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Glosario 

Enantioselectividad: Preferencia por una ruta asociada con un enantiómero en comparación con

el otro en una reacción química.

Quimioselectividad: Preferencia por una ruta asociada con un grupo funcional en comparación

con el resto en una reacción química.

Resolución cinética:  Metodología  de  separación  de enantiómeros  a  partir  de racematos  por

medio de la ejecución de una reacción química enantioselectiva.

Acilación: Reacción química en la que se adiciona un grupo acilo a un compuesto.

Grupo acilo: Grupo funcional formado al remover uno o más grupos hidroxilo de un oxácido.

Lipasa (triacilglicerol hidrolasa): Enzimas cuya función natural es catalizar la hidrólisis de los

enlaces éster presentes en los acilgliceroles.

Intermediario tetraédrico: Intermediario  que existe  en el  transcurso del  mecanismo de una

reacción de acilación catalizada por una lipasa.

Modo de unión: Posición y orientación de una molécula dentro del sitio de unión (activo) de una

proteína (enzima).

Mecánica  cuántica/mecánica  molecular  (QM/MM): Metodología  que  describe  la  energía

potencial de un sistema molecular por medio de mecánica cuántica y de un campo de fuerza.

Campo  de  fuerza:  Función  matemática  que  expresa  la  energía  potencial  de  un  sistema

molecular en términos de parámetros geométricos que describen su estructura.

Dinámica molecular: Simulación computacional de la evolución temporal de las posiciones de

un conjunto de partículas.
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Acoplamiento  molecular:  Simulación  computacional  que  determina  la  conformación  más

estable entre dos moléculas unidas no covalentemente.
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Resumen

Título: Estudio computacional del efecto del grupo acilo sobre la quimio- y enantioselectividad

en la acilación de (RS)-propranolol catalizada por lipasa B de Candida antarcticai

Autor: Gilberto Alexander Zapata Romeroii

Palabras  clave: enantioselectividad,  quimioselectividad,  catálisis  enzimática,  lipasa,

esterificación, amidación

Descripción: La preparación de medicamentos requiere de metodologías para la producción de
únicos  enantiómeros.  Entre  estas  metodologías,  la  resolución  cinética  separa  racematos
utilizando una reacción enantioselectiva.  En este contexto,  la lipasa B de  Candida antarctica
cataliza la esterificación selectiva del propranolol con el grupo etanoilo, compuesto que presenta
actividad cómo bloqueador adrenérgico beta. Diversos factores influyen en la magnitud de la
selectividad  de las  acilaciones  catalizadas  por  lipasas.  Aquí  se  investigó  la  relación  entre  el
tamaño del grupo acilo y la selectividad. Para esto, se estudió de forma computacional el paso de
deacilación del mecanismo, el cuál involucra la transferencia del grupo acilo desde la enzima
(previamente acilada) hacia el propranolol. Se construyeron modelos de la enzima acilada con
los grupos etanoilo, butanoilo, octanoilo y hexadecanoilo. Utilizando simulaciones de dinámica
molecular,  se  realizó  una  exploración  conformacional  del  complejo  enzima/sustrato  y  del
intermediario tetraédrico. Además, se calculó el cambio en la energía potencial a lo largo de la
reacción  por  medio  de  una  simulación  de  mapeo  adiabático.  Se  determinó  que:  (1)  La
quimioselectividad aportada por el complejo enzima/sustrato favorecerá la ruta de la amidación
al  utilizar  grupos  acilo  largos.  (2)  La  enantioselectividad  aportada  por  el  complejo
enzima/sustrato favorecerá la esterificación del (S)-propranolol al utilizar grupos acilo largos. (3)
La reactividad del intermediario tetraédrico cuantificada por medio de los enlaces de hidrógeno
esenciales para la catálisis no explica la enantioselectividad de la esterificación del propranolol
con etanoilo.  (4) Analizando la energía potencial,  el grupo butanoilo,  en comparación con el
grupo etanoilo, presenta una mayor enantioselectividad hacia esterificación de (R)-propranolol.

i Tesis doctoral
ii Facultad  de  Ciencias.  Doctorado  en  Química.  Directores:  Martha  Cecilia  Daza  Espinosa.
Doctor en ciencias - química. Markus Hans Oliver Doerr. Doctor rerum naturalium
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Abstract

Title: Computational study of the effect of the acyl group on the chemo- and enantioselectivity

in the acylation of (RS)-propranolol catalyzed by lipase B of Candida antarcticai

Author: Gilberto Alexander Zapata Romeroii

Key  words:  enantioselectivity,  chemoselectivity,  enzyme  catalysis,  lipase,  esterification,

amidation

Description: Drug formulation requires methodologies for the production of single enantiomers.
Among these methodologies,  kinetic  resolution separates racemates  using an enantioselective
reaction. In this context, lipase B of Candida antarctica catalyzes the selective esterification of
propranolol  with the ethanoyl  group, compound that  has activity  as beta  adrenergic  blocker.
Several  factors  influence  the magnitude  of the selectivity  of lipase-catalyzed acylations.  The
relationship between the size of the acyl group and the selectivity was investigated here. For this,
the deacylation step of the mechanism was studied computationally, which involves the transfer
of the acyl group from the enzyme (previously acylated) to propranolol. Models of the acylated
enzyme  with  the  ethanoyl,  butanoyl,  octanoyl  and  hexadecanoyl  groups  were  built.  Using
molecular dynamics simulations, a conformational exploration of the enzyme/substrate complex
and the  tetrahedral  intermediate  was  performed.  In  addition,  the  change  in  potential  energy
throughout the reaction was calculated by means of an adiabatic  mapping simulation.  It was
determined that: (1) The chemoselectivity provided by the enzyme/substrate complex will favor
the amidation route when using long acyl groups. (2) The enantioselectivity provided by the
enzyme/substrate  complex will  favor  the esterification  of (S)-propranolol  by using long acyl
groups. (3) The reactivity of the tetrahedral intermediate quantified by means of the hydrogen
bonds  essential  for  catalysis  does  not  explain  the  enantioselectivity  of  the  esterification  of
propranolol with ethanoyl. (4) Analyzing the potential energy, the butanoyl group, in comparison
with  the  ethanoyl  group,  exhibits  a  higher  enantioselectivity  towards  esterification  of  (R)-
propranolol.

i Doctoral thesis
ii Facultad de Ciencias. Doctorado en Química. Advisors: Martha Cecilia Daza Espinosa. Doctor
en ciencias - química. Markus Hans Oliver Doerr. Doctor rerum naturalium
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1. Introducción

La producción de un único enantiómero puede abordarse desde tres metodologías (Poppe

et  al.,  2016a):  piscina  quiral,  que  consiste  en  utilizar  enantiómeros  puros  disponibles  para

sintetizar el enantiómero deseado; resolución, la cual consiste en la separación de un racemato; y

síntesis enantioselectiva (también llamada síntesis asimétrica  (Gawley & Aubé, 2012)), en la

cual se genera un centro quiral a partir de un reactivo aquiral.

Entre  las  metodologías  de  resolución,  la  resolución  cinética  utiliza  una  reacción  que

diferencia los enantiómeros con base en una selectividad cinética por reactivos (Gawley & Aubé,

2012). La selectividad se refiere a la preferencia de una reacción a ocurrir cuando se comparan

dos o más reacciones, en donde cada reacción presenta productos diferentes. Si las reacciones

por comparar tienen los mismos reactivos puede presentarse selectividad por productos. Si las

reacciones tienen algunos de los reactivos en común, puede ocurrir selectividad por reactivos

(Poppe et al., 2016b). La causa de la selectividad hacia una reacción química particular, puede

ser  termodinámica  o  cinética  (Gawley & Aubé,  2012).  A temperatura  y  presión  constantes,

cuando la causa es termodinámica, la discriminación entre las reacciones se debe a la diferencia

en energía de Gibbs entre los diferentes productos. Cuando la causa es cinética, la selectividad

ocurre debido a un diferente energía de Gibbs de activación para cada reacción.

En resolución cinética se pretende que al avanzar la reacción, se produzca una mezcla

del producto derivado de uno de los enantiómeros y el otro enantiómero sin reaccionar. Así, el

producto de uno de los enantiómeros puede ser separado del enantiómero no reactivo con base en
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su diferente composición química. En este método, la velocidad de reacción de un enantiómero

se aumenta de forma preferencial, empleando un catalizador quiral, p. ej., una enzima.

El  desarrollo  de  metodologías  de  producción  de  un  único  enantiómero es  de  gran

importancia  en  la  industria  farmacéutica.  Cuando  un  ingrediente  activo  farmacéutico  es  un

compuesto  químico  quiral,  en  general,  solo  uno  de  los  posibles  enantiómeros  presenta  la

actividad deseada para ser empleado como medicamento (Alkadi & Jbeily, 2018; Blaser, 2013;

Jayakumar  et  al.,  2018),  los  bloqueadores  beta  constituyen  un  ejemplo  de  esta  situación

(Agustian et al., 2010; Čižmáriková et al., 2019; Rajin et al., 2020). Por ejemplo, el isómero S

del propranolol (ver figura 1) presenta una mayor actividad como bloqueador beta (Silber et al.,

1982). Las lipasas, enzimas ampliamente utilizadas en diversas aplicaciones industriales (Sarmah

et al., 2018), han sido empleadas en la separación de enantiómeros de tipo 1,2 amino alcohol

(Gupta  & Mahajan,  2018),  característica  química  presente  en  el  propranolol.  De  hecho,  en

investigaciones previas se planteó la separación de la mezcla racémica (RS)-propranolol a través

de  una  resolución  cinética,  empleando  la  acetilación  en  tolueno  catalizada  por  lipasa  B  de

Candida antarctica (CalB) libre (Escorcia et al., 2013) e inmovilizada (Barbosa et al., 2010).

Figura 1

 Fórmula estructural del propranolol

OHN

HO
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Experimentalmente se determinó que la acilación de propranolol con el grupo etanoilo

catalizada con CalB libre tiene una enantioselectividad hacia el (R)-propranolol (E=63) y una

quimioselectividad  hacia  el  grupo  hidroxilo  (100%)  (Escorcia  et  al.,  2013).  Existen  dos

posibilidades para optimizar la enantioselectividad de la resolución cinética de este bloqueador

beta. Una posibilidad es modificar directamente la enantioselectividad de la acilación del grupo

hidroxilo y la otra posibilidad corresponde a la modificación de la quimioselectividad, lo cual

indirectamente podría tener una repercusión en la enantioselectividad.

La modificación del grupo acilo es común en protocolos experimentales para optimizar

reacciones catalizadas por lipasas (Chênevert et al., 2009; Devendran & Yadav, 2014; Foley et

al., 2017; Goswami et al., 2005; Graber et al., 2016; Kirilin et al., 2010; Nechab et al., 2007;

Ottosson & Hult, 2001; Rajin et al., 2020), pues su naturaleza afecta tanto la reactividad como la

selectividad de las reacciones,  y se ha propuesto como una variable en la optimización de la

enantioselectividad desde ya hace tres décadas  (C.-S. Chen & Sih, 1989). Sin embargo, en la

actualidad  no  se  ha  estudiado  esta  relación con  el  fin  de  entender  y  predecir  la

enantioselectividad en función del grupo acilo. Además, resultados experimentales muestran que

esta tarea no es trivial, pues la relación entre el grupo acilo y la enantioselectividad puede variar

entre diferentes sustratos (Benamara et al., 2021; Ema et al., 1996; Graber et al., 2016; Ottosson

& Hult, 2001; Santaniello et al., 2009).

El estudio computacional de la enantioselectividad de reacciones catalizadas por lipasas

(Cen, Singh, et al., 2019; H. Chen et al., 2018; Christelle et al., 2011; Ferrario et al., 2015; Ji et

al., 2010; Mathpati & Bhanage, 2018; Yang et al., 2017), y en particular por CalB (Dettori et al.,

2018;  Ferrario  et  al.,  2015;  R.  Kazlauskas,  2000;  Park et  al.,  2016;  T.  Xu et  al.,  2010),  ha

permitido una comprensión del origen de la selectividad a nivel atómico, lo cual se ha utilizado
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para explicar  y predecir  la  enantioselectividad en diversas reacciones  (H. Chen et  al.,  2018;

Ferrario et al., 2015; Mathpati & Bhanage, 2018). Sin embargo, hasta el momento no se han

reportado estudios computacionales para racionalizar la relación entre selectividad y el grupo

acilo.  (Gu  et  al.,  2011) utilizaron  una  metodología  QSAR  (quantitative  structure-activity

relationship)  para  generar  un  modelo  predictivo  de  enantioselectividad  en  la  acilación  de

alcoholes secundarios catalizada por CalB, entre las variables analizadas se incluyó la influencia

del grupo acilo y se concluyó que presenta un rol determinante para el éxito del modelo. Pero, no

se logró dilucidar las bases moleculares del efecto del grupo acilo en la enantioselectividad.

