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Investigación Química

Introducción 

La aproximación a la enzimología y la biología molecular 

se hace desde múltiples técnicas experimentales y teóricas, 

con el objetivo de entender el mecanismo de acción de las 

proteínas y sus propiedades intrínsecas . A pesar de ello, toda-

vía hay cuestiones fundamentales que permanecen elusivas y 

para las que no hay respuestas: ¿Cómo reconocen el sustrato 

y catalizan la reacción? ¿Por qué se pliegan de una forma 

determinada? y ¿Cómo interactúan entre ellas? son preguntas 

recurrentes en el campo de la biología molecular . 

La primera hipótesis propuesta presume una relación 

directa entre la estructura y la acción de la enzima . Dentro 

de este marco, Emil Fisher formuló en 1894 el modelo de 

“llave-cerradura” según el cual el sustrato y la enzima son 

estructuras estáticas complementarias, y la enzima dispone 

los residuos catalíticos de forma conveniente para que se dé la 

reacción . Posteriormente, basándose en el complejo activado 

enzima-sustrato de Michaelis y Menten, Koshland postuló en 

1958 el modelo de “encaje inducido” según el cual la unión 

enzima-sustrato provoca un cambio conformacional en el 

centro activo que activa la reacción . Por lo tanto, la enzima y 

el sustrato no son conformaciones estáticas 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 constatación de que en algunas pro-

teínas, los cambios conformacionales no son necesariamente 

provocados por la unión del sustrato (o el factor alostérico) 

sino que varios microestados de la proteína coexisten inclu-

so en la forma libre (i.e.; sin ligando) . En el nuevo modelo 

(Figura 1), la unión del ligando reconoce y estabiliza más una 

de las formas (la reactiva o activada), por lo que se denomina 

modelo de “selección conformacional” . El debate entre el 

modelo de encaje inducido y de selección conformacional es 

intenso actualmente,1,2 y no hay una teoría unificada en este 

sentido .

La inclusión de la flexibilidad conformacional en el 

modelo enzimático no se limita al alosterismo sino que se 

extiende al plegamiento de proteínas y a las proteínas intrín-

secamente desordenadas (IDP) . Por consiguiente, la relación 

estructura-actividad dejó de ser suficiente para explicar todas 

las propiedades enzimáticas, para dar paso a la relación 

dinámica-actividad . En este sentido, se desarrollaron técnicas 

experimentales y teóricas para estudiar el comportamiento 

dinámico de las proteínas, como las técnicas de NMR, de 

smFRET (single molecule Förster resonance energy transfer) 

y dinámica molecular o de cálculo de energías libres entre 

otras, de forma que el esfuerzo para estudiar la relación 

dinámica-actividad en proteínas es hoy en día un fenómeno 

transversal y multidisciplinar .

Enzimología computacional

La enzimología computacional integra el desarrollo y 

aplicación de los métodos teóricos para estudiar sistemas 

enzimáticos y su evolución en los últimos años ha permitido 

estudiar sistemas de gran complejidad . Según el nivel de teo-

ría empleado, se pueden estudiar desde fenómenos de plega-
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miento de proteínas, fenómenos de alosterismo, interacciones 

enzima-ligando, etc (usando métodos clásicos o de coarse 

grain) hasta reacciones enzimáticas o de transferencia de 

carga (usando métodos basados en la mecánica quántica) .3-5 

Esta rápida evolución ha extendido la aplicación de 

dichos métodos teóricos desde cuestiones fundamentales a 

la solución de problemas técnicos reales, como el diseño de 

principios activos de aplicación farmacéutica, de enzimas 

con una actividad o especificidad deseada o de biomateriales 

con unas propiedades particulares . Hacer una descripción de 

todos los métodos de enzimología computacional queda fuera 

de las pretensiones de este artículo, el cual se quiere centrar 

en los métodos de dinámica molecular híbridos de mecánica 

quántica/mecánica molecular (QM/MM por sus siglas en 

inglés) . 

