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RESUMEN

Decodificando la diversidad catalítica de los citocromos
p450 bacterianos mediante métodos bioinformáticos

Los citocromos p450 bacterianos (CYPs) son una familia de enzimas que poseen una enorme diversidad fun-

cional y una amplia capacidad para llevar a cabo diferentes reacciones de oxidación sobre sus sustratos, que van

desde pequeñas moléculas aromáticas como el alcanfor, pasando por algunas más grandes como el colesterol

o la vitamina D, hasta moléculas enomes como los antibióticos macrólidos. Lo cierto es que estas enzimas con-

tribuyen de manera significativa a la generación de una gran variedad de productos naturales, muchos de ellos

con un enorme potencial biotecnológico. Es por ello que determinar el rol de los CYPs en la producción de estos

metabolitos es esencial para comprender su biosíntesis y posible rol fisiológico.

Considerando que los CYPs desarrollan funciones sumamente importantes para la vida de los microorganis-

mos, comprender su función constituye un objetivo de alta relevancia biológica. De la vasta cantidad de reac-

ciones que son capaces de catalizar estas enzimas, algunas han sido ya extensamente estudiadas, pero muchas

otras permanecen aún completamente desconocidas. Por esta razón, en la presente tesis, se procedió en primer

término al estudio del mecanismo de reacción de un CYP esencial para la viabilidad de Mycobacterium tubercu-
losis, -denominado CYP121- cuya reacción es poco común en esta familia de enzimas. Mediante la aplicación de
diversas técnicas de simulación computacional se consiguió arribar a una propuesta mecanística detallada de su

funcionamiento con una mirada fisicoquímica. A continuación, se procedió a realizar un estudio general de los

determinantes estructurales que dan lugar a la diversidad funcional en los CYPs, con el objeto de poder predecir

in-silico el rango de sustratos y reacciones catalizadas por estas enzimas. Conseguir hacer tales predicciones es
un objetivo clave, dado que el reciente crecimiento exponencial en la secuenciación de diferentes microorganis-

mos ha resultado en la anotación de miles de secuencias a este grupo de proteínas, las cuales en su mayoría

carecen de información funcional. Este estudio derivó en el desarrollo de un pipeline bioinformático que toman-
do como punto de partida la secuencia de un dado CYP y analizando una serie de propiedades, permite predecir

la reacción que éste cataliza.

En su conjunto, la presente tesis presenta un estudio detallado del mecanismo de reacción del CYP121 de

Mycobacterium tuberculosis, el cual dada la esencialidad de esta enzima, podría resultar importante para el desa-
rrollo de drogas para el tratamiento de la tuberculosis; junto con una caracterización de la diversidad funcional

de la familia de los citocromos p450s bacterianos y una herramienta que permite predecir la función de un de-

terminado CYP partiendo solamente de su estructura primaria.

Palabras clave: citocromos p450 bacterianos, mecanismo de reacción, predicción de función, bioinformática,
QM-MM, docking, modelado por homología, contexto génico



ABSTRACT

Decoding bacterial p450 cytochromes
catalytic diversity by bioinformatic methods

Bacterial p450 cytochromes (CYPs) are a family of enzymes that have an enormous functional diversity and

great capacity to carry out different oxidation reactions on their substrates, which vary from small aromatic mo-

lecules such as camphor, to some larger as cholesterol or vitamin D up to huge molecules such as macrolide

antibiotics. The fact is that these enzymes contribute significantly to the generation of a variety of natural pro-

ducts, many of them with huge potential biotechnological applications. Therefore, determining the CYPs’ role in

the production of these metabolites is essential to understand their biosynthesis and potential physiological role.

Whereas the CYPs develop extremely important functions for microorganisms life, understand their function

is of uttermost biological relevance. Among the vast amount of reactions which are capable of catalyzing these

enzymes, some have already been extensively studied, but many others remain still unknown. For this reason,

in this thesis, we proceeded first to the study of the reaction mechanism of a CYP essential for the viability of

Mycobacterium tuberculosis, -called CYP121- whose reaction is unusual in this family of enzymes. By applying dif-
ferent computer simulation techniques we were able to arrive at a detailed mechanistic proposal for the role of

this enzyme. Following we proceeded to conduct a comprehensive study of the structural determinants that lead

to functional diversity in CYPs, in order to be able to predict in-silico the range of substrates and reactions cataly-

zed by these enzymes. Becoming able to make such predictions is a key objective, since the recent exponential

growth in the sequencing of different microorganisms has resulted in the entry of thousands of sequences to this

group of proteins, mostly lacking of functional information. This study led to the development of a bioinformatic

pipeline that taking as a starting point a given CYP’s sequence and by analyzing a number of properties, is able to

predict what reaction it catalyzes.

As a whole, this thesis presents a detailed study of the Mycobacterium tuberculosis CYP121 reaction mecha-
nism, which given the essential nature of this enzyme, it may be important for the development of drugs for

tuberculosis treatment; along with a characterization of the functional diversity of bacterial cytochrome P450s’

family and a tool for predicting a particular CYP’s function based only on its primary structure.

Keywords: bacterial cytochromes p450, reaction mechanism, function prediction, bioinformatics, QM-MM,
docking, homology modelling, gene context
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1
INTRODUCCIÓN GENERAL

1.1 La relación estructura-función en las proteínas

La mayor parte de los roles estructurales y funcionales esenciales para la célula son mediados por proteínas.

Estas moléculas grandes y complejas exhiben una versatilidad remarcable que les permite desempeñar una in-

mensidad de actividades que son fundamentales para la vida. De hecho ninguna otra macromolécula biológica

podría asumir todas las funciones que las proteínas han acumulado durante miles de millones de años de evo-

lución. Esto hace que comprender las proteínas no solo sea importantísimo para la biología, sino también muy

interesante.

Cualquier consideración sobre la función proteica debe estar fundamentada en el entendimiento de la estruc-

tura proteica. Un principio fundamental en la ciencia de las proteínas es que la estructura proteica determina la
función. Las diferentes estructuras proteicas permiten la ubicación de grupos funcionales particulares (tomando
la definición química de los mismos) en sitios específicos en el espacio tridimensional. Es esta precisión la que

permite a las proteínas actuar como catalizadores (en el caso de las enzimas) en una variedad sorprendente

de reacciones químicas. El posicionamiento de grupos funcionales también permite a las proteínas desempeñar

importantes funciones estructurales, de transporte y de regulación en los organismos. Dado que la estructura

proteica conduce a la función, y las funciones proteicas son diversas, no es sorprendente que las estructuras

proteicas sean semejantemente diversas. Además, la diversidad funcional de las proteínas es expandida a tra-

vés de su interacción con moléculas pequeñas -denominadas ligandos-, así como también con otras proteínas.

Para quienes estudiamos la estructura proteica, esta diversidad representa un desafío, y en este sentido, la bio-

informática y la simulación molecular son dos disciplinas altamente complementarias al momento de abordar

en profundidad dicho desafío.

1.2 Bioinformática y simulación molecular

La bioinformática es la disciplina que utiliza y desarrolla métodos y herramientas computacionales para ana-

lizar, manipular y almacenar datos biológicos con el objetivo de poder transformarlos en conocimiento. El auge

de la bioinformática viene de la mano del surgimiento de técnicas experimentales que generan grandes volú-

menes de datos, tales como la secuenciación de ADN, la espectrometría de masas y los análisis de expresión

génica, entre otros [1, 2, 3]. Estos datos son demasiado complejos para ser analizados manualmente, y por tanto

hacen necesario recurrir a las herramientas computacionales. El rápido incremento en el número de estructuras

tridimensionales disponibles en las bases de datos tales como el Protein Data Bank (PDB), ha dado origen a una
subdisciplina de la bioinformática, denominada bioinformática estructural. La misma se enfoca en la representa-

ción, almacenamiento, análisis y visualización de la información estructural a escala atómica. La bioinformática

estructural, como muchas otras subdisciplinas dentro de la bioinformática, se caracteriza por dos objetivos: por

un lado la creación de métodos de propósito general para manipular la información relativa a las macromolécu-
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las biológicas y por el otro la aplicación de esos métodos para resolver problemas de la biología y crear nuevo

conocimiento. Estos dos objetivos están intrínsecamente relacionados, ya que gran parte de la validación de

nuevos métodos involucra su uso exitoso en la resolución de problemas reales [4].

Ahora bien, las estructuras proteicas disponibles en las bases de datos como el PDB, que surgen de los resulta-

dos de estudios cristalográficos y de RMN, constituyen modelos estructurales estáticos de la estructura proteica.

Sin embargo, la función proteica está intrínsecamente ligada a sus movimientos, o en otras palabras, a su diná-

mica. Por ello es necesario recurrir a técnicas de simulación en las que partiendo de una estructura promedio de

alta calidad se analiza como la proteína va cambiando a lo largo del tiempo. De estas técnicas, la dinámica mole-

cular es una de las metodologías más usadas en el campo de la bioinformática estructural. La dinámicamolecular

engloba métodos teóricos y técnicas computacionales para comprender, modelar y predecir el comportamiento

de las moléculas basándose en las leyes físicas que gobiernan las interacciones entre los átomos. En este trabajo

de tesis la combinación de herramientas de la bioinformática y de la simulación molecular ha permitido abordar

el estudio de la relación estructura-función proteica comenzando con casos particulares y yendo hacia una visión

general, extrayendo interpretaciones y conclusiones para toda una familia de proteínas.

1.3 La importancia de predecir función a partir de la estructura

Con el advenimiento de la genómica, la predicción de la función biológica a partir de la estructura se ha

transformado en uno de los principales desafíos de la biología estructural y la bioinformática [5]. La asignación

de función biológica constituye un valioso primer paso hacia la caracterización experimental de los roles celulares

y fisiológicos de los productos génicos y podría contribuir a mejorar el análisis y anotación de los genomas.

Los proyectos de secuenciación de genomas a gran escala nos han provisto de detalles acerca de los genes

que un organismo necesita para sobrevivir. A partir de esta información podemos traducir las secuencias de ami-

noácidos de todas las proteínas que el genoma puede producir. Los proyectos de genómica estructural apuntan

a resolver las estructuras de todas esas proteínas aún cuando sus funciones sean desconocidas. Este proceso

representa un cambio de paradigma respecto al modo usual de trabajar en la investigación experimental de pro-

teínas, que consiste en tomar una proteína de interés, llevar a cabo experimentos bioquímicos para determinar

la información funcional y luego utilizar la estructura para racionalizar dicha información funcional [6]. Al paso

que van los proyectos de genómica estructural, resulta imposible estudiar todas las proteínas experimentalmen-

te. Nos encontramos entonces con la necesidad vital de desarrollar métodos que permitan inferir su función

partiendo de la secuencia, a fines de poder anotar los genomas con información funcional.

El problema de conocer la función biológica comienza por la definición misma del término, cuyo significado

exacto varía dependiendo del contexto en el cual se utiliza [7]. Resulta obvio que la función biológica de una

proteína engloba más de un aspecto. Tomemos por ejemplo una proteína quinasa: en el aspecto bioquímico la

función de una quinasa sería la fosforilación de un sustrato específico. Sin embargo, las proteínas llevan a cabo

su función dentro de un organismo y esto conlleva consecuencias que van desde la escala subcelular hasta el

organismo entero. Entonces en el aspecto fisiológico, la misma quinasa puede formar parte de una vía de señali-

zación donde esa proteína fosforila pero a la vez también es fosforilada por otra enzima con la cual interacciona.

Al mismo tiempo, unamutación en esta quinasa puede causar una enfermedad, entonces surge otro aspecto que

es el relacionado con el funcionamiento general del organismo, y en casos humanos con la salud. En consecuen-

cia, cuando se habla de la función de una proteína, es necesario especificar el o los aspectos de la descripción

funcional a los que uno se refiere [8]. En el contexto de este trabajo de tesis, consideraremos que la función de

una enzima queda definida por el sustrato que une y la reacción que cataliza sobre el mismo, ciñéndonos de este

modo a un enfoque molecular.

Una vez definidos los aspectos funcionales de interés, el siguiente asunto a resolver es cómo describir la fun-

ción biológica de manera computacionalmente amigable. La información de secuencia y estructura proteica se

puede describir fácilmente de modo legible para una computadora, no así la información funcional. Esto se debe

a que la anotación acerca de la función de una proteína se escribe en lenguaje humano, lo cual conlleva no solo
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las sutiliezas y complejidades relativas a su función así como también la evidencia experimental que la soporta,

su historia de investigación y otras características. Para hacer que la anotación funcional sea computacionalmen-

te procesable, es necesario transmitirla de forma controlada y bien definida. Esta necesidad de un vocabulario

controlado y relaciones bien definidas para describir la función fue reconocida en primer momento por la Unión

Internacional de Bioquímica y Biología Molecular, que ha desarrollado una nomenclatura para identificar a las

enzimas basada en los denominados Números EC. Los números EC (Enzyme Commission numbers) son un esque-
ma de clasificación numérica para las enzimas basado en las reacciones químicas que catalizan. Como sistema

de nomenclatura de enzimas, cada número EC está asociado a un nombre recomendado para dicha enzima. En

realidad los números EC codifican reacciones catalizadas por enzimas. Enzimas diferentes (por ejemplo que pro-

cedan de organismos diferentes) que catalicen la misma reacción recibirán el mismo número EC. Cada código de

enzimas consiste en las dos letras EC seguidas por 4 números separados por puntos. Estos números represen-

tan una clasificación progresivamente más específica. Por ejemplo, la enzima tripéptido aminopeptidasa tiene el

código EC 3.4.11.4, construido así: 3 por hidrolasa (enzima que usa el agua para catalizar algunas reacciones); 3.4

por hidrolasa, que actúa sobre los enlaces peptídicos; 3.4.11 por aquellas que actúan sobre el terminal amino

de aminoácido de un polipéptido; 3.4.11.4 por aquellas que actúan sobre el terminal amino de un tripéptido.

Existen también otros esquemas de anotación funcional más allá del descripto. La característica compartida por

todos ellos es el uso de un vocabulario controlado y en muchos casos una categorización que va de lo general a

lo específico.

Ya definida la función y los medios para describirla, ahora analicemos las herramientas utilizadas para prede-

cirla. Sin dudas, la más usada es la búsqueda por similitud en bases de datos de secuencias. Tradicionalmente

se ha utilizado la identificación de secuencias de aminoácidos similares para inferir tanto la estructura como la

función de una proteína, es decir, lo que se conoce como transferencia basada en homología (o falacia por asocia-

ción). La razón biológica detrás de la transferencia basada en homología está en que se creía que la estructura y

la función pueden ser transferidas entre secuencias similares debido a que ambas han sido conservadas durante

largos períodos de tiempo. Esta creencia se ha confirmado para la estructura [9], pero es más difícil de justificar

para la función, particularmente cuando se desea definirla (o conocerla) con precisión. Además, a medida que

las bases de datos crecen en número de secuencias, la transferencia basada en homología comienza a fallar, en

primer lugar porque se sabe que hay casos en los que aún con alto grado de similitud la transferencia de función

puede ser errónea y además porque cuantas más secuencias que ingresan a la base de datos son anotadas por

transferencia por homología, más se incrementa la capacidad de que se amplifiquen las anotaciones erróneas

en base a una única anotación equivocada inicial [10, 11]. Otra problemática asociada con este enfoque, es que

si bien existen diversas bases de datos que contienen información acerca de la función proteica (Uniprot, KEGG,

ENZYME, MetaCyc, BRENDA), los diferentes esquemasmuestran diversos aspectos de la función. Además, es muy

común encontrar que el número EC está incompleto (ej: 1.3.-.-), esto quiere decir que solo se cuenta con infor-

mación muy general sobre la función enzimática. En consecuencia, la información funcional solo es capturada

parcialmente por estas bases de datos, lo cual dificulta la transferencia de información funcional de una proteína

homóloga a otra.

Pero los métodos de transferencia por homología no son la única vía en la que puede utilizarse la información

contenida en la secuencia para inferir función. Existen métodos que se basan en la información del contexto ge-

nómico de la secuencia para predecir función. Como se desarrollará más adelante en el capítulo 4, estos métodos

son particularmente útiles en procariotas, dado que en tales genomas los genes funcionalmente relacionados

tienden a estar colocalizados en el genoma, formando un mismo bloque de regulación transcripcional.

Ahora bien, mientras que los aspectos generales que hacen a la función proteica se pueden inferir de la se-

cuencia, los detalles particulares requieren conocer y saber entender la relación de la estructura con la especifi-

cidad por cierto tipo de sustrato. Estudiar la estructura proteica es entonces clave para comprender la función,

ya que en las enzimas frecuentemente ésta es conferida por unos pocos residuos conservados en el sitio ac-

tivo, los cuales muchas veces no son detectados por los métodos basados en análisis de las secuencias. Estos

residuos, sin embargo, pueden estar relacionados en tres dimensiones, entonces la comparación de las simili-

tudes estructurales entre las proteínas tiene el potencial para identificar similitudes funcionales en proteínas no
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homólogas.

1.4 Los citocromos p450

Los citocromos p450 (p450s o CYPs) están entre los catalizadores más extraordinarios de la naturaleza, fre-

cuentemente llevan a cabo reacciones químicas que desafían aún las capacidadades de los químicosmás hábiles.

El descubrimiento del citocromo P450 se remonta a la década de los años 50, en la que comenzaron a estudiarse

unos pigmentos encontrados en células hepáticas, a los que se les denominó citocromos, del griego citos (hueco,
-en biología célula-) y croma (color). A principios de esta décadaMartin Klingenberg, investigador alemán, observó
durante sus estudios con el citocromo b5, la presencia de un pigmento unido al monóxido de carbono con una

banda de absorbancia máxima a 450nm de longitud de onda. ¿Podría ser una hemoproteína?. Sin embargo, esta

característica no era propia de las hemoproteínas tipo Protoporfirina IX que se conocían hasta el momento [12].

No sería hasta 1964 cuando Omura y Sato [13], identifican la naturaleza hemoproteica de este pigmento, que se

encontraba presente en los microsomas hepáticos de diferentes especies de mamíferos y que tras ser reducido

por NADPH, era capaz de unirse al CO, mostrando un característico pico de absorbancia en el espectro UV a 450

nm (pico de Soret). Por este motivo a esta hemoproteína se la denominó citocromo P-450 (P por pigmento y 450

por su pico de absorbancia en el UV).

Citocromos por todas partes
Los citocromos p450 son ubicuos en todos los reinos biológicos, desde bacterias hasta eucariotas, así como

también dentro de un mismo organismo, estando presentes en una gran variedad de tejidos. Cada organismo

produce varios CYPs diferentes, cada uno de los cuales actúa sobre un grupo distinto de moléculas. Típicamente

las bacterias producen alrededor de 20 formas diferentes, mientras que los humanos producimos unas 60. Pero

las plantas producen aún más, en general tienen cientos de CYPs diferentes, y esto se debe a que las plantas

fabrican pigmentos y toxinas exóticas para protegerse a sí mismas, y muchas de las reacciones necesarias para

producir tales moléculas son llevadas a cabo por citocromos p450s especializados. En los humanos, en cambio,

el rol principal de los p450s es el de detoxificar el organismo, solublizando drogas y sustancias peligrosas para

que puedan ser excretadas más fácilmente.

En organismos eucariotas se han detectado prácticamente en todas las membranas subcelulares [14], siendo

la mitocondria, y principalmente el retículo endoplásmico las fuentes más importantes [15]. A diferencia de los

eucariotas, en las bacterias, los citocromos no tienen una asociación amembrana y se solubilizan fácilmente [16].

Siendo estas proteínas tan ubicuas, la cantidad de secuencias de CYPs conocidas es enorme! Una simple inspec-

ción en la base de datos RefSeq arroja que se conocen actualmente nada menos que 28000 CYPs diferentes.

Agregando oxígeno
El sitio activo de los CYPs es de tipo hemotiolato (el hierro del grupo hemo está enlazado a la proteína por me-

dio del tiolato de un residuo de cisteína) con propiedades redox. Se las conoce también como monooxigenasas

debido a su usual capacidad para activar dioxígeno molecular produciendo especies de oxígeno monoatómicas

altamente reactivas, y luego insertar el oxígeno en una amplia variedad de sustratos, aunque también son capa-

ces de catalizar otras reacciones oxidativas. Un rasgo característico de este tipo de proteínas es precisamente su

gran versatilidad funcional. Como ya se mencionó, se los ha hallado involucrados en el metabolismo de diversos

compuestos xenobióticos como drogas, pesticidas, procarcinógenos, anestésicos, solventes orgánicos, así como

también ciertas sustancias endógenas como colesterol, ácidos biliares, esteroides, vitaminas liposolubles y áci-

dos grasos, lo que hace que sean moléculas altamente interesantes para un amplio espectro de aplicaciones que

se comentarán más adelante (ver sección 7.3).
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1.4.1 Nomenclatura
Cuando solo se conocían unos pocos citocromos p450s, no había ningún problema para nombrarlos, ya que

el nombre les era dado por el sustrato que unían o por la función que desempeñaban. A modo de ejemplo, la

p450cam (hoy conocida también como CYP101) toma su nombre de su sustrato: el alcanfor (camphor, en inglés),
y CYP51A1 también es llamada LDM (Lanosterol DeMetilasa) dado que une el sustrato Lanosterol y la función

que realiza es la DesMetilación.

Sin embargo, en la medida en que se fueron resolviendo y caracterizando más y más estructuras de p450s,

dado que el número de genes y proteínas p450s es demasiado grande, se vio la necesidad de implementar un

sistema de nomenclatura sistemática. En 1987 se propuso entonces el sistema de nomenclatura y clasificación

que se utiliza hoy en día, el cual obedece a criterios filogenéticos y se basa en la identidad de la secuencia de

aminoácidos de las diferentes enzimas [17]. Según este criterio, los p450 se identifican con las siglas CYP seguido

de un número que designa la familia, una letra que identifica la subfamilia y otro número que se corresponde con

el gen. Con este sistema de nomenclatura quedan totalmente identificados todos los p450s, tanto procariotas

como eucariotas. En una misma familia se agrupan aquellas enzimas cuya secuencia de aminoácidos tiene una

similitud mayor al 40%, independientemente de la especie de procedencia. A su vez las p450s de cada familia

se agrupan en diferentes subfamilias que, siempre que haya más de una, se denominan correlativamente em-

pezando siempre por la letra A (por ejemplo: CYP2A, CYP2B, CYP2C, etc). En este caso, el requisito para que dos

p450 pertenezcan a la misma subfamilia es que tengan una homología en la secuencia de aminoácidos superior

al 55%. Por último, dentro de la misma subfamilia, las enzimas individuales se designan según números empe-

zando siempre por el 1 (p. e. CYP1A1, CYP1A2), teniendo en cuenta que dos p450 se consideran como diferentes

siempre y cuando sus respectivas secuencias difieran en más de un 3% (ver Figura 1.1).

CYP A158 2
Citocromo Familia 

Identidad > 40%
Subfamilia 

Identidad > 55%
Individuo 

Diferencia > 3%

Figura 1.1: Significado de la nomen-
clatura de los citocromos p450s

1.4.2 Estructura
Las p450s comparten un plegado común que es único de esta clase de enzimas (Figura 1.2). Su estructura

secundaria está compuesta mayormente por hélices α, y poseen un cofactor hemo encerrado entre un dominio

más grande rico en hélices α (designadas de A a L) conocido como dominio alfa y uno más pequeño rico en

hojas β (designadas de 1 a 4) que se denomina dominio beta. La estructura central que rodea al cofactor hemo

provee el andamio que permite la activacion del oxígeno por parte de las p450s. El hierro hémico se encuentra

coordinado axialmente por una cisteína conservada como ligando proximal y típicamente por una molécula de

agua como ligando distal (en lo que se conoce como estado de reposo de la p450).

Para llevar a cabo la catálisis, las CYPs deben unir a sus sustratos dentro del bolsillo del sitio activo, el cual se

localiza en la parte superior del sitio distal del hemo, donde también se une el oxígeno. La comparación de las

estructuras de CYPs disponiblesmuestra un plegado altamente conservado con una gran diversidad en la forma y

el tamaño de los sitios de unión de sustratos, siendo estas características claves para definir la especificidad por el

sustrato y de la reacción. (ver Figura 1.3). El sitio catalítico alrededor del hemo contiene unas pequeñas regiones

llamadas sitios de reconocimiento de sustratos (SRS) que están involucradas en la unión de sustratos y en la

catálisis. Estos SRSs muestran alta variación en su secuencia de aminoácidos, siendo la razón subyacente de la

capacidad de las diferentes p450s para unir sustratos tan diversos. Los alineamientos estructurales de múltiples

p450s diferentes revelan que existe flexibilidad conformacional e indican que son tres regiones las que causan
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Residuo de cisteína 
coordinado en el 
sitio proximal

Grupo hemo

Sitio de unión al sustrato

Dominio β
Dominio α

H

Fe

Figura 1.2: Estructura tridimensional
típica de los citocromos p450 junto a

su cofactor el grupo hemo coordina-

do a un residuo de cisteína. Se mues-

tran señalados los dominios alfa y be-

ta así como también el sitio de unión

al sustrato. Las letras corresponden a

la nomenclatura de las hélices alfa.

mayor variación en la estructura del esqueleto proteico y como consecuencia en el bolsillo de unión al sustrato:

la región FG (el extremo C de la hélice F y el extremo N de la hélice G), la región B (los loops entre las hélices B/B’,

el loop BC y la hebra 5 de la hoja β 1) y dos regiones de loops que se muestran señaladas en la Figura 1.3[18]. A

modo de ejemplo, la Figura 1.3 muestra en el panel A las estructuras de dos CYPs superpuestas dando cuenta

de la alta conservación de la estructura tridimensional que presentan. Sin embargo, estos dos ejemplares son

capaces de unir sustratos de tamaño y naturaleza química tan diversa como lo son la eritromicina y el alcanfor,

cuyas estructuras se muestran en el panel B.

1.4.3 Ciclo catalítico típico
Comprender el mecanismo de reacción de un CYP requiere un conocimiento detallado de la naturaleza y es-

tructura electrónica de sus especies oxidantes claves: el compuesto I (Cp I) y su ciclo de reacción asociado (el cual

se muestra adaptado paraMtCYP121, la proteína cuyo mecanismo de reacción fue objeto de estudio en la prime-
ra parte de esta tesis, en la figura 1.4). En la reacción de CYP arquetípica, el estado de reposo es generalmente un

estado de hemo férrico hexacoordinado (6c), con la cisteina proximal y una molécula de agua (o anión hidróxido)

unido al sitio distal (en donde se une el sustrato). Luego de la unión del sustrato específico, la reducción del he-

mo al estado ferroso y liberación de la molécula de agua (o hidróxido) distal, la enzima está preparada para unir

oxígeno molecular (O2) y así formar el complejo FeII-O2, que luego se reduce para producir la especie ferroso-

superóxido (FeII-O2
-
). Ambos electrones derivan en procariotas de sus partners redox (CYP reductasas), los cuales

generalmente utilizan NADH/FADH como fuente final de electrones. Respecto a este punto, es interesante notar

la considerable diversidad de partners redox observada entre los CYPs bacterianos [19]. Las especies ferroso-
superóxido poseen una naturaleza intrínsecamente inestable, y luego de tomar dos protones del ambiente, se

produce la ruptura de enlace O-O, con la consecuente liberación de una molécula de agua, y produciendo la for-
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Figura 1.3: A. Superposicición de las estructuras de dos p450. Una de ellas es la CYP113A1 también conocida como eryK
(PDB-ID: 2JJO), y la otra es la famosa p450cam (PDB-ID: 1DZ4). B. Estructura de los correspondientes ligandos, eritromicina y

alcanfor. Como puede observarse, el plegado está altamente conservado en ambas proteínas, pero aún siendo tan parecidas

son capaces de unir sustratos muy diversos tanto en tamaño como en naturaleza química.

mación de la especie de oxo-ferrilo de valencia alta, llamada compuesto I (Cp I). La estructura electrónica del Cp I

generalmente se describe como un estado [P
*+
-FeIV=O

2-
], un hierro(IV) unido a un átomo de oxígeno dianiónico,

y una porfirina catiónica. El Cp I es un oxidante muy fuerte y generalmente es capaz de abstraer un átomo de

hidrógeno de carbonos alifáticos, generando el llamado Cp II y el radical del sustrato correspondiente. En el me-

canismo típico de hidroxilación, el ligando OH del Cp II resultante (generalmente descripto como [P
*+
-FeIII-OH

-

o P-FeIV-OH
-
]) se une nuevamente al radical alifático produciendo el alcohol correspondiente y devolviendo la

enzima a su estado de reposo. Sin embargo, se ha demostrado experimentalmente que el Cp II también es capaz

de catalizar la hidroxilación y otras reacciones oxidativas [19].

1.4.4 Aplicaciones
En los últimos años, ha habido un creciente interés en utilizar los CYPs como biocatalizadores para la pro-

ducción de ciertos compuestos orgánicos, tales como drogas, agroquímicos e ingredientes alimentarios, cuya

producción por síntesis química reviste una alta complejidad y/o un elevado costo. De este modo, se aprovecha

la capacidad que tienen los microorganismos de modificar químicamente una amplia variedad de compuestos

orgánicos de una forma muy específica [20, 21, 22]. Estos procesos catalizados por enzimas en la industria son

cada día más numerosos, ya que presentan ventajas frente a los catalizadores no biológicos: la especificidad de

sustrato, la regioespecificidad, la estereoespecificidad, y las condiciones suaves y poco agresivas en las que llevan

a cabo las reacciones.

Los CYPs poseen además un tremendo potencial para la síntesis y descubrimiento de nuevas drogas, así co-
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Figura 1.4: A. Reacción catalizada por
el MtCYP121, mostrando la estructu-
ra del reactivo cicloditirosina (cYY) y el

producto micociclosina (mcic). B. me-

canismo de reacción propuesto pa-

ra MtCYP121. Los estados de oxida-

ción/coordinación del hemo relevan-

tes se encuentran etiquetados con

números: 0: Estado férrico de repo-

so con un agua como ligando axial,

1: Compuesto I con el sustrato uni-

do, 2 y 3: Compuesto II con un radical

tirosilo en las tirosinas cercana y le-

jana, respectivamente, 4: Proteína fé-

rrica unida al birradical, y 5: Proteína

férrica unida al producto micociclosi-

na (mcic). Las reacciones se designan

con letras: (a) unión y reducción de

oxígeno, (b) ruptura del enlace O-O y

liberación de agua, (c) formación del

primer radical en la tirosina cercana,

(d) transferencia electronica intramo-

lecular tirosina-tirosina dentro de la

proteína, (d’) liberación del radical cYY

y reingreso del mismo al sitio activo

de MtCYP121 con el radical localizado

en la tirosina lejana, (e) formación del

segundo radical y liberación de agua,

(f) formación del enclace C-C dentro

de MtCYP121 y liberación de mcic, (f’)

formación del enlace C-C en solución.
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Figura 1.5: Diferentes campos de investigación en p450s y sus aplicaciones.

mo también en su desarrollo. Aunque varios microorganismos han sido utilizados históricamente para la síntesis

de drogas utilizando una reacción de hidroxilación, la aplicación comercial bien establecida de los CYPs es en la

biotransformación de esteroides, tales como la hidroxilación de cortexolona a hidrocortisona por Curvularia sp
[23] a una escala de ∼100 toneladas por año. Adicionalmente, otro CYP expresado en E. Coli es utilizado para
producir provastatina a partir de compactina [24]. Muchos pasos en la síntesis de antibióticos involucran p450s

bacterianos, por ejemplo la síntesis de eritromicina y tetracenomicina requiere de la P450 eryF (CYP107) [25]. De

modo similar, varios CYPs de plantas están involucrados en la producción de Taxol, una droga ampliamente uti-

lizada en quimioterapia [26]. En otro ejemplo, la producción de la droga anticancerígena alcohol perílico a partir

de limoneno se logró a través de la CYP153 expresada en Pseudomonas putida [27]. Estos ejemplos muestran que
el verdadero potencial de los CYPs en la producción de drogas o intermediarios de drogas recién comienza a ser

explorado [28].

Por otro lado, los CYPs juegan un rol fundamental en la farmacología. Los metabolitos de drogas que produ-

cen los CYPs presentes en el hígado y otros tejidos y órganos, en general son biológicamente activos, y entender

sus efectos es crucial para evaluar la eficacia, la toxicidad y la farmacocinética de una droga. Sin embargo, ta-

les estudios requieren grandes cantidades de metabolitos puros, los cuales como se mencionó anteriormente,

pueden ser difíciles de sintetizar por métodos químicos. Una ruta alternativa para sintetizarlos es utilizar CYPs

humanas directamente. Aunque este enfoque conlleva algunas limitaciones, como actividad reducida, estabili-

dad y factibilidad de expresión en E. coli, recientemente se ha desarrollado una estrategia de inmobilización con
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varios CYPS para sintetizar metabolitos [29, 30]. Las enzimas inmobilizadas exhiben una mayor vida media. Esto

abre la posibilidad de construir biorreactores utilizando la tecnología de biochips para la síntesis de metabolitos

de drogas.

Los CYPs son empleados también como blancos para drogas. Existen ejemplos como el de la aromatasa p450

humana (CYP19A1), que oxida los andrógenos testosterona y androstenodiona produciendo los estrógenos 17b-

estradiol y estrona, respectivamente, la cual ya es utilizada como target por la droga "letrozole"para el tratamiento

del cáncer de mamas. En este sentido, los futuros avances en la biología estructural de la aromatasa podrían

proveer las bases para el diseño racional de drogas más efectivas contra este tipo de cáncer [31]. Además, en

las últimas décadas, también las CYPs microbianas han emergido como potenciales blancos para drogas, en

particular desde el descubrimiento de que algunas de ellas, como la CYP51 (14-alfadesmetilasa de esteroles)

en levadura [32] junto a otros CYPs, son esenciales para la viabilidad de Mycobacterium tuberculosis. Además, el
éxito de los inhibidores azólicos [33], que actualmente se utilizan para tratar infecciones fúngicas ha reforzado la

búsqueda de inhibidores para otros miembros de esta familia tan importante [34, 35].

Adicionalmente a la producción de drogas y metabolitos de las mismas, otros productos comerciales como

tintas y pesticidas pueden ser sintetizados utilizando CYPs. Ejemplos de ello son la producción de índigo e indi-

rrubina en cultivos bacterianos y plantas de tabaco transgénicas, lo cual posee un rol interesante para la industria

de las tintas [36, 37]. Otro campo de aplicación de la producción de tintas por parte de CYPs es la horticultura, por

ejemplo la producción de flores de colores exóticos, como ser las rosas azules se se realiza transfiriendo genes

de CYPs involucrados en la coloración de otras plantas [38].

Una aplicación adicional de estas enzimas en farmacología es su utilización como biosensores paramonitorear

niveles de droga en el plasma sanguíneo [39]. Monitorear consistentemente los niveles de droga es crítico, ya que

la presencia de variantes genéticas o interacciones droga-droga o droga-alimento alteran la respuesta a drogas

o generan toxicidad [40]. Es más, los CYPs como biosensores pueden ser utilizados para detectar contaminantes

alimenticios, tales como carbamato y pesticidas organofosforados paramejorar la seguridad alimentaria [39]. Así,

una enzima CYP inmobilizada sobre un electrodo, ya sea que se una a una droga o la convierta en su producto

oxidado, puede actuar como un biosensor.

Pero las aplicaciones de estas enzimas tan versátiles no terminan aquí. También existen desarrollos quemues-

tran su potencialidad para ser empleadas en la terapia génica con enzimas que activan prodrogas (GDEPT) para

el tratamiento del cáncer [41, 42]. Las ciencias ambientales son otro de los campos en los que los CYPs son

demandados, ya que algunos de ellos poseen la capacidad de detoxificar ciertos contaminantes ambientales

[43, 44].

Pero además de aprovechar las habilidades naturales de biotransformación de compuestos orgánicos que

poseen los microorganismos, desde que la ingeniería de proteínas se ha vuelto un proceso sencillo, existe un

gran potencial en la adaptación de las actividades de las CYPs para producir metabolitos de alto valor. En este

sentido, entender ”la naturaleza de la bestia” es un requisito fundamental para poder modificar las propiedades

catalíticas de las enzimas de manera predecible. En tal sentido, todas las aplicaciones aquí mencionadas que se

muestran resumidas en la Figura 1.5, constituyen vastas razones por las cuales resulta imperioso avanzar en el

estudio de las propiedades estructurales y mecanísticas de las p450s.