En  la  presente  investigación  se  implementa  una  metodología  computacional  para

determinar  la relación entre la selectividad de la acilación catalizada, mediante CalB, de (RS)-

propranolol y el tamaño del grupo acilo empleado. Se espera que la presente investigación tenga

repercusiones en: (1) el desarrollo de metodologías para la producción de únicos enantiómeros,

(2) profundizar el entendimiento de la acilación catalizada por lipasas y (3) el estudio de catálisis

enzimática por medio de metodologías computacionales.

La  metodología  general,  de  forma  resumida,  consistirá  en  el  muestreo  del  espacio

configuracional  del sistema en los estados complejo de Michaelis  e intermediario tetraédrico

empleando acoplamiento molecular en conjunto con dinámica molecular. A partir del colectivo

de conformaciones generado, se calcularán caminos de reacción de mínima energía con el fin de

determinar la contribución de la energía potencial a la energía de Gibbs de activación  en las

reacciones  de formación del intermediario tetraédrico y complejo enzima-producto para cada

enantiómero. Además,  estos  resultados  se  complementarán  con  el  análisis  estructural  de  las

conformaciones de los estados complejo de Michaelis e intermediario tetraédrico, lo cual permite

inferir cualitativamente la selectividad en términos de la energía de Gibbs de activación.
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Lo que resta del documento se organiza así: En el capítulo 2 se introducen conceptos

generales  sobre el  mecanismo de la  reacción y los métodos computacionales  utilizados para

modelar los estados de la reacción. En el capítulo 3 se muestran los objetivos planteados cuando

se  propuso la  presente  investigación.  En  los  capítulos 4  al  6  se  desarrollan  los  objetivos

planteados,  para  esto  se  utiliza una  estructura  tipo  artículo  constituida de  introducción,

metodología, resultados, discusión y conclusión. En el capítulo 4 se muestra el desarrollo del

primer  objetivo  específico.  En  el  capítulo  5  se  muestra  el  desarrollo  del  segundo  objetivo

específico. En el capítulo 6 se muestra el desarrollo del tercer y cuarto objetivo. Por último, en el

capítulo 7 se muestran las conclusiones.
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2. Marco teórico

2.1 Mecanismo de acilación catalizada por una enzima lipasa

Las lipasas son enzimas tipo triacilglicerol hidrolasas (EC 3.1.1.3) y el mecanismo de la

acilación de un sustrato catalizada por este tipo de enzimas es de tipo Bi Bi ping-pong, es decir,

dos  sustratos  reaccionan  secuencialmente  con la  enzima  en  dos  etapas  (Casas-Godoy et  al.,

2018). En la primera etapa de este mecanismo, un primer sustrato (donador de acilo) que aporta

el grupo acilo le transfiere el grupo acilo a la enzima.  En la segunda etapa, el grupo acilo  es

transferido desde la enzima hacia el segundo sustrato. Cada etapa está compuesta de 5 reacciones

elementales (ver figura 2): unión del sustrato (pasos 1 y 6), formación del complejo de Michaelis

(pasos 2 y 7), formación del intermediario tetraédrico (pasos 3 y 8), formación del complejo

enzima/producto (pasos 4 y 9) y liberación del producto (pasos 5 y 10). 
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Figura 2

 Mecanismo Bi Bi ping-pong de la acilación de un sustrato catalizada por medio de una enzima 

lipasa. En el esquema, el guion representa un enlace covalente y los puntos una interacción no 

covalente, acilo-S1 y S2 son el primer y segundo sustrato, E es la lipasa, MC es el complejo de 

Michaelis e IT es el intermediario tetraédrico.

E+acilo-S1 E∙∙∙acilo-S1
1 2

MC1
3

IT1 acilo-E∙∙∙S1
4 5

acilo-E+S1

acilo-E+S2 acilo-E∙∙∙S2
6 7

MC2
8

IT2 E∙∙∙acilo-S2
9 10

E+acilo-S2

(1) Etapa de acilación de la enzima

(2) Etapa de deacilación de la enzima

Los cambios químicos involucrados en el mecanismo (pasos 3-4 y 8-9) son asistidos por

varios residuos aminoacídicos presentes en el sitio activo de la enzima, ver figura 3. A un grupo

de estos residuos se les denomina triada catalítica, dichos residuos asisten la transferencia del

grupo acilo. Además de estos residuos, existen otros que forman una región denominada hueco

oxianiónico, la cual estabiliza un oxianión que se forma como especie intermediaria, esta especie

se denomina intermediario tetraédrico.  Para lipasa B de  Candida antarctica (CalB), la triada

catalítica está constituida por tres residuos aminoacídicos, una serina, un ácido aspártico y una

histidina (S105, D187 y H224), y el hueco oxianiónico está constituido por dos residuos, una

glutamina y una treonina (Q106 y T40) (Ferrario et al., 2015).
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Figura 3

 Conversión, catalizada por lipasa B de Candida antarctica, del complejo de Michaelis a 

complejo enzima/producto. Nu hace referencia a algún átomo nucleofílico del segundo sustrato, 

MC1, IT1, acilo-E...S1, MC2, IT2 y E...acilo-S1 son los estados mostrados en la figura 2
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Para el caso de propranolol, por ser el sustrato que recibe el grupo acilo,  la etapa de

deacilación  de  la  enzima  es  donde ocurre  la  diferenciación  en  la  reactividad  de  los  grupos

funcionales hidroxilo y amino, es decir, la quimioselectividad (selectividad  por productos), así

como  la  diferenciación  en  la  reactividad  del  (R)-  y  (S)-propranolol,  es  decir,  la

enantioselectividad (selectividad por reactivos).
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2.2 Dinámica Molecular y Acoplamiento Molecular

Al modelar de forma computacional una reacción catalizada por una enzima  utilizando

una descripción particulada del sistema, se hace necesario describir estructuralmente cada estado

de la reacción. Para esto, se debe obtener un conjunto de conformaciones representativas del

sistema que  representen  algún estado en  particular.  Una metodología  ampliamente  usada  en

enzimología computacional para generar dicho conjunto de conformaciones es una simulación de

dinámica  molecular  (Hug, 2013; Lonsdale et  al.,  2012).  Este método consiste  en resolver  la

segunda ley de Newton de forma numérica; con lo cual, la serie de conformaciones (denominada

trayectoria)  generada  a  partir  de  la  evolución  en  el  tiempo  de  una  conformación  inicial  se

distribuirá  de  forma  preferencial  alrededor  de  un  mínimo  de  potencial  termodinámico.  En

contraste, una metodología de menor costo computacional es el acoplamiento molecular (Guedes

et al., 2014; Lonsdale et al., 2012), la cual es ampliamente utilizada en diseño de medicamentos.

Este método está principalmente diseñado para determinar la conformación más estable entre una

proteína y una molécula orgánica pequeña, y  consiste en una exploración de conformaciones

mediante un método determinista o  aleatorio, seguido de la asignación de un puntaje a estas

conformaciones con base en una función de puntuación, en donde dicha función está diseñada

(comúnmente  mediante  una  parametrización realizada  para  reproducir  un  conjunto  de  datos

experimentales) para identificar la conformación más estable.
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2.3 Modelo QM/MM (quantum mechanics/molecular mechanics)

En simulaciones de dinámica molecular, el sistema biomolecular es modelado como un

conjunto de partículas sometidas a diferentes interacciones. Dos modelos ampliamente utilizados

dan origen a las metodologías QM y MM (Culka et al., 2017). QM (quantum mechanics) hace

referencia a mecánica cuántica no relativista. En esta metodología, el sistema se conceptualiza

como  compuesto  de  núcleos  cargados  y  electrones,  los  cuales  interactúan  por  medio  de

interacciones electrostáticas. La energía es obtenida por medio de la ecuación de Schrödinger,

comúnmente aplicando la aproximación de Born-Oppenheimer  (Johansson et  al.,  2013). MM

(molecular mechanics) se refiere al uso de campos de fuerza para calcular la energía del sistema

(Monticelli & Tieleman, 2013), este modelo se basa en una descripción de las moléculas como

compuestas de átomos con cargas parciales.  La energía del sistema se supone compuesta,  de

forma aditiva, por diferentes interacciones entre grupos de átomos (principalmente entre pares).

Las interacciones se clasifican como covalentes y no covalentes, a cada interacción se le asigna

una forma funcional (por ejemplo polinomios cuadráticos) que se parametriza con base en datos

experimentales  o datos obtenidos utilizando QM. Las interacciones  entre  átomos se suponen

transferibles entre diferentes moléculas con ambientes químicos similares.

El alto costo computacional hace prohibitivo describir un sistema biomolecular mediante

QM. Sin embargo, este modelo resulta necesario al describir ruptura o formación de enlaces,

proceso que comúnmente no puede ser descrito mediante un modelo MM. La combinación de los

modelos QM y MM, a la cual se le refiere como QM/MM, es una metodología ampliamente

utilizada  en  enzimología  computacional  (Ainsley  et  al.,  2018;  Sousa  et  al.,  2017).  En  esta

metodología, se describe la macromolécula como compuesta de diferentes regiones, donde unas
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regiones son modeladas mediante QM y otras mediante MM. La implementación usual, la cual

se aplicará en la presente investigación, consiste en particionar el sistema en solo dos zonas, una

QM y la otra MM.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Determinar el rol de la longitud del grupo acilo en la quimio- y enantioselectividad de la

acilación de (RS)-propranolol catalizada por lipasa B de Candida antarctica.

3.2 Objetivos específicos

Evaluar el efecto de incrementar la longitud del grupo acilo en: 

(1) La proporción entre las poblaciones de conformaciones del complejo de Michaelis del

modo de unión I y II.

(2) El número de conformaciones reactivas del complejo de Michaelis y el intermediario

tetraédrico.

(3)  La  energía  potencial  del  primer  y  segundo estado  de  transición  en  relación  a  la

energía del complejo de Michaelis.

(4) La energía potencial del intermediario tetraédrico y del complejo enzima-producto en

relación a la energía del complejo de Michaelis.
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4. Efecto de incrementar la longitud del grupo acilo en la proporción entre las poblaciones

de conformaciones del complejo de Michaelis del modo de unión I y II (Objetivo 1)

4.1 Introducción

A principios de los años 90, varios investigadores de forma independiente establecieron

una  regla  empírica  que  determina la  enantioselectividad  de  la  esterificación  de  alcoholes

secundarios catalizada  por medio de lipasas  (Ema,  2004).  Actualmente,  esta regla  se conoce

como regla de Kazlauskas  (R. J. Kazlauskas et al., 1991),  la cual indica que la disparidad en

tamaño  de  los  grupos  sustituyentes  unidos  al  carbono  quiral  que  posee  el grupo  hidroxilo

favorece  la  esterificación  del  isómero  R.  Adicionalmente,  esta  regla se  ha  aplicado  a  la

enantioselectividad  de  acilación  de  aminas  con  el  centro  estereogénico  en  el  carbono  alfa

(Gonzalez-Sabın et al., 2002).

La  regla  de  Kazlauskas  se  puede  interpretar  en  términos  de  impedimento  estérico

asociando  las  conformaciones  reactivas  del  intermediario  tetraédrico  de  cada  isómero  a

diferentes modos de unión, es decir, a diferentes formas en las que el sustrato se posiciona y

orienta respecto al sitio activo. Utilizando la estructura de un intermediario tetraédrico de lipasa

B de Candida antarctica (CalB), previamente se definieron dos modos de unión caracterizando

el sitio activo y el sustrato con base en su tamaño (Hæffner et al., 1998; Orrenius et al., 1998;

Rotticci  et  al.,  1998).  Para  el  sitio  activo  se  definieron  dos  regiones  denominadas  bolsillo

mediano  y  bolsillo  grande.  De  forma  análoga,  para  el  sustrato,  se  clasificaron  dos  de  los

sustituyentes del carbono quiral como mediano y grande (sustituyentes adicionales al hidroxilo e
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hidrógeno). Al analizar las conformaciones reactivas, se encontró que las conformaciones del

isómero  R  se  encuentran  en  el  denominado  modo  de  unión  I,  el  cual  se  encuentra  menos

impedido  estéricamente.  Las  conformaciones  reactivas  del  isómero  S  se  encuentran  en  el

denominado modo de unión II, modo que adopta una configuración espacial que lo hace más

impedido estéricamente.