Dinámica molecular

En la dinámica molecular, se simula la evolución tem-

poral del sistema mediante la integración de las ecuaciones 

Newtonianas del movimiento . El nivel de teoría empleado es 

determinado por la función de energía potencial que rige el 

sistema, y se elige dependiendo del fenómeno que se quiera 

estudiar . Los niveles de teoría se clasifican en: métodos de 

mecánica cuántica (QM), de mecánica clásica o molecular 

atomística (MM) o de coarse grain (CG) . En los métodos 

QM, el sistema se define a nivel electrónico, y la energía 

potencial se calculan mediante la resolución (aproximada) 

de la ecuación de Schrödinger o de las ecuaciones de Kohn-

Sham; en los métodos de MM el sistema se define mediante 

átomos indivisibles mientras que en los métodos de CG, el 

sistema está formado por grupos de átomos . Tanto en los 

métodos MM como en los CG, la función de energía potencial 

se calcula a partir de un campo de fuerzas que debe ser pre-

viamente parametrizado empíricamente o mediante cálculos 

realizados a un nivel teórico superior . Otros métodos incluyen 

el empirical valence bond (EVB) o los métodos multi-escala .5 

La precisión de los resultados (la estructura electrónica/ató-

mica, las energías de interacción, los estados de transición,…) 

así como el nivel de información sobre el sistema depende 

del nivel de teoría empleado . Pero al mismo tiempo, el coste 

computacional para resolver la función de energía potencial 

depende del nivel de teoría, de manera que, el tamaño del 

sistema y el número de pasos de integración que se puede 

calcular con un método QM es mucho más pequeño que el 

que se puede calcular con un método MM o CG . 

Para simular una reacción química, se requiere un 

método de primeros principios, capaz de describir cambios 

importantes en la estructura electrónica del sistema, como la 

rotura y la formación de enlaces covalentes . Sin embargo, si 

la reacción ocurre en el seno de una enzima, no es posible 

simular todo el entorno, incluyendo la proteína, el disolven-

te y cofactores, mediante métodos QM . Por lo tanto, para 

simular reacciones químicas en el seno de una enzima, se 

debe usar un método multi-escala que combine una descrip-

ción cuántica del centro activo de la enzima con una des-

cripción clásica del resto del sistema . La ventaja del método 

híbrido QM/MM es clara: se puede simular la ordenación 

electrónica que se da en el centro activo de la enzima cuan-

do ocurre la reacción, teniendo en cuenta explícitamente el 

efecto del entorno enzimático y del disolvente, así como las 

variaciones temporales de dicho entorno, que naturalmente 

se adaptan a las variaciones electrónicas provocadas por la 

reacción enzimática . 

Las simulaciones de dinámica molecular QM (o QM/

MM) se pueden realizar mediante dinámica molecular de 

Born-Oppenheimer (BOMD) o dinámica molecular de Car-

Parrinello (CPMD) . La diferencia radica en que mientras 

en la BOMD se calcula la función de onda a cada paso de 

integración, en la CPMD sólo se calcula al inicio de la diná-

mica . En el paso de integración de Car-Parrinello6 los grados 

de libertad electrónicos se incluyen en el Lagrangiano como 

partículas ficticias que evolucionan simultáneamente con los 

núcleos . Esto representa una gran ventaja respecto la BOMD, 

ya que el cálculo de la densidad electrónica es la operación 

más costosa en recursos computacionales . Sin embargo, 

el tiempo de paso debe ser más pequeño que en la BOMD 

(aproximadamente 0 .1 fs) . Ambos métodos se han usado 

satisfactoriamente en aplicaciones biológicas .7,8

QM/MM

El método QM/MM se caracteriza por la partición del 

sistema en i) una “región QM” que corresponde a la parte 

químicamente relevante (el centro activo) y que se trata 

mediante un método basado en la mecánica quántica y ii) una 

“región MM” que incluye el resto del sistema y que se des-

cribe mediante un método de mecánica molecular (Figura 2) . 

El cálculo QM/MM se define por los métodos QM y MM 

empleados, por cómo se combinan los Hamiltonianos (según 

si es por acoplamiento mecánico o electrónico) y por la forma 

de tratar la interfase entre las regiones QM y MM .
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Figura 1. Modelo de encaje inducido y de selección conformacional 

para la formación del estado excitado ET·L (el complejo de Michaelis) . 