1.5 Objetivos de esta tesis

El objetivo general de esta tesis doctoral consistió en comprender la relación entre la estructura-dinámica y la

función en la familia de los citocromos p450s bacterianos.

En primer lugar se comenzó estudiando en detalle el mecanismo de reacción de la enzima CYP121, un miem-

bro singular dentro de la familia de los p450s por las características de la reacción que cataliza. Para ello se

aplicaron diversas técnicas de simulación molecular basadas en dinámica molecular clásica y cálculos híbridos

cuántico-clásicos. A partir de los resultados obtenidos se consiguió elaborar una propuesta mecanística para el

rol de esta enzima.
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A continuación se procedió a realizar un estudio más abarcativo de la diversidad estructural y funcional de la

familia de los CYPs bacterianos con el objetivo de desarrollar un método que tomando como punto de partida la

secuencia de un dado CYP y determinando una serie de propiedades físico-químicas, permita predecir el rango de

sustratos y la reacción que éste cataliza. Este desafío requirió el empleo de diversas herramientas derivadas de la

bioinformática, tales como análisis y alineamiento de secuencias y estructuras proteicas, construcción de árboles

filogenéticos, modelado de estructuras proteicas, comparación de estructuras de ligandos, docking molecular e

integración de datos provenientes de diversas bases de datos.



2
MÉTODOS

En este capítulo se presentarán de modo general los métodos que serán utilizados en la presente tesis, los

cuales se dividen en métodos de simulación computacional y métodos bioinformáticos. Los detalles relativos a la

implementación de los mismos para la resolución de problemáticas inherentes a cada capítulo, serán detallados

en los capítulos correspondientes.

2.1 Simulación computacional

Al utilizar métodos de simulación computacional es importante tener presente que éstos se basan en mo-

delos, es decir, en representaciones del mundo real que tienen características y limitaciones que los definen y

diferencian entre sí, principalmente debido al nivel de aproximación de cada uno. Es preciso entonces identificar

primero cuál de estos métodos es el indicado para dar respuesta a los interrogantes fenomenológicos que se

planteen. Por un lado, los modelos más detallados, provenientes de la química cuántica (QM, por sus siglas en in-

glés, Quantum Mechanics) consideran de manera explícita la densidad electrónica de los átomos intervinientes en
un sistema, por lo que permiten estudiar y resolver problemas referentes a mecanismos de reacciones químicas

(formación y ruptura de enlaces covalentes), transferencia de cargas, estados electrónicamente excitados, espec-

troscopías IR, Raman, RMN, y UV-Vis. Por otro lado, los modelos de mecánica molecular o clásica (MM, por sus

siglas en inglés,Molecular Mechanics), caracterizados por un nivel de detallemenor, consideran a los átomos como
esferas rígidas con cargas puntuales, por lo que ya no permiten describir cambios en la distribución electrónica.

Estos modelos MM son utilizados para resolver problemas referentes a la dinámica de sistemas de biomoléculas

(proteínas, lípidos, carbohidratos, ácidos nucleicos) dependiente del tiempo y del entorno, cambios conforma-

cionales pequeños, difusión de ligandos, determinación de factores moleculares que intervienen en una función

biológica particular, interacciones proteína-proteína, proteína-ligandos, proteína-inhibidores, proteína-ADN. Da-

do que los modelos MM describen a los sistemas de manera mucho más aproximada que los modelos QM, el

costo computacional asociado a la simulación de sistemas con un modelo u otro varia inmensamente. Mientras

que en general suelen estudiarse sistemas QM de un tamaño aproximado de entre 50 y 150 átomos con tiempos

de simulación de la escala de decenas a cientos de ps, los sistemas MM suelen abarcar hasta 3 órdenes de mag-

nitud más (150.000 átomos), y tiempos de la escala de cientos de nanosegundos. En las secciones siguientes se

hará una breve descripción sobre cómo funcionan los métodos cuánticos, clásicos e híbridos cuántico-clásicos,

seguido de técnicas de muestreo de la superficie de energía potencial de los sistemas.

2.1.1 Métodos basados en la mecánica cuántica
Cuando se desea predecir las propiedades de sistemas moleculares microscópicos, considerando la distri-

bución electrónica de un sistema, se deben resolver las ecuaciones de la mecánica cuántica, que tienen como
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ecuación fundamental a la ecuación de Schrödinger dependiente del tiempo:

ih̄
∂

∂t
Ψ(r, t) =

[
−h̄2

2µ
∇2 + V(r, t)

]
Ψ(r, t) (2.1)

Esta ecuación, donde ∇ es el gradiente, es una ecuación diferencial cuya solución consiste en obtener la
función de onda Ψ, que da la descripción matemática de un sistema de partículas cuánticas, sujetas al potencial
dado (V). La función de onda contiene toda la información necesaria para calcular las propiedades del sistema.
El objetivo básico de la química cuántica es resolver la ecuación de Schrödinger para un sistema molecular, pero

dado que resulta imposible resolverla de forma exacta, se deben buscar soluciones aproximadas. El primer paso

en el camino a la solución consiste en suponer que el potencial es independiente del tiempo. A partir de esto

se deduce una ecuación independiente del tiempo, cuya solución solo depende de las coordenadas espaciales

de las partículas, que además está unívocamente relacionada con la energía del sistema. Si se define ahora al

operador hamiltoniano como:

Ĥ =
−h̄2

2µ
∇2 + V (2.2)

la ecuación de Schrödinger se reduce a:

ĤΨ(r) = EΨ(r) (2.3)

La ecuación de Schrödinger es, por lo tanto, una ecuación diferencial en derivadas parciales de autovalores,

en donde un operador H actúa sobre la autofunción Ψ(r), obteniendo como resultado a la función multiplicada
por un escalar E, que es la energía del sistema. La segunda simplificación que se debe tener en cuenta es la
denominada aproximación de Born-Oppenheimer, que consiste en desacoplar el movimiento de los núcleos del

de los electrones. Este procedimiento se justifica ya que la velocidad relativa de los núcleos con respecto a la de

los electrones resulta ser despreciable. Así, se asume que los electrones se mueven en un potencial de cargas

positivas estáticas dadas por las posiciones nucleares. El problema queda ahora reducido a obtener la función

de onda para el siguiente operador denominado hamiltoniano electrónico, para un sistema compuesto por M

núcleos y N electrones:

Ĥel = −
N

∑
i=1

1
2
∇2

i −
N

∑
i=1

M

∑
A=1

ZA
riA

+
N

∑
i=1

N

∑
j>i

1
rij

(2.4)

En este operador se pueden distinguir tres términos, el primero representa la energía cinética electrónica, el

segundo es el potencial asociado a la interacción núcleo-electrón y el tercero es el potencial de la interacción

electrón-electrón. Si bien con las aproximaciones mencionadas se ha simplificado el problema, aún no se obtuvo

un método que permita resolver la ecuación de Schrödinger de manera exacta.

La clave para resolver de manera aproximada ecuaciones diferenciales de este tipo es utilizar el principio o

teorema variacional. Éste postula que al evaluar la energía con una función de prueba ψ′(r) (diferente de aquella
que es solución exacta de la ecuación que no se conoce), la energía que se obtendrá será siempre mayor a la

energía real (la correspondiente a la función de onda que es solución exacta) del sistema, o sea:

〈
ψ′(r)|Ĥ|ψ′(r)

〉
≥ E0 (2.5)

donde E0 representa la energía real del sistema que corresponde a evaluar:〈
ψ(r)|Ĥ|ψ(r)

〉
= E0 (2.6)

y la función de onda es la función de onda real del sistema, solución exacta de la ecuación de Schrödinger

para el estado fundamental. Esto permite proponer como estrategia para encontrar soluciones aproximadas de

la ecuación de Schrödinger, la búsqueda de aquellas funciones que minimicen la energía del sistema. Dado el



DECODIF ICANDO LA DIVERSIDAD CATALÍT ICA DE LOS CITOCROMOS P450 BACTERIANOS MEDIANTE MÉTODOS

BIOINFORMÁTICOS 21

operador hamiltoniano, existe un conjunto infinito de soluciones (cada una representada por una autofunción

|Ψi〉 y su autovalor εi) que se pueden ordenar de manera creciente según:

Ĥ|Ψi〉 = εi|Ψi〉 i = 0, 1, 2, ... ε0 ≤ ε1 ≤ ... ≤ εi ≤ ... (2.7)

Aquí si los diferentes εi son los autovalores exactos, entonces ε0 es la energía del estado fundamental, ε1 es

la energía del primer estado excitado, etc.

Teoría del Funcional de la Densidad (DFT)
Un formalismo alternativo para describir los sistemas atómico moleculares cuánticamente, que se ha popu-

larizado en los últimos años debido a su eficiencia computacional y a la calidad de los resultados obtenidos, se

conoce como teoría del funcional de la densidad (DFT)[45]. La teoría de los funcionales de la densidad se basa

en los teoremas de Hohenberg y Kohn formulados en los años 60 que permiten describir el problema electró-

nico usando la densidad de carga electrónica (ρ). El primero de los teoremas establece que la función de onda,

y por ende cualquier propiedad del sistema, se halla unívocamente determinada por la densidad electrónica del

sistema. En el contexto de DFT entonces, la energía E en función de la densidad está dada por:

E[ρ] = T[ρ] + Vee[ρ] + Vne[ρ] (2.8)

donde los términos corresponden a la energía cinética (T), la interacción electrón-electrón (Vee) y la interacción

núcleo-electrón (Vne). Usando diferentes definiciones de cada uno de los términos anteriores, y utilizando la

aproximación de Kohn y Shamque considera un sistema de referencia de electrones no interactuantes, la fórmula

final para el funcional de la densidad puede escribirse como:

E[ρ] = Ts[ρ] + Vne[ρ] +
1
2

∫∫
ρ(r1)ρ(r2)

r12
dr1dr2 + Exc[ρ] (2.9)

Con esta definición se puede calcular la energía para todos los términos, excepto por la relativamente peque-

ña contribución del término de intercambio y correlación (Exc), cuya forma funcional no es conocida. La teoría

del funcional de la densidad, sumado a la aproximación de Kohn y Sham se basa en un funcional exacto por

definición, donde los efectos debidos a la naturaleza cuántica del electrón, el intercambio y la correlación son

descriptos por el término Exc. Sin embargo, como la dependencia funcional de Exc con la densidad es descono-

cida, esto implica que la precisión y calidad de un cálculo basado en DFT estará íntimamente relacionada con la

aproximación utilizada para darle forma al funcional de intercambio y correlación. Existen muchos funcionales

de intercambio y correlación. Los más utilizados en sistemas bioquímicos son: BLYP, B3LYP, PBE [45, 46, 47].

Ya sea resolviendo la ecuación de Schrödinger o utilizando DFT, lo que se obtiene de un cálculo cuántico es,

para esa configuración (o conformación) del sistema particular, la estructura electrónica (función de onda) y la

energía.

2.1.2 Métodos basados en la mecánica clásica
Muchos sistemas de interés en química y biología requieren del estudio molecular de sistemas de gran can-

tidad de átomos, como por ejemplo las proteínas. Para este tipo de sistemas resulta, aún con el poder compu-

tacional existente hoy en día, prácticamente imposible su tratamiento completo con mecánica cuántica. Es por

esto que en gran cantidad de problemas en los que no se requiere un detalle de la distribución electrónica, se uti-

lizan métodos basados en la mecánica clásica, comúnmente denominados "mecánica molecular"(MM). En estos

métodos se ignora el movimiento de los electrones, y se calcula la energía exclusivamente en función de las posi-

ciones de los núcleos. Sin embargo, la mecánica cuántica se utiliza para el desarrollo de los distintos parámetros

requeridos para el cálculo, que se explicarán en la próxima sección.

Un cálculo de dinámica molecular es la sucesión de una serie de pequeños pasos elementales que han de

realizarse millones, o incluso billones de veces: En primer lugar se calcula la energía potencial asociada a una
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conformación de la proteína. Para ello se utiliza un funcional clásico muy sencillo denominado campo de fuerzas

(force-field) que ha sido parametrizado para reproducir resultados experimentales en sistemas modelos, o cálcu-
losmecanocuánticos de alto nivel. Luego el cálculo de la derivada de la energía respecto a las posiciones atómicas

permite obtener la fuerza que actúa sobre cada partícula del sistema. La segunda ley de Newton permite enton-

ces asignar las aceleraciones que actuarían sobre cada partícula (de masa conocida) de la molécula. Escogiendo

un incremento de tiempo tan pequeño que permita suponer que en él la aceleración es constante, es posible

obtener numéricamente las velocidades que actúan sobre cada partícula del sistema por simple integración de

las aceleraciones respectivas. Finalmente, la integración de las nuevas velocidades permite obtener las nuevas

posiciones asignadas a cada partícula de la proteína. Al final de este proceso se ha conseguido realizar un paso

de integración que corresponderá a la evolución del sistema en un pequeño elemento de tiempo. Repitiendo

este proceso millones de veces, se simula la evolución temporal del sistema.

Campos de fuerza clásicos
En los métodos de mecánica molecular, la energía potencial viene dada por lo que se denomina campo de

fuerza, que no es más que una expresión de la energía potencial dependiente de las coordenadas de los núcleos

y una serie de parámetros. La expresión del campo de fuerza AMBER 99SB [48] - el cual fue utilizado para los

cálculos realizados en este trabajo - contiene dos clases de contribuciones, las contribuciones de unión y las de

no unión. Las de unión, se calculan para átomos formando un enlace o como máximo a 2 átomos de distancia,

e incluyen penalidades para las desviaciones respecto de su valor de equilibrio de distancias de enlace, ángulos

y ángulos diedros. Mientras que las dos primeras se representan a través de un potencial armónico centrado en

la distancia de equilibrio, los ángulos diedros o torsiones están descriptos con una función periódica. Las contri-

buciones de no unión, se computan entre átomos que están en diferentes moléculas o a más de 4 enlaces de

distancia, y se dividen en interacciones electrostáticas basadas en la ley de Coulomb, por un lado, y un potencial

de Lennard-Jones, que describe en forma aproximada las interacciones dispersivas y la repulsión originada por

el principio de exclusión de Pauli a distancias muy cortas. La expresión de la energía potencial resulta en el caso

del campo de fuerzas AMBER utilizado en esta tesis en:

E(rN) = ∑
enlaces

kb,i

2
(ri − ri0) + ∑

angulos

kθ,i

2
(θi − θi0) + ∑

torsiones

Vn

2
cos(nv− γ)+

N−1

∑
i=1

N

∑
j=i+1

εij

(σij

rij

)12

− 2

(
σij

rij

)6
+

qiqj

4πε0rij


(2.10)

Analicemos en detalle cada una de las contribuciones al campo de fuerza clásico. El primer término modela la

contribución de estiramiento de los enlaces, el cual se describe a través de un potencial armónico. En éste, kb,i

corresponde a la constante de fuerza asociada a la unión i y rio a la distancia de equilibrio de la misma unión. Si

bien unamejor descripción de un enlace químico se obtendría con un potencial como por ejemplo el sugerido por

Morse, este contiene un parámetro adicional y no es tan comúnmente utilizado en cálculos MM debido a su costo

adicional. Por otra parte, el potencial armónico resulta una buena y sencilla aproximación al potencial real en la

zona cercana al mínimo, donde no hay ruptura de enlaces. El segundo término corresponde a las contribuciones

dadas por las flexiones angulares. Estas también se representan con un potencial armónico de constante kθ,i y

valor de equilibro θ0. Normalmente, la energía requerida para modificar un ángulo es menor a la requerida para

variar la distancia entre dos átomos, por lo que los valores de kθ,i suelen ser menores que los de las constantes

kb,i. El término asociado a las torsiones o ángulos diedros presenta tres parámetros:Vn corresponde a la barrera
energética asociada a la rotación entre dos mínimos sucesivos, n representa la multiplicidad del potencial, es

decir indica el número de mínimos encontrados entre 0°y 360°, y por último γ, que corresponde a la fase de la

función sinusoidal.

El último término de la ecuación 2.10 contiene las contribuciones de no unión, y depende de la distancia entre

pares de átomos, rij. La primera parte, corresponde al potencial de Van der Waals, y contiene los parámetros
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εij, asociado a la profundidad del pozo de energía, y σij, correspondiente a la distancia entre los átomos corres-

pondiente al mínimo de energía. La parte electrostática contiene como parámetros las cargas parciales sobre los

átomos qi y qj. En el campo de fuerzas de AMBER, la distribución de cargas es representada a través de cargas

puntuales ubicadas en el centro de las coordenadas de cada átomo. Estas cargas se obtienen de manera de

reproducir el potencial electrostático de la molécula, a partir de cálculos cuánticos.

Para disminuir el costo computacional asociado a los términos de no unión, se utiliza un radio de corte, tal

que para los átomos que se encuentran a una distancia mayor que este radio de corte estas interacciones no se

computan. En el caso de las interacciones de Lennard-Jones, al ser de corto alcance, esto no genera un problema

siempre que el radio de corte sea lo suficientemente grande (usualmente entre 8 y 12 Å). En el caso de las

interacciones coulómbicas, de mayor alcance, en los casos en que se utilizan condiciones periódicas de contorno

en la simulación se utiliza una metodología denominada sumas de Ewald, un método originalmente desarrollado

para el estudio de cristales iónicos, en su implementación denominada Particle Mesh Ewald (PME)[49, 50]. Esta

metodología se utiliza para calcular las interacciones electrostáticas totales entre los átomos presentes en cada

celda unidad, de forma muy eficiente. La energía electrostática se calcula en dos partes: la primera parte, en la

cual a las interacciones electrostáticas de corto alcance se calculan en el espacio real mientras que la segunda

parte (en el espacio recíproco) se calcula utilizando la transformada de Fourirer. Este procedimiento tiene como

ventaja una convergencia mucha más rápida que utilizando cálculos de interacciones directas. De esta manera

se logra tener en cuenta las interacciones electrostáticas de largo alcance más allá del radio de corte de las

interacciones de no unión, en forma altamente eficiente.

Parámetros asociados
Es importante notar que la mera expresión de la energía potencial no es suficiente para definir un campo de

fuerza. El campo de fuerzas es constituido además por la gran cantidad de parámetros asociados a cada uno de

los sumandos en la energía potencial. Para el caso de simulación de proteínas, el campo de fuerza de AMBER

contiene los parámetros asociados a los aminoácidos naturales presentes en la mayoría de las proteínas, en

sus distintos estados de oxidación o protonación, cuando corresponda. En este contexto, puede hablarse de la

transferibilidad del campo de fuerza. Es decir, el hecho de que el mismo conjunto de parámetros puede utilizarse

para moléculas asociadas. Por ejemplo, los parámetros para un residuo de triptofano serán los mismos en todas

las proteínas estudiadas, y no será necesaria su parametrización en cada proteína que se desee estudiar. En el

campo de fuerza de AMBER, los átomos dentro de cada residuo reciben un nombre de átomo y un tipo de átomo.

Los tipos de átomo permiten que no sea necesario incluir parámetros para cada átomo incluido en cada uno de

los aminoácidos. Distintas especies pueden poseer el mismo tipo de átomo, y los parámetros asociados a las

uniones, los ángulos y los diedros (los denominados parámetros de unión) se dan por tipo de átomo, en lugar de

para cada átomo de cada residuo en particular. Si bien en el campo de fuerza se incluyen parámetros específicos

para todos los aminoácidos naturales y otras moléculas comúnmente encontradas en los sistemas biológicos,

para incluir modificaciones post-traduccionales como la fosforilación, será necesario obtener los parámetros

necesarios para realizar la simulación. El concepto de transferibilidad del campo de fuerza se utiliza a la hora de

simular compuestos tipo droga y no tener que obtener de cero los parámetros de enlace (distancias de enlace,

ángulos, diedros y ángulos impropios). En este trabajo utilizamos la estrategia desarrollada en el Generalized
AMBER Force Field (GAFF). [51] sólo siendo necesario derivar las cargas parciales mediante cálculos cuánticos y el
algoritmo RESP (Restraint Electrostatic Potential).

Modelos para el solvente
La gran mayoría de los fenómenos bioquímicos de interés ocurren en solución acuosa; no es de extrañar en-

tonces el esfuerzo que químicos y físicos han hecho para desarrollar modelos que permitan simular esta vital

sustancia. Dentro de los componentes utilizados para modelar al agua se encuentran fluidos dieléctricos, cargas

puntuales fijas, cargas fluctuantes, dipolos puntuales, potenciales tipo Lennard-Jones, potenciales armónicos de
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enlace, entre otros. La utilización de dichos componentes, así como la parametrización de los mismos, depen-

den en buena medida de qué propiedad interesa reproducir y con qué nivel de precisión en relación al costo

computacional asociado. En los cálculos realizados en este trabajo, se utilizó un modelo de agua simple denomi-

nado TIP3P. En los modelos de agua simples, cada molécula de agua se mantiene en una geometría rígida, y la

interacción entre moléculas de agua se describe a través de interacciones coulómbicas y de Lennard-Jones. En el

modelo TIP3P se ubican tres cargas puntuales, una sobre cada átomo de la molécula. La carga negativa ubicada

en el átomo de oxígeno (qO = -0.834) es compensada por las cargas positivas en los átomos de hidrógeno (qH =

+0.417). La distancia entre el oxígeno y los átomos de hidrógeno (rOH = 0.96 Å), así como el ángulo HOH (104.5°)

se mantienen fijos (mediante el uso del algoritmo de SHAKE [52]). Otros modelos de agua simples usualmente

utilizados son por ejemplo el modelo SPC/2 o su actualización SPC/2, y el modelo TIP4P, que utiliza cuatro puntos

en vez de tres para describir la distribución de cargas. Los valores de los parámetros asociados a los modelos de

agua simples se desarrollan de forma de reproducir las propiedades del agua medidas experimentalmente como

la densidad, la función de distribución radial, y otras propiedades fisicoquímicas.

2.1.3 Métodos híbridos cuántico-clásicos (QM/MM)
Los métodos basados en la mecánica cuántica presentan información de la distribución electrónica del sis-

tema y son imprescindibles cuando se desea estudiar procesos reactivos, pero traen aparejado un gran costo

computacional. Por otro lado, los métodos llamados de mecánica molecular clásica (basados en campos de fuer-

za) presentan un costo computacional extremadamente menor, y permiten estudiar fenómenos estructurales

asociados a moléculas de gran cantidad de átomos. Resulta entonces natural pensar que pueden combinarse

ambas metodologías para el estudio de un sistema en el que sea necesaria una descripción de la densidad elec-

trónica de una cierta región, que se debe describir con mecánica cuántica, y el resto del sistema puede tratarse

con mecánica clásica. Un ejemplo de aplicación de este tipo de metodologías es el estudio de reacciones enzimá-

ticas. [53, 54, 55, 56, 57, 58].

En ellas, el sitio reactivo debe tratarse necesariamente con mecánica cuántica, pero el resto de la enzima pue-

de tratarse clásicamente. Esto constituye un avance significativo respecto de la utilización de sistemas modelo

para tratar este tipo de problemáticas, en los que solo se incluía el sitio activo y algunos grupos pequeños relevan-

tes. En las metodologías híbridas se considera el efecto de toda la proteína, en la mayoría de los casos crucial en

el desarrollo del fenómeno reactivo. Para aplicar una metodología QM-MM, en primer lugar es necesario definir

el sector del sistema que se tratará con mecánica cuántica, que llamaremos subsistema QM. El resto del sistema

subsistema MM se tratará con mecánica clásica. Para la elección, debe tenerse en cuenta que cuanto mayor sea

el subsistema QM, mayor calidad tendrá el cálculo, pero también su costo se incrementará significativamente.

En el caso de que la simulación a realizar consista en el estudio de una molécula inmersa en un solvente, resulta

natural elegir como subsistema QM a la molécula a estudiar y tratar a solvente con MM. En el caso del estudio de

una reacción enzimática, la elección es más compleja. Resulta imprescindible incluir en el subsistema QM todos

los átomos que incluyan enlaces que puedan romperse o formarse durante el proceso de interés. Sin embargo,

para obtener una buena representación del problema de estudio, normalmente se requiere incluir una mayor

cantidad de átomos que simplemente los involucrados en la reacción propiamente dicha.

Dentro de los métodos QM-MM, pueden distinguirse dos clases de metodologías: los esquemas aditivos y los

esquemas sustractivos. La metodología utilizada en este trabajo corresponde a un esquema aditivo, por lo que

nos concentraremos en este tipo de estrategias. En los métodos QM-MM aditivos, el Hamiltoniano consiste en

la suma de la contribución del subsistema QM (HQM), el subsistema MM (HMM) y un término de acoplamiento

QM-MM (HQM−MM): -

H = HQM + HMM + HQM−MM (2.11)

En este trabajo de tesis, se utilizó el programa Hybrid-SIESTA que ha sido desarrollado por el Dr. Martí y

colaboradores [55]. Este programa calcula la contribución cuántica (HQM) a nivel de DFT, teniendo en cuenta

sólo los átomos cuánticos, pero considerando a los electrones inmersos en el potencial generado no sólo por los
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núcleos de éstos, sino además por el potencial generado debido a las cargas parciales de los átomos clásicos.

La contribución clásica (HMM) es calculada empleando el campo de fuerzas de AMBER sin modificaciones. El

término crítico es el del acoplamiento cuántico-clásico (HQM−MM). Este término también está compuesto por

tres contribuciones y se calcula de acuerdo a:

EQM−MM =
C

∑
i=1

qi

∫
ρ(r)
|r− τi|

dr +
C

∑
i=1

Q

∑
α=1

qiZα

|Rα − τi|
+ ELJ

QM−MM (2.12)

SiendoC el número de átomos clásicos con cargas parciales qi yQ el número de átomos cuánticos con índice i,
r es la coordenada electrónica, τi es la posición del núcleo cuántico y Rα es la posición del núcleo clásico. El primer

término representa la interacción entre la densidad electrónica cuántica y las cargas parciales de los átomos

clásicos. El segundo representa la interacción entre los núcleos de los átomos cuánticos y las cargas parciales

clásicas. Estos dos términos representan la interacción electrostática entre los dos subsistemas. El tercer término

representa la interacción de Van Der Waals y repulsiva a corto alcance entre los átomos de ambos sistemas y se

calcula usando un potencial de Lennard-Jones idéntico al usado en el campo de fuerzas clásico.

El resultado de un cálculo híbrido consiste, de manera análoga a uno QM, en la obtención de la estructura

electrónica del subsistema QM embebido en el entorno clásico, y la energía (y fuerzas) para todo el sistema

QM+MM.

2.1.4 Exploración de la superficie de energía potencial (SEP)
La superficie de energía potencial (SEP), definida en el contexto de la aproximación de Born-Oppenheimer[45],

es una función escalar que define el valor de la energía potencial del sistema en función de las coordenadas de los

núcleos. En otras palabras, es la hipersuperficie definida por la energía calculada por un hamiltoniano QM o un

campo de fuerzas MM para cada una de las posibles configuraciones (formas de ordenar los átomos) del sistema.

Por ejemplo, en un sistema de N átomos depende de 3N variables, asociadas a las coordenadas cartesianas de
cada uno de los núcleos.

El conocimiento de la superficie de energía potencial permite obtener información cinética y termodinámica

de un sistema. De la superficie de energía potencial se puede deducir las fuerzas que sienten los átomos. Hay

puntos en la superficie para los que la fuerza que sienten todos los átomos es cero (o la derivada de V con

respecto a cada una de las coordenadas es cero). A estos puntos se los denomina puntos estacionarios, y pueden

ser máximos, mínimos o puntos silla. Los mínimos son importantes porque nos indican las coordenadas para las

que tenemos estructuras estables, mientras que las estructuras en los puntos silla corresponden a las de los

estados de transición. Para pasar de reactivos a productos hay que pasar cerca de un punto silla y la diferencia

de energía entre el mínimo y el punto silla es la barrera de potencial. El camino a través de la superficie de energía

potencial que une dosmínimos y pasa por un punto silla, es decir que une los reactivos con los productos a través

del estado de transición, se denomina camino de reacción.

Para sistemas grandes (como por ejemplo una proteína) la SEP resulta muy compleja y es imposible conocerla

en su totalidad. En esta sección se describirán distintos métodos desarrollados para explorar la SEP de forma

eficiente, que permiten concentrar la atención en el área de la SEP que se desea explorar. Si bien existe una gran

cantidad de metodologías para realizar esta tarea, se desarrollarán solamente aquellas aplicadas en los cálculos

realizados en este trabajo.

Minimización de la energía
En los mínimos de la SEP se encuentran las configuraciones o conformaciones estables. Para encontrarlos,

debe aplicarse un algoritmo de minimización. Debido a la complejidad con la que varía la SEP con las coordena-

das cartesianas, se utilizan métodos numéricos para obtener los mínimos de la función. Dentro de los diferentes

métodos, pueden distinguirse los métodos que usan las derivadas de la función a minimizar, y aquellos que no.

Dentro de los primeros, existenmétodos que utilizan solo la derivada primera (que es nula en la posición del míni-

mo), llamados de primer orden, y los que utilizan además las derivadas segundas (deben ser positivas), llamados
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de segundo orden. Los métodos utilizados en este trabajo corresponden a métodos de derivadas de primer or-

den, en particular los métodos llamados del gradiente conjugado y del gradiente descendente. La inclusión de la

derivada primera en la determinación del mínimo de energía resulta de mucha utilidad, dado que el gradiente

de la SEP indica la dirección hacia donde se encuentra el mínimo, y su valor absoluto otorga la pendiente en el

punto. El gradiente de la SEP corresponde al opuesto de la fuerza, por lo que siguiendo la dirección de la fuerza

sobre cada átomo puede gradualmente reducirse la energía del sistema. El método del gradiente descendente

realiza movimientos en dirección paralela a la fuerza neta con pasos de una longitud arbitraria fijada al inicio

del cálculo. En caso de que se realice un paso que produzca una reducción de la energía, la longitud del paso se

incrementa por un factor. En caso de producirse un incremento de la energía se procede a reducir la longitud del

paso. El método del gradiente conjugado, por su parte, se diferencia del método del gradiente descendente en

que la dirección en la que se realiza el movimiento corresponde a la dirección de la fuerza neta más la dirección

anterior multiplicada por un factor. Este factor se calcula como el cociente entre el módulo del gradiente del paso

actual y el paso anterior. De esta manera, no se observa el fenómeno oscilatorio que se observa en el método

del gradiente descendente en las zonas donde hay mínimos muy estrechos. Por último, debe tenerse en cuenta

que estos métodos apuntan siempre a la reducción de la energía, por lo que el resultado final dependerá fuerte-

mente de la configuración de partida. En otras palabras, simplemente a través de optimizaciones de geometría

como las descriptas en esta sección no se podrán atravesar barreras que conecten distintos mínimos, y el míni-

mo que se obtenga será el más cercano a la estructura de partida. Resulta entonces imprescindible la utilización

de otras metodologías que permitan un muestreo más amplio de la SEP. En el contexto de esta tesis, se utilizó la

minimización de energía para optimizar la geometría de las estructuras cristalográficas utilizadas como punto de

partida para la dinámica molecular.

Simulaciones de dinámica molecular
En los casos de la presente tesis, la complejidad de la superficie de energía potencial involucra la existencia

de gran cantidad de mínimos locales. Esto implica que no existe un solo mínimo representativo de cada sistema,

sino que existen una serie de conformaciones, que estarán presentes en mayor o menor proporción según sus

energías relativas. Cuando se realiza una medida experimental, todas las conformaciones relevantes estarán

representadas en el ensamble de moléculas presente en el sistema. Una manera de representar este ensamble

es a través de la reconstrucción de la evolución temporal de la dinámica del sistema, asumiendo que el sistema

ha evolucionado un tiempo suficiente para que haya podido explorar las distintas conformaciones disponibles

(convergencia de la simulación). La hipótesis ergódica [59] postula que el promedio temporal puede reemplazar

el promedio sobre las configuraciones de un sistema dado, dando origen así a las simulaciones basadas en

evolución temporal, diferenciándose de aquellas que buscan explorar el colectivo de configuraciones espaciales,

como el método de Montecarlo. En una simulación de dinámica molecular (DM), se realiza la reconstrucción de

la evolución temporal de la dinámica de un sistema a través de la resolución de las ecuaciones de movimiento

de Newton. En otras palabras, la trayectoria se obtiene a través de la resolución de las ecuaciones diferenciales

asociadas a:

d2xi
dt2 =

Fxi

mi
(2.13)

donde se describe el movimiento de una partícula de masa mi en la coordenada xi, con Fxi la fuerza en esa

dirección. La fuerza sobre cada una de las partículas cambia cuando la partícula modifica su posición, y es función

del movimiento de todas las otras partículas. La resolución analítica del problema no es posible, por lo que debe

recurrirse a métodos numéricos. El método implementado en el programa AMBER se denomina algoritmo de

Verlet[60], basado en el método de las diferencias finitas. En este método, la integración se parte en pequeños

pasos, separados por un intervalo de tiempo fijo δt. Se calcula la fuerza en cada partícula como la suma de las
interacciones con el resto de las partículas, y a partir de la fuerza puede calcularse la aceleración, y con ella

la nueva posición de las partículas en el siguiente paso. Durante el δt, la fuerza es considerada constante. En el
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algoritmo de Verlet se utilizan estratégicamente las expansiones de Taylor de las posiciones a diferentes tiempos,

según:

r(t + δt) = r(t) + v(t)dt +
a(t)

2
δt2 + ... (2.14)

r(t− δt) = r(t)− v(t)dt +
a(t)

2
δt2 + ... (2.15)

Sumando miembro a miembro las expresiones 2.14 y 2.15, y despreciando los términos de orden superior al

segundo, se obtiene:

r(t + δt) ≈ 2r(t)− r(t− δt) + a(t)δt2
(2.16)

Las velocidades, necesarias para la estimación de la energía cinética, no aparecen explícitamente, pero pueden

obtenerse de la resta de las mismas expresiones:

v(t) ≈ r(t + δt)− r(t− δt)
2δt

(2.17)

Debe prestarse especial atención a la elección del intervalo de tiempo δt. Cuanto menor sea éste, mayor
será la cantidad de pasos necesarios para realizar una simulación de una dada cantidad de tiempo, con lo que

incrementará el costo computacional. Sin embargo, un intervalo de tiempo demasiado grande dará origen a

inestabilidades en el algoritmo de integración. Por otra parte, debe elegirse un δt que sea menor a las escalas
de tiempo asociadas a los movimientos que se desean observar, y que permita describir el movimiento de los

átomos en la molécula. En la práctica se utiliza un intervalo de tiempo que sea aproximadamente un décimo

del movimiento característico más rápido del sistema. En el caso de un sistema de átomos simulado de manera

clásica, los movimientos más rápidos están asociados a las vibraciones de los enlaces, que se encuentran en el

orden de los fs (1 fs equivale a 10−15
s). Por lo tanto, un intervalo de tiempo de 0,1-0,2 fs resulta apropiado. Las

vibraciones más rápidas están asociadas a los enlaces en los que uno de los átomos involucrados en la unión

es un átomo de hidrógeno. Una estrategia para aumentar el δt y así acelerar los cálculos consiste en utilizar el
algoritmo SHAKE[61], que permite fijar estas uniones en sus posiciones de equilibrio.

Normalmente, es deseable realizar las simulaciones de DM a temperatura constante. De acuerdo al principio

de equipartición de la energía, la temperatura está relacionada con la energía cinética (K) de la siguiente manera:

K =
N

∑
i=1

miv2
i

2
=

3kBT
2

N (2.18)

donde mi y vi corresponden a la velocidad y la masa de la partícula i y N es el número de partículas del siste-
ma. Por lo tanto, una manera simple de mantener la temperatura constante consiste en escalar las velocidades.

