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Resumen: Los avances técnicos y metodologicos en el campo de la quimica teérica y la enzimologia computacional han ampliado conside-
rablemente el espectro de aplicaciones y la precision en las predicciones de los métodos in silico. En este sentido, las técnicas hibridas de
mecanica cuantica/mecanica molecular (QM/MM) juntamente con los métodos de mecénica estadistica han contribuido decisivamente al
estudio de diversos mecanismos de catalisis enzimatica y de reconocimiento enzima-ligando. En este articulo se revisa el desarrollo de dichas
técnicas y su impacto en la biologia molecular.
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Abstract: Technical and methodological advances in the field of theoretical chemistry and computational enzymology have greatly expanded

the range of applications and predictive accuracy of in silico methods. In this sense, hybrid techniques of quantum mechanics/molecular
mechanics (QM/MM) together with statistical mechanics methods have contributed decisively to the study of enzymatic reaction mechanisms

and enzyme-ligand recognition. This article reviews the development of these techniques and their impact on molecular biology.
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Introduccion

La aproximacion a la enzimologia y la biologia molecular
se hace desde multiples técnicas experimentales y tedricas,
con el objetivo de entender el mecanismo de accion de las
proteinas y sus propiedades intrinsecas. A pesar de ello, toda-
via hay cuestiones fundamentales que permanecen elusivas y
para las que no hay respuestas: ;Coémo reconocen el sustrato
y catalizan la reaccion? ;Por qué se pliegan de una forma
determinada? y ;Como interactiian entre ellas? son preguntas
recurrentes en el campo de la biologia molecular.

La primera hipdtesis propuesta presume una relacion
directa entre la estructura y la accion de la enzima. Dentro
de este marco, Emil Fisher formuld en 1894 el modelo de
“llave-cerradura” segun el cual el sustrato y la enzima son
estructuras estaticas complementarias, y la enzima dispone
los residuos cataliticos de forma conveniente para que se dé la
reaccion. Posteriormente, basandose en el complejo activado
enzima-sustrato de Michaelis y Menten, Koshland postuld en
1958 el modelo de “encaje inducido” segln el cual la union
enzima-sustrato provoca un cambio conformacional en el
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centro activo que activa la reaccion. Por lo tanto, la enzima y
el sustrato no son conformaciones estaticas ni complementa-
rias sino que tienen un cierto grado de flexibilidad.

Sin embargo el modelo de encaje inducido también tuvo
que ser revisado con la constatacion de que en algunas pro-
teinas, los cambios conformacionales no son necesariamente
provocados por la unién del sustrato (o el factor alostérico)
sino que varios microestados de la proteina coexisten inclu-
so en la forma libre (i.e.; sin ligando). En el nuevo modelo
(Figura 1), la union del ligando reconoce y estabiliza mas una
de las formas (la reactiva o activada), por lo que se denomina
modelo de “seleccion conformacional”. El debate entre el
modelo de encaje inducido y de seleccion conformacional es
intenso actualmente,'? y no hay una teoria unificada en este
sentido.

La inclusiéon de la flexibilidad conformacional en el
modelo enzimatico no se limita al alosterismo sino que se
extiende al plegamiento de proteinas y a las proteinas intrin-
secamente desordenadas (IDP). Por consiguiente, la relacion
estructura-actividad dejo de ser suficiente para explicar todas
las propiedades enzimaticas, para dar paso a la relacion
dinamica-actividad. En este sentido, se desarrollaron técnicas
experimentales y tedricas para estudiar el comportamiento
dinamico de las proteinas, como las técnicas de NMR, de
smFRET (single molecule Forster resonance energy transfer)
y dindmica molecular o de calculo de energias libres entre
otras, de forma que el esfuerzo para estudiar la relacion
dinamica-actividad en proteinas es hoy en dia un fenémeno
transversal y multidisciplinar.