En el modelo de selección conformacional, la estructura tensionada de 

la proteína (ET) coexiste en equilibrio con la forma relajada (ER), y ET 

une con mayor afinidad el sustrato, lo que desplaza el equilibrio hacia el 

complejo ET·L . En el modelo de encaje inducido es la unión del sustrato 

lo que provoca el cambio conformacional a la forma tensionada .
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El método QM

La elección del método QM depende de la precisión que 

se desea y el coste computacional del método . Los métodos 

QM más usados para el cálculo de reacciones enzimáticas son 

los basados en la teoría del funcional de la densidad (DFT), 

los semiempíricos o los post-Hartree Fock (post-HF) . 

a . Los métodos semiempíricos (basados en la aproxima-

ción NDDO, neglect the diatomic differential overlap) 

son los menos costosos computacionalmente, lo que 

permite hacer simulaciones más largas y/o con una 

región QM mayor . El principal inconveniente es que 

son muy dependientes de los parámetros que los defi-

nen . Los métodos semiempíricos más usados incluyen 

el MNDO, AM1, PM3 y SCC-DFTB . Actualmente se 

usan en combinación con métodos más precisos como 

un método rápido para explorar la reacción para luego 

calcular la energía potencial con un método DFT o 

post-Hartree Fock .9

b . Los métodos basados en DFT requieren más recursos 

computacionales pero son más precisos y versátiles 

que los semiempíricos (ya que se requieren mucho 

menos parámetros 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 híbridos 

o meta-híbridos .10 Los más populares para cálculos 

QM/MM son los GGA (BP86, BLYP, PBE, …) y los 

híbridos (B3LYP, PBE0, M06, …) . Los GGA son 

menos costosos en recursos computacionales y dan una 

buena descripción de la geometría y las interacciones 

del sistema . Los funcionales híbridos que incluyen 

un cierto porcentaje de intercambio de Hartree-Fock 

presentan un error menor al calcular estados de tran-

sición (barreras energéticas), y seguramente por ello 

el B3LYP es con diferencia, el funcional más usado 

hoy en día . La fuerte dependencia de los resultados a 

nivel cuantitativo en función del funcional aplicado es 

un inconveniente importante del método . Además, las 

limitaciones de los métodos DFT en interacciones de 

van der Waals son conocidas .11 

c . Los métodos post-HF incluyen el cálculo de la ener-

gía de correlación mediante alguna de las siguientes 

aproximaciones: la interacción de configuraciones12 

(CI, CISD, QCISD(T), …), la cual representa la 

función de onda como combinación lineal de varios 

estados ocupados; añadiendo una corrección al resul-

tado HF basada en la teoría de perturbación de 

Møller-Plesset13 (MP2, MP3, …); o el método de cou-

pled-cluster14,15 (CCD, CCSD, …) entre otros . Estos 

métodos son mucho más precisos que los anteriores . 

Sin embargo, su elevado coste computacional impide 

que puedan usarse en modelos realistas para resolver 

problemas de enzimología 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 proteínas (CHARMM22*,16 AMBERFF99SB-ildn,17 

OPLS-AA/L,18 etc), carbohidratos (GLYCAM06h19) o ácidos 

nucleicos (CHARM27,20 parmbsc0,21 etc) . La evolución de 

los campos de fuerza para simulaciones QM/MM se centra en 

considerar el efecto de la región QM sobre las cargas parcia-

les de la región MM mediante campos de fuerza polarizables . 

Acoplamiento mecánico vs electrónico

La energía total del sistema (Etotal) se puede calcular de 

forma aditiva o sustractiva . 

a . Según la forma aditiva (o de integración electrónica) se 

define:

donde EQM es la energía de la región QM calculada con mecá-

nica cuántica, EMM es la energía de la región MM calculada 

mediante mecánica clásica y EQM/MM 
es la energía de interac-

ción QM/MM: 

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

con mecánica molecular y el electrostático se calcula con 

mecánica cuántica (de forma que se considera la polarización 

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

b . Según la forma sustractiva (o de integración mecánica), 

se define:

donde EQM es la energía de la región QM, EMM(total) es la ener-

gía clásica de todo el sistema y EMM(QM) es la energía clásica 

de la región QM . Por consiguiente, en este caso las interac-

ciones electrostáticas QM/MM se calculan a partir de cargas 

puntuales y sin considerar la polarización de la región QM . El 

método multicapas ONIOM22 es un ejemplo de esta categoría . 