Sin embargo, este método no refleja la naturaleza fluctuante de la temperatura alrededor de un promedio, y por

ello no resulta ser el mejor de los enfoques de control térmico de las simulaciones. Uno de los métodos más

utilizados para regular la temperatura en una simulación de DM es el algoritmo de Berendsen[62]. El mismo con-

siste en acoplar el sistema a un baño externo cuya temperatura se fija en la temperatura deseada, que remueve

o entrega calor según sea necesario. Supongamos que a un tiempo dado t el sistema posee una temperatura
T(t). Puede verse de la ecuación 2.18 que si las velocidades se escalan por un factor λ, el cambio asociado en la

temperatura resulta:

∆T = (λ2 − 1)T(t) (2.19)

En este método, las velocidades se escalan en cada paso, de manera que el cambio en la temperatura es

proporcional a la diferencia entre la temperatura del sistema y la temperatura del baño:

dT(t)
dT

=
1
τ
[Tb − T(t)] (2.20)
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donde τ es un parámetro de acoplamiento que determina cuan fuertemente el baño está acoplado al sistema.

El cambio de temperatura entre dos pasos sucesivos separados por δt, corresponde a:

∆T =
δt
τ
[Tb − T(t)] (2.21)

Con esta expresión, el factor de escalamiento de las velocidades λ resulta:

λ2 = 1 +
δt
τ

[
Tb

T(t)
− 1
]

(2.22)

Cuanto más grande sea este parámetro, más débil será el acoplamiento, por lo que la fluctuación en la tempe-

ratura será mayor. Normalmente, la utilización de un factor de acoplamiento entre 100 y 1000 veces más grande

que el δt elegido otorga buenos resultados para los sistemas estudiados como en esta tesis. Por otra parte, es
también común realizar simulaciones de DM en condiciones de presión constante. Para mantener la presión

constante, el sistema debe variar el volumen de la celda en la que se realiza la simulación. Berendsen propuso

entonces un esquema similar al planteado para la regulación de la temperatura, por el cual se acopla el sistema

a un baño equilibrado a una cierta presión[62]. El volumen de la celda se escala entonces en un factor γ, lo que

equivale a escalar las coordenadas atómicas en γ1/3 . Resulta entonces:

γ = 1 + κ
δt
τP

[P− Pb] (2.23)

donde κ = − 1
V

(
∂V
∂P

)
T
es la compresibilidad isotérmica, y τP corresponde al factor de acoplamiento del baño

al sistema. Luego de realizar una simulación de DM, el resultado principal que se obtiene es la trayectoria de

cada uno de los átomos que conforman el sistema a lo largo del tiempo simulado. La visualización de la misma

a través de algún programa de representación gráfica aporta gran cantidad de información sobre el sistema.

Con ella se pueden analizar la evolución de parámetros geométricos claves, como distancias, ángulos, ángulos

diedros y otros parámetros de relevancia estructural como interacciones de puente hidrógeno e hidrofóbicas.

Por otro lado, en el caso de una macromolécula, puede observarse la dinámica de la estructura terciaria, aun-

que los movimientos globales asociados a ella muchas veces requieren un largo tiempo de simulación para ser

observados.

2.1.5 Estimación de energía libre: Integración termodinámica
El método de integración termodinámica (TI) es uno de los más utilizados para calcular diferencias de energía

libre a partir de simulaciones de DM o MC. Consiste en comparar la diferencia en la energía libre entre dos

estados dados (por ejemplo, A y B) cuyas energías potenciales UA y UB poseen diferentes dependencias de las

coordenadas espaciales. Debido a que la energía libre de un sistema no es una simple función de las coordenadas

del sistema en el espacio de fases, sino una integral pesada por Boltzmann sobre el espacio de fases (función de

partición), la diferencia de energía libre entre dos estados no puede ser calculada directamente. En la integración

termodinámica, la diferencia de energía libre se calcula definiendo un camino termodinámico entre los estados

e integrando sobre los cambios de entalpía promediados por el ensamble a lo largo del camino. Es decir que

se trata de cambiar sutilmente el sistema como está definido por los correspondientes parámetros clásicos del

campo de fuerza, para pasar de la condición inicial a la final. El cambio se ejecuta representando el sistema como

una combinación lineal de los estados inicial y final de acuerdo al siguiente Hamiltoniano, variando el parámetro

de acoplamiento λ en once pasos discretos, desde λ=0 hasta λ=1.

H = HAλ = (1− λ)HB (2.24)

Donde H corresponde al Hamiltoniano actual (es decir, el campo de fuerzas utilizado para realizar la DM), HA
corresponde al campo de fuerzas clásico con los parámetros correspondientes al estado inicial yHB lo equivalente
para el estado final. El resultado de un cálculo de TI consiste por lo tanto en la obtención del valor correspon-

diente a la diferencia de energía libre entre los estados A y B (∆GAB).
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2.2 Métodos bioinformáticos

Hasta aquí se han descripto los métodos que permiten estudiar en detalle atomístico la estructura y función

de una proteína. A continuación nos abocaremos a la descripción de los métodos que nos permiten obtener

información funcional y arribar a conclusiones generales para un conjunto de proteínas de una misma familia.

La revolución de datos genéticos que se generó a partir del surgimiento de las técnicas de secuenciación (y

continúa acentuándose en la medida en que éstas se vuelven cada vez más poderosas), derivó en la creación

de numerosas bases de datos repletas de secuencias de nucleótidos y proteínas. Pero aunque el número de

secuencias en las bases de datos está en el orden de varios millones, para la mayoría de ellas no se conoce

ningún tipo de información adicional. Es aquí donde aparece el gran desafío de la bioinformática: convertir esa

información en conocimiento biológico útil [63].

Para conocer más sobre una determinada secuencia, es preciso realizar diversos análisis, que dependerán del

tipo de información que se desee obtener. Una de las etapas claves del análisis de secuencias es el alineamiento

entre pares de secuencias para detectar homología y la comparación de una secuencia nueva contra una base

de datos de secuencias conocidas para buscar similitudes que nos den alguna pista sobre la secuencia nueva. A

su vez, las similitudes a nivel de secuencia pueden ayudar a realizar predicciones sobre la estructura proteica, y

las secuencias de proteínas o ADN de diferentes organismos pueden ser comparadas para construir árboles filo-

genéticos, que representan las relaciones evolutivas entre especies o dentro de una misma familia de proteínas.

La idea principal que subyace al análisis de secuencias se basa en la evolución, dado que las biomoléculas

importantes están conservadas entre organismos. Si la función proteica se conserva, entonces la secuencia tam-

bién debería estar conservada, y esto es lo que permite que las lecciones aprendidas para una proteína puedan

ser transferidas a otra si las secuencias en cuestión son lo suficientemente similares. Este concepto, descripto

oportunamente en la Introducción, es lo que se denomina falacia por asociación.

2.2.1 Alineamiento de secuencias múltiples (ASM)
Los alineamientos múltiples pueden ser usados para encontrar patrones interesantes que caractericen a cier-

tas familias de proteínas, para construir árboles filogenéticos, para detectar homología entre secuencias nuevas y

familas existentes y para ayudar a predecir la estructura secundaria y terciaria de nuevas secuencias. En general,

el alineamiento de múltiples secuencias resulta ser una prueba más confiable de similitud que un alineamiento

de a pares. Esto se debe a que la inclusión de un número mayor de secuencias tiende a resolver las ambigüeda-

des que surgen en el alineamiento de a pares. Además, un alineamiento múltiple proporciona más información

que un alineamiento de a pares sobre las posiciones de aminoácidos individuales, tales como la conservación

general y las relaciones evolutivas. Esto cobra especial relevancia cuando se emplean métodos de comparación

de secuencias para la contrucción de árboles filogenéticos. El alineamiento múltiple es especialmente útil para

ilustrar la conservación de la secuencia. Cuando la conservación se observa en muchas secuencias, puede ayu-

dar a identificar aminoácidos que son importantes para la función o para la integridad estructural del plegado

proteico.

Una forma muy conveniente de representar matemáticamente un AMS es a través de un modelo oculto de

Markov (del inglés HMM). Los modelos ocultos de Markov son modelos probabilísticos que consisten en una serie
de estados que representan las posibles letras en cada una de las columnas de un AMS. Este tipo de representa-

ción resulta muy útil por ejemplo cuando se cuenta con un perfil de un HMM que representa la secuencia de una

familia de proteínas y se quieren buscarmás homólogos que pertenezcan a lamisma familia. Demanera análoga,

si se tiene una base de datos de HMMs pre-construidos, es posible determinar dada una única secuencia a cuál

de los perfiles se parece más. Esta estrategia puede emplearse para la anotación y clasificación de secuencias.

En este trabajo de tesis se construyeron HMMs para clasificar las secuencias de p450s en las etapas iniciales de

la predicción de función.
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2.2.2 Alineamiento de estructuras proteicas
Aunque es mucha la información que puede obtenerse a partir del análisis de las secuencias, existen nume-

rosas limitaciones al utilizar información unidimensional solamente. Por ejemplo, no es posible determinar el

modo de unión de las moléculas que interactúan con las proteínas, tales como sustratos, inhibidores, cofactores,

etc. Tampoco es posible analizar estabilidad, plegado o efectos de mutaciones utilizando la secuencia solamen-

te. Para realizar tales análisis necesitamos la estructura, es decir, las coordenadas tridimensionales de todos los

átomos de la proteína.

El alineamiento estructural intenta establecer similitud entre dos o más estructuras proteicas en base a su for-

ma y conformación tridimensional. Este proceso no requiere el conocimiento a priori de posiciones estructurales
equivalentes, por lo que es una herramienta muy valiosa para la comparación de proteínas con baja similitud de

secuencias, donde las relaciones evolutivas entre las proteínas no son detectadas fácilmente por las técnicas de

alineamiento de secuencias estándar. Típicamente los resultados de un alineamiento estructural consisten en

una superposición de los conjuntos de coordenadas atómicas y un valor para la desviación del valor cuadrático

medio (RMSD) entre las estructuras, junto a un alineamiento de las secuencias correspondientes.

RMSD
La desviación del valor cuadrático medio (RMSD) es la medida de la distancia promedio entre los átomos

(usualmente los del esqueleto proteico) de proteínas superpuestas. Esta métrica se utiliza comúnmente para

medir la similitud entre estructuras tridimensionales de proteínas y se calcula como se muestra en la ecuación

2.25, donde ai y bi corresponden a los pares de átomos y N es el número total de átomos del sistema.

RMSD =

√√√√ 1
N

N

∑
i=1
‖ ai − bi ‖2

(2.25)

Existen diversos programas que permiten comparar estructuras mediante el alineamiento estructural. En este

trabajo de tesis, en particular se empleó la función super implementada en el programa PyMOL[64]. Este progra-
ma dispone de varias funciones para alinear estructuras, siendo las más comúnmente utilizadas align y super.
La diferencia entre ambas radica en que la primera realiza un alineamiento de secuencias previo a la superposi-

ción de estructuras, lo que hace que falle cuando la identidad de secuencias es baja. Super, en cambio, realiza el
alineamiento independientemente de la secuencia, es decir, solo se basa en la superposición estructural, por lo

que es un método más robusto que el anterior para proteínas con baja identidad de secuencia.

2.2.3 Comparación de estructuras de ligandos
A los fines de poder comparar estructuras de ligandos computacionalmente, se debe contar en primer lugar

con una representación adecuada de los mismos, dado que la representación tradicional de química orgánica (en

dos dimensiones) que se utiliza paramoléculas, si bien resulta ideal para el químico, no es válida para uso compu-

tacional ni especialmente para los algoritmos de búsqueda y almacenamiento informático. Por este motivo, es

que en las bases de datos que almacenan información de estructura química, se utilizan otras representaciones

para las moléculas pequeñas. Si bien existen varias de estas representaciones informáticamente amigables, una

de las más extendidas es la denominada SMILES (acrónimo para Simplified Molecular Input Line Entry System) que
es una notación lineal que permite representar moléculas y reacciones. A modo de ejemplo, el siguiente SMI-

LES corresponde a la molécula de ácido acético: CC(=O)O. En la Figura 2.1 se ilustra el mecanismo por el cual se

construye un SMILES para una molécula más compleja, como es el caso del antibiótico ciprofloxacina.

Los SMILES contienen la misma información que puede encontrarse en una tabla de conectividad, pero con

la ventaja de ser mucho más compactos y más sencillos de manipular, dado que se trata de una construcción

linguística en vez de una estructura de datos computacional (como es el caso de las tablas de conectividades)[66].

Estas propiedades de los SMILES, entre otras, hacen que sean muy utilizados al manipular información química

con herramientas computacionales.
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Figura 2.1: Ejemplo del mecanismo
de generación de SMILES para la es-

tructura del antibiótico ciprofloxaci-

na. En primer lugar se abren los ciclos

y luego se escriben como ramificacio-

nes de un esqueleto principal.[65]



DECODIF ICANDO LA DIVERSIDAD CATALÍT ICA DE LOS CITOCROMOS P450 BACTERIANOS MEDIANTE MÉTODOS

BIOINFORMÁTICOS 32

En segundo lugar, para poder cuantificar el grado de similitud entre dos moléculas, es necesario codificar esa

representación de SMILES de modo de poder establecer comparaciones computacionalmente. Para este fin se

utiliza lo que se denomina fingerprints, que consisten en una representación abstracta de las características es-
tructurales de una molécula. Computacionalmente hablando, un fingerprint no es más que un arreglo booleano,
es decir, un arreglo de ceros y unos, en el cual cada elemento es verdadero o falso. Los arreglos booleanos a su

vez en general se representan como mapas de bits -arreglo de bytes o palabras en el cual cada bit representa

una posición del arreglo booleano-. Como su nombre lo indica, una característica estructural es un mapa de bits

en el cual cada bit representa la presencia o ausencia de un determinado patrón estructural.

En tercer lugar, para poder saber cuanto se parece una molécula a otra se requiere definir una medida de

similitud. En tal sentido, la proporción de subestructuras en común entre las dos moléculas parecería ser una

medida razonable de la similitud entre las mismas. En términos matemáticos, esto implica una comparación

entre los bits que son ”verdadero” en ambos fingerprints. Al describir las moléculas por la presencia o ausencia de
características, los coeficientes de asociación binaria o medidas de similitud están basados en cuatro términos: a,

b, c, d, los cuales se muestran en la tabla 2.1. En donde a es la cantidad de bits en el objeto A pero no en el objeto
B, b es la cantidad de bits en el objeto B pero no en el objeto A, c es la cantidad de bits que son "verdadero"tanto
en A como en B y d es la cantidad de bits que son "falso"tanto en A como en B.

Objeto B

0 1
Objeto A

0 d b

1 a c

Tabla 2.1: Términos que definen los
coeficientes de asociación binaria pa-

ra la comparación de fingerprints.

Existen diversos coeficientes paramedir el grado de similitud entre dosmoléculas [67]. Entre losmás utilizados

está el coeficiente de Tanimoto, el cual puede definirse como la proporción de bits ”verdaderos” compartidos

entre ambas moléculas [68, 69].

El coeficiente de Tanimoto, que fue el elegido para comparar estructuras de ligandos en este trabajo de tesis,

se define entonces como el cociente:
c

(a + b + c)
(2.26)

Esta ecuación da como resultado para cada par de moléculas un número entre cero y uno, mientras más

cercano a uno sea el valor, más parecidas son las moléculas.

A modo de ejemplo en la Figura 2.2 se muestran los valores del índice de Tanimoto que surgen de la compa-

ración de una estructura química contra otras tres con diverso grado de similitud.

2.3 Modelado por homología

Debido a que la cantidad de secuencias disponibles crece a un ritmo mucho mayor que el número de estruc-

turas, se hace necesaria la aplicación de métodos de modelado de la estructura proteica para compensar esta

diferencia. El modelado por homología es el proceso por el cual una omás proteínas de estructura conocida, cuya

secuencia es similar a la proteína de interés que carece de estructura conocida, se utilizan comomoldes para mo-

delar la estructura desconocida [70, 71, 72, 73]. En la actualidad, el modelado por homología (también llamado

modelado comparativo) [74, 73, 75] es generalmente la manera más rápida de obtener un modelo aproximado

de la estructura de una proteína cuando se conoce la estructura tridimensional de alguna proteína relacionada

que pueda ser utilizada como molde.

El modelado por homología se basa en la observación de que las proteínas que tienen estructura primaria

estrechamente relacionada (es decir, que han divergido de una proteína ancestral común durante la evolución)

comparten segmentos de conformación similar. Se asume que si las secuencias aminoacídicas están cercana-
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Figura 2.2: Ejemplos de estructuras químicas junto a sus correspondientes SMILES y el valor obtenido para el índice de
Tanimoto entre cada par.

mente relacionadas, luego la estructura 3D de la proteína puede ser predicha partiendo de las estructuras 3D de

otras proteínas que pertenezcan a la misma familia.

La metodología de modelado por homología puede dividirse en cuatro pasos principales, que se muestran en

la Figura 2.3. A continuación se presenta una breve descripción de cada uno de ellos.

2.3.1 Selección de la estructura molde más adecuada
La calidad del modelado por homología es altamente dependiente de la elección de la estructura que se

utilizará como molde. Como regla general, una estructura proteica puede proveer un modelo más o menos

acertado para otra proteína si entre ellas comparten una identidad de secuencia superior al 50% [9].

2.3.2 Alineamiento de las secuencias de la proteína a modelar y el molde
Es la etapa más importante y la más delicada, ya que la construcción del modelo se realizará conforme a

este alineamiento. Existe una gran variedad de métodos de alineamiento de secuencias proteicas, y como se

mencionó anteriormente, los AMS suelen ser más precisos que los de a pares. Por otro lado, cuando se contruye

un alineamiento para modelar por homología, se tiende a ubicar los "gaps"fuera de las regiones de estructura

secundaria de la proteína molde.

2.3.3 Generación de un modelo estructural basado en el alineamiento de secuencias
Existen varias aproximaciones para construir las coordenadas espaciales del modelo a partir del alineamiento

realizado. El método original es el que se conoce como ensamble de cuerpo rígido. Otra familia de métodos, de-

nominado modelado por coincidencia de segmentos, se basa en las posiciones aproximadas de los átomos con-

servados en los moldes. Y el tercer grupo demétodos, conocido comomodelado por satisfacción de restricciones

espaciales, utiliza un conjunto de criterios geométricos para crear una función de densidad de probabilidad para

la localización de cada átomo en la proteína. La precisión asociada a los diversos métodos es similar cuando se

los utiliza de manera óptima.

En este trabajo de tesis se utilizó el programa MODELLER [76], que es uno de los programas más ampliamente

utilizados y pertenece al conjunto de métodos que implementa el modelado por homología por satisfacción de
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modelo obtenido4
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3

Selección de la estructura 
molde más adecuada1

...ETAAAGAPRLNALTVPPEVVNNMGNIADAGLRK...

Secuencia de la proteína a modelar

Modelo estructural

Figura 2.3: Etapas del proceso de modelado por homología

restricciones espaciales. Los métodos de esta clase generan un conjunto de restricciones en la estructura de la

secuencia a modelar, basándose en su alineamiento conta las estructuras molde. Estas restricciones en general

se obtienen asumiendo que las correspondientes distancias y ángulos entre residuos alineados en las estructuras

modelada y molde son similares. Estas restricciones derivadas de la homología típicamente se complementan

con restricciones estereoquímicas sobre las longitudes de los enlaces, ángulos de enlace, ángulos diedros, y

contactos de no-unión átomo-átomo obtenidas de un campo de fuerzas de mecánica molecular. El modelo se

deriva luego minimizando las violaciones de todas las restricciones. Debido a que el modelado por satisfacción

de restricciones espaciales permite utilizar muchos tipos diferentes de información sobre la secuencia a modelar,

es quizás la más promisoria de todas las técnicas de modelado comparativo.

Modelado de loops
En cada dominio de plegamiento (usualmente asociado a una familia proteica), la variabilidad estructural es

el resultado de sustituciones, inserciones y deleciones de residuos entre los distintos miembros de la familia.

Tales cambios frecuentemente se corresponden con regiones de loops que conectan elementos de estructura

secundaria en el plegado proteico. En consecuencia, los loops frecuentemente determinan la especificidad fun-

cional del entorno proteico. Ellos son un elemento fundamental de los sitios activos y de unión, lo que hace que

la precisión en el modelado de las regiones de loops sea un factor determinante de la usabilidad de los modelos

comparativos en el estudio de las interacciones de las proteínas con sus ligandos. El modelado de los loops es un

problema complejo, y puede ser visto como el análogo al problema del plegado proteico pero a menor escala. Se

han descrito diversos enfoques para abordar este problema, entre los cuales se citan métodos ab-initio, búsque-
da en bases de datos y procedimientos que combinan ambos. En esta tesis se empleó el protocolo implementado

por defecto en el programa Modeller.

Modelado de las cadenas laterales de los aminoácidos
Análogamente que para el caso de los loops, las conformaciones de las cadenas laterales son predichas en
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base a consideraciones energéticas o estéricas.

2.3.4 Validación del modelo obtenido
La información que se puede obtener del modelo depende de su calidad, de modo que es importante po-

der evaluarla. Para evaluar los modelos obtenidos por homología, se necesitan métodos que permitan testear

la calidad de los mismos. Estos métodos deberían ser capaces de verificar la confiabilidad del modelo, es decir,

distinguir un modelo apropiadamente plegado de uno inapropiadamente plegado y evaluar propiedades geo-

métricas y estéricas de los modelos. Existen numerosos programas de testeo de calidad de los modelos con

diferentes criterios. La mayoría de los métodos han sido desarrollados utilizando datos empíricos de proteínas

globulares de estructura conocida. En esta tesis la calidad general de los modelos se testeó utilizando el método

QMEAN [77, 78] y se trabajó con estructuras conocidas de modo de poder validar los resultados obtenidos.

2.4 Análisis del contexto génico

El análisis del contexto génico puede dar indicios de la función de una proteína desconocida debido a la for-

ma en que están estructurados los genes bacterianos dentro del genoma. A los fines de reducir los recursos

empleados al activar y desactivar la transcripción génica, los genes bacterianos frecuentemente están organiza-

dos en operones. Un único operón puede contener varios genes bajo la regulación transcripcional de un único

promotor. Estos genes suelen estar relacionados de modo tal que sus productos génicos, en general enzimas,

forman parte de una vía metabólica. Por ejemplo, el producto de la enzima A es luego el sustrato de la enzima

B, la cual produce ahora otra molécula que es sustrato de la enzima C. Si las funciones de las enzimas A y C son

conocidas, pero se desconoce la función de la enzima B, el hecho de saber que la enzima A y C se encuentran

localizadas secuencialmente dentro del genoma da una pista acerca de la posible función de B: es muy probable

que la enzima B lleve a cabo una reacción química que conecte los metabolitos producidos y consumidos por A

y C respectivamente.

producto de B

sustrato de C

gen A gen B gen C

producto de A

sustrato de B

Figura 2.4: Fundamento para el uso
de la información del contexto géni-

co en la predicción de función de una

proteína.

Partiendo de esta premisa, en este trabajo de tesis nos propusimos incluir el análisis de los compuestos gene-

rados y consumidos por los genes vecinos a los p450, a fines de encontrar posibles sustratos y/o productos de

las enzimas en estudio.

2.4.1 Obtención de información del contexto génico
Para obtener la información de los genes adyacentes a los CYPs y sus correspondientes reactivos y productos,

se diseñó y programó un pipeline bioinformático específico que conecta la información de los genes, enzimas,

números EC, reacciones y compuestos disponible en la base de datos KEGG con los datos específicos de cada

compuesto químico involucrado en las reacciones de interés (por ejemplo el SMILES), disponibles en la base de

datos PubChem. El esquema de dicho pipeline se muestra en la Figura 2.5.
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tos implementado para la obtención

de sustratos y productos candidatos

por información del contexto génico.
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2.5 Docking

Las estrategias de docking tienen como objetivo predecir la estructura del complejo proteína-ligando en base

a la estructura del receptor y del ligando separados. Las técnicas comúnmente utilizadas para realizar docking au-

tomático se pueden agrupar principalmente en dos categorías: métodos de coincidencia geométrica y métodos

de simulación de formación de complejos o de docking. Los primeros crean un modelo del sitio activo, donde tí-

picamente se incluyen zonas de interacción puente de hidrógeno y zonas que son estéricamente accesibles y por

lo tanto tratan de ubicar un determinado ligando en una determinada conformación dentro del modelo, consi-

derándolo usualmente como un cuerpo rígido (por ejemplo DOCK[79], el cual es un programamuy eficiente para

hacer un barrido rápido de bibliotecas de compuestos). La segunda clase de métodos de docking corresponde a

aquellos que describen con mayor grado de detalle a la estructura del ligando y del receptor (por ej. el ligando

se ubica de manera aleatoria fuera de la proteína, y luego explora traslaciones, orientaciones y conformaciones

hasta que se encuentra el estado ideal del complejo proteína-ligando). Esta técnica es usualmente más lenta que

los métodos de coincidencia geométrica, pero permite que la flexibilidad del ligando sea considerada y pueda ser

utilizada con mayor grado de detalle para calcular la energía de unión del ligando en un sitio de unión plausible.

En este punto, Autodock es uno de los programas más ampliamente utilizados que combina una rápida manera

de evaluar la energía de interacción proteína-ligando, en base a una grilla de puntos que tiene precalculadas las

energías de interacción de a pares y que es usualmente utilizada durante toda la simulación con un algoritmo de

búsqueda genético de tipo Lamarckiano[80].

Un algoritmo de docking se define por dos elementos fundamentales. El primero es un algoritmo de bús-

queda, que permite a partir de una conformación inicial del ligando generar un conjunto de poses dentro del

receptor que deben ser evaluadas. El segundo elemento es el que permite evaluar y clasificar dichas poses y es

la denominada función de puntuación.

2.5.1 Algoritmo de búsqueda
El espacio de búsqueda en teoría consiste de todas las orientaciones y conformaciones posibles en que la pro-

teína puede combinarse con el ligando. En la práctica, explorar exhaustivamente este espacio resulta imposible.

Por esta razón es necesario utilizar heurísticas para poder aproximar una solución, inexacta pero lo suficiente-

mente buena que permita comparar entre las distintas soluciones generadas por el mismo algoritmo. En esta

tesis se utilizó el programa Autodock4, que emplea una heurística denominada algoritmos genéticos, cuyos fun-

damentos se explican a continuación.

Los algoritmos genéticos
Los algoritmos genéticos utilizan las ideas basadas en la genética y la biología evolutiva para explorar el es-

pacio conformacional del ligando en el complejo. En el caso del docking molecular, el estado particular de una

molécula se describe por un conjunto de valores que contienen información sobre la posición, la orientación y

la conformación de un ligando con respecto a la proteína. Estos son los llamados estados variables del ligando y

en los algoritmos genéticos cada estado variable es análogo a un gen. De este modo, el conjunto de estados del

ligando conforman el genotipo, mientras que las coordenadas atómicas corresponden al fenotipo. En el docking

molecular, el ajuste del ligando en una posición/conformación dada es la energía de interacción total del ligando

con la proteína, la cual es evaluada utilizando la función de puntaje. De esta manera, la estrategia de búsqueda se

puede plantear en base a un esquema híbrido de búsqueda global y luego local. Para abordar el primer punto se

recurre a los algoritmos genéticos, los cuáles requieren generar una población inicial de ligandos con diferentes

coordenadas (fenotipos), por lo general entre 150 a 300 individuos, dependiendo del tamaño del espacio de bús-

queda, que van generando descendencia. Para ello, es relevante poder generar variabilidad entre las sucesivas

generaciones y por lo tanto se imita un conocido proceso presente en la meiosis que es el llamado crossing over
o intercambio cruzado, en el cual para el caso del docking molecular, se combinan pares aleatorios de individuos

de una población entre los cuales se intercambian genes para dar lugar a un nuevo individuo, es decir, un ligando
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con un dado estado posicional y conformacional, que conlleva una mezcla aleatoria de algunos genes parenta-

les. Además, algunos individuos de la descendencia son sometidos a mutaciones aleatorias en las cuales un gen

cambia su estado por un valor aleatorio (es decir, que en la práctica, en los estados hijos el ligando presenta

conformaciones y posiciones que difieren de los parentales en algún aspecto). Por último, la selección de la des-

cendencia de la siguiente generación se hace en base a la función de energía, es decir, que solo sobrevive aquel

individuo que se encuentra en el entorno más favorable (en otras palabras, aquel que tiene el valor de energía

de interacción proteína-ligando más negativo). Con respecto a la búsqueda local, se realiza una minimización de

energía utilizando el algoritmo de Solis and Wet[81], el cual tiene la ventaja de no requerir la información del

gradiente de energía provisto a través de la superficie de energía potencial, lo que facilita la búsqueda en el espa-

cio torsional. Este método híbrido, que combina un algoritmo genético con un método adaptativo de búsqueda

local es conocido como Algoritmo Genético Lamarkiano con búsqueda local y que a diferencia de otros métodos

de exploración que han sido ampliamente utilizados como Monte Carlo o Simulated Annealing, permite abordar
problemas en los se utilizan un número mayor de grados de libertad. Además, para hacer las minimizaciones,

es posible utilizar el mismo campo de fuerzas que se utiliza para hacer el cálculo de la energía de interacción

proteína-ligando.

2.5.2 Función de puntuación
La función de puntuación es la herramienta que permite comparar y clasificar rápidamente las distintas solu-

ciones propuestas por el algoritmo de docking. Estas funciones de puntuación nacen de la necesidad de poder

clasificar una serie de poses de unamolécula para poder elegir aquellas quemejor representen el modo de unión

de la molécula X con el receptor Y. Otro rol que cumplen las funciones de puntuación es permitir comparar entre

distintas moléculas para saber cual es potencialmente el mejor compuesto que se une a un receptor dado.

La función de puntuación es en sí un estimador del ∆GU , entonces la estrategia de búsqueda a utilizar lo que

debe hacer es minimizar el valor de dicha función. A continuación se describe la función de puntuación utilizada

en la presente tesis para estimar la energía de la pose del ligando, que es la implementada en Autodock.

La función de puntuación implementada en Autodock
Para modelar la energía libre de unión proteína-ligando suele utilizarse una expansión de la conocida ex-

presión de energía libre de Gibbs agregando términos que compensan o estiman los efectos entrópicos y del

solvente, como se muestra en la ecuación 2.27

∆G = ∆GVDW + ∆Ghbond + ∆Gelec + ∆Gconf + ∆Gtor + ∆Gsol (2.27)

en donde los 5 términos del campo de fuerza incluyen dispersión-repulsión, unión hidrógeno, electrostático

y desviación de la geometría óptima en las uniones covalentes (términos de unión), respectivamente. Por su

parte, ∆Gtor modela la restricción de las rotaciones internas, rotaciones globales y traslaciones. Por último, ∆Gsol
modela la desolvatación luego de la unión del ligando y tiene en cuenta el efecto hidrofóbico (son los cambios

entrópicos del solvente en la interfase proteína-ligando). En particular, Autodock implementa una aproximación

similar utilizando el ciclo termodinámico de Wesson y Eisenberg[82]. La función incluye cinco términos (como

puede verse en la ecuación 2.28)

∆G = ∆GVDW
n

∑
i,j

(
Aij

r12
ij

+
Bij

r6
ij

)
+ ∆Ghbond

n

∑
i,j

E(t)

(
Cij

r12
ij

+
Dij

r10
ij

)
+

∆Gelec
n

∑
i,j

qiqj

εijrij
+ ∆GtorNtor + ∆Gsol

n

∑
i,j

(
SiVj + SjVi

)
e

r2
ij

2σ2

(2.28)

en donde los cinco términos de ∆G de la derecha (∆GVDW , ∆Ghbond , ∆Gelec , ∆Gtor y ∆Gsol) son coeficientes
que se ajustan contra datos experimentales de un conjunto de complejos cuyas constantes de disociación son
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conocidas. Las sumatorias se llevan a cabo sobre todos los pares de átomos del ligando, i, y de la proteína, j,
además de todos los pares de átomos del ligando que están separados por tres o más enlaces. Los tres primeros

términos incluyen las contribuciones en vacío: Un término dispersivo 12-6 de Lennard-Jones, un término direc-

cional 12-10 que incluye la interacción de puente hidrógeno, donde E(t) es un término direccional que pesa el
ángulo t entre el átomo de prueba y el átomo blanco, y por último un término que tiene en cuenta el potencial
electrostático (el cuál utiliza cargas atómicas parciales sobre cada átomo estimadas usualmente con el método

de Kollman o Gasteiger [83, 84]). El cuarto término es el que incluye la contribución a la energía libre dada por

la desolvatación, el cual está basado en el método de Stouten et al.[85], que presenta la ventaja de funcionar

correctamente con un modelo de cálculo de energía basado en el precálculo de una grilla de afinidad, como lo

hace Autodock. En este método, para cada átomo en el ligando, un volumen parcial de los átomos de la proteína

que lo rodean son pesados por una función exponencial y luego sumados, evaluando el porcentaje del volumen

alrededor de los átomos del ligando que es ocupado por los átomos de la proteína. Este porcentaje es luego

pesado por los parámetros de solvatación de los átomos del ligando para dar la energía de desolvatación. Co-

mo una medida de la penalidad entrópica dada por la restricción roto-traslacional que se produce al unirse el

ligando al receptor, se incluye un término que es proporcional a Ntor (que es el número de enlaces en el ligando

que pueden ser descriptos por una hibridación de tipo sp3). Este término es constante durante todo el cálculo

de docking ya que depende principalmente de los grados de libertad rotacionales del ligando que fueran previa-

mente definidos por el usuario (por lo general no más de 12). Finalmente, utilizando un método de interpolación

trilineal se evalúa rápidamente cada término energético para cada tipo de átomo del ligando en una dada posi-

ción, utilizando los mapas de energía que fueran previamente calculados sobre el entorno proteico. El empleo

de grillas precalculadas es clave, dado que permite reducir drásticamente el costo computacional que implica la

evaluación energética de las conformaciones.

Para la construcción de los mapas de energía, Autodock genera una grilla tridimensional en torno a las coor-

denadas de los residuos de la proteína. Un átomo de prueba visita cada punto de la grilla, se calcula la energía

de interacción y la guarda. De esta manera, el mapa de energía de cada tipo de átomo del ligando se guarda en

tablas separadas, incluyendo las energías de dispersión/repulsión y de formación de puentes de hidrógeno. Ade-

más se calcula una grilla de interacción electrostática, utilizando una partícula de prueba con una carga positiva

y una grilla que incluye las energías de desolvatación.

2.5.3 El algoritmo de docking utilizado en esta tesis
El procedimiento para hacer un cálculo de docking tal como se plantea en el esquema de AutoDock es el

siguiente:

1. Construcción de grillas en la cavidad proteica. Se crea un mapa por cada tipo de átomo presente en el ligando

(C, N, O, S, H) con información del campo electrostático y las interacciones no polares.

2. Definición de diedros rotables en el ligando.

3. Generación de la conformación del ligando en el sitio activo por medio, en este caso, de un algoritmo genético

Lamarckiano.

4. Evaluación de la conformación (estimación de la energía libre de unión).

5. Vuelta al paso 3 hasta alcanzar el número de iteraciones predefinido.



3
EL MECANISMO DE REACCIÓN INUSUAL

DE MTCYP121
3.1 Introducción

La tuberculosis ha sido desde tiempos inmemoriales un problema de salud importante, especialmente en

los paises en vías de desarrollo, causando más de dos millones de muertes por año según reportes de la Or-

ganización Mundial de la Salud. Las principales causas de este impacto están relacionadas a la necesidad de

tratamiento prolongado y a veces incompleto con las drogas de primera línea actuales (isoniazida y rifampicina),

sumado a la emergencia de nuevas cepas resistentes a tales drogas y a la interacción negativa de las mismas con

las suministradas a pacientes HIV positivos. Este escenario ha creado una necesidad urgente de nuevas drogas

antituberculínicas [34]. Un gran progreso en nuestro conocimiento sobre Mycobacterium Tuberculosis (Mt) deriva
de la secuenciación de su genoma completo, la cual entre otros hallazgos inesperados, reveló la presencia de 20

genes de CYPs diferentes [86, 87].

Entre los 20 CYPs de Mycobacterium tuberculosis, CYP121 ha despertado mayor interés, no solo debido a su
esencialidad para la viabilidad del bacilo, sino porque se ha demostrado recientemente que cataliza una reacción

de acoplamiento carbono-carbono inusual para una enzima de tipo CYP. MtCYP121 convierte su sustrato, ciclo-
ditirosina (cYY) a un producto llamado micociclosina (mcyc) (ver Figura 1.4-A), donde los dos anillos aromáticos

de tirosina están unidos covalententemente a través de un enlace C-C en posición orto respecto al grupo OH

de cada tirosina [88]. La estructura de MtCYP121 ha sido resuelta tanto en ausencia [89] como en presencia de
su sustrato [88], así como también en complejo con diferentes compuestos azólicos [89, 90, 91], y además se

obtuvieron varias mutantes de un único residuo [92].