Enzimologia computacional

La enzimologia computacional integra el desarrollo y
aplicacion de los métodos tedricos para estudiar sistemas
enzimaticos y su evolucion en los ltimos afios ha permitido
estudiar sistemas de gran complejidad. Segun el nivel de teo-
ria empleado, se pueden estudiar desde fenomenos de plega-
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Figura 1. Modelo de encaje inducido y de seleccion conformacional
para la formacion del estado excitado ET-L (el complejo de Michaelis).
En el modelo de seleccion conformacional, la estructura tensionada de
la proteina (E") coexiste en equilibrio con la forma relajada (ER), y ET
une con mayor afinidad el sustrato, lo que desplaza el equilibrio hacia el
complejo E™-L. En el modelo de encaje inducido es la unién del sustrato
lo que provoca el cambio conformacional a la forma tensionada.

miento de proteinas, fendmenos de alosterismo, interacciones
enzima-ligando, etc (usando métodos clasicos o de coarse
grain) hasta reacciones enzimaticas o de transferencia de
carga (usando métodos basados en la mecanica quantica).’-

Esta rapida evolucion ha extendido la aplicacion de
dichos métodos tedricos desde cuestiones fundamentales a
la solucion de problemas técnicos reales, como el disefo de
principios activos de aplicacion farmacéutica, de enzimas
con una actividad o especificidad deseada o de biomateriales
con unas propiedades particulares. Hacer una descripcion de
todos los métodos de enzimologia computacional queda fuera
de las pretensiones de este articulo, el cual se quiere centrar
en los métodos de dindmica molecular hibridos de mecéanica
quéantica/mecénica molecular (QM/MM por sus siglas en
inglés).

Dinamica molecular

En la dinamica molecular, se simula la evolucion tem-
poral del sistema mediante la integracion de las ecuaciones
Newtonianas del movimiento. El nivel de teoria empleado es
determinado por la funcion de energia potencial que rige el
sistema, y se elige dependiendo del fenomeno que se quiera
estudiar. Los niveles de teoria se clasifican en: métodos de
mecénica cuantica (QM), de mecénica clasica o molecular
atomistica (MM) o de coarse grain (CG). En los métodos
QM, el sistema se define a nivel electronico, y la energia
potencial se calculan mediante la resolucion (aproximada)
de la ecuacion de Schrodinger o de las ecuaciones de Kohn-
Sham; en los métodos de MM el sistema se define mediante
atomos indivisibles mientras que en los métodos de CG, el
sistema esta formado por grupos de atomos. Tanto en los
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métodos MM como en los CG, la funcion de energia potencial
se calcula a partir de un campo de fuerzas que debe ser pre-
viamente parametrizado empiricamente o mediante calculos
realizados a un nivel teérico superior. Otros métodos incluyen
el empirical valence bond (EVB) o los métodos multi-escala.’
La precision de los resultados (la estructura electronica/ato-
mica, las energias de interaccion, los estados de transicion,...)
asi como el nivel de informacion sobre el sistema depende
del nivel de teoria empleado. Pero al mismo tiempo, el coste
computacional para resolver la funcion de energia potencial
depende del nivel de teoria, de manera que, el tamafio del
sistema y el nimero de pasos de integracion que se puede
calcular con un método QM es mucho mas pequefio que el
que se puede calcular con un método MM o CG.

Para simular una reaccion quimica, se requiere un
método de primeros principios, capaz de describir cambios
importantes en la estructura electronica del sistema, como la
rotura y la formacion de enlaces covalentes. Sin embargo, si
la reaccion ocurre en el seno de una enzima, no es posible
simular todo el entorno, incluyendo la proteina, el disolven-
te y cofactores, mediante métodos QM. Por lo tanto, para
simular reacciones quimicas en el seno de una enzima, se
debe usar un método multi-escala que combine una descrip-
cion cudantica del centro activo de la enzima con una des-
cripcidn clasica del resto del sistema. La ventaja del método
hibrido QM/MM es clara: se puede simular la ordenacioén
electronica que se da en el centro activo de la enzima cuan-
do ocurre la reaccion, teniendo en cuenta explicitamente el
efecto del entorno enzimatico y del disolvente, asi como las
variaciones temporales de dicho entorno, que naturalmente
se adaptan a las variaciones electronicas provocadas por la
reaccion enzimatica.

Las simulaciones de dinamica molecular QM (o QM/
MM) se pueden realizar mediante dinamica molecular de
Born-Oppenheimer (BOMD) o dinamica molecular de Car-
Parrinello (CPMD). La diferencia radica en que mientras
en la BOMD se calcula la funcién de onda a cada paso de
integracion, en la CPMD soélo se calcula al inicio de la dina-
mica. En el paso de integracion de Car-Parrinello® los grados
de libertad electronicos se incluyen en el Lagrangiano como
particulas ficticias que evolucionan simultdneamente con los
nucleos. Esto representa una gran ventaja respecto la BOMD,
ya que el célculo de la densidad electronica es la operacion
mas costosa en recursos computacionales. Sin embargo,
el tiempo de paso debe ser mas pequeiio que en la BOMD
(aproximadamente 0.1 fs). Ambos métodos se han usado
satisfactoriamente en aplicaciones biologicas.”?