La partición QM/MM e interfase

Uno de los factores cruciales en una simulación QM/MM 

es la partición del sistema entre las regiones QM y MM . No 

hay ninguna regla para decidir cuáles son los átomos que deben 

Resto de la proteína

(mecánica molecular)

Sitio activo

(mecánica cuántica)

MM

QM

Figura 2. Partición del sistema en el método híbrido QM/MM . El sitio 

activo de la proteína se describe mediante mecánica cuántica, mientras 

que el entorno proteico y el solvente se describe con un campo de fuerzas .

Etotal = EQM +EMM +EQM/MM
(1)

EQM/MM = EQM/MM (electr.) +EQM/MM (vdW)+

+ EQM/MM (enlace)

(2)

Etotal = EQM +EMM (total)−EMM (QM) (3)
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incluirse en la región QM y cuáles no . El procedimiento más 

robusto es considerar primero un sistema mínimo QM basado 

en un criterio químico, y valorar la variación de los resultados 

cuando se añaden más residuos (por ejemplo, la variación en 

una diferencia de entalpías o variaciones en la geometría del 

centro activo) . Otros procedimientos incluyen el uso de regio-

nes QM y MM que son variables a lo largo de la simulación .23 

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 

electrónica no se ve afectada . La forma más común es la de 

saturar la región QM con un átomo ficticio (generalmente 

un hidrógeno), con un pseudoenlace que sustituye el enlace 

QM-MM o con un orbital híbrido sobre el átomo MM .24 

Técnicas de simulación avanzadas

La principal aplicación de las simulaciones de dinámica 

molecular QM/MM en la enzimología computacional es el 

estudio del mecanismo de reacción en enzimas . La principal 

ventaja de las técnicas in silico es que se puede identificar y 

caracterizar todas las especies químicas que intervienen en el 

camino de reacción, aunque sean tan efímeras como un estado 

de transición . Sin embargo, conocer el mecanismo de reacción 

en un sistema enzimático no es una tarea trivial, ya que suelen 

ser sistemas multidimensionales definidos por perfiles de ener-

gía libre rugosos y con varios estados metaestables (Figura 3) . 

En consecuencia, comúnmente se obtiene el camino de 

reacción como el camino de mínima energía (potencial o 

libre) definido en un espacio reducido de coordenadas de 

reacción o variables colectivas (CV; por ejemplo, la distancia 

entre un nucleófilo y un electrófilo) . A partir del perfil de 

energía libre y asumiendo la teoría del estado de transición,25 

se puede estimar la constante de velocidad:

donde C0 es la concentración en condiciones estándar, n es el 

orden de la reacción y DGTS,0 es la diferencia de energía libre 

entre el estado de transición y los reactivos . c(T) es el coefi- es el coefi-

ciente de transmisión el cual incluye las contribuciones de 

recruzamiento dinámico, de efecto túnel y de las desviaciones 

de la distribución de equilibrio de Boltzmann . Es importante 

notar que esta reducción de la dimensionalidad es en sí una 

simplificación que puede acarrear problemas derivados de la 

superposición 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 

están separadas por barreras bajas o irrelevantes . El perfil de 

energía potencial se obtiene mediante cálculos puntuales de 

minimización de la energía a lo largo del camino de reacción 

para una de las múltiples conformaciones del sistema . El per-

fil de energía libre en cambio, requiere un muestreo extenso 

de todos los estados de la reacción . La dificultad principal 

para ello reside en que es prácticamente imposible explorar 

los estados de alta energía mediante “simple” dinámica mole-

cular, dado que la probabilidad de explorar una configuración 

determinada depende exponencialmente de la energía F∗ de 

dicha configuración conforme a ∼ exp[−F∗

/ kBT ] . Esto sig-

nifica que, en la práctica, el sistema no puede escapar de los 

mínimos locales de energía, por lo que el cálculo de energías 

libres es uno de los problemas más difíciles de la mecánica 

estadística . 