La enzima ha sido ampliamente caracterizada en términos bioquímicos a través de métodos espectroscópicos

y mediciones cinéticas [93]. La estructura de rayos X de la enzima unida a cYY (ver Figura 3.1), muestra que una

de las tirosinas del sustrato se ubica más cerca del hemo (razón por la cual la llamaremos tirosina cercana), con

su grupo OH interactuando con dos moléculas de agua estructurales (W1 y W2 en la Figura 3.1), una de las cuales

se encuentra también coordinada al hierro férrico; mientras que la otra tirosina (a la que llamaremos tirosina

lejana) se encuentra apuntando hacia la superficie proteica, es decir, a la entrada del sitio de unión del sustrato.

Adyacente a la cYY, existen dos bolsillos llenos de moléculas de agua, lo cual sugiere que el sitio activo es fácil-

mente accesible para el solvente. Un dato interesante es que la comparación con la estructura libre no evidencia

que ocurran cambios conformacionales importantes luego de la unión de cYY (el RMSD de los carbonos alfa entre

ambas estructuras es 0.16 Å)[88]. El átomo de hierro está coordinado al agua W1, la cual también muestra inter-

acciones de puente de hidrógeno con Ser237. Este residuo posiblemente reemplaza al residuo de treonina que

se encuentra conservado en otras p450s, el cual se ha demostrado que está involucrado en la unión de oxígeno

y actúa como donante de protón al superóxido unido al hierro [94, 95]. Una característica única de MtCYP121 es
la presencia de un residuo de arginina (Arg386) cerca del hierro, la cual se ha descripto que afecta fuertemente
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Figura 3.1: Estructura de laMtCYP121
férrica unida a cYY. El sustrato cYY (so-

bre el cual se marcan la tirosina cer-

cana y lejana), el grupo hemo, los re-

siduos Cys345 (el ligando proximal),

Arg386 y Ser237 se muestran repre-

sentados con bastones. Las molécu-

las de agua del sitio activo se mues-

tran como esferas en cian. El sitio de

unión al sustrato se muestra como

isosuperficie en amarillo.

el potencial redox del hemo [92, 89]. Por último, y no por ello menos importante, un trabajo reciente analizó

la reactividad de MtCYP121 hacia diferentes análogos de sustrato, mostrando la importancia tanto del anillo de
dicetopiperazina como del correcto posicionamiento del hidroxilo de la tirosina para la conversión eficiente de

cYY [96]. Es importante notar en este punto, que aunque se ha aprendido mucho, el mecanismo preci-
so y las razones estructurales que permiten a MtCYP121 realizar esta reacción inusual aún permanecen
ampliamente desconocidos.

Mecanismo propuesto
La propuesta más común para este mecanismo de reacción de acoplamiento C-C implica la generación con-

secutiva de dos radicales en sendos anillos aromáticos, que subsequentemente se recombinan estableciendo el

nuevo enlace C-C. Son claves en esta propuesta la naturaleza de las especies que generan el primer y segundo

radical y el rol desempeñado por la matriz proteica en su generación y en el paso final de recombinación, como

se muestra en la Figura 1.4-B. Como se mencionó anteriormente, en MtCYP121, cYY está unido de modo que
un anillo de tirosina está cerca del hierro hémico (la tirosina cercana), mientras que la otra está lejos (la tirosina

lejana) (como se muestra en la Figura 3.1). En el presente caso, para que la reacción de acoplamiento tirosina-

tirosina pueda ocurrir, deben producirse dos radicales (uno en cada tirosina), que luego se combinarán para dar

origen al producto cíclico. La formación del primer radical se propone que ocurre en la tirosina cercana, debido

a la transferencia de un átomo de hidrógeno al Cp I [Pasos de reacción a-b-c en la Figura 1.4-B]. La formación del

segundo radical debería ocurrir en la tirosina lejana, y para ello se han propuesto varios mecanismos. El primero

asume que la cicloditirosina monoradicalaria (cY*Y) puede salir del sitio activo hacia la solución y reingresar en la

orientación inversa [Paso de reacción d’ en la Figura 1.4-B], produciéndose el segundo radical en un nuevo ciclo

de la enzima (es decir, a través del Cp I) o en el mismo ciclo utilizando el Cp II como oxidante. Otra posibilidad

interesante es que ocurra una transferencia electrónica interna (IET) desde la tirosina lejana hacia la cercana,

resultando de este modo en que el primer radical se localice en la tirosina lejana [Paso de reacción d en la Figura
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1.4-B], permitiendo así la formación del segundo radical por medio del hemo, otra vez utilizando el Cp I o el Cp

II como oxidante. Finalmente el acoplamiento C-C podría ocurrir con o sin ayuda de la matriz proteica [Pasos

de reacción f y f’ en la Figura 1.4-B]. Poder discernir entre tales posibilidades y comprender el rol desempeñado

por la matriz y el sitio activo proteico en la catálisis de la reacción es un asunto muy importante no solo debido

a la relevancia de MtCYP121 como potencial blanco para drogas sino también como aporte a la comprensión
general de los mecanismos catalíticos de los CYPs. En este contexto hemos decidido abordar este problema utili-

zando métodos computacionales, específicamente mecánica cuántica (QM), dinámica molecular (MD) y métodos

híbridos QM/MM.

3.2 Resultados

Dada la complejidad de la reacción realizada por esta proteína, hemos examinado separadamente los siguien-

tes tres pasos: (i) Generación del primer TYR* o cY*Y, (ii) Generación del segundo TYR* o cY*Y*, y (iii) Formación

del enlace C-C o mcic, como se describe en la Figura 1.4-B. Asimismo los resultados se presentan separadamente

para cada paso y luego son discutidos en el contexto de mecanismo completo de la reacción.

3.2.1 Generación del primer radical
Simulación por DM de cYY unido aMtCYP121
El oxidante más potente y común en los citocromos de tipo p450 es, como ya se mencionó, el Cp I. Una vez

generado en el ciclo de reacción de la enzima, el Cp I es capaz de abstraer un átomo de hidrógeno e insertar un

átomo de oxígeno en una amplia variedad de sustratos. La formamás común de determinar el producto inicial de

la oxidación en un CYP dado es por lo tanto, observar los átomos del sustrato que están cerca del hierro [97]. Para

determinar los posibles mecanismos para la generación del primer TYR*, partiendo de la estructura del cristal de

MtCYP121 unido al sustrato, hemos realizado 30 ns. de simulación de DM de cYY unido aMtCYP121, con el hemo
en distintos estados (oxi, Cp I y Cp II), y posteriormente analizamos los correspondientes parámetros geométricos

como se muestra en la Tabla 3.1. El Cp II y el hemo-oxi fueron analizados no solo con fines comparativos, sino

además por el hecho de que se ha mostrado que el Cp II es capaz de llevar a cabo reacciones oxidativas, en tanto

que al complejo oxi se le atribuye la capacidad de abstraer protones de los alrededores.

Estado hémico de la proteína
Parámetroa Oxi Cp I Cp II
FeO1-TyrOOH 3.61 ± 0.47 5.19 ± 0.29 5.31 ± 0.28
FeO1-TyrHOH 2.83 ± 0.68 4.31 ± 0.28 4.43 ± 0.28
FeO1-TyrHCA 2.68 ± 0.35 4.96 ± 0.40 5.12 ± 0.32
FeO2-TyrHOH 2.21 ± 0.66 – –

FeO2-TyrHCA 2.86 ± 0.31 – –

FeO1-HOH-TyrOOH 169° 158° 166°

.

a
FeO1 corresponde al átomo de oxígeno unido al hierro, FeO2 corresponde al

átomo de oxígeno en la molécula de O2 que no está unido al hierro, TyrOOH corres-

ponde al átomo de oxígeno fenólico de la tirosina, TyrHOH corresponde al átomo

de hidrógeno fenólico de la tirosina y TyrHCA corresponde al átomo de hidrógeno

aromático en posición orto de la tirosina.

Tabla 3.1: Interacciones entre el li-
gando hémico y la tirosina cercana.

Los valores reportados fueron toma-

dos de las respectivas DM y corres-

ponden a distancias promedio (Å) ±
DE

Los resultados evidencian que para el Cp I, TyrO no establece una interacción de puente de hidrógeno per-

manente con el oxígeno del ferrilo dada la presencia de varias (alrededor de cinco) moléculas de agua en el sitio

activo compitiendo como aceptores de puente de hidrógeno, y en general una molécula de agua puentea la in-

teracción entre el TyrOH y el oxígeno del ferrilo. Sin embargo, sí puede establecerse una interacción de puente
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de hidrógeno transitoria entre el grupo fenol y el Cp I (la distancia más cercana FeO1-TyrHOH es 1.57 Å) debido a

la alta mobilidad de la tirosina cercana y las moléculas de agua circundantes. Algo similar se observa para el Cp

II. En el caso del complejo oxi, por otro lado, se establece una interacción de puente de hidrógeno permanente

entre TyrOH y el ligando unido, permaneciendo así el hidrógeno del fenol cerca de ambos átomos de oxígeno.

En todos los casos, el hidrógeno fenólico está más cerca del átomo de oxígeno reactivo unido al hemo que el

hidrógeno unido al carbono orto de la tirosina. Por consiguiente, pareciera que la matriz proteica no ubica per-

manentemente al grupo fenólico de la tirosina a distancia reactiva de los átomos de oxígeno del Cp I y Cp II, pero

sí permite que se establezca una interacción de puente de hidrógeno fuerte con el oxígeno molecular unido.

Abstracción del hidrógeno por parte del Cp I
Partiendo de una estructura representativa seleccionada de las simulaciones de DM de cYY unido aMtCYP121

en estado de Cp I, donde existe un puente de hidrógeno entre el oxígeno del ferrilo y el TyrHOH, analizamos

la reacción de abstracción del hidrógeno utilizando simulaciones QM/MM. El hidrógeno fenólico es más ácido y

cercano al hemo que cualquiera de los hidrógenos aromáticos, razón por la cual solo consideramos la abstracción

de ese hidrógeno. Finalmente, y debido a la conocida reactividad de multiestados [19] del Cp I analizamos ambos

estados de espín, el doblete (D) y el cuarteto (C). El perfil de energía correspondiente para la abstracción del

átomo de hidrógeno resultó ser como se muestra en la Figura 3.2, mientras que los parámetros estructurales y

de estructura electrónica seleccionados se muestran en la Tabla 3.2. Las barreras energéticas obtenidas para los

estados de espín D y C son similares y pequeños, <6 kcal/mol. El estado C corresponde al estado basal a lo largo

del rango explorado de la coordenada de reacción. La reacción resulta en la formación de Tyr* y un hemo de

tipo Cp II, como se evidencia del análisis de las poblaciones de Mulliken y espín, que muestran una tirosina casi

neutra con un electrón desapareado (el espín total de la tirosina es cercano a la unidad). El Cp II muestra, como

era esperado, un estado basal de triplete con dos electrones desapareados y una mezcla de caracteres [P-Fe
III
-

OH* <=>P-Fe
IV
-OH

-
] (evidenciado por la carga y espín del grupo OH resultante). De este modo confirmamos que

el Cp I es capaz de abstraer el primer hidrógeno de la tirosina cercana en cYY y con una barrera de activación

baja.
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Especies oxigenadas alternativas como oxidantes
Como se describió en la introducción, durante el ciclo de reacción del CYP y el oxígeno, el dioxígeno se une

en principio al hierro ferroso, y luego se reduce para formar las especies de hierro-superóxido (Fe
III
->O2

-
). A

fines comparativos y como una posible alternativa, evaluamos también si las especies de hierro-superóxido e

hierro-dioxígeno son capaces de abstraer un hidrógeno de la tirosina cercana. Utilizamos el mismo protocolo y
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Sistema
Cp I ET Cp II

Parámetro D C D C D C
∆ de espín 1.0 0 n.c n.c 3.0 0

d Fe-O 1.68 1.69 1.74 1.74 1.83 1.83

d FeO-TyrHOH 1.79 1.65 1.16 1.18 1.00 1.00

d TyrO-TyrHOH 1.00 1.01 1.26 1.25 1.99 1.97

q Tyr cercana –0.012 0.205 -0.048 –0.097 -0.075 -0.070

q OX(FeOX) –0.337 –0.348 -0.284 –0.241 –0.189 –0.190

q TyrHOH –0.125 –0.133 -0.154 –0.172 –0.115 –0.115

q Hemo-Cys 0.131 0.136 0.329 0.330 0.263 0.262

s Tyr cercana –0.118 0.164 -0.234 0.475 –0.981 0.990

s OX(FeOX) 0.697 0.762 0.656 0.605 0.261 0.270

s TyrHOH –0.001 –0.003 0.000 –0.006 0.005 –0.001

s Hemo-Cys 0.424 2.075 0.581 1.920 1.982 1.744

.

Tabla 3.2: Distancias seleccionadas
(d), poblaciones de Mulliken (q) y es-

pín (s) relevantes para el paso de for-

mación del primer radical en la tirosi-

na cercana (cY*Y) en MtCYP121

coordenada de reacción descritos anteriormente, y encontramos que el complejo oxi es incapaz de abstraer un

protón/hidrógeno de la tirosina cercana. Sin embargo, el perfil energético para la reacción de transferencia con

la especie de hierro superóxido, presentado en la Figura 3.3, sugiere que en este caso sí puede transferirse un

protón/hidrógeno con una barrera muy pequeña. Las poblaciones de Mulliken y espín resultantes, sin embargo,

muestran que la reacción corresponde a un transferencia de un protón, dado que el producto de Tyr se queda

con una carga neta negativa cercana a la unidad. En consecuencia, la especie de hierro-superóxido es incapaz

de generar el primer radical de Tyr, aunque la tirosina cercana puede participar como fuente de protones en los

primeros pasos del ciclo de reacción del CYP para producir Cp I.
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Evaluación del paso de re-unión del OH como reacción competitiva
El primer paso en las reacciones de hidroxilación comúnmente observadas en CYPs, en general consiste al

igual que en este caso, en la generación de un radical alquilo y el Cp II. Este estado, generalmente procede a

través del llamado paso de re-unión, que consiste en la adición del ligando radicalario OH unido al Cp II al sustrato

radicalario, resultando en el producto hidroxilado deseado. En MtCYP121 el mecanismo de re-unión llevaría a la
formación de un catecol (orto dihidroxibenceno) en la tirosina cercana, en un ciclo catalítico completo. Para

analizar la probabilidad de ocurrencia de esta reacción competitiva, calculamos el perfil energético para el paso

de re-unión en ambos estados de espín, el doblete y el cuearteto. Los resultados presentados en la Figura 3.4

muestran que el paso de re-unión es exergónico, pero posee una barrera moderadamente alta (16-20 kcal/mol)
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en ambos estados de espín estudiados. Por ello, a fines de evitar esta reacción indeseada, la generación del

segundo radical debería tener una barrera más baja comparada con la reportada para el paso de re-unión.
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Figura 3.4: Perfil de energía para el
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vamente.

3.2.2 Generación del segundo radical
Abstracción de átomos de hidrógeno por parte del Cp II
La formación del segundo radical de tirosina enMtCYP121 es, como se describió anteriormente, el pasomenos

entendido y existen en torno a él varias posibilidades mecanísticas [ver pasos de reacción d, d’ y e en la Figura

1.4-B]. La propuesta más simple que el intermediario monorradicalario cYY*, donde el radical se encuentra en la

tirosina cercana, podría abandonar el sitio activo de la proteína y reingresar al mismo en la orientación inversa,

quedando así el radical en la tirosina lejana y la tirosina cercana neutra. Esto permitiría que el segundo radical

se genere otra vez en la tirosina cercana, lo cual podría ocurrir en un nuevo ciclo de la enzima (es decir, a través

del Cp I) o en el mismo ciclo utilizando Cp II como oxidante. Anteriormente hemos mostrado que el Cp I puede

realizar la abstracción de hidrógeno correspondiente, entonces analizaremos ahora la probabilidad de que el

Cp II genere una tirosina radicalaria, tanto en el estado de espín S como en el T. A tal fin, seleccionamos una

foto de la simulación de cYY con Cp II y realizamos las correspondientes optimizaciones y perfiles de energía de

reacción QM/MM. Los resultados se muestran en la Figura 3.5 y en la Tabla 3.3. En el Cp II, el estado basal es el

estado T, cuya curva yace alrededor de 3.5 kcal/mol por debajo del estado S. El mismo muestra una barrera de

3.5 kcal/mol para la abstracción del hidrógeno y la reacción es endergónica en una magnitud similar [ver Figura

3.5 - línea roja]. En el estado S la barrera es muy pequeña (alrededor de 1.5 kcal/mol) y también es sutilmente

endergónica. El paso final para la reacción incluye la liberación de una molécula de agua luego de la transición de

espín del hemo férrico resultante. Una vez más, el análisis de las poblaciones de Mulliken y espín muestra que el

producto corresponde a una tirosina radicalaria. Los valores de carga y espín de la porción hémica resultante se

corresponden con los de un hemo férrico unido a una molécula de agua. Esto permite concluir que, aunque con

algún costo energético menor, el Cp II también es capaz de producir un radical en la tirosina cercana para formar

cYY* en MtCYP121.

Transferencia electrónica interna Tyr-Tyr
Dado que tanto el Cp I como el Cp II son capaces de formar un radical en la tirosina cercana en MtCYP121, en

principio ambos radicales podrían producirse en un único ciclo de oxidación del hemo. Sin embargo, para que
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Sistema
Cp II ET Fe3-H2O

Parámetro S T S T S T C
∆ de espín 3.5 0 n.c n.c 1.0 0 -

d Fe-O 1.93 1.91 2.00 2.02 2.01 2.02 2.32

d FeO-TyrHOH 1.55 1.62 1.20 1.08 1.08 1.08 1.03

d TyrHOH-TyrO 1.04 1.02 1.24 1.40 1.40 1.40 1.56

q Tyr -0.041 -0.019 0.092 -0.146 -0.120 -0.144 -0.102

q L
a

-0.393 -0.410 n.c n.c -0.093 -0.073 -0.003

q Hemo-Cys 0.435 0.414 0.299 0.262 0.213 0.299 0.183

s Tyr -0.143 0.125 0.454 0.508 0.610 0.568 0.764

s L 0.049 0.088 n.c n.c -0.013 0.019 0.029

s Hemo-Cys 0.095 1.792 -0.435 1.472 -0.599 1.415 3.209

a
L simboliza al ligando unido al hemo, es decir, el OH en el Cp II y la molécula de agua en el producto.

Tabla 3.3: Distancias seleccionadas (d), poblaciones de Mulliken (q) y espín (s) relevantes
para el paso de formación del segundo radical de tirosina en MtCYP121.

esto ocurra de manera eficiente, debe darse una reorganización del producto del primer radical, lo que implica

ya sea la liberación y posterior reingreso del intermediario cYY*, o bien la migración de un electrón desde la

tirosina lejana hacia la cercana en una reacción de trasferencia electrónica intramolecular (IET, por sus siglas

en inglés) [pasos de reacción d’ y d en la Figura 1.4-B]. Dadas las potenciales complicaciones ya citadas que

implicaría un mecanismo que involucre la liberación de cY*Y, pensamos en un posible mecanismo por el cual

se genere el segundo radical pero reteniendo al intermediario cY*Y dentro de MtCYP121. Nuestra propuesta es
que esto podría ocurrir a través de un proceso de IET, cuyo resultado sea una reorganización electrónica que

estabilice un estado con la densidad de espín localizada en la tirosina lejana y la densidad de carga negativa en

la cercana o directamente en el grupo hemo. Como se mostró anteriormente, el proceso puede ocurrir a través

de una serie de pasos elementales, que podrían o no involcrar un proceso de protonación/desprotonación de las

especies involucradas. Además, resultados recientes de nuestro grupo [98] para péptidos que contienen radicales

de tirosina en solución muestran que los pasos de IET pueden estar fuertemente acoplados a la toma y liberación

de protones, conduciendo entonces a un proceso de transferencia electrónica acoplada a transferencia de protón

(PCET, proton coupled electron transfer, por sus siglas en inglés). En este caso, la PCET se define en su sentido más
amplio siguiendo el trabajo de Hammes-Shiffer y Soudackov [99], es decir que involucra el movimiento de un

protón a través de diferentes enlaces ya sea de forma concertada o secuencial [98]. A continuación nos avocamos

al análisis de esta última posibilidad.

Análisis clásicos de la transferencia electrónica Tyr-Tyr
Comenzamos nuestro análisis calculando el cambio en la energía libre (∆G) asociado al proceso de transferen-

cia electrónica de Tyr a Tyr* (o PCET) en MtCYP121 utilizando un esquema de integración termodinámica como
se describe en la sección métodos. Dividimos el proceso en tres pasos elementales: desprotonación de la tiro-

sina lejana (Figura 3.6, paso 1), movimiento del electrón desde la tirosina lejana a la tirosina radicalaria cercana,

que corresponde al proceso migración del radical hacia la tirosina lejana (Figura 3.6, paso 2), y protonación de la

tirosina cercana (Figura 3.6, paso 3).

A pesar de que es sabido que los cambios absolutos en la energía libre del equilibrio de protonación calcu-

lados con campos de fuerzas clásicos utilizando TI arrojan resultados significativamente distantes de los valores

experimentales, varios trabajos muestran que los valores relativos de energía libre de un residuo dado en el

entorno proteico con respecto al valor de referencia en solución, son capaces de predecir correctamente el corri-
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miento o la tendencia en los valores de pKa [100, 101]. Por ello, en el presente caso, cada paso fue evaluado para

el sustrato dentro de MtCYP121 y en solución acuosa. Los valores reportados corresponden a la diferencia entre
los valores de energía libre en la proteína y en agua para cada paso, y un valor negativo significa que el paso es

más favorable que ocurra dentro de MtCYP121 respecto a la solución.
Los resultados presentados en la Tabla 3.4 muestran que es improbable que la tirosina lejana se desprotone

espontaneamente. El pKa de la tirosina en solución es de alrededor de 10.2 [102], pero dado que la energía libre

del proceso de desprotonación dentro de MtCYP121 es menor que en solución (∆∆G = 17.3 ± 1.0 kcal/mol),
su pKa debería ser aún más alto. Este no es el caso para la tirosina cercana donde el valor de energía libre

de desprotonación es cercano al valor en solución y en consecuencia se espera un valor de pKa similar al de

la tirosina en solución, lo que podría resultar en la protonación de la tirosina cercana luego de la IET. Un dato

que es más importante, es que el paso de transferencia radicalaria es altamente exergónico, y compensa con

creces la energía libre de la primer desprotonación, resultando en total en una reacción PCET espontánea (∆∆G
= -14 ± 3.2 kcal/mol). La naturaleza "PCET"del paso de IET se evidencia claramente por el hecho de que solo
considerando los primeros dos pasos (o los tres) juntos se obtiene una reacción espontánea. Así, el entorno de
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Dentro de la proteína
Paso En agua wild type R386A ∆∆G wt-agua ∆∆G R386A-agua
1. Desprotonación
de TYR lejana -65.0 ± 0.2 -47.7 ± 0.8 -46.8 ± 0.6 17.3 ± 1.0 18.2 ± 0.8

2. IET de TYR lejana
a cercana -1.0 ± 0.1 -29.8 ± 1.5 -11.5 ± 0.5 -28.8 ± 1.6 -10.5 ± 0.6

3. Protonación de
TYR cercana 60.9 ± 0.2 58.4 ± 0.4 60.6 ± 0.4 -2.5 ± 0.6 -0.3 ± 0.6

Total ∆∆G -14.0 ± 3.2 -7.6 ± 2.0

El error absoluto fue estimado como el desvío estándar de los valores obtenidos de dos simulaciones independientes.

Tabla 3.4: Cambios de energía libre asociados con la migración radicalaria determinados por integración termodinámica. Los
valores de energía libre están expresados en kcal/mol.

la enzima MtCYP121 favorece fuertemente una tirosina lejana radicalaria neutra y una tirosina cercana cargada
negativamente.

Para comprender las bases moleculares de la localización radicalaria en la tirosina lejana, analizamos aquellos

residuos que podrían promover la presencia de una tirosina lejana neutral y/o de una tirosina cercana cargada.

Arg386 es un residuo clave localizado muy próximo a la tirosina cercana, y dada su carga positiva natural a pH

fisiológico (Figura 3.1), decidimos analizar su influencia en el proceso de transferencia de carga. Para este propó-

sito, calculamos la energía libre de la IET en la mutante R386A deMtCYP121 (Figura 3.6, paso 2). Los análisis de la
estructura y dinámica de la proteína mutante R386A muestran que no ocurren mayores cambios en la estructura

proteica, un hecho que es consistente con la estructura de rayos X correspondiente [92]. Un punto interesante, y

consistente con un rol importante de esta arginina como guía del proceso de transferencia radicalaria, es que el

∆∆G = -10.5 ± 0.6 kcal/mol para el paso de transferencia de carga (paso 2 en la Figura 3.6) es significativamente
más pequeño que en la proteína wt (-28.8± 1.6 kcal/mol). Por consiguiente, Arg386 desempeña un rol clave para
el proceso de IET propuesto.
Es importante señalar que la información presentada anteriormente solo mide el efecto de la proteína en el

proceso de movimiento de la carga negativa de una tirosina a la otra, como se define en los parámetros clásicos.

Por consiguiente, esto representa un caso extremo o ideal donde los residuos de tirosina o son neutros o tienen

una carga de un electrón. Un cálculo más preciso requeriría el uso de métodos de energía libre QM/MM como

lo hicieron y revisaron Kamerlin y colaboradores [103], lo cual es computacionamente demasiado demandante

para el sistema en cuestión.

Análisis QM/MM del proceso de IET de Tyr a Tyr*
Para entender más a fondo y con mayor detalle cómo la proteína puede modular o promover la IET, realiza-

mos optimizaciones QM/MM del sustrato monoradicalario y negativamente cargado (cYY*
-
) relacionado directa-

mente con el proceso de IET y analizamos las distribuciones de carga y espín resultantes (Tabla 3.5). En primer

lugar calculamos la estructura electrónica de la especie cYY*
-
dentro de la proteína, considerando la porción

hémica clásicamente (es decir que no puede ocurrir transferencia de carga desde o hacia el grupo hemo). En

concordancia con los resultados clásicos anteriormente descriptos, las poblaciones de Mulliken y espín resultan-

tes muestran que la matriz proteica favorece la localización del radical (espín) en la tirosina lejana y de la carga

negativa en la tirosina cercana. Adicionalmente, también calculamos la afinidad protónica de la tirosina lejana

dentro de MtCYP121 considerando una tirosina cercana neutra o radicalaria (es decir, después del primer paso
de abstracción de hidrógeno). Los resultados muestran que la presencia de la tirosina radicalaria disminuye la

afinidad protónica en 6 kcal/mol, favoreciendo así la liberación del protón en la tirosina lejana. Los resultados
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obtenidos se vuelven aún más reveladores cuando se agrega la porción hémica en estado de Cp II al sistema

QM. Como se muestra en la Tabla 3.5, para ambos estados de espín considerados (C y D), las tirosinas cercana y

lejana muestran un caracter radicalario (carga pequeña y densidad de espín desapareado >0.5e-) mientras que el

hemo muestra un estado hidroxi-férrico (Fe
III
-OH

-
), que corresponde al estado basal de la MtCYP121. Además, la

diferencia entre ambos estados de espín es que, mientras que el estado D presenta ambos residuos de tirosina

acoplados antiferromagnéticamente y el único electrón desapareado permanece en el hemo, en el estado C, cYY

evidencia el caracter de estado de triplete birradicario esperado (ver más abajo).

Estos resultados sugieren que una vez que se formó el primer radical en la tirosina cercana, cuando la tirosina

lejana libera su protón fenólico, el electrón es tomado por el Cp II, resultando en un cYY birradicalario y un

hemo férrico unido a hidróxido. En consecuencia, una IET parece operar en MtCYP121 para generar rápida y
eficientemente el segundo radical. Es importante notar que en el presente trabajo no evaluamos los parámetros

energéticos de acoplamiento y reorganización que en conjunto con el correspondiente cambio de energía libre

controlan la velocidad de la IET. Sin embargo, notamos que la IET en residuos adyacentes y/o covalentemente

unidos (como las dos tirosinas y el hemo en el presente sustrato) es muy rápida si la reacción es exergónica y

por ello no se espera que la energía de acoplamiento y reorganización contribuyan de manera significativa a la

velocidad de la reacción completa [104, 105].

Subsistema cuántico
[cYY]*- Cp II [cYY]*-

Parámetro D C
q TYR cercana -0.778 -0.007 -0.065

q TYR lejana -0.222 -0.325 -0.299

s TYR cercana 0.430 -0.997 0.909

s TYR lejana 0.570 0.673 0.703

q Hemo-CYS n.c -0.188 -0.146

s Hemo-CYS n.c 1.207 1.262

q L n.c -0.476 -0.486

s L n.c 0.114 0.126

.

Tabla 3.5: Poblaciones de Mulliken y
espín para el sustrato mono radicala-

rio y negativamente cargado (cYY*
-
)

3.2.3 cY*Y* a mcic: la formación del enlace C-C ocurre en solución
Simulaciones de DM de cY*Y* en solución y dentro de MtCYP121
Como se mencionó en la introducción, la reacción de acoplameinto C-C luego de la formación del birradical,

puede ocurrir tanto dentro de la proteína como en solución luego de una posible liberación del sustrato birradi-

calario (cY*Y*). En cualquier caso, para que la reacción ocurra, los dos carbonos orto posibles deben acercarse lo

suficiente para permitir que ocurra la formacioín del enlace (vide infra). Para analizar la probabilidad de este pa-

so, inicialmente realizamos 30 ns de simulación de DM de cY*Y* en solución y dentro deMtCYP121 ymedimos las
cuatro distancias relevantes (todas las combinaciones posibles de dos carbonos orto que puedan formar el enla-

ce C-C). El histograma resultante para cY*Y* libre (Figura 3.7) muestra que todos los pares tienen una distribución

bimodal con picos a 7 y 10.5 Å (los cuales correponden a la distancia entre los carbonos orto más cercanos y los

más lejanos en la conformación más estable). Un dato interesante es que se encuentra una significativa pobla-

ción dde conformaciones en las cuales ambos átomos de carbono se encuentran a 5 Å, con una distancia mínima

de 4.5 Å. Los resultados obtenidos de la simulación de DM de cY*Y* dentro de la proteína muestran que en este

caso el par de carbonos orto más cercanos está más cerca que los otros durante la mayor parte del tiempo de

simulación, y esta distancia es la misma que se obtuvo para cY*Y* en solución. Por consiguiente, se puede encon-

trar un valor de distancia similar y cercano de alrededor de 4.5 Å entre dos carbonos potencialmente reactivos
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tanto en solución como dentro de MtCYP121.
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Formación del producto mcic en vacío
Comenzamos por el estudio del birradical cY*Y* aislado en vacío para tenerlo como reacción de referencia. El

perfil de energía de reacción correspondiente se determinó utilizando la distancia CεTyr1-CεTyr2 como coordenada

de reacción. Los resultados y estructuras clave a lo largo de la coordenada de reacción se muestran en la Figura

3.8 y Tabla 3.6.

Como se esperaba, el gráfico muestra que para distancias largas el estado basal corresponde al estado de

espín de triplete (T). El análisis de las poblaciones deMulliken y espínmuestra un electrón desapareado localizado

en cada tirosina y que ambas son neutras. En la especie reactiva en vacío, el estado singulete (S) se encuentra

∼11 kcal/mol por encima del estado T, siendo aún ambas tirosinas neutras. La distancia más cercana entre dos
carbonos orto en la estructura optimizada en vacío es 4.6 Å, similar al valor más cercano posible en solución. A

medida que la distancia C-C comienza a decrecer, la energía del estado T aumenta continuamente, mientras que

la energía del estado S también se incrementa pero con una pendiente menor. A una distancia de alrededor de

2.4 Å, ambas superficies se cruzan (llamaremos a esta estructura ETA). Luego de este cruce, la curva del estado

S cae a un primer mínimo correspondiente a un primer estado intemediario (IA). La barrera efectiva partiendo

del estado basal T es 16 kcal/mol. Un punto interesante es que la estructura del ETA muestra un valor de ángulo

diedro alrededor del enlace Cα-Cβ de ∼137°, casi igual al valor más poblado entre ambos rotámeros de tirosina
posibles en solución para cYY (64°y 183°). El estado IA, que se encuentra 6 kcal/mol por debajo de cYY en el estado

T, muestra un enlace C-C bien establecido (1.58 Å), con la conversión simultánea de ambos carbonos orto de una

configuración puramente aromática sp2 a sp3 (Figura 3.8, estructura IA). En el estado T del IA, ambos espines

desapareados se localizan en la misma tirosina, evidenciando claramente que ha ocurrido un cambio significativo

en la estructura electrónica de la molécula. Para proceder desde el IA hacia el producto final, los hidrógenos de

los Cε (Hε) deberían ser transferidos a los oxígenos fenólicos. El análisis estructural del IA muestra que ambos Hε

están más cerca del átomo de oxígeno de la otra tirosina (2.43 Å) que del oxígeno fenólico de la misma tirosina

(2.73 Å). En consecuencia analizamos la trasferencia de hidrógenos cruzada y secuencial utilizando la diferencia

entre las distancias Cε-Hε y Hε-Oξ como coordenada de reacción. El perfil de energía correspondiente muestra

que el primer hidrógeno se transfiere con una barrera de ∼20 kcal/mol pasando a través del ETB y conduciendo
hacia el IB. En IB una tirosina tiene un C orto planar mientras que la otra tiene un carbono orto tetraédrico (Figura

3.8, estructura IB). La transferencia del segundo hidrógeno posee una barrera muy pequeña (∼2 kcal/mol) y
finalmente conduce al producto en el cual ambos carbonos orto adoptan una orientación planar (Figura 3.8,

estructura mcic). Como se esperaba en base al análisis estructural, tratar de transferir el hidrógeno al oxígeno de
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Parámetros energéticos

Vacío Solvente Proteína
Parámetro T S T S T S
∆ de espín 0 10 0 19 0 11

EactcY*Y*=>I 22 10 23 10 40 25

Eact efectiva 16 16 32

∆E de reacción -7 -15 6

Parámetros estructurales, poblaciones de Mulliken

y espín para la reacción completa en vacío

cY*Y*(T) ETA(S/T) IA(S) ETB(S) IB(S) mcic(S)
d Cε-Cε 4.52 2.59 1.59 1.56 1.55 1.52

d Cε-Hε 1.11 1.11 1.13 1.51 2.42 2.38

d Hε-Oζ (misma TYR) 2.65 2.67 2.69 3.04 3.30 3.85

d Hε-Oζ (diferente TYR) 5.25 2.64 2.49 1.24 1.00 0.99

ángulo planar Cε 89.64° 65.60° 61.04° 58.32° 62.95° 68.42°

q TYR1 0.029 0.019 0.040 0.198 0.350 0.014

q TYR2 -0.032 -0.021 -0.038 -0.194 -0.350 -0.010

s TYR1 1.013 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

s TYR2 0.988 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Tabla 3.6: Energía, distancias seleccionadas (d), poblaciones de Mulliken (q) y espín (s) relevantes para la formación del enlace
C-C en vacío (referencia), solvente y dentro de la proteína.

la misma tirosina resulta en una barrera muchomás alta (∼45 kcal/mol) que hacerlo al oxígeno de la otra tirosina
(Figura 3.9 A). Dado que la barrera obtenida para el acoplamiento C-C es bastante elevada, decidimos explorar un

mecanismo alternativo, en el cual primero el protón/hidrógeno migra desde el carbono orto al oxígeno fenólico

y luego ocurre la formación del enlace C-C entre los radicales de tirosina localizados en ambos carbonos orto.

La barrera obtenida para esta trasferencia de protón/hidrógeno es de más de 50 kcal/mol (ver Figura 3.9 B, por

consiguiente es significativamente más alta que la observada para el acoplamiento C-C de las tirosinas con el

radical localizado en el oxígeno fenólico.