QM/MM

El método QM/MM se caracteriza por la particion del
sistema en i) una “region QM” que corresponde a la parte
quimicamente relevante (el centro activo) y que se trata
mediante un método basado en la mecéanica quantica y ii) una
“region MM” que incluye el resto del sistema y que se des-
cribe mediante un método de mecanica molecular (Figura 2).
El calculo QM/MM se define por los métodos QM y MM
empleados, por como se combinan los Hamiltonianos (segun
si es por acoplamiento mecanico o electronico) y por la forma
de tratar la interfase entre las regiones QM y MM.
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Figura 2. Particion del sistema en el método hibrido QM/MM. El sitio
activo de la proteina se describe mediante mecénica cudntica, mientras
que el entorno proteico y el solvente se describe con un campo de fuerzas.

El método QM

La eleccion del método QM depende de la precision que
se desea y el coste computacional del método. Los métodos
QM mas usados para el calculo de reacciones enzimaticas son
los basados en la teoria del funcional de la densidad (DFT),
los semiempiricos o los post-Hartree Fock (post-HF).

a. Los métodos semiempiricos (basados en la aproxima-
cion NDDO, neglect the diatomic differential overlap)
son los menos costosos computacionalmente, lo que
permite hacer simulaciones mas largas y/o con una
region QM mayor. El principal inconveniente es que
son muy dependientes de los parametros que los defi-
nen. Los métodos semiempiricos mas usados incluyen
el MNDO, AM1, PM3 y SCC-DFTB. Actualmente se
usan en combinacion con métodos mas precisos como
un método rapido para explorar la reaccion para luego
calcular la energia potencial con un método DFT o
post-Hartree Fock.’

b. Los métodos basados en DFT requieren mas recursos
computacionales pero son mas precisos y versatiles
que los semiempiricos (ya que se requieren mucho
menos parametros y ¢éstos son independientes del
sistema). Dentro de los métodos DFT encontramos
una gran variedad de funcionales, incluyendo los
LDA (local density approximation), GGA (gradient
corrected approximation), meta-GGA, y los hibridos
o meta-hibridos.!® Los mas populares para calculos
QM/MM son los GGA (BP86, BLYP, PBE, ...) y los
hibridos (B3LYP, PBEO, MO06, ...). Los GGA son
menos costosos en recursos computacionales y dan una
buena descripcion de la geometria y las interacciones
del sistema. Los funcionales hibridos que incluyen
un cierto porcentaje de intercambio de Hartree-Fock
presentan un error menor al calcular estados de tran-
sicion (barreras energéticas), y seguramente por ello
el B3LYP es con diferencia, el funcional mas usado
hoy en dia. La fuerte dependencia de los resultados a
nivel cuantitativo en funcion del funcional aplicado es
un inconveniente importante del método. Ademas, las
limitaciones de los métodos DFT en interacciones de
van der Waals son conocidas.!!

c. Los métodos post-HF incluyen el célculo de la ener-
gia de correlacion mediante alguna de las siguientes
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aproximaciones: la interacciéon de configuraciones!?

(CI, CISD, QCISD(T), ...), la cual representa la
funcion de onda como combinacion lineal de varios
estados ocupados; anadiendo una correccion al resul-
tado HF basada en la teoria de perturbacion de
Moller-Plesset'® (MP2, MP3, ...); o el método de cou-
pled-cluster'*!3 (CCD, CCSD, ...) entre otros. Estos
métodos son mucho mas precisos que los anteriores.
Sin embargo, su elevado coste computacional impide
que puedan usarse en modelos realistas para resolver
problemas de enzimologia computacional.

El método MM

El método MM se define por el campo de fuerzas usado.
Actualmente hay una gran variedad de campos de fuerzas
para proteinas (CHARMM?22#*,16 AMBERFF99SB-ildn,'”
OPLS-AA/L,'8 etc), carbohidratos (GLYCAMO6h'?) o 4cidos
nucleicos (CHARM27,2° parmbsc0,?! etc). La evolucion de
los campos de fuerza para simulaciones QM/MM se centra en
considerar el efecto de la region QM sobre las cargas parcia-
les de la region MM mediante campos de fuerza polarizables.