Para solventar este inconveniente, se han desarrollado 

una gran variedad de métodos que aceleran la exploración del 

espacio conformacional y la transición de barreras de energía . 

Estos métodos se pueden dividir en dos grupos generales: 

a . En el primer grupo, el conjunto de conformaciones explo-

radas no sigue una distribución de Boltzmann sino que se 

favorecen las conformaciones de alta energía . Este grupo 

incluye el transition path sampling (TPS),26 nudged elas-

tic bands (NEB),27 locally enhanced sampling (LES),28 

o el replica exchange molecular dynamics (REMD),29 

entre otros . 

En el TPS, se busca simular una gran cantidad de tra-

yectorias reactivas (cortas) que crucen el estado de transi-

ción y las zonas de alta energía, escogiendo los puntos del 

camino mediante un método de Monte Carlo . El NEB es 

un método para optimizar el camino de reacción mediante 

la minimización de la energía de un número de puntos que 

unen reactivos y productos sujetos a un potencial externo 

que los une (simulando una banda elástica) . El REMD no 

requiere definir ninguna variable colectiva ni camino de 

reacción . En cambio, varias réplicas del mismo sistema 

se simulan a distintas temperaturas, y periódicamente se 

intenta intercambiar las configuraciones entre réplicas 

adyacentes con una probabilidad p = min(1, eDi, j)]en la 

que Di, j = (bi−b j)(U(Ri)−U(R j)) y U(Ri) es la ener-

gía potencial de la réplica i . De esta forma, el sistema se 

calienta y se enfría varias veces a lo largo de la simu-

lación, manteniendo la colectividad canónica . La idea 

detrás del REMD es que es más fácil cruzar las barreras a 

temperaturas mayores .

b . El segundo grupo se compone por los métodos que apli-

can un potencial externo sobre la energía potencial del 

sistema que sesga la probabilidad de explorar las distintas 

regiones del perfil de energía libre . Este grupo incluye 

métodos como el umbrella sampling (US),30 conformatio-

Figura 3. Ilustración de la superficie de energía libre conformacional de 

un péptido en disolución en función de 2 variables colectivas arbitrarias .

k(T ) = c(T )(kBT / h)(C0)n−1 exp[−DGTS,0(T )/RT ] (4)
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nal flooding,31 accelerated molecular dynamics (aMD), 32 

hyper-MD,33 o metadynamics (MTD),34 entre otros . 

El método de US realiza un número de dinámicas 

moleculares a lo largo del camino de reacción y/o el 

espacio de las variables colectivas de forma que exploren 

regiones distintas del perfil de energía libre (limitadas 

mediante un potencial harmónico), pero con un cierto 

solapamiento entre ellas . La energía libre se obtiene 

combinando las distintas distribuciones de probabili-

dad mediante el weighted histogram analysis method 

(WHAM) 35 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 energía . Similarmente, la MTD también 

aplica un potencial externo sobre el Hamiltoniano que 

empuja el sistema a explorar regiones de alta energía . Sin 

embargo, en el caso de la MTD el potencial se obtiene 

como la suma de pequeños potenciales de tipo Gaussiana 

que se añaden periódicamente en las regiones del perfil 

de energía libre que se hayan explorado . Por lo tanto, se 

trata de un “potencial histórico” que evoluciona a medida 

que avanza la simulación . Ello presenta tres ventajas fun-

damentales: a) No es necesario saber ni estimar el perfil 

de energía libre a priori ya que el potencial se construye 

según la simulación avanza . b) El sesgo actúa sobre todo 

el espacio de energía libre, con lo que se puede escapar 

de múltiples mínimos y que favorece el recruzamiento de 

los estados de transición . c) Al final de la simulación, 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 además, el potencial real se puede obtener como el 

inverso del potencial externo .