Formación del producto mcic en solución
Para estudiar la reacción de acoplamiento de tirosinas en solución, partimos de una foto tomada de la simu-

lación de DM correspondiente en la cual los átomos de carbono estaban situados a 5 Å de distancia entre sí. El

gráfico de energía correspondiente, presentado en línea continua en la Figura 3.9, presenta la misma forma que

el descripto previamente para la reacción en vacío. En las estructuras de reactivos, el estado basal corresponde

al estado T, con dos radicales de tirosina, y un estado S que se encuentra alrededor de∼19 kcal/mol por encima.
Cuando la distancia C-C comienza a decrecer, la energía de ambos estados se incrementa continuamente. En la

superficie del estado T, a una distancia C-C de aproximadamente 2 Å, se encuentra un ET (con una barrera de 23

kcal/mol). Sin embargo, a una distancia de alrededor de 2.5 Å, los perfiles de los estados T y S se cruzan, produ-

ciendo una estructura de transición efectiva (ETA), la cual se encuentra unas 16 kcal/mol por encima de la energía

del estado basal, un valor que es similar al obtenido en vacío. Luego de atravesar este ETA, la energía desciende

a lo largo del estado S hasta alcanzar el primer intermediario (IA). La reacción procede luego de manera similar

a la observada en vacío, con una primer transferencia de protón/hidrógeno asociada a una barrera alta, y una

barrera muy pequeña para la transferencia del segundo protón/hidrógeno.
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Formación del producto mcic dentro de MtCYP121
Para estudiar la reacción de acoplamiento de las tirosinas dentro de MtCYP121, utilizamos la misma estra-

tegia descripta anteriormente para la reacción en vacío y en solución. El gráfico de energía correspondiente,

presentado en líneas punteadas en la Figura 3.9-B, posee la misma forma que los descriptos previamente. En las

estructuras de los reactivos, el estado basal corresponde al estado T, con dos radicales de tirosina y un estado S

que se encuentra alrededor de ∼11 kcal/mol por encima. A medida que la distancia C-C se reduce, la energía de
ambos estados se incrementa continuamente. En la superficie correspondiente al estado T, a una distancia C-C

de alrededor de 2 Å, se encuentra un ET (con una barrera de 40 kcal/mol), pero a una distancia de aproximada-

mente 2.2 Å las superficies de los estados T y S se cruzan (ETA), produciendo una barrera efectiva de 32 kcal/mol

respecto a la energía del estado basal. Luego de atravesar el ET, la energía desciende a lo largo del estado S hasta

el primer intermediario IA, el cual se ubica unas 5 kcal/mol por encima de los reactivos. La reacción prosigue de

forma similar a lo observado en vacío y en solución, con una primer transferencia de protón/hidrógeno asociada

a una barrera alta, y una barrera muy pequeña para la transferencia del segundo protón/hidrógeno.

En consecuencia, los resultados evidencian que en todos los casos (vacío, solución, proteína) la reacción de

acoplamiento C-C ocurre siguiendo los mismos pasos elementales, siendo el paso limitante de la velocidad de la

misma la formación del enlace C-C y la consecuente transición de espín. El hallazgomás importante, comparando

los tres ambientes, es que dentro deMtCYP121 la barrera energética para este primer paso es significativamente
más alta que en vacío/solución, lo que posiblemente estaría reflejando el hecho de que el sitio de unión de la
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proteína está preparado para alojar a cYY, pero no al producto mcic, y en consecuencia se requiere de energía

adicional para permitir que ambas tirosinas se acerquen lo suficiente como para establecer el enlace C-C.

3.3 Discusión

En este capítulo hemos analizado en detalle el mecanismo de la reacción catalizada por MtCYP121, que com-
prende la reacción de acoplamiento C-C entre dos carbonos orto de los grupos fenólicos de cicloditirosina (cYY),

para producir micociclosina (mcic), por medio de simulaciones de dinámica molecular y QM/MM. Para este fin

dividimos la reacción en tres pasos elementales: (i) generación del primer radical de tirosina, (ii) generación del

segundo radical de tirosina y (iii) reacción de acoplamiento C-C.

El biradical cYY
abandona el sitio activo

O

O

O

O
NH

HN

Fe
III

Formación del enlace C-C
(recombinación radicalaria)

HN O

O

OH

OH

HN

O

O

O

O
NH

HN

Paso 4

HO

O

O

O
NH

HN

Fe

OH
III

Cp II

Paso 3

del primer radical
Formación

MtCYP121 con hemo
en forma de hierro-oxo

+

Paso 1

Cicloditirosina

Estado inicial

HO

OH

O

O
NH

HN

Fe

O

+
IV

Cp I

O

OH

O

O
NH

HN

Fe

OH
III

Cp II

PCET

e-

Paso 2

H2O

Micociclosina

Producto final

del segundo radical
Formación

[p]

Figura 3.10:Mecanismo de reacción de cuatro pasos propuesto para MtCYP121.

Una propuesta detallada y completa del mecanismo de reacción derivada de nuestros resultados en la cual se

resalta el rol clave de la matriz proteica deMtCYP121 se muestra en la Figura 3.10. Los valores energéticos claves
son reportados en la Tabla 3.7 y se discuten a continuación.

Nuestros resultados para el primer paso muestran que lo más probable que el Cp I sea el responsable de

la generación del primer radical de tirosina en la tirosina cercana del sustrato cYY. La reacción de abstracción

de hidrógeno (del oxígeno fenólico) posee una barrera relativamente pequeña, si se la compara por ejemplo

con las barreras de abstracción de hidrógeno en CYPs que hidroxilan alquilos, que están en el rango de 10-20
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Paso Estado de espína ∆E ∆E‡ Método
Formación del primer

radical por medio del Cp I Q – 4 ± QM-MM

re-unión del OH Q – 16 ± 0.2 QM-MM

Contribución clásica

a la PCET
b

D -14.0 ± 3.2 n.c
c

TI

Formación del segundo

radical por medio del Cp II T 3.5 ± 0.1 3.5 ± 0.1 QM-MM

Formación del enlace C-C

en vacío y en solución
d

T=>S

-7 ± 0.1
(-15 ± 0.1)

16 ± 0.1
(16 ± 0.1)

QM y

(QM-MM)

a
El estado de espín de referencia corresponde al estado basal donde ocurre la reacción. Si la reacción involucra un cambio

de espín se mencionan ambos estados.

b
En este caso el valor corresponde a la energía libre (es decir, ∆G) en vez de energía potencial.c
No calculado.

d
Los valores entre paréntesis corresponden a los obtenidos en solución.

Tabla 3.7: Cambios de energía libre asociados con la migración radicalaria determinados por integración termodinámica. Los
valores de energía libre están expresados en kcal/mol.

kcal/mol [97] y es iso o levemente exergónica. Lo que parace interesante es el hecho de que la interacción de

puente de hidrógeno entre el oxo del Cp I y el OHTyr se establece solo transitoriamente, mientras que cuando

el dioxígeno está unido al hemo el puente de hidrógeno que se establece es permanente. Además mostramos

que ni el dioxígeno ni el peróxido son capaces de producir el primer radical de tirosina, la primer reacción es

termodinámicamente inviable, mientras que en el último caso se produce la abstracción de un protón (no un

hidrógeno), lo que produce una tirosina negativa (que podría ser protonada nuevamente por las moléculas de

agua presentes en el sitio activo, ver más abajo), y eventualmente participar como fuente de protón para la

formación del Cp II. Por consiguiente, parece que la tirosina cercana del sustrato cYY se encuentra posicionada

en una posición subóptima con respecto al hierro hémico para ser oxidada. Aunque podríamos no dar mayor

importancia a esta observación, las proteínas casi nunca hacen algo sin un propósito específico.

La pregunta que surge entonces es por qué el grupo fenol está posicionado en una posición subóptima. Para

responder a esta pregunta proponemos que el posicionamiento del fenol conlleva las siguientes dos consecuen-

cias claves. La primera es que una vez que se producen el primer radical y el Cp II, pueden ocurrir dos reacciones:

la PCET propuesta que permite que ocurra la reacción de MtCYP121 pero también el paso de re-unión del OH

observado para muchos CYPs que catalizan reacciones simples de hidroxilación. Las reacciones de hidroxilación

en fenoles típicamente ocurren en el carbono orto, pero para que puedan tener lugar, el átomo de carbono debe

estar cerca del OHCp II, un hecho que en MtCYP121 ocurre solo transitoriamente. Aún para esta estructura más
reactiva calculamos la barrera energética de la reacción de re-unión, lo que produjo una barrera de entre 16 y

20 kcal/mol [Figura 3.4]. Las barreras obtenidas para el paso de re-unión del OH en otros CYPs son mucho más

pequeñas, en el rango de 3-4 kcal/mol, y pueden ser aún menores para algunos estados de espín. Esta diferen-

cia puede ser explicada simplemente por la posición relativa del carbono reactivo, que en cYY se encuentra a

aproximadamente 5 Å del oxígeno del Cp II, mientras que en los CYPs que hidroxilan la distancia óptima es <3 Å

[97].

Otra explicación posible para la elevada barrera observada para el paso de re-unión, es la deslocalización

del espín del radical de tirosina en todo el grupo fenol. En los radicales alquilos, que son los sustratos usuales

hidroxilados por CYPs, el espín está altamente localizado en el carbono reactivo (>0.8e-) [106], mientras que en el

radical de tirosina estudiado en este trabajo la densidad de espín en el carbono orto es pequeña (<0.3e-). La baja
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densidad de espín sobre el carbono orto además podría contribuir a explicar por qué el paso de acoplamiento

C-C también exhibe una barrera alta (ver más abajo). En cualquier caso, la alta barrera para la hidroxilación es

consistente con los hallazgos recientes realizados utilizando espectrometría de masas que muestran que no se

detectó hidroxilación de cYY, ni siquiera en los minoritarios productos secundarios (<2%) diferentes de mcic [96].

En segundo lugar, es importante señalar que en cada ciclo de reacciónMtCYP121 requiere dos electrones para
reducir el dioxígeno a Cp I. Es importante que cada ciclo de reducción de oxígeno resulte en oxidación de cYY, y no

en reducción improductiva de oxígeno a agua. Para tal fin, es necesario un acoplamiento fuerte de los cosustra-

tos (cYY y oxígeno molecular). En muchas hemoproteínas, un residuo de tirosina localizado a distancia de puente

de hidrógeno del dioxígeno unido al hemo es el principal responsable de esta estabilización y en general de la

alta afinidad por oxígeno. Esta alta afinidad es un elemento clave para asegurar la eficiencia de las reacciones

oxidativas subsiguientes [56, 107]. Dadas las observaciones antes mencionadas en relación a la posición de la

tirosina cercana del sustrato cYY y sus interacciones con el ligando hémico dioxígeno, calculamos la energía de

unión del oxígeno a MtCYP121 reducida en presencia y en ausencia de cYY. Nuestros resultados muestran que la

presencia de cYY incrementa la energía de unión del oxígeno en alrededor de 7 kcal/mol. Este valor es similar al

reportado en un trabajo previo de nuestro grupo en el que se compara la hemoglobina truncada N wt (cuyo resi-
duo TyrB10 se encuentra formando un puente de hidrógeno con el ligando dioxígeno) con la mutante TyrB10-Ala,

que evidencia una disminución de más de 100 veces la afinidad de oxígeno [56, 107]. Por consiguiente, está claro

que la presencia de cYY incrementa significativamente la afinidad por oxígeno en MtCYP121, promoviendo de
esta manera su reducción solo cuando el sustrato de la enzima está presente, y decrementando así el consumo

de no productivo del poder reductor. La relevancia del OHTyr para la reacción de oxidación es consistente con

observaciones recientes que muestran que cuando la tirosina es reemplazada por fenilalanina, puede encon-

trarse en su sitio cerca del hemo, pero es oxidada a una velocidad muy baja. Además, en la estructura cristalina

correspondiente no se encuentra la red de moléculas de agua cercanas al hierro.

Respecto al paso de formación del segundo radical, los resultados presentados aquí favorecen claramente un

proceso de transferencia electrónica interna (o rearreglo de carga), que puede ser descripto como PCET. Espe-

cíficamente la presencia de una tirosina cercana radicalaria disminuye ligeramente la afinidad protónica de la

tirosina lejana (favoreciendo su liberación al ambiente acuoso), mientras que la matriz proteica, en parte debido

a la presencia de Arg386, favorece la localización de la carga negativa en la tirosina cercana. Esto resulta en una

fuerza impulsora neta para la formación de una tirosina lejana radicalaria y una tirosina cercana cargada negati-

vamente. Adicionalmente, aunque el Cp II es capaz de abstraer un hidrógeno de la tirosina cercana para generar

una tirosina radicalaria, lo hace con un costo energético de alrededor de 4 kcal/mol (aunque debería tenerse

en cuenta que la barrera y el costo energético es menor que el observado para la abstracción de hidrógeno de

sustratos alquilos por parte del Cp II, de 20 y 13 kcal/mol respectivamente [19, 97]). Un dato sorprendente es que

puede actuar eficientemente como trampa electrónica, produciendo el birradical cY*Y* y regenerando el estado

basal de la enzima hidroxo férrica. La propuesta alternativa (sin IET) requiere que cY*Y abandone la proteína y

reingrese en la dirección opuesta. Esta propuesta sin embargo, no solo disminuiría la velocidad total de la enzi-

ma sino que además llevaría a la presencia de una cantidad significativa de cY*Y en solución, lo cual debido a su

naturaleza radicalaria podría conducir a la formación de productos secundarios no deseados, como por ejem-

plo dímeros de cYY (debido a la formación de enlaces C-C entre radicales de tirosina de diferentes moléculas de

cY*Y).

Observando ambos pasos de generación de radicales de tirosina en conjunto, está claro que el paso limitante

debería ser la formación del oxidante fuerte denominado Cp I. Una vez que el Cp I está presente, éste abstrae

el hidrógeno fenólico produciendo un radical en la tirosina cercana, que luego procede rápida y directamente

hacia el birradical a través de la PCET. Por consiguiente, ambos radicales de tirosina se forman de manera casi

concertada en un único ciclo de reducción del hemo. Una vez que se establece el birradical cY*Y*, el último paso

de la reacción es el acoplamiento Tyr-Tyr o formación del enlace C-C. Nuestros resultadosmuestran que los pasos

mecanísticos de esta reacción son los mismos para la reacción en vacío, en agua o dentro deMtCYP121. En todos
los casos el paso limitante es la formación del enlace C-C, que conduce hacia el primer intermediario IA donde

el enlace C-C ya está establecido, y en el cual los dos carbonos orto adoptan transitoriamente una conformación
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sp3. El primer paso de la reacción se dificulta más por el hecho de que requiere una transición de espín de

triplete a singulete, dado que en cY*Y* (que posee un electrón desapareado localizado en cada anillo aromático)

el estado basal es el triplete. Respecto a la energía y geometría de los diferentes estados, nuestros resultados

coinciden perfectamente con cálculos previos de la reacción de acoplamiento Tyr-Tyr en vacío utilizando B3LYP,

donde se calculó la energía relativa de los intermediarios estables a lo largo de la reacción, mostrando que un

estado similar al IA se encuentra alrededor de 12 kcal/mol por debajo de cY*Y*. En ese caso no se reportaron

barreras [108].

Más allá del mecanismo, cuando se compara la energética de la reacción en los tres ambientes estudiados es-

tá claro que la matriz proteica no la promueve. De hecho, aunque la simulación de DMmuestra que los carbonos

reactivos pueden encontrarse cerca uno del otro, la barrera energética para establecer el enlace es significativa-

mente mayor dentro de la proteína comparada con la reacción en vacío/agua. En otras palabras, el sitio activo de

la proteína parece estar preparado para alojar apropiadamente al sustrato cYY pero no al producto, y en conse-

cuencia es posible que el paso de formación del enlace C-C ocurra fuera de la proteína en solución. El hecho de

que el sitio activo de MtCYP121 sea incapaz de alojar apropiadamente el producto es consistente con resultados
recientes que muestran que el producto mcic no inhibe a la proteína posiblemente debido a una incapacidad de

unirse (no se observó unión a 80µM) [96].

La ocurrencia del paso de formación del enlace C-C en solución tiene varias implicancias interesantes. En

primer lugar, de forma similar a lo planteado para cY*Y, podría argumentarse que cY*Y* en solución podría dar

lugar a productos secundarios no deseados. Sin embargo es importante notar que dado que ambos radicales de

tirosina pertenecen a la misma molécula, están unidos por el anillo de dicetopiperazina que forman los átomos

del backbone de ambas tirosinas, la chance de que se forme un enlace intramolecular es mucho más probable

que la formación intermolecular de dímeros de cYY, especialmente si la concentración del birradical es pequeña.

Otro dato importante es que los radicales de tirosina son bastante estables frente a la oxidación por oxígeno

molecular si se los compara con otros residuos, tales como Trp o Cys [109], y en consecuencia pueden vivir lo

suficiente en soliución como para dar origen al producto deseado. Otra implicancia de la formación del enlace

C-C no catalizada está relacionada con el desarrollo de inhibidores selectivo basados en análogos de sustrato

y/o producto. Nuestros resultados sugieren que los análogos de sustrato serían mejores candidatos a unirse con

MtCYP121 comparados con los análogos de producto, dado que el producto se forma fuera de la matriz proteica.
Finalmente, un tema importante acerca de la presente propuesta mecanística es que involucra varias pre-

dicciones que podrían ser confirmadas por medios experimentales. Por ejemplo el agregado de una trampa de

espín externa a la enzima en presencia del sustrato podría conducir a la identificación de cY*Y* pero no cY*Y.

Además, la mutación de la Arg386 por un residuo neutro (como Gln o Leu), podría retardar la IET conduciendo

a la acumulación de cY*Y y/o cambios significativos en la velocidad total. El mismo o un efecto adicional po-

dría conseguirse realizando mutaciones que estabilicen la carga negativa en la tirosina lejana, como por ejemplo

Gln385Arg y/o Phe76Arg/Lys.

3.4 Conclusión

Los resultados presentados contribuyen a un entendimiento más profundo de los mecanismos generales de

las enzimas CYPs, en particular de aquellas que realizan reacciones de acoplamiento C-C. En este contexto, puede

realizarse una comparación interesante con estudios previos de QM/MM de la CYP StaP que cataliza la formación

de un enlace intramolecular en el ácido cromopirrólico en un paso clave de la síntesis de estaurosporina [110]. En

el trabajo mencionado, los autores fueron capaces de mostrar que dado que el carbono reactivo está demasiado

lejos del del oxígeno ferrílico del Cp I, el primer radical es formado por el Cp I a través de un proceso de PCET,

en el cual un protón del sustrato (derivado de un grupo NH adyacente al carbono reactivo) es transferido al

Cp I a través de una red de puentes de hidrógenos mediada por agua, simultáneamente con un proceso de

transferencia electrónica. La barrera para este proceso es de 16.3 kcal/mol. El segundo radical en este caso se

forma de manera concertada con la formación del enlace C-C y una PCET hacia el Cp II, produciendo una barrera



DECODIF ICANDO LA DIVERSIDAD CATALÍT ICA DE LOS CITOCROMOS P450 BACTERIANOS MEDIANTE MÉTODOS

BIOINFORMÁTICOS 58

de 20 kcal/mol. Por consiguiente, en este caso, dado que ambos carbonos reactivos están alejados del grupo

ferrilo reactivo, el proceso de PCET es clave, como lo es en el paso de generación del segundo radical presentado

aquí para MtCYP121. También es interesante el hecho de que en este caso el paso que implica la formación
del enlace C-C muestra la barrera más alta. En consecuencia, pareciera ser que para los CYPs involucrados en

reacciones de acoplameinto C-C, el Cp I es retenido como el principal oxidante e iniciador del ciclo de reacción y

que el Cp II actúa como oxidante secundario, permitiendo que la formación del enlace C-C ocurra en un solo ciclo

de la enzima. Sin embargo, dado que en uno o ambos pasos de generación del radical el carbono rectivo puede

estar posicionado lejos del hierro (posiblemente para evitar la hidroxilación improductiva), el mecanismo opera

a través de un proceso de PCET posiblemente potenciado por la matriz proteica [110].

3.5 Metodología específica del capítulo

La estructura de partida para los cálculos fue la estructura cristalográfica del complejo formado porMtCYP121
y su sustrato cicloditirosina (PDB ID: 3G5H). El ligando hémico (oxo, peroxo, oxígeno) fue agregado in silico para
generar el complejo ternario deseado. Dada la importancia de las moléculas de agua en el sitio activo [88], cinco

de las mismas que estaban presentes dentro del sitio activo de MtCYP121 en la estructura cristalina de parti-
da fueron conservadas. Las simulaciones clásicas fueron realizadas utilizando el módulo PMEMD del paquete

de programas Amber11 [111], junto a los parámetros del campo de fuerzas ff99SB [48] para los aminoácidos.

Los parámetros del grupo hemo en los diferentes estados de coordinación empleados fueron desarrollados y

testeados exhaustivamente en trabajos anteriores [112, 113, 114, 115, 116, 117]. Las cargas parciales para los

diferentes estados de cYY fueron determinadas utilizando el protocolo sugerido para que sean compatibles con

el campo de fuerzas de Amber. Las estructuras electrónicas correspondientes a cada sistema fueron determina-

das a nivel HF/6-31G* y las cargas fueron derivadas utilizando el método RESP (Restraint Electrostatic Potential)

[118]. Todos los demás parámetros fueron asignados por analogía a los parámetros de tirosina en el campo de

fuerzas ff99SB o GAFF. Esta metodología a igual que los parámetros de tirosina radicalaria y tirosinato fueron am-

pliamente testeados en un trabajo previo [98]. Las estructuras iniciales fueron inmersas en una caja octahédrica

preequilibrada rellena con moléculas de agua TIP3P hasta una distancia de 10 Å de la superficie proteica, resul-

tando en un sistema de alrededor de 32.900 átomos. Las simulaciones fueron realizadas a 1 atm de presión y 300

K de temperatura, y mantenidas respectivamente con el barostato y termostato de Berendsen [62]. Se utilizaron

condiciones periódicas de contorno y sumas de Ewald (con un espaciado de grillas de 1 Å) para las interacciones

electrostáticas de largo alcance; y para calcular las interacciones directas se utilizó una distancia de corte de 10

Å.

3.5.1 Integración termodinámica
Se utilizó el esquema de integración termodinámica (TI) tal como está implementado en el paquete Amber[54]

para calcular las diferencias de energía libre de los siguientes pasos: (i) Protonación/Desprotonación de la tirosina

[cY*Y-OH ->cY*YO
-
] (Figura 3.6, pasos 1 y 3) y (ii) Transferencia/reorganización de carga en el sustrato monoradi-

calario negativamente cargado [cY*Y ->cYY*] (Figura 3.6, paso 2). Para cada reacción se simularon once ventanas

correspondientes cada una de ellas a un valor distinto de λ: 0.01, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 0.99. El

tiempo de cada simulación de DM fue de al menos 2 ns o hasta lograr la convergencia del valor correspondien-

te de <dE/dλ >para cada ventana. Todas las demás condiciones de simulación fueron idénticas a las explicadas

anteriormente. Finalmente se obtuvo la energía libre de Gibbs integrando numéricamente <dE/dλ >respecto a

la curva de λ. Para tener una estimación del error de los valores de energía libre obtenidos, se realizaron dos

simulaciones independientes (cada una utilizando un conjunto separado de once ventanas). Los valores reporta-

dos corresponden al promedio ± la desviación estándar (DE) de los dos valores obtenidos para un mismo λ en

ambos conjuntos de simulaciones.
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3.5.2 Métodos cuánticos e híbridos cuántico-clásicos (QM/MM)
Las estructuras de partida para las simulaciones QM/MM fueron tomadas de las correspondientes simulacio-

nes clásicas, previo enfriamiento lento de las fotos seleccionadas a 0K. Los cálculos cuánticos fueron realizados

a nivel DFT utilizando el código SIESTA con nuestra implementación propia de QM/MM llamada Hybrid [55]. Se

utilizó la aproximación de espín irrestricto en todos los sistemas estudiados.

Los diferentes subsistemas QM incluyeron: el grupo hemo (sin sus cadenas laterales), el ligando hémico (de-

pendiendo de la especie a simular en cada caso) la cadena lateral de la tirosina cercana del sustrato (para la

formación del primer y segundo radical), el sustrato completo (para el análisis del paso de transferencia electró-

nica interna), y el grupo tiol de la cisteína proximal. Para el estudio de la reacción de acoplamiento C-C sólo se

trató a nivel cuántico el sustrato. El resto de la proteína y las moléculas de agua fueron tratadas clásicamente.



4
ANÁLISIS DE LA DIVERSIDAD

ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE LOS

P450S

4.1 Introducción

Cómo ya semencionó en la introducción general, los citocromos de tipo p450 bacterianos poseen una enorme

diversidad funcional, y una amplia capacidad para llevar a cabo diferentes reacciones de oxidación sobre sus

sustratos, contribuyendo de manera significativa a la generación de una gran variedad de productos naturales,

muchos de ellos con un enorme potencial biotecnológico. Determinar el rol de los CYPs en la producción de

estos metabolitos es esencial para comprender su biosíntesis y potencial rol biológico en el organismo. Por otro

lado, el reciente crecimiento exponencial en la secuenciación de diferentes microorganismos ha resultado en la

anotación de más de 15000 secuencias a este grupo de proteínas, anotación que, salvo en casos excepcionales,

no va más allá de una asignación a la familia correspondiente. En este contexto predecir, o al menos acotar, in-
silico el rango de sustratos y reacciones catalizadas por cada una de éstas, es un interesante pero difícil desafío.
Determinar propiedades o aspectos funcionales específicos, como la especificidad/afinidad por cierto sustrato

o la eficiencia catalítica de una proteína con precisión y detalle a nivel aminoacídico, no es una tarea sencilla.

Sin embargo, si la función proteica está determinada por la estructura de la proteína y ésta por su secuencia

de aminoácidos, debería ser posible, en principio, predecir la función de las mismas a partir de estructuras y

secuencias proteicas de función conocida. Todo esto sería válido únicamente si se conoce la variabilidad de todas

las propiedades relevantes en estas proteínas. En este sentido, considerando que los miembros de la familia de

citocromos p450 comparten un mismo dominio de plegamiento y aminoácidos críticos conservados, se espera

poder predecir adecuadamente sus posibles funciones.

Con el objetivo de desarrollar un método que tomando cómo punto de partida la secuencia de un dado CYP y

determinando una serie de propiedades físico-químicas, permita predecir el rango de sustratos y la reacción que

ésta cataliza, en este capítulo se presenta un estudio evolutivo-molecular de toda la familia de p450s bacterianos

que mediante la determinación de diferentes propiedades estructurales -estructura 3D, análisis de residuos del

sitio activo, docking molecular- y un análisis del contexto génico, permite el desarrollo de un método predictivo.

4.2 Resultados

Los resultados de este capítulo se organizan de la siguiente manera: en primer término se describe la diversi-

dad de las secuencias de los CYPs para luego analizar que tan bien representado está este universo de secuencias

por las estructuras disponibles. En segundo término se presenta un análisis de nuestra capacidad de poder ge-



DECODIF ICANDO LA DIVERSIDAD CATALÍT ICA DE LOS CITOCROMOS P450 BACTERIANOS MEDIANTE MÉTODOS

BIOINFORMÁTICOS 61

nerar las estructuras de aquellos CYPs para los que solo poseemos información de secuencia y evaluar el grado

de confianza de las estructuras generadas. Luego se procede a analizar la diversidad de sustratos conocidos, sus

similitudes químicas y relación entre estas y la distancia filogenética entre los CYPs correspondientes. En cuarto

lugar se analiza el contexto génico del CYP en relación con la reacción que cataliza, para finalmente analizar la

relación entre la reacción catalizada y la estructura del complejo enzima-sustrato.

4.2.1 Análisis filogenético de las secuencias
Para comenzar el estudio de la diversidad de los p450 bacterianos, se realizó un alineamiento múltiple (AMS)

de las 12303 secuencias del conjunto 1*, incorporando información estructural correspondiente a un subconjun-

to de 23 PDBs que comparten como máximo un 30% de identidad de secuencia. Para ello se utilizó el programa

PROMALS3D (ver sección 4.4). En un paso posterior, se analizó el AMS y se quitaron todas las columnas del alinea-

miento con alta entropía de secuencias a fines de poder generar un árbol filogenético de los p450s que evidencie

las características claves de esta familia. Para esta tarea se utilizó el programa BMGE (Block Mapping Gathering

with Entropy, ver sección 4.4).

Se obtuvo así tanto el modelo oculto de Markov como el árbol filogenético correspondiente (Figura 4.1). La

construcción del árbol se hizo con el programa RaXML y para la visualización se utilizó Dendroscope e Inkscape

(ver sección 4.4). El árbol de la Figura 4.1muestra la diversidad de p450s bacterianos, en donde pueden identifi-

carse 15 grupos con características distintivas, los cuales se muestran resaltados con colores y etiquetados con

números crecientes en sentido horario. Solo dos grupos asignados son parafiléticos, el 6 y el 15, mientras que los

trece restantes resultan ser monofiléticos. Hay además algunos pequeños grupos que representan menos del

2% de las secuencias que no han sido estudiados con mayor detalle.

La obtención de los ASM y HMM correspondientes, permite analizar en el contexto estructural la conservación

y varianza de aquellos residuos que conforman el sitio activo de los CYPs y por ende definen la especificidad de

sustrato. La Figura 4.2 A y B muestra secciones del logo derivado del HMM (recortadas con el método de BMGE)

para todos los CYPs analizados y para cada grupo por separado. El modelo general arroja una longitud óptima del

dominio CYP de 400 residuos, de estos unos 32 residuos corresponden a posiciones con alta presión de selección

(columnas grises en la Figura 4.2 A y B). Entre los más destacados se encuentran:

I). el loop de unión al hemo, caracterizado según la literatura por el motivo F-X-X-G-X-X-X-C-X-G (posiciones

351-360), localizado en la cara proximal del hemo justo antes de la helice L, el cual contiene a la cisteína

que sirve como quinto ligando axial del hierro. Según se observa en el logo, este motivo estaría aún más

definido para los p450s bacterianos, ya que la posición 352 queda definida por glicina o serina (un residuo

chico) y la posición 356 muestra casi exclusivamente histidina o arginina, transformándose el motivo en F-

[G/S]-X-G-X-[H/R]-X-C-X-G. La identidad de la posición 356 se encuentra repartida entre los distintos grupos

de p450s bacterianos, mientras que gran parte de los grupos tienenmayormente histidina, los grupos 2 y 15

presentan altamente conservada una arginina, exceptuando al grupo 1 en el cual la conservación de ambos

aminoácidos es similar y el grupo 3, que presenta una mayor variabilidad.

II). En segundo lugar, en torno a las posiciones 288-291 se evidencia la presencia del motivo EXXR, situado en la

hélice K, altamente conservado en todos los grupos a excepción del 10, que posee mayormente triptófano

en lugar de arginina y algunas secuencias presentan glutamina en vez de glutámico, como es el caso de la

CYP157C1 de Streptomyces sp. que presenta el motivo QXXW [119].

III). Una tercer subsecuencia consenso altamente conservada en esta familia de proteínas que se observa clara-

mente en el logo, es la definida por el motivo [A/G]-GX-[D/E]-T-[T/S] (posiciones 249-254), el cual está situado

sobre la hélice I y constituye el canal de transferencia de protones [120]. En cuanto a este último motivo,

se observa muy conservado en todos los grupos a excepción del grupo 3 que evidencia una mayor variabi-

lidad y en particular en las dos posiciones finales (T-[T/S]) si bien treonina sigue dentro de los aminoácidos

posibles, son otros los predominantes.

IV). Finalmente, otra secuencia interesante, es [N/H]-R-D en las posiciones 327-329, porque presenta variantes
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Figura 4.1: Árbol filogenético de todas las secuencias de p450s que componen el conjunto 1* presentado como un filogra-
ma radial. Los distintos grupos identificados se muestran señalados con colores y numerados para poder referenciarlos a

posteriori. Los códigos de PDBs corresponden a las estructuras que fueron tenidas en cuenta en el AMS.
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Figura 4.2: A y B. Secuencias logo para todas las secuencias de p450s (primera línea en la parte superior) y para cada grupo por
separado. También se muestra una secuencia y un índice, ambos correspondientes a la secuencia de la p450cam (UniprotID

P00183), a modo de referencia. Las columnas señaladas con puntos corresponden a posiciones estructurales conocidas en

sitios activos de los p450s. Las posiciones resaltadas con gris corresponden a aminoácidos conservados en la gran mayoría

de los miembros (ver primer logo); mientras que las resaltadas con amarillo permiten diferenciar a los distintos grupos entre

sí. C. Sobre la estructura de p450cam (PDB_ID: 1DZ4) se muestran los residuos que componen el sitio activo (identificados

con puntos en el panel A) coloreados de acuerdo al grado de conservación: los grises son los ampliamente conservados,

que corresponden a las columnas grises, los amarillos son los que varían entre grupos (columnas amarillas), y los rojos son

aquellos que varían mucho (columnas blancas).
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diferentes en los grupos del lado derecho del árbol (1, 2, 3 y 15), que tienen bastante conservada una histi-

dina, respecto a los del lado izquierdo del árbol (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 y 14), en los que no solo no hay

histidina sino que en varios existe una asparagina muy conservada.

Análisis de conservación de los residuos del sitio activo
El sitio activo –de unión al sustrato- está formado por unos 14 residuos, 5 de los cuáles son altamente impor-

tantes. En la Figura 4.2 C se muestra la ubicación de los mismos en su disposición estructural en torno al sitio

de unión ubicado sobre el grupo hemo coloreados de acuerdo al grado de conservación. Los grises son los que

se encuentran altamente conservados, uno de ellos corresponde a la cisteína coordinada al hemo y los otros

dos (G248 y T252) forman parte del motivo [A/G]-GX-[D/E]-T-[T/S] antes mencionado. Los amarillos corresponden

a posiciones en las cuales la identidad de los aminoácidos es variable entre los diferentes grupos, por ejemplo

en la posición 198 los grupos 1 y 2 presentan preponderantemente arginina, mientras que el grupo 9 presenta

triptófano/serina y de forma análoga, en la posición 245, mientras que los grupos 2 y 15 tienen alta presencia

de treonina, la mayoría del resto presenta mayoritariamente leucina o glicina. Por último existen nueve posicio-

nes (marcadas en rojo) que evidencian una variabilidad muy grande, como puede observarse en la estructura se

encuentran formando parte de loops y esto se condice con que resulten claves para alojar sustratos de tipos y

tamaños tan diversos.

Análisis de conservación grupo-específica
El análisis de los logos correspondientes a los 15 grupos, permitió detectar algunas peculiaridades de cada uno

de ellos, algunas de las cuales se citan a continuación: se observó que la R198 solo está conservada en el grupo

1; en tanto que D241, A255, W260 y W333 son característicos del grupo 2; la R164 se encuentra parcialmente

conservada en el grupo 3; L321 y V397 son distintivos del grupo 7; el residuo E370 es una singularidad del grupo

9; en tanto que el W291 lo es para el grupo 10 y la R73 para el grupo 11. Por último hay un pequeño motivo

R398-[G-S]-P400 muy conservado en el grupo 14 y el grupo 15 se distingue por los residuos L71 y T245. Existen

además residuos parcialmente conservados, es decir, que son compartidos por varios grupos. Estos resultados

se resumen en la Tabla 4.1.

Representatividad de las estructuras de CYPs disponibles
Con el objetivo de avanzar sobre la caracterización estructural, para determinar la representatividad de las

estructuras de CYPs disponibles en relación con la diversidad total realizamos un segundo árbol pero sólo con

aquellas secuencias representativas que poseen estructura conocida. Dicho árbol muestra la presencia de 14

grupos, es decir que solo un grupo de los 15 (el denominado grupo 3) no posee una estructura que lo caracterice.

Para el resto se evidencia que hay al menos una estructura disponible para cada uno. El RMSD de los carbonos

alfa dentro de unmismo grupo varía entre 0.3 y 4.5 Å, mientras que entre grupos varía entre 1.189 y 8.387 Å. Esto

muestra que incluso dentro de un mismo grupo, existe una considerable diversidad estructural, lo que sugiere

nuevamente, al igual que la falta de conservación de los residuos del sitio activomencionada en el punto anterior,

que un mismo grupo evolutivo de CYPs es capaz de unir una amplia variedad de sustratos.