Acoplamiento mecanico vs electrénico

La energia total del sistema (Ey,) se puede calcular de
forma aditiva o sustractiva.

a. Segun la forma aditiva (o de integracion electronica) se
define:

Erora = Eom + Evm + Eommim (D

donde Egy es la energia de la region QM calculada con meca-
nica cudntica, Eypy es la energia de la region MM calculada
mediante mecanica clasica y Egymm es la energia de interac-
cion QM/MM:

Eovmm = Eommim (etectr) + Eommm (vaw)+ @)
+ EQmMmist (enlace)

donde los términos de van der Waals y de enlace se calculan

con mecanica molecular y el electrostatico se calcula con

mecanica cuantica (de forma que se considera la polarizacion

de la region QM por el efecto de la region MM).

b. Segin la forma sustractiva (o de integracion mecanica),
se define:

Eroral = Eom + Emu (ro1at) — Evm (om) 3)

donde Eg) es la energia de la region QM, Eysporay €5 la ener-
gia clésica de todo el sistema y Eyniom s la energia clasica
de la region QM. Por consiguiente, en este caso las interac-
ciones electrostaticas QM/MM se calculan a partir de cargas
puntuales y sin considerar la polarizacion de la region QM. El
método multicapas ONIOM?? es un ejemplo de esta categoria.

La particion QM/MM e interfase

Uno de los factores cruciales en una simulacion QM/MM
es la particion del sistema entre las regiones QM y MM. No
hay ninguna regla para decidir cudles son los &tomos que deben
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incluirse en la region QM y cudles no. El procedimiento mas
robusto es considerar primero un sistema minimo QM basado
en un criterio quimico, y valorar la variacion de los resultados
cuando se anaden mas residuos (por ejemplo, la variacion en
una diferencia de entalpias o variaciones en la geometria del
centro activo). Otros procedimientos incluyen el uso de regio-
nes QM y MM que son variables a lo largo de la simulacién.?
Si el truncamiento entre las regiones QM/MM se da en
un enlace covalente (por ejemplo, entre la cadena lateral y el
esqueleto de un residuo), se debe asegurar que la estructura
electronica no se ve afectada. La forma mas comun es la de
saturar la region QM con un atomo ficticio (generalmente
un hidrégeno), con un pseudoenlace que sustituye el enlace
QM-MM o con un orbital hibrido sobre el &tomo MM.?*

Técnicas de simulacion avanzadas

La principal aplicacion de las simulaciones de dindmica
molecular QM/MM en la enzimologia computacional es el
estudio del mecanismo de reaccion en enzimas. La principal
ventaja de las técnicas in silico es que se puede identificar y
caracterizar todas las especies quimicas que intervienen en el
camino de reaccion, aunque sean tan efimeras como un estado
de transicion. Sin embargo, conocer el mecanismo de reaccion
en un sistema enzimatico no es una tarea trivial, ya que suelen
ser sistemas multidimensionales definidos por perfiles de ener-
gia libre rugosos y con varios estados metaestables (Figura 3).

Figura 3. Ilustracion de la superficie de energia libre conformacional de
un péptido en disolucion en funcion de 2 variables colectivas arbitrarias.

En consecuencia, cominmente se obtiene el camino de
reaccion como el camino de minima energia (potencial o
libre) definido en un espacio reducido de coordenadas de
reaccion o variables colectivas (CV; por ejemplo, la distancia
entre un nucleo6filo y un electréfilo). A partir del perfil de
energia libre y asumiendo la teoria del estado de transicion,?
se puede estimar la constante de velocidad:

k(T) = y(T)(kgT/ h)(C°)" ' exp[-AG"S(T)/RT] (4)

donde C? es la concentracion en condiciones estandar, n es el
orden de la reaccion y AG™0 es la diferencia de energia libre
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entre el estado de transicion y los reactivos. (T) es el coefi-
ciente de transmision el cual incluye las contribuciones de
recruzamiento dinamico, de efecto tinel y de las desviaciones
de la distribucion de equilibrio de Boltzmann. Es importante
notar que esta reduccion de la dimensionalidad es en si una
simplificacion que puede acarrear problemas derivados de la
superposicion de conformaciones que son realmente distin-
tas en el mismo valor de las CV. Por lo tanto, es necesario
definir las CV de forma que las conformaciones superpuestas
estan separadas por barreras bajas o irrelevantes. El perfil de
energia potencial se obtiene mediante calculos puntuales de
minimizacion de la energia a lo largo del camino de reaccion
para una de las multiples conformaciones del sistema. El per-
fil de energia libre en cambio, requiere un muestreo extenso
de todos los estados de la reaccion. La dificultad principal
para ello reside en que es practicamente imposible explorar
los estados de alta energia mediante “simple” dinamica mole-
cular, dado que la probabilidad de explorar una configuracion
determinada depende exponencialmente de la energia F* de
dicha configuraciéon conforme a ~ exp[—F*/kgT]. Esto sig-
nifica que, en la practica, el sistema no puede escapar de los
minimos locales de energia, por lo que el calculo de energias
libres es uno de los problemas mas dificiles de la mecénica
estadistica.

