitica de las enzimas.
Nuestros resultados indican como la pre-organizacion de
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la distribucion de cargas de los diferentes aminoacidos
que forman las enzimas generan unas condiciones que
favorecen la estabilizacion del TS de la reacciéon que ca-
talizan. Los efectos dinamicos, entendidos como aquellos
movimientos de la proteina que puedan estar acoplados
a la coordenada de reaccién distinguida, tienen una con-
tribucién menor en la disminucién de la barrera de la
reacciéon. La coordenada de reaccién real incluye no solo
coordenadas del sistema quimico sino también grados de
libertad asociados a la proteina. Hemos mostrado como el
conocimiento detallado del mecanismo de reacciéon de una
enzima (la TSase) puede ser utilizado para el diseno de
nuevos inhibidores enzimaticos. La quimica computacio-
nal es crucial para el desarrollo de protocolos basados en
el conocimiento del mecanismo de reaccion, incluyendo
los posibles TSs e intermedios que aparecen a lo largo del
camino de reaccién, en ocasiones no evidentes a partir de
datos experimentales. Las predicciones tedricas basadas en
resultados de la Quimica Computacional pueden preceder
en muchos casos las evidencias experimentales. Por dltimo,
la importancia de la estabilizacion electrostatica del TS se
ha demostrado en dos disenos de novo de enzimas capaces
de catalizar la reaccion de eliminacion de Kemp con dis-
tinta efectividad. En este caso, los esfuerzos para mejorar
sus propiedades cataliticas deberian estar enfocados en
posibles mutaciones que aumentaran la preorganizacion,
favoreciendo la estabilizacion electrostdtica alrededor del
oxigeno saliente del sustrato. Las mutaciones para disenar
nuevas enzimas deben considerarse no solo en la primera
capa de residuos, sino también en otras regiones alejadas
del sitio activo, ya que las propiedades electrostiticas de
las proteinas incluyen interacciones de largo alcance. El
presente trabajo enfatiza el hecho de que no todas las ca-
racteristicas de la catdlisis pueden revelarse a partir de una
sola estructura derivada de difraccién de rayos X.

En el futuro, nuevos desarrollos metodolégicos uni-
dos a avances en la potencia de nuestros ordenadores van
a tener lugar, confirmando la necesidad de una mayor
interacciéon entre simulaciones tedricas y experimentos
para comprender mejor los procesos bioquimicos. Nuevas
aplicaciones basadas en el conocimiento de los procesos
quimicos que tienen lugar en la naturaleza se desarrolla-
ran a partir de esta combinacién de técnicas para afron-
tar retos que permitan mejorar la vida en la Tierra. Estos
incluyen el tratamiento de enfermedades, el desarrollo
de energias renovables o problemas relacionados con el
medio ambiente como puede ser la gestion de residuos
o el problema del calentamiento global del planeta, en
general.
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