4.2.2 Generación de estructuras por modelado por homología
Habiendo caracterizado el conjunto de secuencias, la conservación y diversidad estructural de los CYPs, el si-

guiente paso es analizar nuestra capacidad de poder generar las estructuras de aquellos CYPs para los que solo

poseemos información de secuencia y evaluar el grado de confianza de las estructuras generadas. Para ello, una

vez determinado el grupo filogenético al que pertenece una secuencia dada, es preciso encontrar la proteína

más cercana que posee información estructural. Esto constituye el primer paso para obtener su estructura mo-

delándola por homología: la elección del molde. Para probar qué tanto influye la elección de la estructura molde

en la calidad del modelo obtenido al modelar por homología, se construyeron nueve modelos para cada una de

las doce estructuras que conforman el conjunto 3 (definido en la sección 4.4). Dichas estructuras se encuentran
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identificadas con círculos de color gris-negro en la Figura 3A. Para cada uno de los modelos se empleó una estruc-

tura molde diferente (el protocolo para el modelado se describe en detalle en el capítulo 2). El criterio utilizado

para la elección de los moldes fue tomar en cada caso tres proteínas que se hallen a distancia evolutiva corta (es

decir, lo más cerca posible en el árbol filogenético, usualmente en el mismo grupo), tres a distancia media y las

últimas tres muy distantes (pertenecientes sí o sí a otro grupo). De este modo, se obtuvieron 108 modelos, los

cuales fueron clasificados arbitrariamente en tres conjuntos de acuerdo con la distancia evolutiva entre el molde

y el blanco: distancia corta (d < 2.0), distancia media (2.0 < d < 4.0) y distancia larga (d > 4.0). (Para una definición

precisa de la distancia evolutiva “d” vease la sección 4.4)
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Figura 4.3: A. Árbol filogenético de todas las p450s para las que se conoce su estructura. Los círculos en gris y negro identifican
las doce estructuras que se apuntó a recrear a través de losmodelos por homología. B. Evaluación de la calidad de losmodelos

por RMSD, RMSD de los residuos del sitio activo, ∆r del bolsillo de unión a sustrato y QMEAN.

A modo de ejemplo, para modelar la estructura indicada en negro en la Figura 4.3 A se utilizaron tres moldes

a distancia corta (círculos de color rojo), cuatro a distancia media (indicados en azul) y dos a distancia larga

(indicados en verde).
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Evaluación de los modelos
Losmodelos generados fueron evaluados por cuatrométodos diferentes: i) determinando el RMSD-CA de cada

uno de ellos respecto a la estructura cristalográfica real de la proteína modelada (blanco), ii) determinando el

RMSD-CA de los residuos del sitio activo, iii) determinando la variación del radio del bolsillo de unión al sustrato y

iv) determinando el QMEAN (una función de puntuación que tiene en cuenta los principales aspectos geométricos

de las estructuras proteicas, ver sección 4.4 para más detalles). Las distribuciones de probabilidad obtenidas -

agrupadas en 3 niveles de calidad del resultado- para cada uno de los 3 conjuntos de modelos (distancia corta,

media y larga) se muestran en la Figura 4.3 B. Los datos arrojados por RMSD muestran que si la distancia es

corta (rojo) puede determinarse casi la totalidad (> 95%) de las estructuras con un RMSD < 2Å (lo cual puede

considerarse una excelente predicción), para distancia media (azul) este porcentaje se reduce a un 65% y si el

molde se halla muy alejado del blanco la predicción sólo es correcta en 5% de los casos. En el caso de los

resultados obtenidos por QMEAN, se evidencia la misma tendencia, pero aún más enfatizada que en el caso

anterior: más del 80% de los casos que componen el conjunto de distancia corta obtuvieron un valor de QMEAN

entre 0.66 y 1 frente al 27% de los de distanciamedia. Lo que es interesante, es que si bien la tendencia observada

para variación del radio del bolsillo es similar, un número significativamente mayor de estructuras a distancias

evolutivas intermedias y largas, son modeladas con tamaños del sitio activo similares (e incluso muy) a los de la

estructura de referencia.
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Figura 4.4: Tres ejemplos de modelos para un mismo blanco, cada uno obtenido a partir de un molde correspondiente a
un rango de distancia diferente (corta, mediana y larga). En el panel superior se muestra la superposición estructural de la

estructura de referencia (gris) y los modelos en escala de color desde rojo, que indica zonas pobremente alineadas, a azul

que indica zonas de buena coincidencia entre las estructuras, junto a los valores de RMSD y QMEAN. En el panel inferior se

muestran los correspondientes sitios activos, en gris el de referencia y en color el del modelo junto a los valores de RMSD y

variación del radio del sitio activo. Las esferas representan los carbonos alfa de los aminoácidos del sitio activo.

A modo de ejemplo, si se observan los resultados obtenidos en el modelado de la estructura de la proteína

CYP158A2 de Streptomyces Coelicolor (PDB ID: 1T93) partiendo de tres moldes diferentes (uno en cada rango de
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distancia evolutiva, PDB IDs: 2NZ5, 1ODO y 1IZO), puede verse la tendencia creciente de los valores de RMSDCA

desde 0.96 Åcon el molde a distancia corta, pasando a 1.8 Åcon el molde a distancia media y 3.5 Åcon el molde a

distancia larga. La Figura 4.4 muestra en el panel superior la superposición estructural de los modelos obtenidos

sobre la estructura de referencia (gris) coloreados por RMSDCA. Se observa que particularmente en las zonas de

loops (cuarto superior derecho en la representación de la estructura proteica) la diferencia en la calidad de los

modelos es muy notoria y decrece cuando la distancia evolutiva entre el blanco y el molde es mayor. En el panel

inferior, se muestra la superposición de las estructuras a nivel del sitio activo, nuevamente en gris la estructura

de referencia y en color el modelo, en donde las esferas representan los carbonos alfa de los aminoácidos con-

siderados parte del sitio activo. Puede verse que en el modelo de distancia corta (izquierda) las posiciones de los

carbonos alfa coinciden en gran medida, traduciéndose en un valor de ∆r pequeño (0.01 Å); si nos remitimos al
modelo de distancia media (centro) los carbonos alfa no coinciden tan bien (RMSDCAsa > 2) pero sin embargo el

volumen del sitio no presenta una variación importante (0.32 Å); ya en el modelo a distancia larga (derecha), se

observa que el RMSD-CAsa es bastante elevado (> 4 Å) pero aún así el volumen del sitio activo es similar al de la

estructura de referencia.

En resumen, podemos suponer que si hay disponibles estructuras a distancias evolutivas cercanas, los mode-

los seran de excelente calidad, para distancias evolutivas medias, si bien la calidad general del modelo (QMEAN)

puede no ser óptima, tanto el RMSD como el tamaño del sitio activo se espera sean razonables. Finalmente, in-

cluso para modelos generados con distancias evolutivas largas, es altamente probable que el volumen del sitio

activo sea predicho correctamente. Habiendo concluido el análisis de las estructuras, pasaremos ahora a analizar

la diversidad de sustratos.

4.2.3 Análisis de la diversidad de sustratos de los CYPs
A los fines de mostrar la diversidad química de los sustratos o ligandos de los p450s, se calculó el grado

de similitud entre cada par de ligandos utilizando como métrica el índice de Tanimoto como se describe en el

Capítulo 2.
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Figura 4.5: Dendrograma de sustratos de los citocromos p450 agrupados de acuerdo a su similitud química. La métrica
utilizada para medir la similitud química fue el índice de Tanimoto entre cada par de estructuras. Por cada grupo se muestra

una estructura representativa.

Los resultados obtenidos se agruparon jerárquicamente de acuerdo a la distancia entre ellos y se representa-

ron de forma gráfica en una estructura tipo dendrograma (ver Figura 4.5). A partir del mismo se definieron seis

grupos, los cuales fueron enumerados del 1 al 6 e identificados cada uno con un color diferente. A los fines de

dar una idea del tipo de estructuras que engloba cada grupo, se mapeó sobre el dendrograma una estructura

representativa de cada uno. De esta manera se consiguió describir el universo de posibles sustratos conocidos

hasta el momento para esta familia de proteínas.
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El dendrograma de sustratos de los CYPs (Figura 4.5) muestra que existe una moderada variedad de estructu-

ras de complejos, que alojan sustratos de diverso tamaño y forma. Existen grupos claramente reconocibles como

ser: 1) el de los tipo-esteroideo (por ejemplo el lanosterol), 2) el de los ácidos grasos (como el ácido palmitoleico),

3) el de los macrólidos (como la eritromicina), 4) el grupo de los terpenoides (como el alcanfor), 5) un grupo con

uno y dos anillos tipo fenólicos, 6) un grupo de ligandos complejos con varios anillos fenólicos conectados por

cadenas carbonadas con grupos salientes de tipo ceto o metilo. Asimismo pueden verse varios ligandos que no

pertenecen a ninguno de los grupos antes mencionados, entre ellos se encuentra por ejemplo el antibiótico fili-

pin (FLI), cuya estructura posee un anillo enorme de 28 carbonos. Esto es una muestra clara de la gran diversidad

química existente entre las moléculas capaces de unirse a los CYPs.

¿Es posible determinar cuál es el ligando analizando sólo la secuencia?
Si se apunta a predecir el (o los) posibles sustratos de un dado CYP partiendo solamente de la información de

la secuencia, la primer pregunta que surge es cuál es el grado de correlación entre la similitud de secuencias entre

dos CYPs y la similitud de sus sustratos. Dicho de otro modo, si es posible a partir de la similitud de secuencia

inferir el sustrato.

Para ello en la Figura 4.6 se muestra el esquema de los sustratos mapeados sobre el árbol filogenético para

todos aquellos CYPs con sustrato conocido. La figura manifiesta la amplia diversidad de ligandos y pareciera

mostrar que no existe una relación estrecha entre la identidad de secuencia y la similitud de los ligandos, más

allá de casos puntuales. A modo de ejemplo, dentro de uno de los grupos monofiléticos (grupo 8) se evidencia la

presencia de sustratos que van desde el tipo esteroideo, los similares al alcanfor y hasta ácidos carboxílicos de

cadena larga; en tanto que en otro de los grupos (grupo 11) puede verse tanto un compuesto pequeño con dos

anillos fenólicos (como la flaviolina) como también compuestos de mayor tamaño como la vitamina D3 y hasta

macrólidos (filipin).

Para obtener una medida alternativa, más cualitativa, de la falta de correlación entre la similitud de secuencia

y la de sustrato, y que además se centre en los pares cercanos, en la Figura 4.7 se muestra la distribución de

probabilidades para la similitud química del sustrato (computada con el índice de Tanimoto) entre pares de CYPs,

para todos aquellos pares de proteinas que son vecinas en el árbol filogenético (en naranja). Esto es, para cada

CYP su par corresponde a otra CYP cuya similitud en secuencia es lamayor de entre todas las CYPs que componen

el conjunto. La distribución claramente se encuentra sesgada a valores de similitud bajos (< 0.5) y solo hay un

pequeño 4% en donde proteinas similares poseen ligandos altamente similares (IS > 0.9). Como confirmación de

que la distribución de similitud de pares de sustratos entre proteínas vecinas es equivalente a la que se obtendria

por azar, calculamos también lo que sería la distribucion de fondo (histograma azul) tomando pares de CYPs al

azar del árbol filogenético y determinando el IS de sus respectivos sustratos. Como puede verse en la Figura 4.7

la distribución de fondo y la de los pares más cercanos son equivalentes, lo que confirma que no hay correlación

significativa entre similitud de secuencia y similitud de sustratos.

Por lo expuesto anteriormente, podemos decir que es imposible utilizar la similitud en secuencia para asignar

el sustrato y por lo tanto la función a un dado CYP. En este contexto es que cómo próximo objetivo buscamos

analizar la relación entre el contexto génico del CYP en cuestión y sus potenciales sustratos-productos.

4.2.4 Contexto génico
En bacterias, muchas veces, los genes asociados a una misma vía metabólica se encuentran asociados en

operones -unidades de expresión conjunta- ubicados secuencialmente en el mismo orden en que sus productos

enzimáticos procesan los metabolitos. En otras palabras, es común que el gen río abajo (o río arriba) del gen de

interés, sea el que genera el sustrato (o utiliza como su sustrato el producto) del gen de interés. Tomando esto

cómo punto de partida, nuestra hipótesis es que si se conocen los sustratos/productos de los genes vecinos (río

arriba/abajo) del gen de un dado CYP particular, estos serían potenciales candidatos a ser sustratos/productos

del mismo. Para determinar el contexto génico de los CYPs, y por lo tantos sus vecinos, se evaluaron distintas

estrategias. La primera de ellas consistió en tomarlo de la base de datos Gene, del NCBI, la segunda de la base

de datos KEGG y la tercera de la base de datos BioCyc.
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Figura 4.6: Sustratos de los p450s mapeados sobre el árbol filogenético de los que poseen estructura conocida. Los nombres
de los sustratos que han sido cristalizados se muestran en negro y los no cristalizados en gris. Como puede observarse, la

diversidad de ligandos es muy amplia y la identidad química de los mismos no parece estar determinada por la pertenencia

a un clado.
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Figura 4.7: Distribución de similitud
entre pares de sustratos de proteínas

vecinas en el árbol. Para cada proteí-

na de sustrato conocido se evaluó el

parecido químico entre su sustrato y

el correspondiente a la proteína más

cercana (naranja) y se lo comparó con

la distribución de similitud de todos

los pares de ligandos entre sí (azul).

Dado que cada base de datos tiene una forma diferente de almacenar la información, no es una tarea sencilla

desarrollar un protocolo general para acceder a información del mismo tipo, en este caso del contexto génico,

almacenada en bases de datos diferentes. Esto se suma a que en muchos casos no está debidamente documen-

tada la forma de acceder a los datos de forma programática. Para decidir cuál estrategia era más promisoria, lo

que se hizo fue evaluar para todas las proteínas en el conjunto 1, la existencia o no de los enlaces correspondien-

tes a las bases de datos Gene, KEGG y BioCyc. Esta evaluación mostró que un 29% de las secuencias del conjunto

1 tienen información en KEGG, un 17% tiene información en BioCyc y solo un 5% tiene información en Gene.

Esto da la pauta de que la base de datos KEGG tiene información para un mayor número de los CYPs en estudio.

Pero lo más interesante es que a su vez, la mayoría de las secuencias con enlace a Gene (76%) o BioCyc (97%)

tienen también su enlace correspondiente a KEGG (ver Figura 4.8), es decir, de los tres recursos, KEGG es el más

abarcativo, y los otros parecieran ser redundantes. Por estos motivos se utilizó KEGG como fuente principal de

datos para la determinación del contexto génico y la información asociada.

A pesar de que 4538 CYPs poseen un KEGG_ID, es decir, se encuentran reportados en la base de datos, esto

no significa que tengan necesariamente una función asignada, ya que muchas veces simplemente se reporta

la presencia del gen para el CYP en el genoma. Por lo tanto, a continuación determinamos cuántos de ellos

tienen un EC number o una reacción asignada, lo que significa que conocemos cuál es su sustrato. Como se

muestra en la Tabla 4.2, sólo para 414 CYPs tenemos certeza sobre el sustrato. Este conjunto define entonces

nuestro control positivo para la predicción de potenciales sustratos a partir de la información del contexto génico.

El mismo análisis lo realizamos para los vecinos de cada uno de los CYPs disponibles en KEGG (Tabla 4.2) y

cómo puede apreciarse la información es más bien escasa. De los 414 CYPs con sustrato conocido, solamente se

conoce la función de uno de los vecinos para 61 CYPs y de ambos para 4. Este pequeño conjunto fue utilizado a

continuación para analizar la hipótesis propuesta.

Validación del uso del contexto génico para la predicción de sustrato de los CYPs
Para validar la utilización del contexto génico de los CYPs comométodo para inferir posibles sustratos, analiza-

mos entonces la relación -utilizando el índice de similitud descrito anteriormente- entre los sustratos/productos

reportados para uno o ambos genes vecinos, y el sustrato del CYP a predecir. Vale señalar que en muchos casos
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15851secuencias  
de p450s bacterianos 
en UniProt

4538 tienen 
información 
en KEGG

2721 tienen 
información 
en BioCyC

771 tienen 
información en 
Gene (NCBI)

Figura 4.8: Representación de las se-
cuencias de p450s bacterianos en

UniProt en las bases de datos KEGG,

Gene y BioCyc. Puede observarse que

las secuencias que presentan infor-

mación en KEGG abarcan a la gran

mayoría de las que presentan infor-

mación en Biocyc y Gene.

CYPs con KEGG_ID
CYPs con sustrato

conocido
Total 4538 414

Hay información de la

función de solo uno

de los genes vecinos 674 (14.9%) 61(0.15%)

Hay información de la

función de ambos

vecinos 41 (0.9%) 4(0.01%)

Tabla 4.2: Contenido de información
para los genes vecinos de los CYPs en

general y para el subconjunto de las

cuales se conoce el sustrato.

la información obtenida de los sustratos de los vecinos corresponden a compuestos secundarios o metabolitos

comunes, es decir, que no son el reactivo principal de la reacción que nos interesa, por ejemplo H2O, coA, NAD,

H2O2, H2PO4, SH2, H+, etc. Estos casos fueron excluidos del análisis.

El análisis global de cada uno de los 61 casos donde hay información disponible del contexto génico, muestra

que para 21 CYPs el sustrato correcto es uno de los sustratos/productos de sus genes vecinos. A modo de ejem-

plo, en la Figura 4.9 se muestran dos casos en los que los sustratos de CYPs han sido predichos exitosamente

a través del análisis de los productos del gen anterior. En el primer caso corresponde al sustrato de la CYP121

de Mycobacterium tuberculosis (cicloditirosina) -estudiado en el capítulo 3 esta tesis-, el mismo, es directamente
el producto de la enzima ubicada río arriba en el genoma, en este caso la cicloditirosina sintetasa. De forma

análoga, en el segundo caso, el sustrato de la CYP170A1 de Streptomyces coelicolor ((+)epi-isozizaeno) es sinte-

tizado por la enzima epi-isozizaeno sintetasa codificada por el gen SCO5222 también ubicado río arriba. Si bién

estos casos representan casos ideales, su objetivo es demostrar conceptualmente la estrategia. En el capítulo 6,

mostraremos cómo, incluso cuando la información obtenida por los sustratos/productos de los genes vecinos

no corresponde directamente al sustrato del CYP, es posible utilizarla en combinación con otros enfoques que
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abordaremos en esta tesis para determinar o acotar el sustrato.
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Predicción de sustrato por contexto génico

(Rv2275)

O

O

HO

OH

HN

NH

O

HN

O

NH

OH

OH

1. CYP121 (Micociclosina sintetasa)

micociclosinacicloditirosina (cYY)

CYP121

2. CYP170A1 (Epi-isozizaeno 5-monooxigenasa)

(SCO5223)(SCO5222)

cYY sintetasa CYP121

2 L-Tirosil-
ARNt(Tyr)

2 ARNt(Tyr)
+

cYY 
sintetasa

CYP170A1epi-isozizaeno
 sintetasa

CH3

H3C

H3C

CH3

(+)epi-isozizaeno

CYP170A1
epi-isozizaeno

 sintetasa
H3C

O P

O

OH

O

P O

OH

HO

CH3

CH3

CH3

+

OH

P O

OH

OP

O

HO

OH

(2E,6E)-farnesil-
difosfato

CH3

H3C

H3C

CH3 OH

(5S)-albaflavenol

Figura 4.9: Dos ejemplos de sustra-
tos de CYPs predichos exitosamen-

te a través del análisis de los pro-

ductos del gen anterior. En el caso

1, el sustrato de la CYP121 de My-
cobacterium tuberculosis (cicloditirosi-
na), es producido por la enzima ci-

cloditirosina sintetasa, codificada por

el gen inmediato anterior al que co-

difica al CYP. De forma análoga, en

el segundo caso, el sustrato de la

CYP170A1 de Streptomyces coelicolor

((+)epi-isozizaeno) es sintetizado por

la enzima epi-isozizaeno sintetasa co-

dificada por el gen SCO5222.

Los resultados presentados en el párrafo anterior, muestran que el análisis del contexto genico tiene un enor-

me potencial para determinar o contribuir a la determinación del sustrato de un dado CYP. Sin embargo, no es

posible tener una mayor estadística del potencial de la estrategia dada la limitada cantidad de datos de contexto

génico disponibles. Si bien esto constituye una barrera hoy en día, en la medida que se vayan secuenciado y ano-

tando más genomas, o se mejore la anotación de los existentes, la estrategia propuesta se espera incremente su

alcance y potencial.

4.2.5 Reacción
Finalmente, el último punto que analizaremos es aquel directamente relacionado con el capítulo 5, que tiene

que ver específicamente con el tipo de reacción realizada por el CYP una vez que el sustrato ya se encuentra

alojado en el sitio activo. Como ya se mencionó en la introducción, los CYPs catalizan una amplia variedad de
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tipos de reacciones: oxidación, hidroxilación, epoxidación, desalquilación, entre otras y en todos los casos es

clave determinar cuál es el (o los) átomos del sustrato que se encuentran a distancia de reacción por parte del

oxo ferrilo, y el grupo funcional de los mismos y sus vecinos. En este contexto decidimos analizar para aquellos

CYPs cuya reacción y complejo enzima-sustrato es conocida, diferentes parámetros estructurales relacionados

con el mecanismo de reacción.

Partiendo de las estructuras disponibles, se analizó en cada caso la distancia de cada uno de los carbonos del

sustrato al átomo de hierro hémico. Se concluyó que en el 50% de los casos el átomo reactivo es el más cercano

al hierro, en otro 25% de los casos es el carbono adyacente al más cercano y en el 25% de los casos restante no

es ninguno de los anteriores. Por otra parte, se analizó la distribución de distancias al carbono reactivo en com-

paración con la distribución de distancias al carbono más cercano (Figura 4.10), observándose que los carbonos

reactivos, están en su gran mayoría a menos de 4 Å.
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Distancia al carbono reactivo versus distancia al carbono más cercano
para todos los complejos enzima-sustrato cristalizados
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Figura 4.10: Distribución de distan-
cias del hierro al carbono reactivo (na-

ranja) en comparación con la distri-

bución de distancias del hierro al car-

bono más cercano (azul).

4.3 Conclusiones

El análisis de la diversidad de secuencias y estructuras de los p450s muestra que existe una buena variedad

de estructuras disponibles, es decir que la diversidad de secuencias está bastante bien representada por las

estructuras, lo cual se traduce en una buena capacidad para obtener las estructuras faltantes modelándolas por

homología.

En cuanto a la posibilidad de predecir posibles sustratos de un dado CYP partiendo solamente de la informa-

ción de su secuencia, el análisis de la diversidad química de los ligandos en relación con la distancia evolutiva

entre las proteínas indica que no hay correlación significativa entre similitud de secuencia y similitud de sustra-

tos, por lo que resulta imposible utilizar la similitud en secuencia como único criterio para asignar el sustrato, y

por lo tanto la función a un dado CYP.

Por su parte, la utilización de la información del contexto génico como método para inferir posibles sustratos,

si bien en la actualidad aún posee aplicabilidad limitada debido a la carencia de anotación demuchas secuencias,



DECODIF ICANDO LA DIVERSIDAD CATALÍT ICA DE LOS CITOCROMOS P450 BACTERIANOS MEDIANTE MÉTODOS

BIOINFORMÁTICOS 77

promete ser de gran ayuda en la medida que se vayan anotando más secuencias y se incorpore información a

las bases de datos.

Finalmente, respecto a la inferencia del tipo de reacción que podría catalizar un CYP en función del modo

de unión enzima-sustrato, el análisis de la estructura de los complejos disponibles cuya actividad catalítica es

conocida muestra que en la gran mayoría de los casos el átomo reactivo -usualmente un carbono- está entre

los más cercanos al hierro y típicamente a una distancia menor a 4 Å. Estos datos refuerzan la importancia

de poder predecir el modo de unión enzima-sustrato y a partir de ello determinar cuáles serían los átomos

candidatos a estar involucrados en la reacción, ya que con esta información en mano, el abanico de posibilidades

se acota muchísimo, de modo que en algunos casos solo haría falta un poco de intuición química para formular

hipótesis que permitan echar luz a la reactividad. Con esta idea es que en el próximo capítulo nos proponemos

evaluar nuestra capacidad para predecir el modo de interacción enzima-sustrato y si es posible dada una enzima

encontrar cuál es el sustrato correcto entre una serie de sustratos potenciales.

4.4 Métodos específicos del capítulo

4.4.1 Obtención de los conjuntos de secuencias de partida
El conjunto de secuencias de citocromos p450s bacterianos se obtuvo de la base de datos UniProt, utilizando

la siguiente clave de búsqueda: ”name:”cytochrome p450” taxonomy:”Bacteria [2]””. Esto arrojó un total de 15851

secuencias. De aquí en adelante llamaremos a este conjunto: conjunto 1. Del conjunto 1 se seleccionaron aquellas

secuencias que tienen al menos una estructura en la base de datos PDB, originándose, de este modo, el conjunto

2, compuesto por todas las secuencias de p450s bacterianos que tienen estructura tridimensional conocida (53).

Finalmente, el último conjunto, denominado conjunto 3, es un subconjunto del conjunto 2 compuesto por doce

estructuras para las cuales se conoce la estructura del complejo enzima-sustrato natural, así como también la

reacción catalizada.

4.4.2 Filtrado para seleccionar solo las secuencias representativas
Para el conjunto de secuencias denominado conjunto 1 es preciso considerar solo las más representativas a

los fines de conseguir un conjunto lo más acotado posible que conserve la mayor variedad posible de secuen-

cias y a la vez reducir, al menos parcialmente, el sesgo hacia las secuencias más estudiadas, eliminando de esta

manera la enorme redundancia. Para conseguir esto se utilizó la técnica de agrupamiento por porcentaje de

identidad de secuencia, la cual consiste en establecer un máximo de identidad de secuencia permitido y agru-

par aquellas cuya identidad supere un umbral determinado. Esto permite reducir el número de secuencias del

conjunto considerando un solo ejemplar entre aquellos que compartan mayor identidad que el corte. A los fines

de evaluar cual sería un porcentaje (umbral) de corte apropiado se evaluaron valores de 99% y luego de 95% a

45% en intervalos de 5%. Para esto se utilizó el programa CD-HIT[121]. Con el mismo se realizó un análisis de

cómo se reduce el número de secuencias representativas a medida que disminuye el porcentaje de identidad de

secuencia máximo entre cualquier par del conjunto que se establece como corte. Los resultados indican que un

cut-off de 99% de identidad de secuencia sería el más apropiado, dado que permite reducir considerablemen-
te el tamaño conjunto de datos sin perder información significativa. El nuevo conjunto de secuencias generado

(conjunto 1*) posee 12303 ejemplares, lo que representa una reducción del 22% del volumen de datos a tratar.

4.4.3 Alineamiento de secuencias teniendo en cuenta la información estructural
Partiendo del conjunto de secuencias (conjunto 1*) y el subconjunto que posee estructura, se realizó un ali-

neamiento de secuencias para cada conjunto, incluyendo información estructural. Para ello se utilizó el programa

PROMALS3D[122] Dado que el número de estructuras que el programa soporta es limitado (30) se decidió utilizar

el conjunto más diverso en cuanto a secuencia que a su vez incluyera la mayor cantidad de estructuras posible
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dentro del límite establecido por el programa. Tal conjunto resultó ser el que comparte como máximo un 30%

de identidad de secuencia y está integrado por 23 estructuras.

Análisis del alineamiento
Dado que las secuencias poseen regiones muy divergentes, el alineamiento múltiple de secuencias (AMS)

contiene bloques de subsecuencias pobremente alineadas. Estos bloques se removieron con el algoritmo y pro-

grama Block Mapping and Gathering with Entropy (BMGE), el cual permite seleccionar bloques del alineamiento

que son adecuados para una inferencia filogenética apropiada. El recorte para la filogenia se realizó con una

matriz de sustitución Blosum62, una frecuencia de gaps a 0.2 y entropía a 0.9, resultando en un recorte de 356

a 143 columnas. El AMS recortado se usó para construir una filogenia por máxima verosimilitud (ML, del inglés,

maximum likelihood).

4.4.4 Construcción de los árboles filogenéticos
Para construir el árbol del conjunto 2 se utilizó el programa PhyML 3.0[123], partiéndose de un modelo de

sustitución JTT, un árbol de inicio de BIONJ[124] optimizado y con medidas de soporte SH-aLRT [125]. Por otra

parte, para el árbol de todas las secuencias (conjunto 1*) se recurrió a otra herramienta, debido a que el tamaño

del conjunto de datos excedió la capacidad de procesamiento de PhyML. La herramienta elegida entonces fue

RAxML 8.2.4 [126]. Lo mismo ocurrió con el visualizador, mientras que para el primer caso se utilizó el programa

iTol [127], para el árbol de todas las secuencias se optó por Dendroscope 3 [128]. Los árboles resultantes se

observaron y editaron con Inkscape 0.48.4. A modo de control, puesto que se usaron programas distintos para

las filogenias de los conjuntos 1* y 2, se repitió la filogenia del conjunto 2 con RAxML, alcanzándose resultados

equivalentes (datos no mostrados).

4.4.5 Construcción de las secuencias logo del alineamiento
Se construyeron perfiles de HMMER para todo el conjunto 1* y también para cada uno de los grupos de

secuencias previamente identificados partiendo de la filogenia. Para esto se utilizó el programa hmmbuild con

las configuraciones por defecto (HMMER 3.0 [129]). Una vez obtenidos estos perfiles, se generaron los logos de

cada uno de los grupos usando el programa WebLogo 3 [130].

4.4.6 Obtención de la distancia evolutiva entre todos los pares de secuencias del árbol filogenético
Para obtener un valor numérico que describa la distancia filogenética de un par específico de secuencias

dentro del árbol filogenético, se calculó la distancia cofenética, que se define como la altura del dendrograma

donde las dos ramas que incluyen a ambos nodos hojas (que representan a las secuencias) se unen en una única

rama. Para computar esta distancia se utilizó la función “cophenetic.phylo”, que calcula la distancia entre todos

los pares de secuencias de un árbol filogenético en base a la longitud de las ramas. Esta función forma parte del

paquete de análisis de árboles filogenéticos “ape” (Analyses of Phylogenetics and Evolution) para R [131].

4.4.7 Generación de estructuras por modelado por homología y evaluación de los modelos
En el proceso de predicción de estructura proteica, una vez que se generan los modelos, se hace necesario

contar con algún/os método/s que permita/n determinar la calidad de los mismos.

Alineamiento estructural y determinación de los parametros estructurales
El alineamiento estructural entre el modelo obtenido y la estructura conocida suele ser la primera aproxima-

ción empleada al evaluar la calidad de un modelo. Como ya se describió en el capítulo Métodos, típicamente

los resultados de un alineamiento estructural consisten en una superposición de los conjuntos de coordenadas
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atómicas y un valor para la desviación del valor cuadrático medio (RMSD) entre pares de estructuras. Es posible

realizar el alineamiento estructural en base a todos los átomos de las proteínas o a un subconjunto.

Cálculo del RMSD de los carbonos alfa
Cuando se alinean estructuras con secuencias muy diferentes, en general no se toman en cuenta los átomos

de las cadenas laterales, ya que sus identidades difieren entre los residuos alineados. Por esta razón, si se quiere

tener una idea de cuánto ha variado la estructura en general, es común utilizar en el alineamiento estructural

sólo los aminoácidos del esqueleto proteico, y aún más, dada la conformación plana del enlace peptídico, por

una cuestión de simplicidad y eficiencia frecuentemente sólo se consideran las posiciones de los carbonos alfa.

Las estructuras obtenidas por modelado por homología fueron alineadas respecto a la estructura conocida de

cada una de las proteínas utilizando el programa PyMOL, como se describió en el capítulo Métodos.

Cálculo del RMSD de los carbonos alfa de los residuos del sitio activo
Dado que en particular nos interesa la capacidad de un dado CYP de unir a su sustrato, y esta depende de

la estructura de su sitio activo, es interesante evaluar específicamente la conservación en las posiciones de los

aminoácidos que componen dicho sitio. El criterio para definir los residuos que se consideran parte del sitio

activo fue incluir todos los aminoácidos que tienen al menos uno de sus átomos a una distancia inferior a 3.5

Å del ligando en el cristal del complejo enzima-sustrato correspondiente. En base a esta selección de átomos se

calculó el RMSD de los carbonos alfa de los residuos del sitio activo de manera análoga a lo realizado para la

proteína completa.

Cálculo de la variación del radio del bolsillo de unión al sustrato (∆r)
Adicionalmente al cálculo de la variación de las posiciones de los residuos del sitio activo, un dato interesante

para evaluar qué tan bien logra el modelo reproducir las dimensiones del bolsillo de unión consiste en determinar

la variación en el tamaño de dicha cavidad. Para ello lo que se requiere es tener una medida simple de cómo

varía el tamaño de la cavidad del modelo respecto de la estructura de referencia. En este contexto, una variación

pequeña en el tamaño de la cavidad se asociaría con una mejor calidad del modelo, y viceversa. Para obtener un

parámetro fácil de calcular que describa el tamaño de la cavidad decidimos determinar el radio medio del bolsillo

de unión al sustrato (rp). Para determinar rp se calcula primero el centro de masa de la cavidad (definida por los

carbonos alfa de los residuos que componen el sitio activo), de acuerdo a:

rCM =
∑i miri

∑i mi
=

1
M ∑ miri (4.1)

Y luego se determina el promedio de las distancias de cada uno de los carbonos alfa del bolsillo de unión a

dicho centro de masa

rp =
1
N

N

∑
1

√
(x− xCM)2 + (y− yCM)2 + (z− zCM)2 (4.2)

En otras palabras el rp es cómo el momento de inercia del “cuerpo” representado por el bolsillo de unión a

sustrato. Una vez obtenido este valor de rp para cada modelo y para la estructura de referencia correspondiente,

se computó la diferencia entre ambos, obteniéndose de este modo la variación del radio promedio del bolsillo

de unión (∆rp).

QMEAN (Qualitative Model Energy ANalysis)
QMEAN[77] es una función de puntuación compuesta que describe los principales aspectos geométricos de las

estructuras proteicas a través de cinco descriptores estructurales diferentes. La geometría local es analizada por

un potencial de ángulo de torsión sobre tres aminoácidos consecutivos. Un potencial específico de la estructura

secundaria se utiliza para testear las interacciones de largo alcance. Un potencial de solvatación describe el

grado de exposición al solvente de los residuos. Dos términos sencillos describen el grado de coincidencia entre
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la estructura secundaria predicha y la calculada y la accesibilidad al solvente. En este trabajo de tesis se utilizó

esta función para la evaluación de los modelos, tal como está implementada en el servidor de QMEAN [78].



5
PREDICCIÓN DE LA ESTRUCTURA DEL

COMPLEJO CYP-SUSTRATO

5.1 Introducción

Determinar la estructura del complejo enzima-sustrato constituye un paso clave cuando se desea realizar

inferencias sobre la función de una enzima. Dado que en los CYPs la reactividad está asociada con la proximidad

al átomo de hierro hémico (como se mostró en el capítulo 4), es fundamental poder determinar la posición

que adopta el ligando en el sitio activo de la enzima para luego hacer foco en los átomos que se ubican en la

cercanía del hierro. Ésta información es crucial porque al considerar sólo ese conjunto reducido de átomos como

candidatos a estar involucrados en la reactividad, el número de reacciones posibles se reduce drásticamente.