Para solventar este inconveniente, se han desarrollado
una gran variedad de métodos que aceleran la exploracion del
espacio conformacional y la transicion de barreras de energia.
Estos métodos se pueden dividir en dos grupos generales:

a. En el primer grupo, el conjunto de conformaciones explo-
radas no sigue una distribucion de Boltzmann sino que se
favorecen las conformaciones de alta energia. Este grupo
incluye el transition path sampling (TPS),?® nudged elas-
tic bands (NEB),?’ locally enhanced sampling (LES),?
o el replica exchange molecular dynamics (REMD),”’
entre otros.

En el TPS, se busca simular una gran cantidad de tra-
yectorias reactivas (cortas) que crucen el estado de transi-
cion y las zonas de alta energia, escogiendo los puntos del
camino mediante un método de Monte Carlo. El NEB es
un método para optimizar el camino de reaccion mediante
la minimizacion de la energia de un nimero de puntos que
unen reactivos y productos sujetos a un potencial externo
que los une (simulando una banda elastica). El REMD no
requiere definir ninguna variable colectiva ni camino de
reaccion. En cambio, varias réplicas del mismo sistema
se simulan a distintas temperaturas, y periodicamente se
intenta intercambiar las configuraciones entre réplicas
adyacentes con una probabilidad p = min (1, ¢®/)en la
que Ai,j = (Bl —BJ) (U(Rl) — U(RJ)) y U(R,) es la ener-
gia potencial de la réplica i. De esta forma, el sistema se
calienta y se enfria varias veces a lo largo de la simu-
lacién, manteniendo la colectividad candnica. La idea
detras del REMD es que es mas facil cruzar las barreras a
temperaturas mayores.

b. El segundo grupo se compone por los métodos que apli-
can un potencial externo sobre la energia potencial del
sistema que sesga la probabilidad de explorar las distintas
regiones del perfil de energia libre. Este grupo incluye
métodos como el umbrella sampling (US),3’ conformatio-
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nal flooding,’! accelerated molecular dynamics (aMD), 3
hyper-MD,?? o metadynamics (MTD),* entre otros.

El método de US realiza un niimero de dindmicas
moleculares a lo largo del camino de reaccion y/o el
espacio de las variables colectivas de forma que exploren
regiones distintas del perfil de energia libre (limitadas
mediante un potencial harmoénico), pero con un cierto
solapamiento entre ellas. La energia libre se obtiene
combinando las distintas distribuciones de probabili-
dad mediante el weighted histogram analysis method
(WHAM) %° o similar. En el conformational flooding se
aplica un potencial externo al Hamiltoniano que deses-
tabiliza el estado de reactivos y por lo tanto, disminuye
la barrera de energia. Similarmente, la MTD también
aplica un potencial externo sobre el Hamiltoniano que
empuja el sistema a explorar regiones de alta energia. Sin
embargo, en el caso de la MTD el potencial se obtiene
como la suma de pequefios potenciales de tipo Gaussiana
que se afladen periddicamente en las regiones del perfil
de energia libre que se hayan explorado. Por lo tanto, se
trata de un “potencial historico” que evoluciona a medida
que avanza la simulacion. Ello presenta tres ventajas fun-
damentales: a) No es necesario saber ni estimar el perfil
de energia libre a priori ya que el potencial se construye
segun la simulacion avanza. b) El sesgo actua sobre todo
el espacio de energia libre, con lo que se puede escapar
de multiples minimos y que favorece el recruzamiento de
los estados de transicion. ¢) Al final de la simulacion, el
potencial efectivo (la suma del potencial real y el sesgo)
es aproximadamente plano. Por lo tanto, el sistema difun-
de libremente por todo el espacio de las variables colecti-
vas y ademas, el potencial real se puede obtener como el
inverso del potencial externo.