El mecanismo de reacción de la lisozima

La lisozima es una glicosil hidrolasa que actúa con reten-

ción de la configuración en el carbono anomérico y ha sido 

un modelo enzimático tanto experimental (fue la primera 

enzima para la que se resolvió la estructura de rayos X36) 

como computacionalmente . En el campo de la química teó-

rica, la primera simulación de mecánica cuántica/mecánica 

molecular (QM/MM) fue realizada por Warshel y Levitt37 

en 1976 sobre la formación del complejo de Michaelis y el 

mecanismo de reacción en la lisozima . En este trabajo, se 

estudió el efecto del encaje inducido y el efecto electrostático 

del residuo Asp52 en el mecanismo de reacción y la energía 

de activación en la lisozima (Esquema 1) . 

Los autores calcularon la superficie de energía poten-
cial mediante una serie de optimizaciones de la geometría 
y cálculos puntuales, y encontraron una estabilización 
importante por efecto electrostático del Asp52 sobre el 
sustrato en la formación del complejo de Michaelis que 
favorece la reacción . Sin embargo, no contemplaron la 
posible formación de un intermedio covalente glicosil-enzi-
ma en el mecanismo de reacción (rígido) que estudiaron .

Posteriormente,9 la formación del intermedio (covalente o 

de par-iónico) en la misma enzima fue estudiada por métodos 

de dinámica molecular QM/MM y umbrella sampling (inclu-

yendo explícitamente la flexibilidad del sistema) . La simu-

lación de US se inició desde el estado de productos (P en el 

esquema 1) y se usaron dos variables colectivas: la diferencia 

de distancias del protón del Glu52 (HGlu) con los oxígenos O1 

y OGlu para describir la transferencia de protón y la distancia 

C1-O1 para simular la formación del intermedio . Se usó el 

método semiempírico PM3/CHARMM22 para explorar >1ns 

de MD, y se promedió la energía libre con el método WHAM . 

Debido a la poca precisión del método semiempírico se aplicó 

unas correcciones a la energía mediante cálculos B3LYP/6-

311+G(2d) y MP2/6-311+G(2d) sobre un modelo del sistema 

en fase gas . 

Con esta metodología, las barreras de energía para la 

transferencia electrónica y la posterior rotura del enlace 

C1-O1 se estimaron en 16 y 18 kcal·mol−1 respectivamente . 

Es interesante notar que, antes de aplicar las correcciones a 

la energía, las mismas barreras energéticas obtenidas con el 

nivel de teoría semiempírico eran de 35 y 44 kcal·mol−1 res-

pectivamente . Significativamente, después de la transferencia 

de protón y al romper el enlace C1-O1, el sistema evolucionó 

espontáneamente a la formación del intermedio covalente 

glicosil-enzima con el Asp52 . En una tercera simulación de 

US (usando CV3 en el Esquema 1), se estimó la diferencia de 

energía libre entre el intermedio covalente y el par iónico en 

30 kcal·mol−1 . Los autores concluyeron que el mecanismo 

de la lisozima pasa necesariamente por la formación de un 

intermedio covalente, lo que coincide con evidencias expe-

rimentales previas .40,41 Recientemente, se ha simulado la 

formación del intermedio covalente glicosil-enzima en otras 

glicosidasas42-46 también con métodos basados en la dinámica 

molecular, confirmando el mecanismo de doble desplaza-

miento propuesto por Koshland .

Mecanismo de reacción de la trehalosa-6-fosfato 
sintasa

Las glicosil transferasas (GTs) catalizan la transferencia 

de un monosacárido con inversión o retención de la confi-

guración del carbono anomérico .47 El mecanismo de las GTs 

que actúan con inversión de la configuración es bien conoci-

Esquema 1. Mecanismo de reacción de la lisozima . A) El mecanismo 

propuesto por Phillips38 predice un intermedio de reacción oxocarbo-

catiónico . B) El mecanismo propuesto por Koshland39 predice un me-

canismo de doble desplazamiento con un intermedio covalente glicosil-

enzima .
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do:48 una única reacción de tipo SN2 en la que un residuo de 

tipo base general aumenta la nucleofília de la molécula acep-

tora, análogo al mecanismo usado por las glicosil hidrolasas 

que actúan con inversión de la configuración (Esquema 2) . 