El análisis del intermediario tetraédrico es usual en el estudio de reacciones catalizadas

por lipasas, puesto que este estado se utiliza como un estado de transición aproximado, con lo

cual su energía se puede relacionar con la barrera de activación de la reacción (Ema, 2004). En

este sentido, el estudio de la enantioselectividad con base en el análisis de los modos de unión

del intermediario tetraédrico ha sido utilizado frecuentemente (Bartsch et al., 2008; Cen, Singh,

et al., 2019; H. Chen et al., 2014; Eum et al., 2014; Meng et al., 2014; Park et al., 2016; Schulz et

al., 2000; T. Xu et al., 2010). Sin embargo, la entrada del sustrato al sitio activo y salida del

producto del sitio activo también pueden ser determinantes en catálisis enzimática  (Kaushik et

al., 2018; Kokkonen et al., 2019), pudiéndose controlar la selectividad mediante estos procesos

(Feng et al., 2019; Marton et al., 2010). Aun cuando se ha señalado que la enantioselectividad

solo depende del estado de transición y no del complejo enzima/sustrato (ES) (Ema, 2004), esto

parece no ser una generalidad. Hay casos en los que el estudio del intermediario tetraédrico no

explica la enantioselectividad, la cual se racionaliza únicamente en términos del ES (Guieysse et

al., 2003; Lafaquière et al., 2009). De esta forma, la reactividad de una reacción catalizada por

enzimas también se ha racionalizado por medio del estudio de los modos de unión en el ES (Gao

et al., 2018; Hamnevik et al., 2017; Maurer et al., 2018; Miton et al., 2018; Voss et al., 2018; G.

Xu et al., 2015).
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Los modos de unión, de los isómeros de propranolol en el ES formado en la reacción de

acetilación,  se  estudiaron  previamente  y  se  encontró  un  número  similar  de  conformaciones

reactivas para ambos isómeros en el modo de unión I y un mayor número para el isómero R en el

modo de unión II (Escorcia et al., 2014). Así, se propuso que el modo de unión II es el modo que

discrimina  la  reactividad  de  los  dos  enantiómeros  por  presentar  una  mayor  población  de

conformaciones reactivas para el isómero R.  Por lo tanto, es posible que la longitud del grupo

acilo utilizado en la acilación de propranolol tenga un efecto sobre la selectividad de la reacción

debido  a  que el  grupo  acilo  modificará  el  sitio  activo  de  CalB  acilada,  lo  cual  repercutirá

directamente  en  la  estabilidad  de  los  diferentes  modos  de  unión.  Esta  hipótesis  se  explora

mediante el muestreo computacional de conformaciones del ES de la etapa de deacilación de

CalB (figura 2) y el respectivo análisis estructural haciendo uso de la definición de los modos de

unión I y II. Para evaluar el efecto de la longitud del grupo acilo, se estudia el ES resultante de la

acilación de CalB con los grupos acilo etanoilo, butanoilo, octanoilo y hexadecanoilo.

4.2 Metodología

4.2.1 Muestreo conformacional

El procedimiento utilizado para construir el conjunto de conformaciones que representa

el ES está expuesto de forma detallada en el Apéndice A. Muestreo conformacional del complejo

enzima/sustrato. A continuación, se describe de forma resumida.

Se construyeron estructuras de la enzima acilada (acilo-CalB) a partir de una estructura

de CalB obtenida experimentalmente por medio de rayos X (Uppenberg et al., 1994). Partiendo

de estas estructuras, se realizó un muestreo conformacional de cada enzima acilo-CalB (con las
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respectivas aguas de cristalización) inmersa en tolueno. El  muestreo se realizó utilizando una

simulación de dinámica molecular  realizada  con el  programa y campo de fuerza CHARMM

(Brooks et al., 2009). A  partir del conjunto de  conformaciones obtenido, se eligieron algunas

conformaciones de acilo-CalB para muestrear las conformaciones del ES formado entre acilo-

CalB  y  propranolol.  Las  estructuras  del  ES se  construyeron  utilizando  una  simulación

acoplamiento molecular realizada con el programa Smina (Koes et al., 2013). Partiendo de estas

estructuras, se realizó un muestreo conformacional de cada ES inmerso en tolueno (manteniendo

las  respectivas  aguas  de cristalización).  El  muestreo se realizó  utilizando  una simulación  de

dinámica  molecular  realizada  con el  programa CHARMM. En las  simulaciones  de dinámica

molecular  se  implementó  una  metodología  QM/MM  (Quantum  Mechanics/Molecular

Mechanics).  La  región  QM  (propranolol)  se  describió  con  el  método  SCC-DFTB  (self-

consistent-charge density-functional-tight-binding method)  (Cui et  al.,  2001) y la región MM

(enzima, tolueno y agua) se describió con el campo de fuerza CHARMM.

4.2.2 Modos de unión O y N

Antes  de  clasificar  las  conformaciones  de  acuerdo  a  los  modos  de  unión  I  y  II,  se

definieron los modos de unión O y N  referentes a conformaciones del ES reactivas hacia la

esterificación  y  amidación,  a  estas  conformaciones  se  les  denota como  O  y  N-MCC,

respectivamente. Teniendo en cuenta que la reacción involucra un ataque nucleofílico (paso 8 en

la figura  3),  se utilizó  la distancia  entre  el  átomo nucleofílico (O o N) del propranolol  y el

carbono carbonílico del grupo acilo como métrica de la reactividad hacia uno de los dos caminos

de reacción, estas distancias se denominan rOC y rNC. Se define entonces que una conformación

del ES es tipo O-MCC cuando rOC está dentro del rango (rmin,rmax] y rNC es mayor a rOC en
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al menos 1.5 Å. De forma análoga, se define una conformación tipo N-MCC. Varios valores de

rmin y rmax fueron explorados.

4.2.3 Modos de unión I y II

Las conformaciones tipo O- y N-MCC se clasificaron como modos de unión I o II. Para

esto se definieron 4 distancias a monitorear: las distancias desde el grupo naftoxi del propranolol

al bolsillo mediano (rN-MP) o grande (rN-LP) de la enzima, y las distancias desde el grupo

isopropil  a  dichos bolsillos  (rI-MP y rN-LP, respectivamente).  Estas  distancias  se calcularon

promediando la distancia entre todos los pares de átomos pesados del isopropil o naftoxi y los

carbonos alfa del bolsillo mediano o grande. Los modos de unión se clasificaron de acuerdo a las

condiciones mostradas en la figura 4. En la figura, MP y LP hacen referencia al bolsillo mediano

y grande respectivamente, el grupo naftoxi del propranolol se representa con el círculo morado y

el grupo isopropil con el círculo azul. El bolsillo grande se define con los residuos aminoacídicos

134, 138, 140, 141, 144, 154, 157, 188 y 189 y el bolsillo mediano con los residuos 39, 41, 42,

104, 225, 277, 278, 281, 282 y 285.
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Figura 4

 Asignación del tipo de modo de unión de las conformaciones del complejo enzima/sustrato con 

base en las distancias entre el grupo isopropil y naftoxi del propranolol, y el bolsillo mediano y 

grande de lipasa B de Candida antarctica

4.3 Resultados

En la figura 5 se muestra la población de conformaciones que se encuentran en modo de

unión I y II para las conformaciones reactivas hacia la esterificación o amidación (O- o N-MCC),

respectivamente.
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Figura 5

 Para cada enantiómero, R (cuadrado) y S (círculo), se muestra la cantidad de conformaciones 

en modo de unión I (amarillo) y II (azul) para conformaciones tipo O-MCC (izquierda) y tipo N-

MCC (derecha).
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(Escorcia  et  al.,  2014) exploraron  los  modos  de  unión  en  el  sistema

etanoilo-CalB/propranolol determinaron que no existía un diferencia significativa en el número

de conformaciones reactivas en modo de unión I para los isómeros de propranolol en la ruta de

esterificación. Pero se encontró un mayor número de conformaciones reactivas en el modo de

unión II para el isómero R, adjudicándole así a este modo de unión la selectividad de la reacción.

En  este  estudio,  se  expandió  el  muestreo  de  este  sistema.  Además,  se  expandió  el  análisis

incluyendo  varios  valores  de  la  distancia  rOC.  En  estas  condiciones,  se  encontró  un

comportamiento diferente para el número de conformaciones reactivas en cada modo de unión

(ver figura 5a). A distancias pequeñas, para ambos isómeros de propranolol el modo de unión I

es el modo más frecuente y a distancias grandes el modo de unión más frecuente es el II. Sin

embargo, no se encontró un mayor número de conformaciones reactivas en modo de unión II

para el (R)-propranolol en comparación con el (S)-propranolol. En la figura los porcentajes no

son, en general, comparables entre isómeros. Sin embargo, para el sistema etanoilo-CalB si lo

son debido a que el número total de conformaciones para (R)- y (S)-propranolol son similares.

4.4 Discusión

La  acetilación  del  propranolol  utilizando  CalB  es  selectiva  hacia  el  (R)-propranolol

(Escorcia et al., 2013), lo cual es común para las lipasas de acuerdo con la regla de Kazlauskas

(R.  J.  Kazlauskas  et  al.,  1991).  La figura  5a  muestra  que  las  conformaciones  más reactivas

(menores  valores  de  rmin)  de  ambos  isómeros  se  encuentran  en  un  modo  de  unión  tipo  I.

Además, se observa que las conformaciones menos reactivas (mayores valores de rmin) adoptan

principalmente un modo de unión tipo II. Sin embargo, este modo domina completamente solo
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para (S)-propranolol. Para (R)-propranolol, existe una proporción ~75:25 entre el modo de unión

II y I. Estos resultados se pueden interpretar bajo dos escenarios posibles.

En  el  primer  escenario  se  puede  suponer  que  la  enantioselectividad  experimental  no

involucra ningún aporte del ES (pasos 7 y 8 de la figura 2). En este escenario como se observa en

la  figura  5a,  las  estructuras  más  reactivas  (menores  valores  de  rmin)  se  correlacionan

adecuadamente con este comportamiento,  es decir,  la formación del ES en modo de unión I

(modo que favorece la reacción) se da por igual para cada isómero. En otras palabras, no hay

enantioselectividad  en  la  formación  de  conformaciones  del  complejo  de  Michaelis  reactivas

hacia la esterificación.

En  el  segundo  escenario,  la  formación  del  complejo  de  Michaelis  influye  en  la

enantioselectividad experimental,  bien sea de forma determinante o parcial.  En este caso, las

estructuras  menos  reactivas  (mayores  valores  de  rmin)  explicaría  la  enantioselectividad.

Previamente se ha reportado que la conversión de una conformación del ES desde un modo no

productivo a un modo productivo puede determinar  la rapidez de una reacción biocatalizada

(Karbstein & Herschlag, 2003). Por lo tanto, el resultado de la figura 5a se puede interpretar así:

el (S)-propranolol forma el ES inicialmente (sustrato más lejos del sitio activo, mayor rmin) en

modo de unión II y para reaccionar (sustrato más cerca al sitio activo, menor rmin) debe cambiar

al modo de unión I. Sin embargo, por encima de rmin igual a 4.5 Å solo existe modo de unión II.

Por esto, todas las conformaciones deben pasar por la barrera energética asociada con el cambio

de modo de unión (si no hubiese una barrera, las poblaciones serían iguales en cada modo). En

contraste, (R)-propranolol puede asumir conformaciones del ES iniciales (mayores valores de

rmin) que se encuentran en modo de unión I, así que alrededor de un 25% de las conformaciones
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no debe asumir el gasto energético de cambiar de modo de unión II a I y de esta forma se genera

la enantioselectividad observada.

Con estos datos no es posible determinar cuál de estos escenarios es el que representa lo

observado experimentalmente. Por esto, se procede a analizar el efecto del tamaño del grupo

acilo  en  la  enantioselectividad  para  cada  escenario.  En  el  primer  escenario  en  donde  las

estructuras  más  reactivas  (menores  valores  de  rmin)  determinan  la  enantioselectividad,  el

aumento del tamaño del grupo acilo de etanoilo a butanoilo (figura 5b) o hexadecanoilo (figura

5d)  no  afectaría  la  enantioselectividad  de  la  esterificación  del  propranolol  observada  para

etanoilo. En el caso del grupo octanoilo (figura 5c), podría haber un cambio en la selectividad

hacia (S)-propranolol, pues solo para este isómero se encuentran conformaciones más reactivas

y, además, en modo de unión I.