El mecanismo de reaccion de la lisozima

La lisozima es una glicosil hidrolasa que actta con reten-
cion de la configuracion en el carbono anomérico y ha sido
un modelo enzimatico tanto experimental (fue la primera
enzima para la que se resolvio la estructura de rayos X3°)
como computacionalmente. En el campo de la quimica teo-
rica, la primera simulacion de mecénica cudntica/mecanica
molecular (QM/MM) fue realizada por Warshel y Levitt’’
en 1976 sobre la formacion del complejo de Michaelis y el
mecanismo de reaccion en la lisozima. En este trabajo, se
estudio6 el efecto del encaje inducido y el efecto electrostatico
del residuo Asp52 en el mecanismo de reaccion y la energia
de activacién en la lisozima (Esquema 1).

Los autores calcularon la superficie de energia poten-
cial mediante una serie de optimizaciones de la geometria
y calculos puntuales, y encontraron una estabilizacion
importante por efecto electrostatico del Asp52 sobre el
sustrato en la formacion del complejo de Michaelis que
favorece la reaccion. Sin embargo, no contemplaron la
posible formacion de un intermedio covalente glicosil-enzi-
ma en el mecanismo de reaccion (rigido) que estudiaron.

Posteriormente,” la formacion del intermedio (covalente o
de par-ionico) en la misma enzima fue estudiada por métodos
de dindmica molecular QM/MM y umbrella sampling (inclu-
yendo explicitamente la flexibilidad del sistema). La simu-
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Esquema 1. Mecanismo de reaccion de la lisozima. A) El mecanismo
propuesto por Phillips38 predice un intermedio de reacciéon oxocarbo-
cationico. B) El mecanismo propuesto por Koshland39 predice un me-
canismo de doble desplazamiento con un intermedio covalente glicosil-
enzima.

lacion de US se inicié desde el estado de productos (P en el
esquema 1) y se usaron dos variables colectivas: la diferencia
de distancias del proton del Glu52 (Hgy,) con los oxigenos O1
y Ogy para describir la transferencia de proton y la distancia
C1-0O1 para simular la formacion del intermedio. Se uso el
método semiempirico PM3/CHARMM?22 para explorar >1ns
de MD, y se promedio la energia libre con el método WHAM.
Debido a la poca precision del método semiempirico se aplicd
unas correcciones a la energia mediante calculos B3LYP/6-
311+G(2d) y MP2/6-311+G(2d) sobre un modelo del sistema
en fase gas.

Con esta metodologia, las barreras de energia para la
transferencia electronica y la posterior rotura del enlace
C1-O1 se estimaron en 16 y 18 kcal-mol~! respectivamente.
Es interesante notar que, antes de aplicar las correcciones a
la energia, las mismas barreras energéticas obtenidas con el
nivel de teorfa semiempirico eran de 35 y 44 kcal-mol~! res-
pectivamente. Significativamente, después de la transferencia
de protdn y al romper el enlace C1-O1, el sistema evoluciond
espontaneamente a la formacion del intermedio covalente
glicosil-enzima con el Asp52. En una tercera simulacion de
US (usando CV3 en el Esquema 1), se estimo la diferencia de
energia libre entre el intermedio covalente y el par i6nico en
30 kcal'mol~!. Los autores concluyeron que el mecanismo
de la lisozima pasa necesariamente por la formacion de un
intermedio covalente, lo que coincide con evidencias expe-
rimentales previas.*>*! Recientemente, se ha simulado la
formacién del intermedio covalente glicosil-enzima en otras
glicosidasas*>**® también con métodos basados en la dindmica
molecular, confirmando el mecanismo de doble desplaza-
miento propuesto por Koshland.

Mecanismo de reaccion de la trehalosa-6-fosfato
sintasa

Las glicosil transferasas (GTs) catalizan la transferencia
de un monosacarido con inversion o retencion de la confi-
guracién del carbono anomérico.*” El mecanismo de las GTs
que actian con inversion de la configuracion es bien conoci-
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do:*® una tinica reaccién de tipo Sx2 en la que un residuo de
tipo base general aumenta la nucleofilia de la molécula acep-
tora, analogo al mecanismo usado por las glicosil hidrolasas
que actuan con inversion de la configuracion (Esquema 2).

Enzyme Enzyme
o
Nu Nu' 0
/ T’ —
/- HO—Acc.
UDP /
UDP Acc
m N 2 m
O —Acc. / 0 —Acc.
/ »H / .
uppP ubpP ‘H’ Acc
Reactivos Intermedio Productos

Esquema 2. Mecanismos de reaccion propuestos para las GTs que ac-
tuan con retencion de la configuracion. A) Mecanismo de doble despla-
zamiento. B) Mecanismo front-face propuesto para las GTs que no tienen
nucleéfilo en el centro activo.