Por el contrario, el mecanismo de las GTs que actúan con 

retención de la configuración es desconocido . Por analogía 

con las glicosil hidrolasas que actúan con retención de la 

configuración (esquema 1B), se ha propuesto un mecanismo 

de doble desplazamiento, que implica la presencia de un inter-

medio covalente glicosil enzima (esquema 2A) .49 Sin embar-

go, hay otras GTs para las que no se ha encontrado ningún 

residuo cerca del centro activo que pueda actuar de base gene-

ral, como la glicógeno fosforilasa, la α-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 

disposición de los residuos que conforman el sitio activo . Por 

consiguiente, se propuso un mecanismo (esquema 2B) similar 

a una SN1 o una SNi .50 A diferencia del mecanismo de doble 

desplazamiento, el intermedio de reacción no es covalente gli-

cosil-enzima sino que sería de tipo oxocarbocatión, o incluso 

podría no haber ningún intermedio (habría un simple estado 

de transición) . Entre las evidencias en favor del mecanismo 

de doble desplazamiento destacan: la observación por espec-

trometría de masas de la formación 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 

síntesis de los antígenos que definen los grupos sanguíneos A 

y B);51 el rescate de la actividad enzimática del mutante inac-

tivo E317A de la a3-galactosil transferasa (a3GalT) mediante 

un nucleófilo externo (azida),52 o los estudios teóricos del 

mecanismo de reacción sobre la a3GalT .53,54

En favor del mecanismo de tipo SNi se publicó recien-

temente un estudio estructural por difracción de rayos X 

del complejo enzima-ligando usando la OtsA y un inhibidor 

análogo al estado de transición [validoxilamina-6-fosfato 

(VA6P)] .55 Así mismo, un estudio de efecto isotópico cinético 

y de relación lineal de energía libre (LFER) con la misma 

enzima OtsA apoya también un mecanismo de SNi .56 Desde 

el punto de vista teórico, el mecanismo de SNi se estudió pri-

meramente en un modelo en fase gas de la LgtC, concluyendo 

que la reacción ocurre en un solo paso .57 En el ejemplo que se 

presenta,58 utilizamos un método de cálculo de energías libres 

(metadinámica) para estudiar el mecanismo de reacción de 

la OtsA . El sistema se describe mediante un método híbrido 

QM/MM .

La simulación de metadinámica QM/MM de la reacción 

de transferencia de glucosa se empezó desde el complejo 

de Michaelis (Figura 4) modelado a partir de la estruc-

tura cristalográfica del complejo enzima-UDP-inhibidor 

(OtsA·UDP·VA6P, código PDB: 2WTX) .55 El potencial 

histórico se aplicó en el espacio de dos variables colectivas 

que describen la rotura y formación de los enlaces covalentes 

durante la reacción (Esquema 3), definidas como diferencias 

de índices de coordinación . 

En la superficie de energía libre obtenida de la simulación 

de metadinámica (Figura 5) se aprecian dos mínimos estables 

que corresponden a los estados reactivos (R) y productos 

(P), separados por una barrera de 23 kcal·mol−1, parecido a 

los valores de entre 16 y 21 kcal·mol−1 estimados teórica y 

experimentalmente para otras glicosil transferasas .51,52,56,59

La reacción empieza con la elongación del enlace C1-OP 

(Figura 6) . Simultáneamente, el hidroxilo del C1 del aceptor 

pasa de hacer puente de hidrógeno con uno de los oxígenos 

libres del fosfato para hacerlo con el oxígeno OP . Este nuevo 

puente de hidrógeno estabiliza la carga negativa que se está 

desarrollando en OP y ayuda a posicionar la molécula acep-

Esquema 2. Mecanismos de reacción propuestos para las GTs que ac-

túan con retención de la configuración . A) Mecanismo de doble despla-

zamiento . B) Mecanismo front-face propuesto para las GTs que no tienen 

nucleófilo en el centro activo .

Esquema 3. Variables colectivas usadas en la simulación de metadiná-

mica . CV1 describe la rotura del enlace Glc-UDP y la formación del en-

lace glicosídico; CV2 describe la transferencia de protón .