En el segundo escenario en donde las estructuras menos reactivas (mayores valores de

rmin)  determinan  la  enantioselectividad,  al  utilizar  el  grupo  butanoilo  (figura  5b),  la

enantioselectividad se anularía o se disminuiría debido a que la formación del modo de unión I

para (S)-propranolol se favorecería de tal forma que sería equiparable con (R)-propranolol. Al

seguir  aumentando el  tamaño del  grupo acilo,  en el  caso del  grupo octanoilo (figura  5c),  la

enantioselectividad se vería invertida debido a que en comparación en el grupo etanoilo, ahora

(S)-propranolol  tendría  una  mayor  población  de  conformaciones  en  modo  de  unión  I.  Sin

embargo, al seguir aumentando la longitud del grupo acilo (hexadecanoilo, figura 5d) parece que

la tendencia a favorecer la esterificación de (S)-propranolol desaparece. Pues aún al compararlo

con el etanoilo, efectivamente hay un mayor número de conformaciones en modo de unión I para

el isómero S. Pero para (R)-propranolol, también se aumenta el número de conformaciones tipo
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modo  de  unión  I,  lo  cual  podría  mantener  la  selectividad  hacia  la  esterificación  de  (R)-

propranolol.

Para complementar, se aplica el mismo análisis a la amidación del propranolol  (figuras

5e-h). En este caso, se observa que el único efecto de aumentar el tamaño del grupo acilo es que

la favorabilidad de formar el modo de unión I aumenta. Sin embargo, no hay diferencia entre

ambos isómeros por lo cuál no se esperaría enantioselectividad para ningún grupo acilo, en caso

de darse la amidación.

4.5 Conclusión

El análisis del complejo enzima/sustrato formado entre lipasa B de  Candida antarctica

acilada y los isómeros de propranolol indican que el cambio de la longitud del grupo acilo tiene

un efecto sobre la proporción entre las conformaciones reactivas del complejo que adquieren una

configuración tipo modo de unión I y las que adoptan una configuración tipo modo de unión II.

Si la formación de una conformación reactiva en el complejo enzima/sustrato es una paso que

contribuye a la enantioselectividad de la esterificación del propranolol, entonces, se espera que el

aumento de la longitud del grupo acilo de etanoilo hasta octanoilo favorezca la esterificación del

(S)-propranolol.
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5. Efecto de incrementar la longitud del grupo acilo en el número de conformaciones

reactivas del complejo de Michaelis y el intermediario tetraédrico (Objetivo 2)

5.1 Conformaciones reactivas del complejo de Michaelis: Estabilización electrostática en el

complejo de Michaelis

5.1.1 Introducción

Las altas rapideces de reacción que se observan en reacciones catalizadas por enzimas se

pueden  entender por medio de la estabilización  del estado de transición.  Actualmente,  se ha

propuesto que la disposición espacial de los residuos aminoacídicos que forman el sitio activo

generan un ambiente electrostático que favorece la estructura del estado de transición, a lo que se

le denomina preorganización electrostática del sitio activo (Jindal & Warshel, 2017; Warshel et

al.,  2006).  A pesar  de  esto,  antes  de  formarse  el  estado de  transición,  el  sustrato  tiene  que

ingresar al sitio activo. Por lo cual, el túnel de acceso al sitio activo también tiene un importante

rol en catálisis  enzimática  (Kaushik et al.,  2018; Kokkonen et  al.,  2019) y en algunos casos

puede determinar  la selectividad de una reacción  (Feng et  al.,  2019; Lafaquière et al.,  2009;

Marton et al., 2010).

Cuando una enzima y un sustrato se encuentran en solución solo una pequeña fracción de

encuentros  da  lugar  a  complejos  no  covalentes,  y  no  todos  estos  complejos  son  reactivos

(complejos de Michaelis) (Bar-Even et al., 2015). Para que ocurra la reacción, el modo de unión,

es decir, la posición y orientación del sustrato en el sitio activo, tiene que ser apropiada (Tawfik

& Khersonsky, 2010). Por lo tanto, el modo de unión del complejo enzima/sustrato (ES) puede
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determinar el éxito de una reacción, así como su selectividad (Gao et al., 2018; Hamnevik et al.,

2017; Maurer et al., 2018; Miton et al., 2018; Voss et al., 2018; G. Xu et al., 2015).

(Escorcia et al., 2013) determinaron experimentalmente que la acilación de propranolol

con  el  grupo  etanoilo  catalizada  con  lipasa  B  de  Candida  antarctica (CalB)  tiene  una

enantioselectividad hacia el isómero R y una quimioselectividad hacia el grupo hidroxilo. En

dicho estudio, también se realizó una investigación computacional que mostró que el ES presenta

predominantemente  conformaciones  en  un  modo  de  unión  que  favorece  la  esterificación

(denominado aquí modo de unión O) en comparación con un modo de unión que favorece la

amidación (denominado aquí modo de unión N).

Usualmente,  factores  como  impedimento  estérico,  hidrofobicidad  de  residuos,  y

reorganización de la red de enlaces de hidrógeno, se utilizan para explicar cómo ciertos modos

de unión favorecen la reacción (Marton et al., 2010). Todos estos conceptos tienen su raíces en la

distribución de carga del sitio activo, lo cual apoya el concepto de preorganización electrostática.

Por esta razón, a continuación se explora si la preorganización electrostática del sitio activo se

correlaciona con la favorabilidad del modo de unión O en el ES formado entre etanoilo-CalB y

propranolol. Para esto, se propone y calcula un parámetro definido para cuantificar parte de la

preorganización electrostática. A este parámetro se le denotará aquí con el símbolo ΔE y se le

referirá como la contribución de la energía potencial a la preorganización electrostática. Además,

teniendo en cuenta que la presencia del grupo acilo en el sitio activo puede modificar el ambiente

electrostático de este sitio, se evalúa el efecto sobre la selectividad al incrementar el tamaño del

grupo  etanoilo  en  la  acilación  de  propranolol.  Para  esto  se  analizan  los  grupos  butanoilo,

octanoilo y hexadecanoilo.
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5.1.2 Metodología

Se utilizó el conjunto de conformaciones del ES formado entre acilo-CalB y propranolol

que se obtuvo como se describe de forma resumida en  4.2.1 Muestreo conformacional y de

forma detallada  en  Apéndice  A.  Muestreo  conformacional  del  complejo  enzima/sustrato.  La

clasificación  de  las  conformaciones  del  ES  en  conformaciones  en  modo  de  unión  N  y  O,

denominadas N- y O-MCC, se realizó de acuerdo a lo descrito en 4.2.2 Modos de unión O y N.

En la metodología QM/MM que se utiliza,  la interacción entre la región QM y MM de

tipo aditiva y el embebido es de tipo mecánico (Cui et al., 2001). Así, la energía potencial total

(UQM/MM) es igual a:

UQM /MM=UQM+U MM+U QM−MM
vdW

+UQM−MM
el , (1)

es decir, la suma de la energía potencial de la región QM y MM más la interacción entre

las dos regiones. Debido a que la región QM (propranolol) y la región MM (acilo-CalB, agua y

tolueno) no presentan interacciones covalentes por tratarse del ES, la interacción está limitada a

las interacciones de van der Waals y la interacción electrostática.

Teniendo  en  cuenta  lo  anterior,  para  calcular  ΔE,  se  extraen  las  coordenadas  del

propranolol y acilo-CalB para cada conformación y se calculan dos energías: la energía potencial

del propranolol incluyendo la interacción con acilo-CalB (UP,E),

UP , E=UQM+UQM−MM
vdW

+UQM−MM
el , (2)

y la energía potencial del propranolol en el vacío (UP), es decir,

UP=UQM . (3)

Con estas dos energías se define ΔE como

Δ E=UP , E−U P . (4)
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De esta forma, la diferencia en energía potencial en la ecuación 4 se origina a partir de la

polarización  de  la  densidad  electrónica  del  propranolol  debido  a  la  distribución  de  cargas

puntuales de la enzima y a partir de las interacciones tipo van der Waals entre el propranolol y la

enzima.  Por lo  cual,  una energía  negativa  se interpreta  como la  estabilización  que le  brinda

acilo-CalB al propranolol en términos de energía potencial.

5.1.3 Resultados

En la parte izquierda de la figura 6 se muestra el número de conformaciones clasificadas

como N- y O-MCC, el rango descrito por rmin y rmax tiene la connotación dada en 4.2.3 Modos

de unión I  y  II,  menores  valores  implican  mayor reactividad.  Se encontró  que la  población

relativa  entre  ambas  conformaciones  depende  de  la  longitud  del  grupo acilo.  Para  el  grupo

etanoilo y butanoilo  (figura  6a-b),  existe un mayor número de conformaciones  O-MCC. Sin

embargo,  para  los  grupos  octanoilo  y  hexadecanoilo  (figura  6c-d),  las  conformaciones

dominantes resultan ser de tipo N-MCC. A diferencia de lo que sucede para los grupos butanoilo

y octanoilo, para los grupos etanoilo y hexadecanoilo, no se observa una diferencia significativa

entre el comportamiento de los dos diferentes isómeros. En la parte derecha de la figura  6 se

aprecia que ΔE no muestra variación respecto al tipo de conformación reactiva para los grupos

grandes  (figura  6g-h),  sin  embargo,  para  los  grupos  pequeños  (figura  6e-f)  hay  una  mayor

estabilización para las conformaciones tipo O-MCC.
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Figura 6

 Número de conformaciones tipo O- y N-MCC (izquierda) y promedio de la contribución de la 

energía potencial a la preorganización electrostática para cada conformación (la desviación 

estándar se muestra utilizando barras de error)

5.1.4 Discusión

El comportamiento de las conformaciones reactivas para el ES formado entre etanoilo-

CalB  y  propranolol  es  consistente  con  la  quimioselectividad  hacia  la  esterificación  hallada
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experimentalmente,  es  decir,  hay más O-MCC que N-MCC  (figura  6a).  Sin embargo,  no se

evidencia la enantioselectividad hacia el (R)-propranolol. Esto puede interpretarse de dos formas:

(1) la etapa de conversión del complejo de Michaelis al intermediario tetraédrico no contribuye

de forma significativa a la enantioselectividad total; (2) La distancia monitoreada para clasificar

las  conformaciones  en  O-  o  N-MCC  no  es  adecuada  para  la  diferenciación  entre  los  dos

enantiómeros.

En cuanto a la quimioselectividad,  la inversión en las poblaciones  de conformaciones

reactivas  hacia  la  esterificación  y  amidación  al  incrementar  la  longitud  del  grupo  acilo,  se

interpreta como un cambio en la altura relativa de las barreras de activación para cada reacción.

De  esta  forma,  para  los  grupos  octanoilo  y  hexadecanoilo,  se  predice  un  cambio  en  la

quimioselectividad,  respecto a  los  grupos  etanoilo  y  butanoilo,  que  puede  deberse  a  la

disminución en la barrera de activación para la N-acilación o al aumento de la barrera para la O-

acilación.

Respecto a etanoilo-CalB/propranolol, el número de conformaciones tipo O-MCC para

butanoilo-CalB/propranolol  disminuye  ligeramente.  Para  octanoilo-  y

hexadecanoilo-CalB/propranolol la disminución es significativa. El número de conformaciones

tipo N-MCC, es aproximadamente  igual  para cada acilo-CalB/propranolol,  con excepción de

octanoilo-CalB/propranolol,  complejo  para  el  cual  ocurre  una  disminución.  Estos  resultados

sugieren que la barrera de activación del ataque nucleofílico en la O-acilación se hace mayor.

Pues una menor barrera de activación para la N-acilación indicaría una mayor reactividad y por

lo  tanto  se  esperaría  que  hubiese  un  mayor  número de  conformaciones  reactivas  que  el

determinado para etanoilo-CalB/propranolol.



SELECTIVIDAD EN CATÁLISIS ENZIMÁTICA 45

La inversión  de la  quimioselectividad  al  utilizar  un grupo acilo  más  grande como el

hexadecanoilo  en  comparación  a  un  grupo  pequeño  como  el  etanoilo  dependerá  del  valor

absoluto de la barrera de activación para la N-acilación,  pues se espera que la magnitud sea

similar según lo expuesto anteriormente. Si la selectividad hacia la esterificación ocurre debido a

una barrera de activación demasiado alta para la amidación, entonces, se espera que no ocurra

ninguna acilación al utilizar los grupos octanoilo y hexadecanoilo pues la barrera seguirá siendo

demasiada alta. Sin embargo, si la selectividad hacia la esterificación ocurre porque la barrera de

la esterificación es mucho menor que la de la amidación, pero la última sigue siendo accesible a

condiciones  experimentales.  Entonces,  se  espera  que  la  acilación  de  propranolol  utilizando

octanoilo o hexadecanoilo sea selectiva hacia la N-acilación.