Por el contrario, el mecanismo de las GTs que actiian con
retencion de la configuracion es desconocido. Por analogia
con las glicosil hidrolasas que actian con retencion de la
configuracion (esquema 1B), se ha propuesto un mecanismo
de doble desplazamiento, que implica la presencia de un inter-
medio covalente glicosil enzima (esquema 2A).*° Sin embar-
go, hay otras GTs para las que no se ha encontrado ningiin
residuo cerca del centro activo que pueda actuar de base gene-
ral, como la glicogeno fosforilasa, la a-galactosiltransferasa
(LgtC) o la misma OtsA (Figura 4). El mecanismo de doble
desplazamiento no es viable para estas enzimas sin contar
con un cambio conformacional que cambie completamente la
disposicion de los residuos que conforman el sitio activo. Por
consiguiente, se propuso un mecanismo (esquema 2B) similar
a una Sy1 o una Sni.>® A diferencia del mecanismo de doble
desplazamiento, el intermedio de reaccion no es covalente gli-
cosil-enzima sino que seria de tipo oxocarbocation, o incluso
podria no haber ningtin intermedio (habria un simple estado

Figura 4. Complejo de Michaelis de la OtsA con los sustratos UDP-Glu
y Glu-6P. La region QM se muestra en la ampliacion.
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de transicion). Entre las evidencias en favor del mecanismo
de doble desplazamiento destacan: la observacion por espec-
trometria de masas de la formacion de un intermedio covalen-
te glicosil-enzima en el mutante E303C de la a-1,3-N-acetil-
galactosaminil transferasa y de la a-1,3-galactosil transferasa
(las enzimas GTA y GTB respectivamente, responsables de la
sintesis de los antigenos que definen los grupos sanguineos A
y B);>! el rescate de la actividad enzimatica del mutante inac-
tivo E317A de la a3-galactosil transferasa (a3GalT) mediante
un nucleéfilo externo (azida),>? o los estudios tedricos del
mecanismo de reaccion sobre la a3GalT.>33

En favor del mecanismo de tipo Sni se publicod recien-
temente un estudio estructural por difraccion de rayos X
del complejo enzima-ligando usando la OtsA y un inhibidor
analogo al estado de transicion [validoxilamina-6-fosfato
(VA6P)].%3 Asi mismo, un estudio de efecto isotdpico cinético
y de relacion lineal de energia libre (LFER) con la misma
enzima OtsA apoya también un mecanismo de Sni.’® Desde
el punto de vista tedrico, el mecanismo de Syi se estudio pri-
meramente en un modelo en fase gas de la LgtC, concluyendo
que la reaccion ocurre en un solo paso.’’ En el ejemplo que se
presenta,’® utilizamos un método de célculo de energias libres
(metadinamica) para estudiar el mecanismo de reaccion de
la OtsA. El sistema se describe mediante un método hibrido
QM/MM.

La simulacion de metadinamica QM/MM de la reaccion
de transferencia de glucosa se empezd desde el complejo
de Michaelis (Figura 4) modelado a partir de la estruc-
tura cristalografica del complejo enzima-UDP-inhibidor
(OtsA-UDP-VAG6P, codigo PDB: 2WTX).> El potencial
historico se aplico en el espacio de dos variables colectivas
que describen la rotura y formacion de los enlaces covalentes
durante la reaccion (Esquema 3), definidas como diferencias
de indices de coordinacion.

OH i ﬁ 4
‘é :O dy
\C1\ CNi =W

WA

Op._ OF1
o ..9
RS H CV, = CNgy o, — CNpy oyt
O// \8 V1 = LiNgq,0p -Neq,01
OF®s €Wy = CNyoy — CNo 1

Esquema 3. Variables colectivas usadas en la simulacion de metadina-
mica. CV1 describe la rotura del enlace Glc-UDP y la formacion del en-
lace glicosidico; CV2 describe la transferencia de proton.