Por otro lado, si para un caso existen varios sustratos posibles (o potenciales), es razonable suponer que sólo el

sustrato correcto encajara correctamente en el sitio activo, y entonces determinar el potencial modo de unión

para un par enzima-sustrato permite determinar qué sustratos encajan y cuáles no. En otras palabras, lograr

predecir el modo en que el ligando se unirá a la enzima determina en gran parte el éxito de la predicción de

su función, porque permite acotar el abanico de posibles reacciones. Cuando se trata de predecir la estructura

de un complejo enzima-sustrato, una de las metodologías que más se utilizan son los denominados métodos

de docking. En este capítulo nos proponemos por un lado evaluar la capacidad de tales métodos de docking

-en particular el implementado en el programa Autodock-, para predecir el modo de interacción enzima-sustrato

y adicionalmente -de manera análoga a un ensayo de virtual screening- nos proponemos evaluar si es posible
dada una enzima encontrar cuál es el sustrato correcto entre una serie de sustratos potenciales. Como variables

específicas asociadas a su implementación evaluaremos diferentes parámetros asociados con la estructura del

receptor, cómo ser el uso demodelos obtenidos por homología y la flexibilidad del receptor, y aquellos asociados

a la función de puntaje relacionados con el uso de sesgo por sitios farmacofóricos.

5.2 Resultados

5.2.1 Evaluación de la capacidad para reproducir la interacción receptor-ligando observada en los
cristales
La primer prueba que se realizó consistió en evaluar la capacidad del Autodock4 (el programa elegido) de

predecir correctamente el modo de unión del sustrato dentro del receptor en los casos en los que la estructura

del complejo es conocida. Este ensayo se realizó a través de un experimento de re-docking sobre los 17 complejos

enzima-sustrato representativos que integran el set 4 (ver sección 5.4).

A modo de ejemplo, en la Figura 5.1 se muestran los resultados obtenidos para dos complejos enzima-
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Figura 5.1: A. Gráfica de ∆G vs Población para el experimento de re-docking del complejo CYP199A2 con su ligando 4-
metoxibenzoato. B) Gráfica de ∆G vs Población para el experimento de re-docking del complejo p450epoK con su ligando
epotilona D. Los puntos correspondientes a la estructura correcta (o más cercana a la del cristal) se muestran en rojo. Las

etiquetas sobre los puntos de ambas figuras representan el valor de RMSD entre los átomos de carbono del ligando del com-

plejo predicho por el programa de docking respecto a la estructura cristalográfica del complejo de referencia (PDB IDs: 4DNJ

en el caso A y 1PKF en el caso B. Adicionalmente se muestra para cada complejo la estructura predicha superpuesta sobre la

estructura de referencia.

sustrato. En el panel A los resultados corresponden al redocking del complejo CYP199A2 con su ligando 4-

metoxybenzoato (PDB ID: 4DNJ). Como puede verse el histograma de energía (∆G) versus población solo muestra
dos poses para el ligando dentro del sitio de unión, una de las cuales, es sin dudas la más representativa dado

que no solo tiene asociado un menor valor de energía sino que además posee una población de 92%. La su-

perposición de la estructura cristalográfica de referencia y el resultado del docking y el subsiguiente cálculo del

RMSD de los átomos del ligando en ambas estructuras, arrojó un valor de 0.6 Å, lo cual confirma que el docking

logra reproducir la pose del ligando en el cristal. Un segundo ejemplo lo presenta el caso del complejo p450epoK

con su ligando epotilona D (PDB ID: 1PKF (panel B de la Figura 5.1). Para el mismo, el resultado del docking que

más se acerca a la estructura observada en el cristal (RMSD 1.8A) no es el predicho con mayor probabilidad de

ocurrencia, sino que se encuentra en una región del gráfico en donde es muy difícil distinguirlo del resto de los

complejos. El complejo predicho como el mejor (es decir, el de mayor población y menor energía de unión) pre-

senta un RMSD de 3.5 A, ya que en el mismo el ligando se encuentra rotado casi 180 grados. Este es un caso en

el cual el docking no logra reproducir la pose del ligando en el cristal.

Estos resultados ejemplifican, por un lado, como se analizan los resultados de un docking, y por otro la varia-

bilidad esperada en relación con la capacidad predictiva del método para determinar la estructura correcta del

complejo proteína-ligando. Para evaluar entonces la capacidad del Autodock4 demanera conjunta para los resul-

tados para los 17 complejos sobre los que se realizó el re-docking, se utilizó una variante de los gráficos de ∆G vs
población mostrados en la figura anterior, que consiste en graficar la diferencia en la energía de unión predicha

(∆∆G) y la diferencia en la población (∆P) entre el mejor complejo (aquel en el cual el ligando está más cerca de la
pose observada en el cristal) y el complejo mejor rankeado de los predichos, es decir, aquel que presenta menor

valor de energía de unión. En caso de que ambos coincidan, se toma la diferencia con el segundo complejo de

menor energía. Para determinar cuál es la pose más cercana a la del cristal, se calculó el RMSD corregido por

simetría (ver sección 5.4) del ligando en cada pose respecto a la conformación del cristal. En el caso de ligandos

muy flexibles, como K2B y PAM, solo se tuvieron en cuenta los 8 átomos más cercanos al hierro en el cálculo del

RMSD, ya que es la parte que más interesa predecir correctamente.

En la Figura 5.2 se muestra el gráfico de ∆∆G vs ∆P obtenido. La ventaja de este tipo de gráfico es que
nos permite comparar resultados de diferentes experimentos de docking en simultáneo. Aquí, un valor de ∆∆G
menor a cero, implica que el complejo de menor valor de RMSD tiene un valor de energía libre de unión más bajo

que el resto de los complejos predichos y la magnitud del valor de ∆∆G refleja la diferencia entre el complejo
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mejor predicho y el primer falso positivo. Por otro lado, un valor positivo de ∆∆G significa que el mejor complejo
tiene una energía de interacciónmás alta respecto de aquel rankeado primero, indicando que la mejor predicción

es incorrecta. De manera análoga, un valor de ∆P positivo, significa que la mejor predicción tiene un valor de
población mayor comparado con los otros complejos predichos, mientras que un valor negativo de ∆P significa
que la mejor predicción tiene un valor de población más bajo con respecto a las otras predicciones incorrectas.

De este modo, los resultados localizados en la esquina superior izquierda del gráfico mostrado en la Figura 5.2

corresponden a aquellos casos en los que el complejo correcto es rankeado correctamente (es decir, tiene el

menor valor de energía de unión y el mayor valor de población).
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Figura 5.2: Gráfico de ∆∆G vs. ∆P pa-
ra el redocking de todos los comple-

jos. Ver el texto para la definición de

∆∆G y ∆P.

La Figura 5.2 muestra que los resultados se pueden clasificar en tres grupos (marcados con elipses de color),

los primeros dos (naranja y azul) se encuentran en el cuadrante superior izquierdo, el grupo naranja posee va-

lores altos de ∆P y bajos de ∆∆G y corresponde a los casos de éxito claro, o sea donde el docking es capaz, sin
duda, de “predecir” la estructura del complejo. El segundo grupo, señalado en color azul, corresponde a aquellos

complejos donde si bien el ∆P es positivo, el valor del ∆∆G es muy pequeño por lo que si bien la predicción es
correcta, es posible que en un experimento “real” sea dificil distinguir el complejo correcto de falsos positivos.

Por último el tercer grupo, marcado en color verde, comprende aquellos complejos donde el Autodock es incapaz

de predecir la estructura correcta del complejo proteína-ligando, y existe una estructura con una pose incorrecta

cuya energía y población son mejores que las de la pose más cercana al cristal. En resumen, el Autodock posee

una capacidad aceptable para predecir la estructura de complejos CYPs-sustrato, si bien falla en algunos, y en

otros el resultado no es tan claro. Por ello si bien avanzaremos por un lado con los casos positivos, en el aparta-

do siguiente buscaremos mejorar la performance del docking utilizando la información analizada en el capítulo

anterior.

Implementación de docking sesgado
Con la idea de introducir un sesgo que permita mejorar el desempeño del docking en aquellos casos en los

que resulta difícil predecir la estructura del complejo, se realizó un análisis de las características compartidas -y

diferenciales- si las hubiera, entre los CYPs que unen farmacóforos similares. El objetivo de este estudio consistió

en determinar interacciones importantes en la unión de ligandos que comparten un determinado grupo funcio-

nal, para luego aplicar un sesgo que ayude al correcto posicionamiento del ligando en el sitio de unión. A tal

fin, en primer término se procedió a alinear las estructuras de complejos que unen ligandos de características

químicas similares, y luego se analizaron las interacciones que éstos establecen con los aminoácidos circundan-

tes. Un caso interesante es el de los CYPs que unen ácidos grasos, cuyo ejemplo representativo dentro de los
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complejos evaluados en la sección anterior, es el de la p450BS unida a ácido palmitoleico (PAM). Como se des-

cribió en el capítulo 4, existen CYPs que unen ácidos grasos de cadena larga en diversos grupos filogenéticos

de p450s, puntualmente los hay en el grupo 1, 8 y 15. Inclusive un mismo ácido graso puede unirse a CYPs de

distintos grupos en una orientación totalmente diferente propiciando reacciones enzimáticas diversas. Tal es el

caso del ácido palmitoleico que se une tanto a la p450BS (cyp152B1), responsable de la hidroxilación de ácidos

grasos en las posiciones α y β , como también a la p450BM-3 (cyp102A1) que hidroxila ácidos grasos pero en el

extremo opuesto, es decir, en las posiciones ω1, ω2 y ω3. La pregunta clave aquí es si existe alguna interacción

que determine la orientación en la que se unirá el ácido graso.
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Figura 5.3: Histogramas de ∆G vs. Población para el redocking del ácido palmitoleico (PAM) sobre la p450BS. En el panel A se
muestra el resultado del docking tradicional y en el panel B el correspondiente al docking sesgado junto a la estructura mejor

rankeada en cada caso (carbonos en verde) superpuesta sobre la estructura del cristal (carbonos en blanco).

El análisis realizado muestra que para el caso de la p450BS, en la que el extremo del carboxilato es el que se

ubica en la zona reactiva, existe una interacción de este carboxilato con el grupo guanidinio de la R242[132]. Asi-

mismo, se observó que para la p450BM-3 y todas las demás que unen ácidos grasos en la orientación contraria,

es decir, con el carboxilato hacia afuera de la zona reactiva, este residuo de arginina se encuentra reemplazado

por un aminoácido hidrofóbico (ILE, VAL, PHE), lo que se condice con que sea la cola hidrofóbica y no el carbo-

xilato la que ocupe el lugar cercano al hemo. Dado que en las tres estructuras que se han podido comparar el

carboxilato se encuentra anclado siempre en el mismo lugar al lado de la R242, es que se pensó en aplicar un

pozo de potencial en esa coordenada que favorezca el correcto posicionamiento del carboxilato, siempre que

el análisis de la secuencia indique que está presente la R242. Este sesgo logró mejorar notoriamente el ∆P, y el
posicionamiento del ligando en general, ya que la pose más cercana a la del cristal resultó ser ahora la mejor

rankeada aún considerando todos los átomos del ligando en el cálculo del RMSD (Figura 5.3).

5.2.2 Docking sobre modelos por homología
Habiéndose analizado ya la capacidad del docking para predecir la estructura de complejos CYP-sustrato, en

esta sección se analizará el desempeño del docking en los casos en que no se conoce la estructura proteica y por

ende se hace necesario recurrir a un modelo por homología para representarla.

Para ensayar esto, se seleccionaron seis complejos CYP-sustrato en los que el docking es capaz de reproducir

adecuadamente la estructura del cristal y se construyeron nuevemodelos para cada receptor, obteniéndose cada

uno de ellos a partir de un molde diferente como se describió en detalle en el capítulo 4. Luego se evaluaron los

resultados del docking de cada sustrato sobre la serie de nueve modelos del correspondiente receptor. A modo

de ejemplo en la Figura 5.4 se muestran tres estructuras predichas para el complejo p450cinA con su ligando

eucaliptol (carbonos en verde) superpuestas sobre la estructura cristalográfica del complejo (PDB ID: 1T2B) (car-

bonos en blanco). En los tres casos se utilizó un modelo diferente del receptor obtenido cada uno de ellos en
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A B C

Figura 5.4: Tres estructuras predichas para el complejo p450cinA con su ligando eucaliptol (carbonos en verde) superpuestas
sobre la estructura cristalográfica del complejo (PDB ID: 1T2B) (carbonos en blanco). En el panel A se muestra el resultado del

docking sobre el modelo generado a partir de la estructura de PDB ID: 3NV5. En el panel B se muestra el complejo resultante

para el modelo generado en base a una estructura un poco más alejada evolutivamente de la p450cinA (PDB ID: 3O1A). En

el panel C se muestra un caso en el cual el complejo fue predicho erróneamente si bien la distancia evolutiva respecto a la

proteína molde (PDB ID: 2Z36) es similar a la del panel A.

base a una proteína a distancia media (2 <d <4) de la p450cinA. En el panel A se muestra el resultado del docking

sobre el modelo generado a partir de la estructura de PDB ID: 3NV5, que constituye el resultado más cercano al

del cristal (RMSDligando = 1.4 Å). En el panel B se muestra el complejo resultante para el modelo generado en base

a una estructura un poco más alejada evolutivamente de la p450cinA (PDB ID: 3O1A). Puede verse que si bien la

pose del ligando no es tan acertada como la del panel A, el resultado es aún bastante bueno (RMSDligando = 1.6

Å). Por último en el panel C se muestra un caso en el cual el complejo fue predicho erróneamente (RMSDligando =

5.4 Å) si bien la distancia evolutiva respecto a la proteína molde (PDB ID: 2Z36) es similar a la del panel A.

La figura muestra cómo en el caso de poseer un modelo de buena calidad (Figura 5.4 A) el método es capaz,

como era de esperarse, de determinar la estructura del complejo. Este caso representaría un resultado exitoso.

Incluso para un modelo de calidad media, como el que se muestra en la Figura 5.4 B, el docking consigue apro-

ximarse a la estructura del complejo. En cambio, si el modelo estructural es de baja calidad, el Autodock4 no es

capaz de determinar la estructura correcta del complejo, por lo que el resultado se considera fallido.

El mismo análisis fue realizado para los nueve modelos de cada uno de los seis complejos disponibles. Los

resultados muestran para los modelos obtenidos a partir de moldes a distancia corta (< 2) y mediana (2 <d <4),

se logra predecir acertadamente la ubicación del ligando en el sitio activo en aproximadamente en la mitad de los

casos, aunque varíe la orientación del mismo (Figura 5.4 A). En cambio cuando la distancia evolutiva es grande la

gran mayoría (> 80%) de las predicciones son fallidas. Este resultado es más que aceptable si se tiene en cuenta

que se está trabajando sobre estructuras modeladas por homología, lo que implica que no puede esperarse una

precisión muy alta en los resultados del docking por la imprecisión asociada a los modelos en sí mismos.

Un análisis más detallado muestra, sin embargo, que existe una marcada diferencia entre los resultados ob-

tenidos para proteínas que unen ligandos “pequeños”, y aquellas que unen ligandos “grandes”, como puede

evidenciarse en las distribuciones de resultados exitosos y fallidos para cada una de estas categorías (Figura 5.4

B y C). La tendencia observada indica que para las proteínas que unen sustratos pequeños, como el alcanfor,

eucaliptol y metoxibenzoato, existe una probabilidad muy alta o moderadamente alta (0.9, 0.6 y 0.6, respectiva-

mente) de predecir acertadamente el modo de unión del ligando utilizando un modelo generado a partir de un

molde a distancia corta o mediana. En tanto que para las proteínas que unen sustratos de gran tamaño, como es

el caso de los macrólidos, para conseguir un modelo que reproduzca adecuadamente las dimensiones del sitio

activo es un requisito fundamental contar con un molde muy cercano evolutivamente, y aún así el éxito no está

garantizado. El origen de esta diferencia, radica posiblemente en el hecho de que al ser tan extensa la superficie

de contacto entre el ligando y el receptor, pequeñas diferencias de posición en los loops que conforman el sitio

activo, el resultado será una cavidad de menor tamaño en la cual el ligando no entra, lo cual se ve reflejado en

el resultado de docking con una energía de interacción muy desfavorable. En función de esta observación, se
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planteó como posible alternativa para mejorar los modelos por homología que potencialmente unen ligandos

grandes, utilizar como molde estructuras de complejos (enzima-sustrato) para la generación del modelo estruc-

tural en vez de estructuras sin ligando. La idea subyacente a esta propuesta, es que la presencia del ligando

“grande” en el molde, contribuiría a conservar el tamaño de la cavidad, evitando que ciertas cadenas laterales se

ubiquen bloqueando la posición de un posible ligando.

Docking sobre modelos realizados con moldes en presencia de sus ligandos
Para los casos de proteínas que unen ligandos grandes, en los que como se comentó anteriormente el doc-

king en general no arroja buenos resultados, se realizaron entonces modelos por homolgía en base a moldes

cocristalizados con algún ligando grande en su interior. En el proceso de modelado se tuvo en cuenta el espacio

ocupado por el ligando de modo de preservar lo máximo posible las dimensiones de la cavidad.

Figura 5.5: Distribución de resultados del docking sobre 54 modelos de seis proteínas según la distancia evolutiva entre el
molde utilizado para generar el modelo y la proteína a modelar. En el panel A se muestran los resultados generales cla-

sificados en exitosos (RMSD<3) en color azul, o fallidos (RMSD>3) en color rojo. En el panel B se muestran los resultados

correspondientes a las tres proteínas del conjunto que unen sustratos pequeños. En el panel C se muestra lo análogo para

las tres que unen sustratos de mayor tamaño. En el panel D se observan los resultados del docking de ligandos de gran

tamaño sobre los modelos mejorados.

Los resultados que se resumen en la Figura 5.5D muestran que esta modificación mejora de manera significa-

tiva el desempeño del docking de ligandos de gran tamaño. No solo se observó en todos los casos que la energía

de interacciónmejora sustancialmente, sino que también se consiguió predecir acertadamente el modo de unión

en el 70% de los casos para uno de los complejos evaluados (el de la p450 PikC unida a narbomicina, PDB ID:

2C7X). En el caso del otro complejo evaluado (correspondiente a la p450 eryK unida a eritromicina, PDB ID: 2JJO)

si bien no se logró la predicción del modo de unión, la energía de interacción sí tomó valores más razonables.
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Vale aclarar que una dificultad adicional para este último caso es que no hay disponible ninguna estructura a dis-

tancia corta cocristalizada con un ligando de tamaño similar, por lo cual todos los modelos se hicieron partiendo

de estructuras a mediana distancia. De todos modos, cabe resaltar que se trata de ligandos que cuentan respec-

tivamente con 38 y 49 átomos (sin contar hidrógenos), por lo cual el desafío de encontrar el modo de unión no

es para nada sencillo.

En conjunto los resultados para el docking ya sea sobre estructuras cristalográficas o modelos por homología

muestra que la performance del Autodock es adecuada pudiendo determinar el modelo de unión correcto en un

número significativo de casos. Esto se traduce en una capacidad de predicción equivalente en modelos de cali-

dad alta o media, particularmente para ligandos de tamaño chico o medio. Por otro lado los resultados también

muestran que el análisis detallado de las interacciones y residuos conservados, permite en ciertos casos particu-

lares mejorar los resultados de manera significativa mediante el uso de docking sesgado. Finalmente, también es

posible mejorar la performance del docking de ligandos de mayor tamaño para modelos por homología cuando

los mismos son construidos a partir de estructuras con ligando. Habiendo entonces analizado la performance

del docking en relación con el tipo de ligando y la calidad de la estructura, procederemos ahora a analizar la

capacidad del mismo de seleccionar el ligando correcto (o el tipo de ligando) del total de ligandos posibles.

5.2.3 Selectividad
Cómo primer abordaje para determinar la capacidad del método de docking para seleccionar el ligando co-

rrecto, se seleccionó un complejo representativo por cada tipo de ligando definido en el capítulo 4 y se realizó un

primer análisis cruzado entre todos ellos.

Este análisis consistió en evaluar el resultado del docking de cada uno de estos ligandos representativos (cu-

yas estructuras se muestran en la Figura 5.6 A junto a sus PDB IDs) sobre cada uno de los receptores y luego

analizarlos conjuntamente mediante la superposición de los histogramas de ∆G vs P obtenidos. Los resultados
se muestran en la parte inferior de la Figura 5.6, señalándose en color rojo los resultados que corresponden al

ligando correcto en cada caso. En el panel B, a modo de ejemplo, se presentan las gráficas de ∆G vs P para el
docking de los seis ligandos sobre la estructura de la CYP154C5 (PDB ID: 4JBT). Como puede verse, hay un punto

rojo arriba a la izquierda, que es el que corresponde al ligando correcto (androstenodiona, ASD), que en este caso

sobresale claramente, ya que si bien hay otros resultados con alta población, éste presenta una energía bastante

más baja. Es notorio además que los otros ligandos que presentan un resultado con una población significativa

(CRR, CAM, ANN) todos presentan anillos aromáticos, quedando claramente excluidos como potenciales ligandos

el ácido graso (PAM) y el macrólido. Resultados equivalentes se observan en los paneles C y D que muestran los

resultados del mismo test de ligandos para la CYP245A1 (PDB ID: 2Z3U) que une ácido cromopirrólico (PDB ID:

CRR) y la cyp199 (PDB ID: 4DNJ) cuyo ligando esmetoxybenzoato (PDB ID: ANN) respectivamente. En ambos casos

nuevamente el ligando correcto se observa como un claro outlier en el gráfico, lo que hace que pueda identifi-

carse fácilmente, el tipo de ligando que une. Por otro lado, el panel E muestra el resultado para la p450 BS (PDB

ID: 1IZO) que une ácidos grasos como el palmitoleico (PAM). En este caso se observa que hay dos ligandos que

presentan una pose con menor energía de unión y mayor población, con lo cual aquí no sería posible detectar el

ligando correcto con el docking convencional.

En conjunto lo que se pudo observar es que, a excepción de los ácidos grasos (aquí representados por el ácido

palmitoleico, PAM), que vale decir que sonmoléculas difíciles para el docking por su gran flexibilidad, en todos los

demás casos evaluados o bien existe un punto outlier claro, como en el caso de la CYP154C5, o existen dos o tres

resultados que podrían ser correctos, lo cual ya implica una reducción enorme en el abanico de posibilidades.

Por otro lado un dato interesante adicional, surge del análisi detallado que muestra que, en general, si hay más

de un ligando candidato, es decir que cae en la zona de baja energía y alta población, éstos comparten cierta

semejanza estructural, por ejemplo, son de tamaño similar. En otras palabras, los resultados para la evaluación

de la capacidad del método de docking para seleccionar e ligando correcto de una dada CYP, muestran que rea-

lizando el docking con una serie de ligandos lo suficientemente diversos o bien es posible identificar un ligando

con altas chances de ser el correcto (un outlier claro), o al menos se puede tener una idea del tipo de ligando que
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Figura 5.6: Evaluación de la selectividad de los CYPs frente a diversos tipos de ligandos. A. Estructuras de ligandos represen-
tativos. B, C, D y E. Gráficas de ∆G vs P correspondientes al docking de los seis ligandos sobre la estructura de la CYP154C5
(PDB ID: 4JBT) en B, la CYP245A1 ( (PDBID: 2Z3U) en C, la cyp199 (PDB ID: 4DNJ) en D y la p450BS (PDB ID: 1IZO) en E. Los

puntos rojos corresponden al resultado del docking para el sustrato correcto en cada receptor. El docking de algunos de los

ligandos sobre determinados receptores arroja resultados con energía positiva, pero dado que esto implica una energía de

unión muy desfavorable, solo se muestran los resultados con energía inferior a cero.
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podría unir la proteína.

Selectividad entre ligandos del mismo grupo
Una vez probado que el docking permite seleccionar el ligando correcto en la mayoría de los casos, el próximo

interrogante planteado tiene que ver con evaluar dónde -en términos de similitud química- está el límite de esa

selectividad.

Concretamente, ¿puede el docking diferenciar entre ligandos muy parecidos? Para responder este interrogan-

te, se amplió el set de ligandos de testeo a 13 ligandos dentro de los cuales varios pertenecen al mismo grupo

y se evaluaron los histogramas de ∆G vs P resultantes. En la Figura 5.7 A se muestran los resultados para la
p450eryK que une eritromicina (EY5), un ligando de gran tamaño perteneciente al mismo grupo que DEB, NRB y

EPD y en la Figura 5.7 B lo propio para la p450cam que une alcanfor (CAM), un ligando pequeño que comparte

grupo con CNL. Como se observa, ligandos de un mismo grupo suelen arrojar resultados similares con la pre-

sencia de varios outliers. Esto muestra que si bién el docking no tendría la capacidad para detectar el ligando

correcto entre varios similares, si permite al menos reducir el espacio de posibilidades.

Habiendo determinado que el docking permite seleccionar el correcto entre ligandos candidatos (o al menos

acotar el rango de ligandos posibles), la siguiente pregunta que se intentó responder es cuan selectivo puede

ser el docking, si en vez de trabajar con estructuras cristalográficas del receptor, lo que se tiene es un modelo

obtenido por homología.

Selectividad del docking sobre modelos de un receptor
La pregunta que se apunta a responder en esta sección es si es posible conservar la selectividad observada

para el método de docking sobre modelos por homología. Para ello se seleccionaron aquellos modelos que re-

sultaron exitosos en la predicción del modo de unión ligando-receptor y sobre ellos se probaron los seis ligandos

representativos.

A modo de ejemplo, en la Figura 5.8 B, C y D se muestran los resultados obtenidos para tres modelos de la

p450 cam (denominados I, II y III) los cuales fueron generados a partir de moldes a distinta distancia evolutiva,

siendo el modelo I el correspondiente al molde más cercano y el modelo III el correspondiente al más lejano.

Como puede observarse, al utilizar modelos se pierde un poco la selectividad en comparación al docking sobre la

estructura real (Figura 5.8 A). Sin embargo, y consistentemente con los resultados observados para la capacidad

predictiva en ligandos individuales, en los modelos I y II aún es posible encontrar al ligando correcto en la región

superior izquierda del gráfico.

Análogamente, la Figura 5.9 muestra la selectividad sobre tres modelos de otra proteína, la p450 PikC que

une narbomicina. Este ligando es bien distinto al del ejemplo anterior. En este caso la selectividad se mantiene

bastante bien en los dos primeros modelos y decae recién en el tercero, es decir, en el más lejano. Estos resulta-

dos sugieren que aún sin tener estructura resuelta, si se consigue tener un modelo de buena calidad (utilizando

moldes a distancia evolutiva cercana o media), hay altas chances de poder predecir el tipo de sustrato que se

unirá a un determinado CYP.

5.3 Conclusiones

El análisis de los experimentos de redocking de los complejos disponibles evidencia que el programa Auto-

dock4 es capaz de predecir de manera adecuada la estructura de complejos CYPs-sustrato, en la mayoría de los

casos. Más aún, en determinados casos, el reconocimiento de patrones de interacciones compartidos entre pro-

teínas que unen sustratos similares permite introducir sesgos que aumenten la chance de encontrar el modo de

unión del ligando a través del docking. Sin embargo, dado que existen aún pocas estructuras de complejos para

cada grupo de ligandos, esto solo puede hacerse para algunos farmacóforos particulares.

Por otra parte, el uso de modelos de la estructura del receptor para la predicción de la estructura del complejo

enzima-sustrato, requiere en primer lugar que el modelo sea de alta calidad. Esto como se ha visto en el capítulo
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Figura 5.8: Ensayo de selectividad del docking sobre tres modelos de la p450 cam. En el panel A se muestra la selectividad
obtenida a partir del docking sobre la estructura real de p450cam. En los paneles B, C y D se muestra lo análogo para cada

uno de los tres modelos.

anterior, esmuchomás factible de conseguir si se parte de unmolde a una distancia evolutiva cercana omediana.

Adicionalmente, en el caso de enzimas que unen ligandos de gran tamaño, es un requisito adicional que el

modelo logre reproducir el tamaño de la cavidad de unión del ligando. Para esto es clave elegir como molde la

estructura de un complejo cuyo ligando sea grande y considerar el espacio ocupado por el ligando al construir el

modelo, o sea utilizar como molde no solo la estructura de la enzima sino el complejo enzima-ligando.

En cuanto a la selectividad, se ha visto que realizando un conjunto de experimentos de docking con una

serie de ligandos lo suficientemente diversos o bien es posible identificar un ligando con altas chances de ser el

correcto (un outlier claro), o al menos se puede tener una idea del tipo de ligando que podría unir la proteína.

Cuando se trabaja con modelos de un receptor, se ha visto que lógicamente la selectividad disminuye, pero sin

embargo para modelos de buena calidad aún es posible encontrar el ligando correcto dentro del conjunto de

2-3 ligandos candidatos. Esto significa que aún sin tener estructura resuelta, si se consigue tener un modelo de

buena calidad, hay altas chances de poder predecir el tipo de sustrato que se unirá a un determinado CYP.

En resumen habiendo evaluado la capacidad y limitaciones de los métodos de docking para determinar el

ligando y su modo de unión a un dado CYP, pasaremos a integrar esta información con los análisis realizados en

el capítulo anterior, para obtener un modelo bioinformático predictivo del sustrato y reacción de un dado CYP a

partir del conocimiento de su secuencia.
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Figura 5.9: Ensayo de selectividad del docking sobre tres modelos de la p450 pikC. En el panel A se muestra la selectividad
obtenida a partir del docking sobre la estructura real de la p450 pikC. En los paneles B, C y D se muestra lo análogo para cada

uno de los tres modelos.

5.4 Métodos específicos del capítulo

5.4.1 Obtención de las estructuras de complejos CYP-sustrato
El conjunto de complejos enzima-sustrato que se utilizó en este capítulo estuvo conformado por 17 complejos

representativos (que en adelante denominaremos set 4). Para lograr que el conjunto sea lo más representativo

de la diversidad estructural de estas enzimas, se tomó uno de cada grupo filogenético (ver capítulo 4) para los 11

grupos que tienen al menos un complejo cristalizado y luego se completó el set con 6 complejos más para incluir

una mayor variedad química de sustratos y poder realizar también análisis intragrupo.

5.4.2 Preparación de la estructura de los receptores
Las estructuras de los receptores proteicos utilizadas en los cálculos de docking fueron obtenidas a partir de

los complejos que conforman el set 4. Dado que no todos los cristales contaban con la presencia del átomo

de oxígeno que ocupa la sexta posición de coordinación en el sitio distal del hemo en el estado activo de estas

proteínas, una vez extraída la porción proteica del complejo junto a su cofactor se procedió a incorporar el átomo

de oxígeno faltante. Tal incorporación se realizó a través de un alineamiento de los átomos de hierro del hemo

de todos los receptores a una estructura que sí ha sido cristalizada con el átomo de oxígeno en cuestión (PDB ID:

1DZ8). Esto permitió obtener las coordenadas del átomo de oxígeno para todas las demás estructuras.
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5.4.3 Preparación de las estructuras de los ligandos
Las estructuras de los ligandos fueron preparadas partiendo de su correspondiente SMILES (obtenido de la

base de datos PubChem), que fue luego procesado con OpenBabel[133] para generar la estructura tridimensio-

nal. Esto permitió que la estructura del ligando generada no tenga el sesgo del confórmero presente en el cristal

obtenido del PDB, lo cual sí ocurriría si se utilizara directamente las coordenadas del ligando en el cristal del

complejo.

5.4.4 Cálculo del RMSD de la estructura del ligando
El cálculo del RMSD de la estructura del ligando obtenida en la simulación de docking, respecto a la estructura

del ligando en el cristal es la métrica más ampliamente utilizada para evaluar los resultados del docking. Sin

embargo, si se utiliza la fórmula estándar para calcular el RMSD (ecuación 5.1), que compara pares de átomos

que llevan el mismo nombre, se observa que en algunos casos se sobreestima el valor del RMSD. Esto ocurre

en general cuando se trata de moléculas que tienen alguna porción simétrica, por ejemplo un anillo bencénico,

en donde un giro de 180º del anillo resulta en una estructura idéntica que correspondería a un RMSD cercano a

cero, pero sin embargo como los átomos que llevan el mismo nombre se encuentran del lado opuesto del anillo,

se obtiene un RMSD mucho mayor.

HA_RMSDs =

√√√√ 1
N

N

∑
i=1
‖ ai − bi ‖2

(5.1)

Como solución a este problema, existen distintas alternativas: una de ellas se denomina RMSD de distancia

mínima (ecuación 5.2) y es la implementada por el programa Autodock Vina [134]. Esta métrica determina los

pares de átomos entre la estructura de referencia y la pose del ligando obtenida del docking asociándolos al

átomo del mismo elemento más cercano. Esta aproximación, si bien corrige el valor del RMSD en algunos casos,

en otros conduce a una subestimación del mismo.

RMSDmin(A, B) =

√√√√ 1
N

N

∑
i=1

(mı́n
j
‖ ai − bj ‖)2

(5.2)

Otra alternativa es calcular el RMSD corregido por simetría, basada en una implementación del algoritmo

húngaro[135]. Este algoritmo resuelve el problema de asignación óptima entre un set de átomos del ligando a y
un set de átomos de la pose del docking b del mismo tamaño. Para todos los grupos de átomos del mismo tipo, se
calcula el cuadrado de la distancia entre cada átomo de la referencia ai y cada átomo de la pose bj. El algoritmo

húngaro se utiliza para determinar las asignaciones uno a uno entre los átomos de la pose y la referencia de

modo tal que la distancia total entre átomos sea mínima. En base a los pares de átomos obtenidos se calcula el

RMSD utilizando la fórmula estándar.

HA_RMSDh =

√√√√ 1
N

N

∑
i=1
‖ ai − bc(i) ‖2

(5.3)

Los resultados del docking expuestos en este capítulo fueron evaluados utilizando el RMSD corregido por

simetría tal como se encuentra implementado en el programa DOCK6[79].

5.4.5 Protocolo de docking
Para los cálculos de docking planteados en el presente capítulo, se empleó la versión 4.2.5 del programa

AutoDock. Para cada par proteína-ligando, se creó una grilla de forma cúbica de 22,5 Å de lado con una resolución

de 0,375 Å que abarcó en todos los casos la totalidad de los aminoácidos presentes en el sitio de unión del

ligando. Utilizando el programa Autogrid se calcularon los mapas de energía para cada tipo de átomo de cada
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ligando. Las coordenadas del centro de la grilla se obtuvieron a partir del cálculo del centro de masa del ligando.

Los parámetros del algoritmo genético utilizado para la búsqueda conformacional se han mantenido en sus

valores por defecto (150 para el tamaño inicial de la población, 2.5 x 10
6
como el númeromáximo de evaluaciones

de energía y 2.7 x 10
4
como el númeromáximo de generaciones). Para cada par enzima-ligando se realizaron 100

corridas de docking diferentes y los resultados se agruparon utilizando un valor de RMSD de 2 Å.



6
INTEGRACIÓN DEL CONOCIMIENTO

GENERADO EN UN ESQUEMA PREDICTIVO

6.1 Introducción

Como se mencionó al comienzo del capítulo anterior, uno de los objetivos de la presente tesis consiste en

desarrollar una estrategia que, tomando cómo punto de partida la secuencia de un dado CYP y las propiedades

descritas en los capítulos anteriores, permita predecir (o acotar) su posible rango de sustratos y la reacción

asociada. Habiendo analizado entonces la relación y poder predictivo de diferentes propiedades, como ser la

relación filogenética, el modelado por homología, el contexto génico y la estructura del complejo enzima-sustrato,

desarrollamos ahora un esquema de flujo de trabajo que tomando como punto de partida la secuencia, permita

inferir el posible sustrato y la reacción catalizada. Es importante notar que dada la diversidad de las propiedades

determinadas y el proceso subyacente, si bien es posible diagramar un flujo de información y toma de decisiones

(ver resultados), la integración final debe ser hecha caso por caso y analizando personalmente y manualmente

lo resultados obtenidos. En este sentido el objetivo no es desarrollar un método automático de predicción de

sustrato para un dado CYP, sino un flujo de trabajo e integración de la información que acote el universo de

posibilidades y/o genere sustratos potenciales con una estimación de la confianza en la predicción.