Para el  grupo etanoilo y butanoilo,  ΔE es  más negativa para conformaciones  tipo O-

MCC, lo cual indica que las conformaciones  en el modo de unión O son favorecidas por el

ambiente electrostático del sitio activo de acilo-CalB. Esto es consistente con la alta población de

este tipo de conformaciones en comparación con las que se encuentran en modo de unión N. Sin

embargo, para los grupos acilo grandes la diferencia en población entre las estructuras reactivas

no  se  correlaciona  con  el  valor  de  ΔE.  Esto  sugiere  que  para  estos  dos  sistemas  el  factor

entrópico de la preorganización electrostática puede resultar importante en la diferenciación de

las dos rutas de reacción.

5.1.5 Conclusión

La estabilización del estado de transición tiene una rol principal en catálisis enzimática.

Por  lo  tanto,  el  ambiente  electrostático,  que  el  sitio  activo  provee,  puede  determinar  la

selectividad entre múltiples caminos de reacción. Aquí se encontró que la contribución de la

energía  potencial  a  esta  estabilización  en  el  complejo  enzima/sustrato  puede  explicar  la
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quimioselectividad observada experimentalmente  en la  esterificación selectiva de propranolol

con etanoilo catalizada con lipasa B de  Candida antarctica. Sin embargo, esta cantidad no se

correlaciona  con  la  enantioselectividad  experimental.  Debe  de  tenerse  en  cuenta  que  los

resultados  expuestos  solo  dan  información  sobre  una  de  las  cinco  etapas  elementales  de  la

reacción y es posible que no ocurra enantioselectividad en este paso en particular. Para grupos

acilo grandes, la favorabilidad de formar conformaciones reactivas hacia una de las dos rutas de

acilación no es explicada por medio de la contribución de la energía potencial a la estabilización

electrostática,  esto sugiere la  necesidad de investigar  el  factor  entrópico  de la  estabilización

electrostática.
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5.2 Conformaciones  reactivas  del  complejo  de  Michaelis:  Mecanismo transbordador de

protón

5.2.1 Introducción

Cuando hay presencia de los grupos hidroxilo y amino en una reactivo, las lipasas pueden

utilizarse para catalizar quimioselectivamente la O-acilación  (Gardossi et al., 1991; Kanerva et

al., 1992; Lundell et al., 2003; Nagao & Kito, 1989; Tawaki & Klibanov, 1993) o la N-acilación

(Ferrari et al., 2014; Gotor et al., 1988; Maugard et al., 1997; Quan et al., 2007; Torre et al.,

2006).  La lipasa B de  Candida antarctica (CalB) presenta selectividad hacia  la  acilación  de

alcoholes en presencia de aminas  (Le Joubioux et al., 2011; Öhrner et al., 1996; Syrén et al.,

2013). Sin embargo, para 1,2-amino alcoholes la selectividad es hacia la N-acilación. Una forma

de entender este cambio en la quimioselectividad es través del mecanismo de transbordador de

protón, mecanismo de reacción en el cual los grupos hidroxilo y amino, cuando se encuentran

espacialmente cerca, interactúan para favorecer la N-acilación a través de la transferencia de un

protón desde el  grupo alcohol  hacia  el  grupo amino  (Syrén et  al.,  2013) A continuación,  se

evalúa si el mecanismo de transbordador de protón es favorable en la acilación de propranolol

catalizada por CalB. Para esto, para el complejo enzima/sustrato (ES) se definen y cuantifican las

conformaciones reactivas, en adelante MCC, para el mecanismo clásico y el de transbordador de

protón.  El  mecanismo  clásico  hace  referencia  al  mecanismo  aceptado  para  la  acilación  de

sustratos mediada por lipasas explicado en la sección 2.1 Mecanismo de acilación catalizada por

una enzima lipasa Además, se exploran varios parámetros geométricos para definir reactividad.

El concepto de conformaciones  con modos de unión reactivos  en acilaciones  catalazidas  por
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lipasas se ha aplicado al estudio de la regioselectividad en la acilación de aminoácidos (Dettori et

al., 2018) y polialcoholes (De Oliveira et al., 2009; Oger et al., 2010; Palocci et al., 2007), y la

quimioselectividad de péptidos (Ferrari et al., 2014)

5.2.2 Metodología

Se utilizó el conjunto de conformaciones del ES formado entre acilo-CalB y propranolol 

que se obtuvo como se describe de forma resumida en 4.2.1 Muestreo conformacional y de 

forma detallada en Apéndice A. Muestreo conformacional del complejo enzima/sustrato. Las 

conformaciones son clasificadas como reactivas explorando diferentes formas de definir 

reactividad con base en diferentes parámetros geométricos.

Teniendo en cuenta los enlaces que se rompen y se forman en la conversión del complejo 

de Michaelis al intermediario tetraédrico, ver figura 7, se definen conformaciones reactivas 

utilizando las distancias rH, rH,intra y rC mostradas en la figura 8.

Figura 7

 Ataque nucleofílico involucrado en la conversión del complejo de Michaelis al intermediario 

tetraédrico por medio del mecanismo clásico y del mecanismo de transbordador de protón

( a ) Mecanismo clásico ( b ) Mecanismo de transbordador de protón
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Figura 8

 Distancias y ángulos relevantes para la formación del intermediario tetraédrico

acilo-S105

acilo-S105

( a ) Mecanismo clásico

( b ) Mecanismo de transbordador de protón

En la tabla  1, se muestran las condiciones utilizadas para clasificar las conformaciones.

Se definen las conformaciones tipo O- y N-MCC para indicar reactividad hacia la esterificación

y  amidación,  respectivamente.  Además,  se  introduce  la  conformación  tipo  ON-MCC  para

referirse  a  las  conformaciones  que  no  se  pueden  clasificar  como  O-  o  N-MCC.  Esta

conformación no presenta una preferencia hacia la O- o N-acilación. Cuando se hace referencia
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al mecanismo clásico se utiliza el subíndice C, para el mecanismo de transbordador de protón se

utiliza el subíndice T. El parámetro rMCC es una distancia utilizada para indicar la cercanía entre

el grupo nucleofílico y el grupo acilo. En la tabla se utiliza una letra entre paréntesis para indicar

si se hace referencia al grupo hidroxilo o amino del propranolol.

Tabla 1

 Condiciones estructurales que clasifican a una conformación del complejo de Michaelis como 

reactiva hacia la esterificación o amidación a través del mecanismo clásico o de transbordador 

de protón

MCC Definición

OT-MCC {rC(O), rH,intra(N), rH(N)} ≤ rMCC {rH(O), rC(N)} > rMCC

NT-MCC {rC(N), rH,intra(O), rH(O)} ≤ rMCC {rH(N), rC(O)} > rMCC

OH o NH a una distancia de la triada catalítica menor a rMCC

OC-MCC max{rC(O), rH(O)} ≤ rMCC max{rC(N), rH(N)} > rMCC

NC-MCC max{rC(N), rH(N)} ≤ rMCC max{rC(O), rH(O)} > rMCC

OH y NH a una distancia de la triada catalítica menor a rMCC

OC-MCC

max{rC(O), rH(O), rC(N), rH(N)} ≤ rMCC

rC(O) ≤ rC(N) rH(O) < rH(N)

rC(O) < rC(N) rH(O) ≤ rH(N)

NC-MCC

rC(N) ≤ rC(O) rH(N) < rH(O)

rC(N) < rC(O) rH(N) ≤ rH(O)
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Además,  se  analizan  definiciones  de  conformaciones  reactivas  que  involucran:  1)  La

desviación del ángulo óptimo de ataque nucleofílico, el cual se define como 107° (El ángulo

óptimo cuando el átomo nucleofílico es oxígeno está entre {100°, 110°} y cuando es nitrógeno es

107°  (Bürgi et al., 1973, 1974)); 2) La desviación del ángulo óptimo de enlace de hidrógeno

entre  el  residuo  de  histidina  y  el  grupo  nucleofílico,  180°;  3)  La  presencia  de  enlaces  de

hidrógeno en el hueco oxianiónico, definiendo un enlace de hidrógeno con una distancia a, b o c

≤ 3 Å y un ángulo α, β o γ ≥ 160°. Previamente la orientación relativa de los átomos a formar

enlaces ha sido utilizada para definir reactividad en el estudio de la enantioselectividad mediada

por lipasas  (Bruice, 2002; Sadiq & Coveney, 2015). Además, los enlaces de hidrógeno en el

hueco oxianiónico son de gran relevancia para el mecanismo de las acilaciones catalizadas por

lipasas (H. Chen et al., 2018).

5.2.3 Resultados

En la figura 9 se muestra el número de conformaciones reactivas en el ES formado entre

acilo-CalB  y  propranolol  de  acuerdo  con  las  definiciones  de  la  tabla  1.  Con  respecto  a  la

definición utilizada en 4.2.2 Modos de unión O y N, la presente definición incluye la distancia

asociada  a  la  protonación  del  residuo  aminoacídico  histidina,  la  cual  previamente  se  ha

encontrado relevante en la enantioselectividad de reacciones catalizadas por lipasas (H. Chen et

al., 2014; Schulz et al., 2000).
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Figura 9

 Población de conformaciones reactivas utilizando las definiciones de la tabla 1. Las 

conformaciones corresponden a la suma de las conformaciones tipo mecanismo clásico y tipo 

mecanismo de transbordador de protón
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En  las  figuras  10,  11 y  12 se  muestra  como  cambia  la  proporción  entre  las

conformaciones reactivas tipo N- y O-MCC al imponer en su definición la presencia de enlaces

de hidrógeno en el hueco oxianiónico, y una orientación óptima para el ataque nucleofílico o

para la protonación del residuo de histidina.
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Figura 10

 Población de conformaciones reactivas imponiendo restricciones sobre la presencia de enlaces 

de hidrógeno en el hueco oxianiónico
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Figura 11

 Población de  conformaciones reactivas imponiendo restricciones en el ángulo de ataque 

nucleofílico
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Figura 12

 Población de  conformaciones reactivas imponiendo restricciones en el ángulo de protonación 

de la histidina
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En la  figura  13 se muestra  el  número de conformaciones  tipo  O- y N-MCC para el

mecanismo clásico y de transbordador de protón.
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Figura 13

 Población de conformaciones reactivas de acuerdo al mecanismo clásico y de acuerdo al 

mecanismo de transbordador de protón
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5.2.4 Discusión

La  definición  de  conformaciones  reactivas  en  términos  de  parámetros  estructurales

comparte la misma dificultad con la definición de coordenadas de reacción al estudiar dinámica

de  reacciones.  La  razón  radica  en  intentar condensar  información  inherentemente

multidimensional en unos cuantos parámetros, lo cual podría llevar a conclusiones incorrectas.

Para evaluar la validez de los resultados obtenidos en el capítulo anterior, se utilizan definiciones

adicionales de conformaciones reactivas basadas en otros parámetros geométricos de importancia

para la formación del intermediario tetraédrico.

En las figura  9, además de incluir  la distancia  interatómica relacionada con el  ataque

nucleofílico también se incluye la distancia asociada con la transferencia del protón desde el

nucleófilo hasta la histidina. Adicional a la cuantificación de las conformaciones tipo O- y N-

MCC,  se  cuantifican  las  conformaciones  con  una  geometría  que  no  favorece  de  forma

preferencial a alguna de las dos rutas, las cuales se denominan conformaciones tipo ON-MCC.

Como se aprecia en esta figura, las conformaciones muestran una preferencia hacia alguna de las

dos rutas de acilación. Esta preferencia se acentúa a medida que la distancia del propranolol a los

residuos catalíticos se hace menor.

Al especificar características como la orientación y la presencia de enlaces de hidrógeno,

lo cual se muestra en las figuras  10,  11 y  12, se nota que el resultado predicho en el capítulo

anterior se mantiene. Es decir, para los grupos acilo cortos, etanoilo y butanoilo, la población

dominante  de  conformaciones,  es  la  de  tipo  O-MCC,  y  para  grupos  largos,  octanoilo  y

hexadecanoilo, la población dominante de conformaciones, es la de tipo N-MCC.

Para acilaciones catalizadas por CalB, experimentalmente se ha mostrado que la longitud

del grupo acilo no afecta la quimioselectividad (Fernández-Pérez & Otero, 2001, 2003; Kidwai
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et al., 2009; Liang et al., 2018; Plastina et al., 2009; Quintana et al., 2016; Whitten et al., 2012).

Sin embargo,  en estos  estudios  se han utilizado ácidos  grasos saturados e  insaturados o sus

ésteres,  de  más  de  10  carbonos.  Al  comparar  los  grupos  octanoilo  y  hexadecanoilo,  las

poblaciones relativas de O- y N-MCC son similares. Las conformaciones de acilo-CalB, y de los

complejos acilo-CalB/propranolol revelan que los grupos etanoilo y butanoilo ocupan parte del

sitio  activo  de  CalB tal  que  el  grupo metilo  terminal  está  dentro  del  sitio  activo.  El  grupo

octanoilo se extiende hasta que el grupo metilo terminal llega hasta la entrada del sitio activo.