En la superficie de energia libre obtenida de la simulacién
de metadinamica (Figura 5) se aprecian dos minimos estables
que corresponden a los estados reactivos (R) y productos
(P), separados por una barrera de 23 kcal-mol~!, parecido a
los valores de entre 16 y 21 kcal-mol~! estimados tedrica y
experimentalmente para otras glicosil transferasas.>!%6-59

La reaccion empieza con la elongacion del enlace C1-Op
(Figura 6). Simultaneamente, el hidroxilo del C1 del aceptor
pasa de hacer puente de hidrogeno con uno de los oxigenos
libres del fosfato para hacerlo con el oxigeno Op. Este nuevo
puente de hidrogeno estabiliza la carga negativa que se esta
desarrollando en Op y ayuda a posicionar la molécula acep-
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AG (kcal-mol?)

Transferencia de H*

Rotura/formacion de enlaces C-O

Figura 5. Superficie de energia libre de la reaccion de transferencia de
glucosa (en funcién de las variables colectivas descritas en el texto). Cada
linea de contorno representa 2 kcal-mol~!.

tora adecuadamente para reaccionar con el glicosilo que se
esta formando. El resultado de la ruptura del enlace C1-Op
es la formacion de un par iénico UPD/oxocarbocation, en
el que el Cl esta lejos de ambos oxigenos Op y O1'. En
este punto de la reaccion, el carbono C1 pasa de tener una
hibridacién sp? a una sp?, lo que conlleva a una disposicion
plana de los atomos adyacentes. La deficiencia electronica

R 1

Figura 6. Instantaneas de las diferentes especies encontradas en el cami-
no de reaccion. Los atomos de hidrogeno no se muestran (excepto el que
interviene en la reaccion).
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en Cl es estabilizada por una transferencia de carga por
parte del oxigeno pirdnico que se hace evidente por el acor-
tamiento de la distancia entre ambos atomos. Estos cambios
conformacionales producen un cambio de la conformacion
del anillo de glucosa que pasa de una conformacion de silla
(*Cy) a una mas tensionada de media-silla (*H3) en la que
los atomos C2-C1-O5-C5 estan en el mismo plano en los
estados de la reaccion 1 a 3. Durante el estado 2, la distancia
O1'-H---Op se hace mas corta y el glucosil se desplaza cerca
del atomo O1’ con el cual forma un enlace covalente en el
estado 3. Seguidamente y sin ninguna barrera se transfiere
el proton del enlace glicosidico al grupo fosfato (estado 4) y
se llega a productos.

La reaccion puede dividirse en dos pasos, siendo el prime-
ro la ruptura de la molécula dadora (de R a 2) para formar la
especie reactiva oxocarbocationica, y el segundo la formacion
del enlace glicosidico concomitantemente con la transferen-
cia de proton (de 3 a P). Este mecanismo puede describirse
como una Syl o como una Syi con un intermedio con un
tiempo de vida muy corto, y concuerda con los resultados de
efecto isotdpico cinético®® y estructurales’® sobre la OtsA.
Posiblemente este mecanismo de tipo Syi/Sy1 es comun
en aquellas glicosil transferasas que no tienen un residuo
nucleoéfilo en el centro activo. En un estudio reciente realiza-
do en el grupo sobre la @3galT se ha observado la presencia
de un intermedio covalente glicosil-enzima y por lo tanto un
mecanismo de doble desplazamiento. Sin embargo, podria ser
que dicho mecanismo esté¢ compitiendo con el mecanismo de
tipo Sni.

Conclusiones

En el presente articulo se ha querido mostrar la evo-
lucién de los métodos teodricos aplicados a la enzimologia
computacional, haciendo énfasis en los métodos QM/MM y
de célculo de energias libres. La combinacion de estas dos
metodologias permite la consideracion explicita del entorno
enzimatico y los efectos de segunda capa, y al mismo tiem-
po posibilita un muestreo mucho mas eficiente del perfil
de energia libre, incluyendo los factores entropicos y la
flexibilidad de la proteina o el ligando. Hoy es comtiinmente
aceptada la necesidad de incluir la dindmica en cualquier
calculo de mecanismo enzimatico, y el debate se centra en
decidir hasta qué punto la flexibilidad de la enzima parti-
cipa en la catalisis. A pesar de que los resultados a nivel
cuantitativo son todavia dispares y dependen fuertemente
del método usado, a nivel cualitativo son suficientes para
contribuir al desarrollo y prueba de hipotesis de mecanismos
enzimaticos, de transferencia electronica o al analisis de
interacciones enzima-ligando. En este sentido, los métodos
in silico han demostrado ser especialmente ttiles en combi-
nacidn con técnicas experimentales, y no es de extraiar que
las colaboraciones entre grupos experimentales y teoricos
sea cada vez mas extendida.
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