6.2 Resultados

La estrategia de trabajo desarrollada para el esquema predictivo se muestra en la Figura 6.1. Tomando como

punto de partida una secuencia de interés, en primer término se analiza si existe (o no) una estructura disponible,

en caso afirmativo se chequea si hay una propuesta de sustrato y si la hay se procede a realizar el docking con

el mismo (ver abajo). En el caso de no contar con una estructura, que constituye el caso más probable dado el

bajo número de estructuras de CYPs que han sido resueltas (sólo 53), se alinea la secuencia contra los HMMs de

los 15 grupos definidos en el capítulo 4, y se la asigna al grupo más probable. Esto permite determinar cuál es

la estructura más cercana para usar como molde para el modelado por homología priorizando las estructuras

co-cristalizadas con sustratos, ya que como se concluyó en el capítulo 5, esta consideración resulta crucial cuan-

do se trata de modelar proteínas que unen ligandos de gran tamaño. Tanto para aquellos casos donde exista

una estructura, cómo aquellos que han sido modelados, se analiza si existe o no una propuesta funcional que

permita inferir el posible (o potencial) sustrato. En los casos en los que se cuenta con un sustrato probable, se

procede a realizar el docking. Si el docking da un resultado satisfactorio, o sea que existe un complejo enzima-

sustrato que es un claro outlier en el gráfico de energía de unión vs. población y cuya estructura es consistente

con las interacciones claves observadas en el grupo filogenético (del CYP y de los sustratos), se considera al sus-

trato propuesto como altamente probable. En paralelo, y principalmente en aquellos casos donde no se cuenta
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con una propuesta de posible sustrato, se utiliza la información del contexto génico para determinar familias

de posibles sustratos. Con este set de sustratos se procede a realizar el análisis de docking enzima-sustrato y

evaluar aquel (o aquellos) sustrato (o grupo) que resulta en complejos enzima-sustrato confiables. Finalmente,

en aquellos casos en los que no hay información del contexto génico pero se cuenta con un modelo estructural

de calidad, es posible realizar un docking con un sustrato de cada uno de los grupos y de este modo descartar

aquellos que no encajan en el sitio activo. Para validar el esquema desarrollado, a continuación se describe la

estrategia y resultados asociados para tres casos específicos.

secuencia

análisis del
contexto génico

¿hay
sustratos

candidatos?

SI

NO

set de compuestos 
candidatos a ser 
sustrato/producto 

¿se conoce su
estructura?

NO

SI

elección del molde 
más cercano

modelado por 
homología

clasificación 
(HMMs)

estructura

docking contra el/los 
sustratos representativos

docking contra el/los
sustratos candidatos

¿hay
sustrato 

propuesto?

docking contra el 
sustrato propuesto

SI

NO

estructura
del complejo

enzima-sustrato

tipo/s de sustratos 
más probables

estructura
del complejo

enzima-sustrato

Figura 6.1: Estrategia para la toma de
decisiones y flujo de información del

modelo predictivo.

Los ejemplos seleccionados comprenden tres CYPs para los cuales existe información del contexto génico,

es decir que podemos obtener una lista de compuestos candidatos a ser sustratos a partir del análisis de los

productos y sustratos de sus genes adyacentes, y a que a su vez se conoce el sustrato real como también la

correspondiente estructura del complejo enzima-sustrato, dato estrictamente necesario para que sea posible

validar las predicciones. Para poner a prueba el pipeline completo, en todos los casos supondremos que no
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conocemos la estructura del CYP en cuestión, por lo cual procederemos a obtener un modelo utilizando como

molde una CYP cercana, ya que como pudimos concluir en los capítulos anteriores, de este modo es mucho más

probable arribar a un modelo de alta calidad.

Figura 6.2: A. La comparación de la secuencia del CYP170 contra la base de datos de HMMs sugiere que pertenece al grupo 15.
B. El análisis del contexto génico muestra que la enzima codificada por el gen río arriba del SCO5223 sintetiza un compuesto

denominado (+)epi-isozizaeno (PDB ID: EL3). C. Histogramas resultantes del docking del compuesto predicho y de los seis

ligandos representativos de CYPs. D. Resultado del docking del compuesto EL3 sobre la estructura del complejo de referencia.

6.2.1 Caso 1: CYP170A1
El primer caso elegido es el del CYP170A1 (UniProt ID: Q9K498), cuyo flujo de información asociado y resul-

tados se muestran en la Figura 6.2. La comparación de la secuencia de este citocromo contra la base de datos

de HMMs sugiere asignarlo al grupo 15 (ver Figura 6.2A). En este grupo se cuenta con una única estructura

co-cristalizada con su ligando, que es un ácido graso (PDB ID: 1FAG), por lo cual se la tomó como molde para

construir un modelo estructural del CYP170A1. El análisis del contexto génico (Figura 6.2B), por otro lado permi-

tó identificar como un potencial sustrato al compuesto (+)epi-isozizaeno, generado por la enzima que codifica el

gen río arriba del CYP en cuestión. Para evaluar la factibilidad de que el sustrato predicho por el contexto génico

sea el probable, se procedió a realizar el protocolo de docking. El resultado obtenido muestra solo dos confor-

maciones, una de las cuales posee un valor de energía de interacción muy razonable (∆G < -8) junto a un valor
de población muy alto (> 95%), por lo que el docking estaría respaldando la predicción realizada por medio del

contexto génico. Adicionalmente, a los fines de evaluar la selectividad de la enzima, se realizó el docking de un

compuesto representativo de cada tipo de ligando (definidos en el capítulo 4) y se lo comparó con el resultado
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obtenido para el (+)epi-isozizaeno. Como se muestra en la Figura 6.2C, esta enzima pareciera ser más afín por

ligandos pequeños similares al predicho, como por ejemplo el alcanfor (CAM). Esto nos da la pauta de que si no

tuviésemos información del contexto génico, el docking contra la serie de ligandos representativos nos sugeriría

de igual modo que esta enzima une un ligando pequeño con anillos aromático/alifáticos. Otro tipo de ligando

que presenta una energía de interacción favorable y un valor alto de población es el de las hormonas esteroides,

aquí representadas por ASD. Sin embargo se observó que este ligando suele presentar resultados similares con

diversas enzimas, por lo que no resulta particularmente llamativo.

El presente caso, de acuerdo a los resultados descritos en el párrafo anterior puede constituir un caso de

éxito, ya que el ligando predicho es efectivamente el correcto y la estrategia desarrollada permite arribar a una

estructura del complejo enzima-sustrato muy cercana a la real (observada en el cristal) como se muestra en la

Figura 6.2D.

Figura 6.3: A. La comparación de la secuencia del CYP125 contra la base de datos de HMMs sugiere que pertenece al grupo
8. B. El análisis del contexto génico muestra dos compuestos (aquí denominados SC1 y SC2) como posibles sustratos. C.

Histogramas resultantes del docking de uno de los compuestos predichos y de los ligandos representativos de CYPs. D.

Comparación de las estructuras químicas de los compuestos predichos por el pipeline con el sustrato real (colest-4-en-3-

one).

6.2.2 Caso 2: CYP125
El segundo ejemplo, comprende el caso del CYP125 (Uniprot ID: P9WPP1). La comparación de la secuencia

frente a los modelos de Markov permite asignarla al grupo 8 (ver Figura 6.3A). Dentro este grupo hay varias

estructuras cocristalizadas con su correspondiente sustrato pero la más cercana es la correspondiente al CYP124
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(Uniprot ID: P9WPP3) que tiene como sustrato al ácido fitánico, por lo que se realizó el modelo por homología

a partir de este molde (PDB ID: 2WM4). La evaluación del contexto génico arrojó dos compuestos similares al

colesterol como posibles sustratos del CYP125 y cuyo nombre es demasiado extenso, por lo que aquí se los

denominará SC1 y SC2 (ver Figura 6.3B). Ambos compuestos contienen coenzima-A como parte de su estructura,

lo cual hace sospechar que la predicción no fue acertada porque ninguno de los CYPs une tal molécula, pero si

nos enfocamos en el resto de la molécula (el fragmento que se parece al colesterol), sí tenemos una estructura

química parecida a algunos de los sustratos conocidos de los CYPs. En este caso se realizó el docking solo para

este fragmento de los compuestos candidatos SC1 y SC2, obteniéndose el resultado que se observa en la Figura

6.3C (solo se muestra el correspondiente al SC1). Al comparar con el desempeño del docking obtenido por los

demás compuestos representativos, se observa en este caso que el SC1 presenta valores de energía y población

que lo hacen diferenciarse bastante del resto. Este resultado sugiere que es posible que el CYP125 efectivamente

una una molécula similar al colesterol, y de hecho si la comparamos con el sustrato real (colest-4-en-3-one) como

se muestra en el panel B, se ve que claramente se parecen. Este es un caso en el cual, si bien el pipeline no lleva

a encontrar el sustrato correcto directamente, sí aporta claros indicios de la naturaleza química del mismo.

Figura 6.4: A. La comparación de la secuencia del CYP158A2 contra la base de datos de HMMs sugiere que pertenece al
grupo 11. B. El análisis del contexto génico muestra que la enzima codificada por el gen río arriba del SCO1207 sintetiza

un compuesto denominado 1,3,6,8-naftalenotetrol. C. Histogramas resultantes del docking del compuesto predicho y de los

seis ligandos representativos de CYPs. D. Comparación de las estructuras químicas del compuesto predicho por el pipeline

(1,3,6,8-naftalenotetrol) con el sustrato real (flaviolina).
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6.2.3 Caso 3: CYP158A2
El tercer y último ejemplo tiene como protagonista al CYP158A2 (Uniprot ID: Q9FCA6). Nuevamente se partió

de la secuencia, se la comparó contra la base de datos de modelos ocultos de Markov (HMMs) de los 15 grupos

y en base a los resultados obtenidos se la asignó al grupo 11 (ver Figura 6.4A). En este grupo existen dos estruc-

turas cocristalizadas con su correspondiente ligando: la del CYP105P1 con su sustrato filipin (PDB ID: 3ABA) y la

del CYP105A1 con el producto hidroxivitamina D (PDB ID: 2ZBZ). El blast de la secuencia del CYP158A2 respecto

a estas dos muestra que la más cercana es la que hidroliza vitamina D, por lo que se utilizó ésta como molde

para el modelado por homología. Seguidamente se analizó el contexto génico y se obtuvo un compuesto candi-

dato denominado 1,3,6,8-naftalenotetrol, el cual es producto de la reacción de la enzima 1,3,6,8-naftalenotetrol

sintetasa, codificada por el gen río arriba del SCO1207 (panel B en la Figura 6.4). El docking de este compuesto

candidato sobre el modelo estructural del CYP158A2 (ver panel C de la Figura 6.4) muestra que el compuesto

predicho presenta una interacción favorable en el sitio de unión de la enzima (∆G < -6) y una población mode-
radamente alta (P≈55). Si se lo compara con el desempeño de los compuestos representativos de los diferentes
tipos de ligandos de p450s, se puede decir que el 1,3,6,8-naftalenotetrol se encuentra entre los tres o cuatro

ligandos más probables. Vale decir que los que lo acompañan en este set son también ligandos con anillos aro-

máticos, pero que presentan un tamaño bastante mayor, lo cual podría poner en duda si esta enzima une un

ligando grande o uno pequeño. Sin embargo, este es un caso bien difícil, ya que el CYP158A2 une no solo una

sino dos y hasta tres moléculas del mismo sustrato en simultáneo, dado que la reacción que cataliza consiste

precisamente en la formación de dímeros y trímeros de su sustrato flaviolina (ver panel D en la Figura 6.4).

Los casos descriptos representan una prueba de concepto, de que cuando la información disponible es ade-

cuada (estructura cercana y contexto génico) la estrategia desarrollada tiene una excelente capacidad predictiva.

6.2.4 Aplicación a gran escala
Habiendo validado el esquema predictivo, se procedió a analizar su potencial para el conjunto total de secuen-

cias de CYPs disponibles. En la Figura 6.5 se muestra como evoluciona el número de secuencias de acuerdo al

esquema de trabajo de la Figura 6.1.

Como puede verse, del total de 15831 CYPs solo 53 poseen estructura y entre ellas son menos de la mitad

las que presentan estructura del complejo enzima-sustrato. El 70% de este set de estructura conocida tiene una

propuesta de sustrato en la bibliografía y para el tercio de las que no la tienen, existe un sustrato candidato

que puede ser inferido por análisis del contexto génico. Esto significa que hay aproximadamente 17 casos con

estructura conocida para los que no se conoce la estructura del complejo, pero que el mismo podría inferirse

utilizando docking y complementando con un análisis del contexto génico (círculos verdes en la Figura 6.5). Hay

unos 12 restantes, para los cuáles es imposible tener un sustrato candidato por lo que la única posibilidad es

dockear un representante de cada grupo y en función de los resultados acotar el rango de posibles grupos de

sustratos. Respecto al conjunto para el cual no se conoce la estructura, suman 937 secuencias entre las que

tienen un sustrato propuesto (396) y las que tienen algún sustrato candidato (541) (ambas señaladas en color

naranja en la Figura 6.5), pero dado que para éstas es necesario modelar la estructura, es preciso considerar solo

aquellas que permitirían obtener unmodelo de calidad. Con este requisito, este número se reduce a 473 (círculos

azules en la Figura 6.5). En otras palabras para aproximadamente 3% de los CYPs conocidos es posible aplicar

nuestra estrategia en todo su potencial combinando el docking con una propuesta de sustrato, que permita

inferir un posible sustrato con alta probabilidad.

Finalmente, es importante mencionar que es posible generar un modelo de buena calidad para aproximada-

mente la mitad de los CYPs conocidos (señalados en amarillo en la Figura 6.5). Esto abre las puertas para analizar

posibles tipos de sustratos por docking y en caso de que aparezcan candidatos surgidos del análisis del contexto

genico y/o de alguna propuesta funcional verificar la misma.
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Figura 6.5: Evolución del número de secuencias según la disponibilidad de información de: estructura, estructura del complejo
enzima-sustrato, sustrato propuesto, sustrato candidato (inferido por el contexto génico) y posibilidad de generar un modelo

de calidad (en función de la disponibilidad de una secuencia cercana que tenga estructura).

6.3 Conclusiones

En este capítulo nos propusimos integrar los conocimientos y capacidades descriptas en los capítulos 4 y 5 en

un esquema predictivo que permitiera encontrar con un cierto grado de confianza el posible sustrato (o tipo de

sustrato) para un dado CYP, tomando como punto de partida solamente la información de su secuencia.

El primer paso clave en el esquema propuesto es la comparación de la secuencia contra la base de datos

de HMMs de los 15 grupos filogenéticos definidos en el capítulo 4, en tanto que, como se ha mostrado en los

ejemplos descriptos, permite determinar el grupo al que pertenece el CYP y en función de ello escoger el molde

más adecuado para el modelado por homología. Otro punto importante en el esquema, en particular cuando

no se cuenta con una propuesta de posible sustrato, es el análisis del contexto génico para inferir sustratos

potenciales. Esta estrategia ha mostrado ser efectiva para dar indicios del tipo de sustrato, e inclusive en algunos

casos ha llegado a revelar el sustrato exacto del CYP en cuestión. Por otra parte, el docking manifestó ser una

buena herramienta para seleccionar los sustratosmás probables, permitiendo descartar aquellos que no encajan

en el sitio activo y sirviendo además como validación de la predicción realizada por información del contexto

génico.

En este contexto, los tres ejemplos presentados representan una prueba de concepto, y constituyen una evi-

dencia clara de que cuando la información disponible es adecuada, es decir, que se cuenta con una estructura

cercana que permita obtener un modelo estructural de calidad y a su vez existe información de sustrato posible

en el contexto génico, la estrategia desarrollada presenta una excelente capacidad predictiva.
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En última instancia, evaluamos la capacidad de aplicar la estrategia desarrollada a gran escala. En este sentido,

la evaluación del conjunto total de secuencias de CYPs disponibles respecto a: contenido de información de

estructura, estructura del complejo enzima-sustrato, sustrato propuesto y sustrato candidato y posibilidad de

generar un modelo de calidad (cuyos resultados se resumen en la Figura 6.5) reveló lo siguiente:

I). para aproximadamente el 3% de los CYPs conocidos (es decir, unos 490 -que es el número que suman los

valores resaltados en círculos verdes y azules en la Figura 6.5-) es posible aplicar nuestra estrategia en todo

su potencial combinando el docking con una propuesta de sustrato, que permita inferir un posible sustrato

con alta probabilidad.

II). para aproximadamente la mitad de los CYPs conocidos es posible generar un modelo de buena calidad,

lo cual permite analizar posibles tipos de sustratos por docking y en caso de que aparezcan candidatos

surgidos del análisis del contexto génico y/o de alguna propuesta funcional verificar la misma.

Desde una visión general, los resultados muestran que la principal limitación que se encuentra hoy en día es

la baja disponibilidad de datos de contexto génico. Sin embargo, esta situación podría revertirse en la medida

que se vaya mejorando el nivel de anotación de las secuencias. Contando con tal mejora en la disponibilidad de

sustratos candidatos, el potencial del método podrá ser ampliamente aprovechado.



7
DISCUSIÓN Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Predecir la función de una proteína a partir de la información contenida en su secuencia y/o estructura cons-

tituye uno de los objetivos más importantes de la biología estructural, en especial si se considera el enorme

crecimiento en el número de secuencias disponibles surgidas de múltiples proyectos de secuenciación genómi-

cos. Realizar una asignación o anotación funcional general, típicamente en base a la similitud con secuencias de

función bioquímica conocida por medio de BLAST o bien por asignación a una determinada familia a través de la

comparación con perfiles de HMMER, es en la actualidad una práctica común. No obstante, determinar aspectos

funcionales específicos como la especificidad/afinidad por cierto sustrato o la eficiencia catalítica de una proteína

dada con precisión y detalle a nivel de residuo, no es una tarea sencilla. Sin embargo, si se asume que la función

proteica está determinada por la estructura y las propiedades fisicoquímicas de sus residuos, lo cual es infor-

mación que se encuentra codificada en la estructura primaria de la proteína, debería ser posible, en principio,

predecir las propiedades funcionales en base a la secuencia y estructura.

Como se hamencionado en la introducción de esta tesis, las enzimas pertenecientes a la familia de los citocro-

mos p450s catalizan, en su conjunto, miles de reacciones sobre sustratos diferentes. Estas reacciones -que desde

el punto de vista químico pueden considerarse oxidaciones- comprenden desde la inserción de grupos -OH (u

-O
-
) en carbonos alifático/aromáticos, hasta el clivaje (por hidrólisis) y formación de enlaces, incluso aquellos de

tipo C-C. Es más, aún cuando sus sustratos sean muy similares o hasta la mismamolécula, las reacciones pueden

diferir según se trate de uno u otro CYP. En este sentido, y si bien en una primera aproximación la inclusión de un

gen/proteína en la familia de los CYPs permite acotar su función a ”posible oxidasa” esto dice poco sobre a quién

oxida (o sea cuál es (o son) su/s sutrato/s), y menos aún cuál de todas las oxidaciones posibles realiza sobre el

mismo. Por esta razón, asignar una función específica a un determinado CYP, o en otras palabras determinar qué

oxidación realiza sobre qué sustrato, constituye un enorme desafío.

Contribuir a la resolución de este desafío es de enorme relevancia en el contexto de la era genómica. Hoy

el número de secuencias crece a una velocidad tal que es imposible que todos los productos génicos puedan

ser caracterizados experimentalmente debido al costo que esto implica. Es aquí donde la bioinformática cobra

protagonismo. Resulta imperioso desarrollar métodos que permitan la anotacion precisa de la función proteica,

que constituye la clave para entender la vida a nivel molecular, y es la base para que numerosas aplicaciones de

los CYPs en campos como la biotecnología, la medicina y la biorremediación, puedan realmente concretarse.

Abordando entonces este desafío, en el presente trabajo de tesis, se emplearon diversos enfoques
para dar respuesta a los múltiples interrogantes que se requiere responder para definir precisamente la
función de cada una de estas enzimas.
Para abordar el problema en cuestión utilizamos, por un lado, métodos de simulación computacional -tanto

clásicos cómo cuánticos- que permiten entender la fisicoquímica del proceso de catálisis con detalle atomístico

y proponer, entre otras cosas, el mecanismo de reacción para un dado CYP y la relevancia que tienen para el

mismo, los diferentes elementos estructurales de la proteína, específicamente la presencia y posición de residuos

específicos en el andamiaje del dominio CYP bacteriano. Por otro lado, utilizamos una amplia batería de métodos

bioinformáticos para obtener un panorama global de la función de estas enzimas y desarrollar una estrategia
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que permita predecir -o al menos acotar- la función específica de un dado CYP tomando cómo punto de partida

solamente la información de su secuencia.

Entre los métodos bioinformáticos destacan por un lado el uso de herramientas de docking, que cómo de-

muestran los resultados pueden ser combinadas con análisis de conservación para sesgar cierto tipo de inter-

acciones claves en la determinación de la especificidad de sustratos para ciertos subgrupos de CYPs, y también

con modelos por homología, que si bien poseen una menor capacidad para la determinación de la estructura

del complejo CYP-sustrato de manera precisa, pueden funcionar como un tamiz, posibilitando descartar aquellos

tipos de sustratos que no caben en el sitio de unión. En este sentido, los resultados presentados en esta tesis,

muestran que los métodos de docking poseen una capacidad que excede su objetivo de diseño inicial -predecir la

estructura de complejos proteína-ligando y cribado virtual de compuestos para la búsqueda de nuevos fármacos-

en un contexto de análisis bioinformático integral para la predicción de la relación estructura-función.

El otro método destacado comprende la utilización de la información genómica, en este caso el contexto

génico, que combinado con un enfoque de integración de datos con diferentes naturalezas ontológicas (similitud

de estructura química, organización de los genes en el genoma, vías metabolicas) derivados de bases de datos

públicas mostró un excelente desempeño en cuanto a su contribución para la propuesta y asignación de posibles

sustratos de un dado CYP.

Finalmente es importantísimo destacar, que en todas las etapas del desarrollo de este trabajo, el uso de

herramientas de visualización fue clave para poder integrar la información, por ejemplo permitió mapear la

diversidad de sustratos de los CYPs sobre la diversidad de secuencias y estructuras como se muestra en la Figura

4.6.

7.1 La predicción de función de los CYPs bacterianos

Más específicamente, el hilo conductor de esta tesis se centró entonces en predecir y entender la función de

los CYPs bacterianos. Al encarar dicho objetivo, una de las primeras preguntas que nos propusimos responder

fue acerca de la diversidad de los citocromos bacterianos conocidos. Siendo que nuestro objeto de estudio se

basa en la estructura proteica, la pregunta obligada que viene de la mano tiene que ver con la disponibilidad de

estructuras. Específicamente nos interesa saber ¿qué tan diversas son las secuencias de los CYPs disponibles? y

por supuesto, ¿cuántas (y cuáles) de ellas tienen estructura?. La búsqueda de respuesta a estas preguntas, nos

condujo en primer lugar a realizar un estudio filogenético que permitió establecer una clasificación de los CYPS

bacterianos en 15 grupos, 14 de los cuales poseen al menos un miembro de estructura tridimensional conocida.

Este estudio mostró que si bien el número de estructuras conocidas es bajo (<0.4%), la diversidad de secuencias

se encuentra bastante bien representada por las mismas, lo cual se traduce en que se cuenta con la capacidad de

generar un modelo estructural de muy buena calidad (utilizando moldes que se encuentran a distancias filoge-

néticas cortas) para alrededor del 50% de los CYPs conocidos. Profundizando el análisis, también es importante

notar, que si consideramos aquellos CYPs para los cuales existe una propuesta funcional (no verificada) o es posi-

ble inferirla a través del análisis del contexto génico, arribamos a la conclusión de que para aproximadamente el

3% de los CYPs conocidos es posible por medio de la estrategia de docking desarrollada en este trabajo, arribar

a un modelo del potencial complejo enzima-sustrato, y por lo tanto acotar la especificidad de su función.

Una vez caracterizada la diversidad de CYPs disponibles, nos abocamos a dar respuesta a otro interrogante:

¿es posible predecir el (o los) posible(s) sustratos de un dado CYP partiendo solamente de la información de

la secuencia?. Para ello primero abordamos la siguiente pregunta ¿cuál es la relación entre la similitud de las

secuencias de dos CYPS y la similitud química de sus sustratos?. Para evaluarla, realizamos un análisis de la

diversidad química de los ligandos en relación con la distancia evolutiva entre las proteínas, el cual arrojó como

resultado que no hay correlación significativa entre similitud de secuencia y similitud de sustratos, por lo que

resulta imposible utilizar ”solamente” la similitud en secuencia para asignar el sustrato y por lo tanto la función

a un dado CYP. Esto se ve hermosamente reflejado al mapear las estructuras químicas de los sustratos sobre el

árbol filogenético (Figura 4.6), donde se observa que sustratos de naturaleza química similar -o aún idénticos- se
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unen a CYPs pertenecientes a grupos filogenéticos bien diferentes alejados evolutivamente.

Acto seguido nos planteamos como estrategia alternativa evaluar la información del contexto génico a los

fines de conseguir algún indicio sobre la naturaleza química del sustrato que une. Este enfoque demostró ser

exitoso en varios casos de testeo, como se describió en el capítulo 6. Uno de los ejemplos ”estrella” es el caso

de la CYP170, cuyo sustrato es producido directamente por la enzima codificada por el gen río arriba del que

codifica para la CYP170, por lo que aquí el análisis del contexto génico nos conduce directamente al sustrato. Si

bien existen otras situaciones en las que los indicios son un poco más indirectos, como se describe en el caso

del CYP125, en el cual una porción de la estructura del sustrato predicho se parece al real, estos, junto a otros

resultados similares evidencian que el análisis del contexto génico constituye un recurso muy valioso para echar

luz sobre los posibles sustratos de una enzima. Su limitación actualmente está dada únicamente por el bajo

nivel de anotación que presentan los genomas en general, situación que seguramente se irá revirtiendo con el

transcurso del tiempo.

Ya exploradas las diversas vías que nos permiten contar con una estructura del receptor y del correspondiente

sustrato potencial, el próximo paso fue explorar la capacidad de los métodos que permiten arribar a la estructura

del complejo enzima-sustrato, dado que la determinación de ésta constituye un paso clave cuando se desea

realizar inferencias sobre la reacción que cataliza una enzima. En esta línea, se evaluaron los métodos de docking,

-que constituyen una de las metodologías más utilizadas para predecir la estructura de un complejo enzima-

sustrato- en dos sentidos: por un lado el clásico, que tiene que ver con predecir el modo de interacción enzima-

sustrato y adicionalmente -de manera análoga a un ensayo de virtual screening- se evaluó su capacidad para

encontrar dada una enzima cuál es el sustrato correcto entre una serie de sustratos potenciales, es decir, su

selectividad. Los resultados obtenidos del redocking de los complejos disponibles, muestran que el programa

Autodock4 es capaz de predecir de manera adecuada la estructura de complejos CYP-sustrato, en la mayoría de

los casos.

En el caso de utilizarse unmodelo de la estructura del receptor para la predicción de la estructura del complejo

enzima-sustrato, se observó que es un requisito fundamental que el modelo sea de alta calidad, lo cual está

correlacionado con que el molde empleado para generarlo esté a una distancia evolutiva cercana o mediana. Por

esta razón, como se mencionó anteriormente, solo consideramos que podemos obtener un modelo estructural

para aproximandamente la mitad de los CYPs conocidos. Cuando se trata de enzimas que unen ligandos de

gran tamaño, existe un requisito adicional para arribar a un modelo de calidad, que es que el modelo logre

reproducir el tamaño de la cavidad de unión del ligando. Para esto es clave elegir como molde la estructura

de un complejo cuyo ligando sea grande y considerar el espacio ocupado por el ligando al construir el modelo,

o sea utilizar como molde no solo la estructura de la enzima sino el complejo enzima-ligando. En cuanto a la

selectividad por el tipo de ligando correcto, se ha visto que realizando un conjunto de experimentos de docking

con una serie de ligandos lo suficientemente diversos, o bien es posible identificar un ligando con altas chances

de ser el correcto (un outlier claro), como se mostró para el caso de la p450cam; o al menos se puede tener

una idea del tipo de ligando que podría unir la proteína, como se evidenció en el caso de la p450eryK. Viendo

estos resultados, la siguiente pregunta tiene que ver con qué ocurre con la selectividad cuando se trabaja con

modelos de un receptor. Aquí nuestros resultados muestran que lógicamente la selectividad disminuye, pero sin

embargo para modelos de buena calidad aún es posible encontrar el ligando correcto dentro del conjunto de

2-3 ligandos candidatos. Esto significa que aún sin tener estructura resuelta, si se consigue tener un modelo de

buena calidad, hay altas chances de poder predecir el tipo de sustrato que se unirá a un determinado CYP. En

conjunto, los resultados obtenidos en los capítulos 4, 5 y 6 de ésta tesis, constituyen una muestra clara de lo que

se puede conseguir integrando diversos métodos bioinformáticos, cuya sinergia resulta fundamental para poder

responder a interrogantes como los planteados.

Finalmente, y una vez obtenido el complejo enzima-sustrato, resulta más asequible la tarea de plantear hipó-

tesis acerca de la reacción que podría catalizar un CYP en cuestión. El fundamento que respalda esta afirmación,

es que en las hemoproteínas los átomos involucrados en la reacción son los que se encuentran más próximos

al átomo de hierro hémico, entonces al lograr determinar cuál es la posición en la que se une el sustrato a la

enzima, se acota muchísimo el rango de posibles reacciones. Conociendo cuáles son los átomos que caen dentro
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del radio de distancia al hierro hémico en el que típicamente se encuentra el átomo reactivo en los CYPs, se plan-

tean las diversas hipótesis funcionales. Luego es preciso evaluar la factibilidad de cada una de ellas, y para ello

empleamos métodos de simulación computacional tanto clásicos como híbridos cuántico-clásicos. En esta tesis,

nos propusimos estudiar un caso dificil, el mecanismo de reacción del CYP121 de Mt, una enzima cuya reacción
de acoplamiento C-C es muy poco común dentro de la familia. Esta reacción, por su complejidad se evaluó en tres

etapas, y para cada una de ellas se testearon varias hipótesis alternativas hasta que finalmente pudimos arribar

a una propuesta mecanística detallada y completa del mecanismo de reacción en la cual se resalta el rol clave de

la matriz proteica de MtCYP121.
En resumen, la tarea de asignar función a los productos génicos es un tópico de importancia primordial para

la biología. Aún con la abundancia de datos de secuencia con que se cuenta en la era post-genómica, sólo una

pequeña fracción de los productos de los genes se han anotado experimentalmente. Por lo tanto, constituye un

reto para la biología computacional poder predecir la función -más alla de la asignación de la proteína en una

dada familia particular- en base a la secuencia, estructura y otros datos cuando las anotaciones experimentales

no están disponibles. En este sentido, la relevancia de los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, es clave

ya que constituye un aporte a la difícil tarea de descifrar la función de los genes.

7.2 Perspectivas futuras

Durante la realización de este trabajo de tesis muchas veces sentí que las preguntas que se iban abriendo

eran muchas más de las que iba a ser capaz de responder en el tiempo disponible, es así que en un momento

me di cuenta de que para conseguir llegar a buen puerto, debía aceptar tal limitación y acotar mi trabajo a lo

realizable. En esa instancia pude ver que aún con todo eso que quedaba por hacer, si me detenía a mirar el vaso

lleno, veía que todo lo que sí logré hacer es un montón, significó para mí un aprendizaje enorme y me enriqueció

muchísimo. Es entonces en esta sección, en donde dejaré plasmadas algunas de esas ideas que fueron surgiendo

como extensiones de este trabajo y que por una simple cuestión de tiempo no son parte de esta tesis.

Comenzaré mencionando uno de los puntos (o aspectos) que considero podrían profundizarse o mejorarse,

es el de la predicción de función por información del contexto génico. En este trabajo la información de las en-

zimas, vecinas de los CYPs, y sus reacciones asociadas se obtuvo "solamente"de la base de datos KEGG, por la

simple razón de que en ella fue posible acceder de manera programática a la información de los genes vecinos,

algo que en MetaCyc por ejemplo, no se consiguió realizar. Esto se debió en gran parte a la falta de documen-

tación de los métodos que permiten hacer consultas en tales bases de datos. Sin embargo, considero que a

futuro sería interesante incorporar información de otras bases de datos, como MetaCyc o ENZYME así como
también desarrollar algún método alternativo más robusto para obtener cuáles son los genes vecinos de
un gen dado, para de este modo independizarnos de que tal información esté disponible en una base de datos
particular. Esto si bien suena interesante, hay que tener en cuenta que aumenta mucho la complejidad de diseño

de la herramienta, debido a que se deben tomar decisiones sobre qué hacer en caso de que la información no

esté disponible en el campo de la base de datos que se espera, o en caso de que la información proveniente de

distintas bases de datos no coincida, hay que decidir cuál se elige, etc. De cualquier modo la creciente cantidad

de información genomica y el uso complementario de diferentes fuentes de datos se espera aumenten el poder

predictivo de nuestra estrategia.

Otro de los puntos en los que podrían introducirse mejoras tiene que ver con los métodos empleados para

la predicción del complejo enzima-sustrato (docking). En este trabajo vimos que si bien el Autodock otorga re-

sultados satisfactorios, existe un amplio espacio para mejoras. Ejemplo de estas ideas fue la implementacion de

un sesgo en base a las interacciones enzima-ligando observadas en complejos cuyos ligandos comparten un
determinado grupo funcional. Este enfoque mostró una mejora notable en los resultados del docking, podría ser

extendido a otros casos. Adicionalmente, otra mejora a implementar podría ser la utilización de docking flexi-
ble, o la aproximación al mismo implementada en colaboración con otros miembros del grupo de investigación,
que permite considerar un ensamble de conformaciones del receptor (obtenidas por dinámica molecular) en vez
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de una sola.

Por otro lado, y mas allá de las mejoras propuestas, un punto importante del desarrollo futuro reside en la

aplicabilidad y disponibilidad de la estrategia desarrollada para su uso por parte de terceros. En este sentido y

para ampliar la usabilidad e impacto de la misma en la comunidad científica, pensamos que sería útil implemen-
tar una aplicación web para permitir y facilitar el uso de las herramientas y análisis realizados a otros
investigadores.
Finalmente a continuación proponemos algunas aplicaciones basadas en el uso de la estrategia desarrollada.

7.3 Aplicaciones

Como se ha mencionado en la introducción, un organismo típicamente cuenta con decenas de CYPs diferen-

tes, en tal sentido los desarrollos materializados en esta tesis, serían de gran utilidad por ejemplo en aquellos

estudios que buscan determinar la correspondencia entre una determinada función (que se conoce que realiza

el organismo y que ademas se propone está asociada a un CYP), con alguno de los CYPs presentes en el mismo.

Dicho de otro modo, esta herramienta permitiría decidir, o al menos orientar, acerca de cuál/es de los CYPs
con los que cuenta el organismo, más probablemente realice/n la función observada.
En esta misma línea, una de las extensiones o aplicaciones naturales de esta tesis, sería la validación in-vitro

de la predicción realizada para uno (o un par) de CYPs. Lo que se buscaría es tomando como punto de partida
el (o los) potenciales sustratos predichos para un dado CYP de interés, su expresión-purificación in-vitro, y luego la

determinación de la capacidad del mismo de unir y modificar químicamente alguno de los sustratos propuestos

-posiblemente por técnicas de química analítica-. En este punto sería importante considerar factores adicionales

como la disponibilidad comercial del sustrato y la factibilidad de producción in-vitro del CYP.

Otra de las potenciales aplicaciones tiene que ver con la incorporación de las herramientas generadas en
este trabajo a la mejora en la predicción de las vías metabólicas presentes en un organismo. Esta tarea
comprende dos subtareas: por un lado la predicción del reactoma, es decir, dado el genoma anotado de un

organismo, predecir todas las asociaciones entre las enzimas y las reacciones que metabólicas catalizan; y en

segundo término el problema de predicción de vías metabólicas: dado el reactoma de un organismo y su geno-

ma anotado, predecir el conjunto de vías metabólicas presentes en el organismo. La herramienta aquí descrita,

aportaría fundamentalmente a la etapa de predicción del reactoma, la cual es fundamental para proceder luego

con la predicción de las rutas metabólicas.

Finalmente, es importante destacar que en cuanto a la predicción de función en general, este trabajo de tesis

constituye una prueba de concepto de la hipótesis que asevera que la función puede ser inferida partiendo so-

lamente de la información contenida en la secuencia, a través de la determinación de propiedades estructurales

claves para la reactividad química. Es por ello que considero que este trabajo deja abierta la posibilidad a futuro

de extender la metodología aquí empleada a otras familias de proteínas.
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