Para el grupo hexadecanoilo, los últimos 8 carbonos se encuentran fuera del sitio activo. Por lo

tanto, es de esperar que una cadena hidrocarbonada lineal modificará el sitio activo (al ocupar

espacio) hasta aproximadamente 8 carbonos para CalB. Para grupos acilo de más de 8 carbonos

se espera un comportamiento similar pues los carbonos adicionales se encuentran por fuera del

sitio activo.

En cuanto  a  la  posibilidad  de  que  la  reacción  transcurra  a  través del  mecanismo de

transbordador de protón, tanto para las conformaciones O-MCC,  que dominan en los grupos

etanoilo  y  butanoilo,  como para  las  conformaciones  N-MCC,  que  dominan  para  los  grupos

octanoilo y hexadecanoilo, el mecanismo más probable es el clásico pues hay un mayor número

de conformaciones reactivas hacia este mecanismo. Si se analizan las conformaciones reactivas

para cada mecanismo por separado se encuentra que la acilación por medio del mecanismo de

transbordador  de  protón  favorece  la  esterificación  para  todos  los  grupos  acilo  y  para  el

mecanismo clásico  al aumentar el tamaño del grupo acilo la ruta de la  amidación se hace más

favorable.

La  propuesta  del  mecanismo  transbordador  de  protón  para  la  amidación  de

aminoalcoholes, se apoyó en que las conformaciones tipo NT-MCC eran más propensas y su
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energía menor. Sin embargo, para el ES formado  entre propranolol y acilo-CalB, aun para los

grupos octanoilo y hexadecanoilo, grupos acilo para los cuales hay mayor número de N-MCC, el

número de NT-MCC es pequeño en comparación con el número de NC-MCC. Además, no solo se

encontraron  conformaciones  tipo  OT-MCC  sino  que  su  población  es  mayor  para  las

conformaciones  tipo  NT-MCC en la  zona  de  las  conformaciones  más  reactivas,  es  decir,  de

menor valor en rMCC (figura 13e-h). Esto hace que el mecanismo transbordador de protón sea

poco probable en la amidación de propranolol con octanoilo y hexadecanoilo.

Las  reacciones  de  amidación  selectivas  catalizadas  por  CalB  que  se  utilizaron  para

proponer  el  mecanismo  de  transbordador  de  protón  utilizan  un  grupo  acilo  largo,  el

butadecanoilo. Sin embargo, además de la acilación con etanoilo de propranolol, existen otros

reportes de esterificación selectiva utilizando grupos acilo pequeños. Por ejemplo, la acilación de

2-hidroximetilpiperidina con butanoilo (Lundell et al., 2003) y atenolol con etanoilo (Barbosa et

al.,  2011). Por lo tanto,  aun existen vacíos en los límites de aplicabilidad del mecanismo de

transbordador de protón.

5.2.5 Conclusión

La metodología  empleada  para interpretar  reactividad en términos de conformaciones

reactivas es robusta respecto a la definición de conformaciones reactivas. El resultado para la

acilación de propranolol con etanoilo está de acuerdo con la quimioselectividad experimental. Y

para los grupos butanoilo, octanoilo y hexadecanoilo, se predice que la favorabilidad de formarse

conformaciones  del complejo de Michaelis  reactivas hacia la esterificación disminuye con el

tamaño del grupo acilo. Además, la acilación de propranolol catalizada por lipasa B de Candida

antarctica resulta ser más favorable por el mecanismo clásico en comparación con el mecanismo

transbordador de protón.
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5.3  Conformaciones  reactivas  del  intermediario  tetraédrico:  Enlaces  de  hidrógeno

esenciales para la catálisis

5.3.1 Introducción

El  mecanismo  de  reacción  para  una  acilación  catalizada  por  una  lipasa  involucra  la

interacción secuencial de dos sustratos con la enzima, en donde cada etapa (denominadas etapas

acilación y deacilación) inicia a través de un ataque nucleofílico (Ferrario et al., 2015). Debido a

que las lipasas poseen los mismos residuos catalíticos que las proteasas de serina, se acepta que

el mecanismo de reacción es análogo (Błaszczyk & Kiełbasiński, 2020; Ema, 2004). Por lo tanto,

el ataque nucleofílico  conlleva a la generación de un intermediario previo a la generación del

producto en cada etapa. De esta forma, cada etapa está constituida de dos reacciones elementales,

una que conlleva  a la  formación del  intermediario  y otra  que conlleva a  su descomposición

(Hedstrom, 2002).

El  intermediario,  conocido  como  intermediario  tetraédrico,  es  similar  energética-  y

estructuralmente a los estados de transición de cada reacción elemental (Ema, 2004), por lo que

es común que cada etapa se aproxime como compuesta de una única reacción elemental;  en

donde,  el  intermediario  tetraédrico  asume el  rol  de  estado de  transición.  Esta  aproximación

facilita el estudio del estado de transición de estas etapas de dos formas: 1) Se puede estudiar de

forma experimental la estructura del estado de transición por medio de  análogos al estado de

transición (análogos al  intermediario)  (Colton et  al.,  2011; Ema et al.,  2003) y 2) se pueden

aplicar  técnicas  computacionales  utilizadas  para el  estudio de especies  estables  (mínimos  de

energía), e.g. mecánica molecular (Cen, Li, et al., 2019; Meng et al., 2014; Park et al., 2016).
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La  enantioselectividad  de  las  reacciones  catalizadas  por  lipasas  se  relaciona  con  la

diferencia del costo energético entre la rutas de reacción  recorridas por cada enantiómero. Por

esto, la comparación entre los intermediarios tetraédricos de cada enantiómero se ha utilizado

para racionalizar la enantioselectividad (Hæffner et al., 1998; Meng et al., 2014; Min et al., 2015;

Schulz et al., 2001). La reactividad del intermediario de cada enantiómero se puede evaluar de

forma estructural haciendo uso de los enlaces de hidrógeno esenciales para la catálisis (H. Chen

et al., 2018), lo cual ha permitido explicar la enantioselectividad de acilaciones catalizadas por

lipasas (Cen, Singh, et al., 2019; H. Chen et al., 2014; Eum et al., 2014; Rincón et al., 2021; T.

Xu et al., 2010).

A continuación,  se  muestrean  conformaciones  del  intermediario  tetraédrico  para cada

enantiómero del propranolol correspondientes a la ruta de esterificación con los grupos acilo

etanoilo y butanoilo. Luego, se relaciona la población de los enlaces de hidrógeno esenciales con

la enantioselectividad de la reacción. Los enlaces de hidrógeno esenciales para la catálisis de

reacciones de acilación cuando se utiliza lipasa B de Candida antarctica (CalB) corresponden a

los  enlaces  de  hidrógeno  del  hueco  oxianiónico  (d,  e,  f  en  la  figura  14)  y  los  enlaces  de

hidrógeno de los residuos catalíticos (a, b, c en la figura 14).
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Figura 14

 Enlaces de hidrógeno esenciales para la catálisis en el intermediario tetraédrico formado en la 

ruta hacia la esterificación
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5.3.2 Metodología

El procedimiento utilizado para construir el conjunto de conformaciones para representar

el  intermediario  tetraédrico  está  expuesto  de  forma  detallada  en  el  Apéndice  B.  Muestreo

conformacional del intermediario tetraédrico. A continuación, se describe de forma resumida.

Se seleccionaron algunas conformaciones del complejo enzima/sustrato (ES) muestreadas

previamente (4.2.1 Muestreo conformacional). Utilizando el programa CHARMM (Brooks et al.,

2009), se impuso un potencial semiarmónico a la distancia entre el  oxígeno del hidroxilo del

propranolol y  el  carbono  carbonílico  del  grupo  acilo.  La  constante  de  fuerza  se  aumentó

gradualmente, realizando minimizaciones de energía para cada constante de fuerza, hasta que el
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oxígeno del hidroxilo estuviese a una distancia de enlace del carbono carbonílico del grupo acilo.

Luego, se realizó una minimización de energía sin el potencial impuesto. Estas conformaciones

del  intermediario  tetraédrico  se  utilizaron  para  iniciar simulaciones  de  dinámica  molecular

utilizando una metodología QM/MM (Quantum Mechanics/Molecular Mechanics). A partir de

las trayectorias  generadas se calculó la población de enlaces de hidrógeno esenciales para la

catálisis. La presencia de un enlace de hidrógeno se caracterizó mediante una distancia de enlace

entre los átomos pesados ≤ 3.0 Å y un ángulo ≥ 160° entre los átomos involucrados.

Para describir el intermediario se utilizó la región QM indicada en el figura  15, la cual

abarca el propranolol y el grupo acilo. La partición del enlace covalente en el residuo de serina,

en la frontera QM/MM, se realizó mediante el método átomo de unión (link atom). La región

QM  se  describió  con  el  método  SCC-DFTB  (self-consistent-charge  density-functional-tight-

binding  method)  (Cui  et  al.,  2001) y  la  región  MM con  el  campo  de  fuerza  CHARMM36

(Brooks et al., 2009).
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Figura 15

 Región QM indicada en rojo, el círculo representa un átomo de unión. La región QM incluye el 

residuo de serina de la triada catalítica y el propranolol. El esquema utiliza como ejemplo el 

grupo butanoilo
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5.3.3 Resultados

El  protocolo  descrito  anteriormente  se  aplicó  utilizando  los  grupos  acilo  octanoilo  y

butanoilo. Sin embargo, el intermediario no resultó ser estable. Lo cual terminó en simulaciones

no convergidas  en  la  iteración  autoconsistente  del  método  QM o en  la  descomposición  del

intermediario hacia  el  ES o  complejo  enzima/producto  (EP).  En  la  tabla  2,  se  muestran  la

población  de  enlaces  de hidrógeno  esenciales  para  los  sistemas  con grupos  acilo  etanoilo  y

butanoilo.
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Tabla 2

 Población de enlaces de hidrógeno esenciales esenciales para la catálisis presente en el 

intermediario tetraédrico de la ruta de esterificación de (R)- y (S)-propranolol con etanoilo y 

butanoilo

Grupo acilo etanoilo butanoilo

Enantiómero R S R S

Población de

enlaces de

hidrógeno [%]

a 86 84 85 78

b 4 32 5 43

c 19 3 26 2

d 46 41 44 71

e 81 67 80 71

f 90 92 92 91

5.3.4 Discusión

El enlace de hidrógeno f del hueco oxianiónico es independiente del grupo acilo y del

isómero de propranolol, se mantiene alrededor de 90 %. Aparte de este enlace de hidrógeno, el

enlace de hidrógeno entre D187 y H224 (enlace a) también mantiene una población similar para

ambos grupos acilos y ambos enantiómeros, alrededor de 80%.

En cuanto a los otros dos enlaces de hidrógeno del hueco oxianiónico, el enlace d no

diferencia entre los isómeros del intermediario tetraédrico formado con el  grupo etanoilo,  en

ambos casos la población es de aproximadamente 40%. Sin embargo, al duplicar la longitud del

grupo acilo, ocurre una aumento en la población de este enlace para el intermediario tetraédrico
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del isómero S. El comportamiento del enlace e es similar para ambos grupos acilo, en cada caso

existe una mayor población de éste enlace para el intermediario del (R)-propranolol.

La diferencia más notable entre los isómeros ocurre en las poblaciones de los enlaces de

hidrógeno b y c. El intermediario de (S)-propranolol presenta una mayor tendencia a formar el

enlace b. Al contrario, (R)-propranolol presenta una mayor tendencia a formar el enlace c. Este

comportamiento se acentúa un poco al aumentar el tamaño del grupo acilo.

Los enlaces  de hidrógeno b y c están relacionados con la transferencia  del átomo de

hidrógeno desde la histidina hacia la serina, en el camino a la formación del  EP (enlace b), o

hacia el propranolol, en el camino a la formación del ES (enlace c). Por lo tanto, la población de

estos  enlaces  de  hidrógeno  permite  inferir  cualitativamente  la  relación  entre  las  barreras  de

activación entre estas dos rutas de reacción. De esta forma, si la diferencia energética entre los

complejos de Michaelis de ambos isómeros es despreciable, (R)-propranolol presenta una menor

barrera de activación para alcanzar el intermediario tetraédrico. Sin embargo, el siguiente paso

hacia los productos, es decir,  la descomposición del intermediario para formar el  EP es más

favorable enérgicamente para (S)-propranolol.