Figura 4. Complejo de Michaelis de la OtsA con los sustratos UDP·Glu 

y Glu-6P . La región QM se muestra en la ampliación .
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tora adecuadamente para reaccionar con el glicosilo que se 

está formando . El resultado de la ruptura del enlace C1-OP 

es la formación de un par iónico UPD/oxocarbocatión, en 

el que el C1 está lejos de ambos oxígenos OP y O1′. En 
este punto de la reacción, el carbono C1 pasa de tener una 

hibridación sp3 a una sp2, lo que conlleva a una disposición 

plana de los átomos adyacentes . La deficiencia electrónica 

en C1 es estabilizada por una transferencia de carga por 

parte del oxígeno piránico que se hace evidente por el acor-

tamiento de la distancia entre ambos átomos . Estos cambios 

conformacionales producen un cambio de la conformación 

del anillo de glucosa que pasa de una conformación de silla 

(4C1) a una más tensionada de media-silla (4H3) en la que 

los átomos C2-C1-O5-C5 están en el mismo plano en los 

estados de la reacción 1 a 3 . Durante el estado 2, la distancia 

O1′-H···OP se hace más corta y el glucosil se desplaza cerca 

del átomo O1′ con el cual forma un enlace covalente en el 
estado 3 . Seguidamente y sin ninguna barrera se transfiere 

el protón del enlace glicosídico al grupo fosfato (estado 4) y 

se llega a productos .

La reacción puede dividirse en dos pasos, siendo el prime-

ro la ruptura de la molécula dadora (de R a 2) para formar la 

especie reactiva oxocarbocatiónica, y el segundo la formación 

del enlace glicosídico concomitantemente con la transferen-

cia de protón (de 3 a P) . Este mecanismo puede describirse 

como una SN1 o como una SNi con un intermedio con un 

tiempo de vida muy corto, y concuerda con los resultados de 

efecto isotópico cinético56 y estructurales55 sobre la OtsA . 

Posiblemente este mecanismo de tipo SNi/SN1 es común 

en aquellas glicosil transferasas que no tienen un residuo 

nucleófilo en el centro activo . En un estudio reciente realiza-

do en el grupo sobre la a3galT se ha observado la presencia 

de un intermedio covalente glicosil-enzima y por lo tanto un 

mecanismo de doble desplazamiento . Sin embargo, podría ser 

que dicho mecanismo esté compitiendo con el mecanismo de 

tipo SNi .

Conclusiones

En el presente artículo se ha querido mostrar la evo-

lución de los métodos teóricos aplicados a la enzimología 

computacional, haciendo énfasis en los métodos QM/MM y 

de cálculo de energías libres . La combinación de estas dos 

metodologías permite la consideración explícita del entorno 

enzimático y los efectos de segunda capa, y al mismo tiem-

po posibilita un muestreo mucho más eficiente del perfil 

de energía libre, incluyendo los factores entrópicos y la 

flexibilidad de la proteína o el ligando . Hoy es comúnmente 

aceptada la necesidad de incluir la dinámica en cualquier 

cálculo de mecanismo enzimático, y el debate se centra en 

decidir hasta qué punto la flexibilidad de la enzima parti-

cipa en la catálisis . A pesar de que los resultados a nivel 

cuantitativo son todavía dispares y dependen fuertemente 

del método usado, a nivel cualitativo son suficientes para 

contribuir al desarrollo y prueba de hipótesis de mecanismos 

enzimáticos, de transferencia electrónica o al análisis de 

interacciones enzima-ligando . En este sentido, los métodos 

in silico han demostrado ser especialmente útiles en combi-

nación con técnicas experimentales, y no es de extrañar que 

las colaboraciones entre grupos experimentales y teóricos 

sea cada vez más extendida . 
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Figura 5. Superficie de energía libre de la reacción de transferencia de 

glucosa (en función de las variables colectivas descritas en el texto) . Cada 

línea de contorno representa 2 kcal·mol−1 .

Figura 6. Instantáneas de las diferentes especies encontradas en el cami-

no de reacción . Los átomos de hidrógeno no se muestran (excepto el que 

interviene en la reacción) .
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