Lo anterior se esquematiza en la figura  16 mostrando la relación entre las barreras de

activación para la ruta recorrida por cada isómero. El comportamiento es el mismo para ambos

grupos acilo. Se supone más estable el intermediario tetraédrico de (R)-propranolol debido a la

mayor población de enlaces de hidrógeno en el hueco oxianiónico, específicamente del enlace e.

En  el  caso  del  butanoilo,  esto  podría  cambiar  y  la  energía  de  los  intermediarios  para  cada

isómero podría ser igual debido a una compensación con el aumento de población del enlace d

para (S)-propranolol.
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Figura 16

 Esquema cualitativo de las barreras de activación en la descomposición del intermediario 

tetraédrico. E, E--S, IT, E--P y P se refieren a acil-CalB, el complejo enzima/sustrato, el 

intermediario tetraédrico, el complejo enzima/producto y el propranolol acilado, 

respectivamente.

5.3.5 Conclusión

Los  enlaces  de  hidrógeno  esenciales  para  la  catálisis  fueron  analizados  en  los

intermediarios  tetraédricos  formados en la  esterificación de propranolol  con los grupos acilo

etanoilo y butanoilo. Se encontró que los enantiómeros del intermediario tienen una diferente

población entre los enlaces de hidrógeno relacionados con la transferencia de protón desde la

histidina  (enlaces  b  y  c).  Sin  embargo,  este  resultado  no  clarifica  la  enantioselectividad

observada  experimental  al  esterificar el  propranolol  con el  grupo etanoilo.  A pesar  de  esto,

provee información sobre las alturas relativas de las barreras de activación involucradas en la

descomposición del intermediario. A saber, la transformación del complejo  enzima/sustrato al
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intermediario tetraédrico requiere menos energía para el isómero R y la formación del complejo

enzima/producto  a  partir  del  intermediario  requiere  menor  energía  para  el  isómero  S.  Este

comportamiento no depende del tamaño del grupo acilo.
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6. Efecto de incrementar la longitud del grupo acilo en la energía potencial del

intermediario tetraédrico, y del primer y segundo estado de transición en relación a la

energía del complejo de Michaelis (Objetivos 3 y 4)

6.1 Introducción

La resolución cinética es una metodología de producción de enantiómeros a partir  de

racematos que utiliza la selectividad cinética por reactivos de una reacción. En el contexto de la

teoría del estado de transición, la selectividad se relaciona con la diferencia entre las energías de

Gibbs de activación de la ruta de reacción que sigue cada enantiómero (Gawley & Aubé, 2012).

La energía  de  Gibbs  de  activación  se  puede calcular  por  medio  de  simulaciones

computacionales utilizando el formalismo de la mecánica estadística. Para esto, se necesita un

muestreo suficiente para incluir el estado de transición, lo que se considera un evento raro. Por

esta razón, existe una amplia gama de métodos para calcular la energía de Gibbs basados en un

denominado  muestreo  mejorado,  el  cual  se  logra  a  través  de  la  adición  de  potenciales  que

perturban la energía interna del sistema y lo guían hacia los eventos raros (Camilloni & Pietrucci,

2018; Pietrucci,  2017; Saladino et al.,  2017). Sin embargo, estos métodos involucran un alto

costo computacional y de recurso humano, pues cada  simulación necesita ser optimizada para

cada sistema para poder lograr producir datos confiables (Pietrucci, 2017).

Un  acercamiento  en  forma  parcial,  a  la  descripción  cuantitativa  de  la  selectividad,

consiste en analizar solo la contribución de la energía potencial (Dubey et al., 2016; Escorcia et

al., 2013; Polyak et al., 2013; Shaik et al., 2010; Szaleniec et al., 2014; Tang et al., 2017; Tyzack
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et  al.,  2016;  Wei  et  al.,  2018).  El  análisis  de  la  energía  potencial,  la  cual  hace  parte  del

componente  entálpico  de la  energía  de Gibbs,  ha mostrado ser  exitoso en la  descripción  de

reacciones catalizadas por enzimas (Culka et al., 2017; Ranaghan & Mulholland, 2017; Senn &

Thiel, 2009). Esta metodología se puede emplear utilizando dos enfoques: analizar el camino de

mínima energía de una reacción  construido a partir  de (1) una única conformación o (2) un

conjunto  de  conformaciones  (Sousa  et  al.,  2017).  Aunque  computacionalmente  la  primera

metodología resulta ser ventajosa, este método depende significativamente de la conformación

utilizada. Esta conformación deberá contener la información necesaria para describir la reacción

(von der Esch et al., 2019). Aun cuando ha sido útil en varias ocasiones, en algunos casos resulta

necesario utilizar diferentes conformaciones  para representar la reacción en cuestión.  Esto se

debe a  que en  las  condiciones  experimentales  habituales  (presión  atmosférica  y temperatura

ambiente), la energía del sistema es tal que los compuestos involucrados pueden explorar un gran

número de conformaciones.

A continuación, se estudia la contribución de la energía potencial a la energía de Gibbs de

activación  de  la  reacción  de  acilación  de  propranolol  catalizada  por  lipasa  B  de  Candida

antarctica (CalB). De esta forma, se evalúa la efectividad de la metodología implementada en

describir  la  enantioselectividad  de  esta  reacción.  Experimentalmente,  la  acilación  resulta  ser

selectiva hacia la esterificación de (R)-propranolol cuando se utiliza el grupo etanoilo. Además,

se evalúa el efecto del tamaño del grupo acilo en la enantioselectividad comparando las rutas de

reacción para la acilación del propranolol con el grupo etanoilo y butanoilo.
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6.2 Metodología

El procedimiento utilizado para construir el  perfil de energía potencial  en función del

avance de la reacción está expuesto de forma detallada en el Apéndice C. Mapeo adiabático. A

continuación, se describe de forma resumida.

Se  seleccionaron  algunas  conformaciones  del  complejo  enzima/sustrato  (ES)  y  se

construyeron conformaciones  del intermediario tetraédrico utilizando el  programa CHARMM

(Brooks et al., 2009). Para esto, mediante la aplicación de potenciales semiarmónicos los átomos

del  grupo  nucleofílico  se  trasladaron  gradualmente  hasta  lograr  distancias  interatómicas

correspondientes a la formación de los enlaces a formar en el intermediario tetraédrico. En cada

paso se realiza una minimización de energía manteniendo los potenciales en los nuevos valores

de equilibrio y al final, se realiza una minimización de energía sin el potencial impuesto.

Se  utiliza  una  metodología  QM/MM  (Quantum  Mechanics/Molecular  mechanics)

utilizando  el  método  SCC-DFTB  (self-consistent-charge  density-functional-tight-binding

method) (Cui et al., 2001) y el campo de fuerza CHARMM (Brooks et al., 2009) . La región QM

utilizada en esta sección se expande en relación con la utilizada en 5.3 Conformaciones reactivas

del intermediario tetraédrico: Enlaces de hidrógeno esenciales para la catálisis, se adicionan, a la

serina y propranolol, el residuo aminoacídico histidina y ácido aspártico, como se muestra en la

figura  17. Los enlaces en la frontera QM/MM se describen por medio del método átomo de

unión (link atom).
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Figura 17

 Región QM indicada en rojo, los círculos representan átomos de unión. La región QM incluye 

los tres residuos de la triada catalítica y el propranolol. El esquema utiliza como ejemplo el 

grupo butanoilo
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Las  conformaciones  del  intermediario  tetraédrico  se  utilizaron  para  comenzar  la

exploración del camino de mínima energía, la cuál se realizó utilizando el programa ChemShell

(Metz  et  al.,  2014) y  el  programa  MNDO99  (Thiel,  2007).  Para  esto,  se  definieron  dos

coordenadas de reacción, una para describir el cambio estructural hacia el ES y otra hacia el

complejo enzima/producto (EP). Comenzando en el intermediario, se avanzó en cada una de las

coordenadas de reacción hasta llegar a cada complejo. En cada paso se realizó una minimización

imponiendo  un  potencial  armónico  en  el  valor  de  la  coordenada,  metodología  denominada

mapeo adiabático (también llamada escaneo relajado o dirección de coordenada) (von der Esch

et al., 2019). Luego, a partir de los perfiles de energía en función de la coordenada de reacción se
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aproxima la energía del estado de transición como la energía en la barrera de activación presente

en el perfil (el valor se redondea para reportarse como número entero).

La coordenada de reacción para describir el cambio entre el intermediario tetraédrico y el

ES corresponde a la diferencia entre las distancias interatómicas entre el átomo nucleofílico y su

protón (en el ES), y el átomo nucleofílico y el carbono carbonílico del grupo acilo. Es decir,

rNuH -  rNuC (ver  figura  18).  La  coordenada de  reacción  para  describir  el  cambio  entre  el

intermediario tetraédrico y el EP corresponde a la diferencia entre las distancias interatómicas

entre el oxígeno del enlace éster y el carbono carbonílico del grupo acilo, y el protón del grupo

nucleofílico (en el ES) y el oxígeno del enlace ester del grupo acilo. Es decir, rCO - rHO (ver

figura 18).

Figura 18

 Distancias interatómicas utilizadas en la definición de las coordenadas de reacción
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6.3 Resultados

En las siguientes figuras se muestra el componente de energía potencial de las barreras

energéticas de la descomposición del intermediario tetraédrico, hacia el  ES y EP, las cuales se

identifican en la figuras como B1 y B2, respectivamente. También se muestra la energía del

intermediario tetraédrico. La energía se presenta relativa a la energía del ES. En las figuras, dat,

pro, des, mín y máx, corresponden respectivamente al número de simulaciones, el promedio y la

desviación estándar de la barrera, y el mínimo y máximo valor de la barrera entre las diferentes

valores obtenidos en las simulaciones.

En las figuras 19 y 20, se comparan los resultados obtenidos por (Escorcia et al., 2017) y

los  obtenidos  en  la  presenta  investigación.  Para  esto,  se  aplicó  la  metodología  descrita

anteriormente  utilizando  como  estructura  inicial,  la  utilizada  en  (Escorcia  et  al.,  2017).  A

diferencia  de  la  metodología  utilizada  aquí,  (Escorcia  et  al.,  2017) utilizaron  la  región QM

utilizada en  5.3 Conformaciones reactivas del intermediario tetraédrico: Enlaces de hidrógeno

esenciales  para la  catálisis y  el  método DFT (density  functional  theory)  B3LYP/TZVP para

describir la estructura electrónica.

En las figuras  21-24, se muestran los resultados para los dos grupos acilo e isómeros

utilizando  como  estructuras  iniciales  en  el  mapeo  adiabático  las  obtenidas  en  la  presente

investigación. El anterior protocolo se aplicó también para analizar las rutas de reacción de la

acilaciones  con  los  grupos  octanoilo  y  hexadecanoilo.  Pero,  no  se  lograron  converger  las

optimizaciones involucradas en el mapeo adiabático para todos los caminos de reacción, lo cual

no permite evaluar el cambio en la quimio- o enantioselectividad al utilizar estos grupos acilo.
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Figura  19

 Barreras de activación para la descomposición del isómero R del intermediario tetraédrico

formado con el grupo etanoilo. Comparación de resultados reportados en (Escorcia et al., 2017)
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Figura  20

 Barreras de activación para la descomposición del  isómero S del intermediario tetraédrico

formado con el grupo etanoilo. Comparación de resultados reportados en (Escorcia et al., 2017)
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Figura 21

 Barreras de activación para la descomposición del isómero R del intermediario tetraédrico 

formado con el grupo etanoilo
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Figura 22

 Barreras de activación para la descomposición del isómero S del intermediario tetraédrico 

formado con el grupo etanoilo
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Figura 23

 Barreras de activación para la descomposición del isómero R del intermediario tetraédrico 

formado con el grupo butanoilo
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Figura 24

 Barreras de activación para la descomposición del isómero S del intermediario tetraédrico 

formado con el grupo butanoilo
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6.4 Discusión

La enantioselectividad de la acilación del propranolol catalizada por CalB es selectiva

hacia la esterificación de (R)-propranolol cuando se utiliza el grupo etanoilo  (Escorcia et al.,

2013). Previamente se utilizó un método QM/MM para calcular la contribución de la energía

potencial a las barreras de activación involucradas en esta reacción (Escorcia et al., 2017). Los

métodos QM/MM han sido utilizados satisfactoriamente para el estudio de caminos de reacción

(Grillo et al., 2020) y se han aplicado al estudio de la enantioselectividad (Polyak et al., 2013;

Szaleniec et al., 2014; Tang et al., 2017). Generalmente, la región QM se describe por medio de

DFT, el cual es capaz de reproducir las pequeñas diferencias en las energías de activación que

describen la enantioselectividad, lo cual en parte se debe a la cancelación de errores sistemáticos

(Sheng et al., 2020). Utilizando DFT (B3LYP/TZVP), (Escorcia et al., 2017) encontraron que la

ruta de esterificación del propranolol presenta un menor costo energético para (R)-propranolol.

Al  utilizar  el  método semiempírico  SCC-DFTB,  en este  estudio  encontramos  que  en

general se reproducen los resultados obtenidos por (Escorcia et al., 2017), ver figuras 19 y 20.

Sin embargo, no se reproduce la pequeña diferencia en las rutas de reacción que señala al (R)-

propranolol como el isómero más reactivo hacia la esterificación con etanoilo. Los resultados

obtenidos por (Escorcia et al., 2017) muestran que el camino de reacción para la conformación

en  modo  de  unión  I  para  el  (R)-propranolol  tiene  la  menor  barrera  de  activación  B1.  Sin

embargo, la desviación de las dos conformaciones hace que el promedio de dicha barrera sea

mayor, con lo cual no es posible identificar a dicho isómero como el más reactivo.

A pesar de lo anterior, los resultados obtenidos con el método semiempírico se ajustan al

resultado experimental si se aumenta el número de rutas de reacción analizadas. En las figuras 21
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y  22,  se  comparan  las  dos  posibles  rutas  de  acilación,  en  cada  ruta  se  analizan  las

conformaciones en modo de unión I y II. Para el (R)-propranolol (figura 21), se encuentra que la

ruta energéticamente más favorable es la esterificación en modo de unión I, en la cual la primera

barrera de activación es de ~19 Kcal/mol seguida por una barrera de ~3 Kcal/mol. Para el (S)-

propranolol (figura 22), la ruta más accesible es también la esterificación en modo de unión II.

Sin embargo, la primera barrera de activación es ~23 Kcal/mol seguida por una barrera de ~3

Kcal/mol. Lo cual da una diferencia de ~4 Kcal/mol en la primera barrera, muy cercano al valor

de 4.5 Kcal/mol reportado por (Escorcia et al., 2017).

(Escorcia  et  al.,  2017) resaltó  que  el  intermediario  tetraédrico  no  es  una  buena

aproximación al estado de transición. Esto se ve claramente en las figuras 19 y 20 , si se supone

que el intermediario tetraédrico es el estado de transición, la ruta más favorables es la de (S)-

propranolol que de hecho tendría una menor energía que el ES (lo cual se debe a no incluir la

entropía (Valderrama et al., 2021)). Al aumentar el número de rutas de reacción en el análisis, la

energía promedio del intermediario indica el resultado experimental. En las figuras  21 y 22, la

energía  del  intermediario  tetraédrico  para  la  acilación  con  etanoilo  es  ~16  Kcal/mol y  ~20

Kcal/mol para el  (R)-  y (S)-propranolol,  respectivamente,  lo cual daría  una diferencia  de ~4

Kcal/mol entre las dos “barreras de activación”. Esto indica que el intermediario tetraédrico sería

una buena aproximación al estado de transición de la esterificación. Sin embargo, si se analizan

únicamente los intermediarios, incluyendo la ruta de amidación, entonces la ruta más accesible

en realidad correspondería a dicha ruta para (S)-propranolol (en modo I o II, pues las barreras

son similares: ~19 Kcal/mol). Pero, la amidación muestra una diferencia significativa entre la

primera barrera B1 y el intermediario (más de 10 Kcal/mol para cada modo de unión). De esta

forma,  con  la  metodología  empleada  aquí  se  apoya  lo  señalado  por  (Escorcia  et  al.,  2017)



SELECTIVIDAD EN CATÁLISIS ENZIMÁTICA 84

(aunque  las  razones  difieren),  es  decir,  que  el  intermediario  tetraédrico  no  es  una  buena

aproximación al estado de transición, al menos desde el punto de vista de la energía potencial.

El  aumento  de  la  longitud  del  grupo acilo  desde  etanoilo  hasta  butanoilo  acentuá  la

diferencia entre el costo de energético al recorrer el camino de reacción más favorable y el resto

de caminos de reacción para cada enantiómero al comparar las cuatro rutas O-I, O-II, N-I y N-II

(figuras 23 y 24). Además, la enantioselectividad determinada por la energía potencial aumenta,

manteniéndose el (R)-propranolol como el isómero más reactivo. La diferencia energética entre

las rutas de acilación de cada enantiómero, determinadas por la primera barrera de activación, es

de ~4 Kcal/mol para la acilación con etanoilo y de ~12 Kcal/mol para el butanoilo.

6.5 Conclusión

Se  investigó  la  energía  potencial  de  los  caminos  de  reacción  para  la  acilación  de

propranolol catalizada con  lipasa B de  Candida antarctica. Se determinó que empleando una

metodología  QM/MM  (SCC-DFTB/CHARMM)  se  puede  reproducir  la  enantioselectividad

experimental  hacia  (R)-propranolol cuando se emplea el  grupo etanoilo siempre y cuando se

calculen múltiples caminos de reacción a partir de diferentes conformaciones. Al comparar la

acilación  utilizando  etanoilo  y butanoilo,  se  determinó  que el  grupo acilo  de mayor  tamaño

producirá una mayor enantioselectividad hacia la esterificación de (R)-propranolol además de

una mayor reactividad teniendo en cuenta solo la contribución de energía potencial.
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7. Conclusiones

En la  presente investigación se utilizó  una enfoque computacional  para determinar  la

relación entre la selectividad de la acilación catalizada, mediante lipasa B de Candida antarctica,

de (RS)-propranolol y el tamaño del grupo acilo empleado. Los resultados obtenidos exponen

ventajas y desventajas de diferentes metodologías computacionales utilizadas en el estudio de

catálisis enzimática como el análisis de la población de conformaciones reactivas y los perfiles

de  energía  potencial  a  lo  largo  de  la  ruta  de  reacción.  Además,  se  analizan  conceptos  que

permiten  profundizar  el  entendimiento  de  las  reacciones  de  acilación  catalizadas  por  lipasas

como preorganización electrostática, modos de unión y enlaces de hidrógeno esenciales para la

catálisis. Se espera que el estudio realizado aquí contribuya al desarrollo de metodologías de

resolución cinética de mezclas racémicas al mostrar la posibilidad de modificar, por medio del

tamaño  del  grupo  acilo,  la  selectividad  de  reacciones  de  acilación  de  sustratos  quirales

catalizadas por lipasas.

En la primera parte de la investigación se analizó el complejo enzima/sustrato formado

entre la lipasa B de Candida antarctica acilada y cada isómero de propranolol de acuerdo a los

objetivos específicos 1 y 2. Se determinó que al definir conformaciones reactivas con base en

parámetros geométricos se puede reproducir la quimioselectividad hacia la esterificación de la

acilación de propranolol con etanoilo determinada experimentalmente.  El estudio de sistemas

con la lipasa acilada con los grupos acilo butanoilo,  octanoilo y hexadecanoilo indica que la

quimioselectividad aportada por el complejo enzima/sustrato favorecerá la ruta de la amidación

al  utilizar  grupos  acilo  largos.  La  selectividad  hacia  la  esterificación  al  utilizar  etanoilo  y
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butanoilo se correlaciona con la estabilización electrostática en la energía potencial que provee el

sitio activo de la enzima. Dicha energía potencial no explica la favorabilidad de la amidación

para los grupos octanoilo y hexadecanoilo. Además, se determinó que el mecanismo clásico en

comparación con el mecanismo transbordador de protón es el mecanismo de acilación catalizada

por lipasas más favorable para la acilación de propranolol. En cuanto a la enantioselectividad que

el complejo enzima/sustrato aporta a la reacción, el modo de unión que adopta dicho complejo

indica que el aumento de la longitud del grupo acilo de etanoilo hasta butanoilo y octanoilo

favorece la esterificación del isómero S.

En la segunda parte de esta investigación se analizó el intermediario tetraédrico de la

esterificación con el grupo etanoilo y butanoilo de acuerdo al objetivo específico 2. Los enlaces

de hidrógeno esenciales para la catálisis de los intermediarios tetraédricos muestran una diferente

población al comparar los isómeros de propranolol. Sin embargo, dicha diferencia no clarifica la

enantioselectividad observada experimentalmente al acilar el propranolol con el grupo etanoilo

por  lo  que  no  se  puede  determinar  si  el  aumento  del  tamaño  del  grupo  acilo  afectará  la

enantioselectividad por medio de esta metodología.

En la tercera parte de esta investigación se estudió el cambio en la energía potencial a lo

largo de la reacción de acuerdo a los objetivos específicos 3 y 4. Al comparar la acilación del

propranolol con etanoilo y butanoilo, se determinó que el grupo butanoilo producirá una mayor

enantioselectividad hacia la esterificación de (R)-propranolol que el grupo etanoilo.
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Apéndices

Apéndice A. Muestreo conformacional del complejo enzima/sustrato

A.1 Dinámica molecular

Se utilizó mecánica molecular (MM) para describir la lipasa B de  Candida antarctica

(CalB),  el  tolueno  y  el  agua.  Al  incluir  propranolol,  se  utilizó  una  metodología  mecánica

cuántica/mecánica molecular (QM/MM) describiendo el propranolol mediante mecánica cuántica

(QM). En las simulaciones de dinámica molecular se utilizó el algoritmo de integración de salto

de rana con un paso de integración de 0.001 fs. En las simulaciones a temperatura constante, se

utilizó el algoritmo termostato de Andersen con una frecuencia de colisión de 1000 ps-1.

Para  describir  la  región  QM, se  utilizó  el  método  SCC-DFTB (self-consistent-charge

density-functional-tight-binding method) (Cui et al., 2001) empleando los parámetros DFTB mio

y miomod:nh  (Bondar et al., 2004; Elstner et al., 1998) con una tolerancia SCF de 10-8. Para

describir  región MM, se utilizó el campo de fuerza CHARMM22 y CHARMM36 (la estructura

de los archivos de parámetros difieren pero los parámetros son iguales). Para etanoilo-CalB, los

parámetros del campo de fuerza del grupo etanoilo se tomaron del acetato de metilo. La carga del

átomo de carbono del metilo se cambió de 0.14 a 0.05 e para mantener la neutralidad al remover

el  átomo de  hidrógeno.  Para  las  demás  enzimas  acilo-CalB,  se  introdujo  el  correspondiente

número de grupos metileno tomando los parámetros de una cadena hidrocarbonada lipídica. En
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la figura 25 se muestran los tipos de átomos utilizados. Para el agua se utilizó el modelo TIP3P.

Para tolueno se utilizaron los parámetros del etilbenceno.

Figura 25

 Topología para el propranolol y residuo de serina acilado. Los tipos de átomos corresponden a 

la nomenclatura utilizada en el campo de fuerza CHARMM36. Para el campo de fuerza 

CHARMM22 los tipos de átomo HA2 y HA3 del residuo de serina acilado se reemplazan por HA

En la metodología QM/MM, las interacciones de van der Waals se calcularon a nivel

MM, es decir, se necesitan definir parámetros de campo fuerza para la región QM. Para esto,

utilizando  parámetros  para  especies  éter,  amina,  alcohol  y  aromáticas,  se  escogieron  los

parámetros para el propranolol utilizando los ambientes químicos más similares. Los tipos de

átomos se muestran en la figura 25.
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Las interacciones no covalentes se calcularon utilizando una esquema basado en átomos.

La lista de interacciones no covalentes se generó utilizando un corte de 14 Å y se actualizó

utilizando  el  método  heurístico.  Las  interacciones  no  covalentes  gradualmente  se  redujeron

utilizando una función de cambio sobre la fuerza para distancias interatómicas entre 9-13 Å.

Las distancias  de enlace  que involucran átomos de hidrógeno se  fijaron utilizando el

algoritmo SHAKE con una tolerancia de  10-8 Å. Se definió una región activa formada por los

residuos aminoacídicos a una distancia de 30 Å del carbono alfa del residuo de serina acilada

(CαS105). Las posiciones de los átomos de la enzima por fuera de la región activa se fijaron.

Nótese que la distancia desde CαS105 al átomo de la enzima más alejado es ca. 32 Å. Para evitar

el  uso  de  condiciones  periódicas,  los átomos  pesados  (átomos  diferentes  al  hidrógeno)  del

tolueno y del agua se restringieron por medio de un potencial  armónico de simetría  esférica

impuesto a 40 Å del CαS105 utilizando una constante de fuerza de 5 kcal mol-1 Å-2.

A.2 Estructuras iniciales

Se construyeron ésteres de metilo de cada grupo acilo y se optimizaron las estructuras en

el  vacío;  las  estructuras  de  propranolol  también  fueron optimizadas.  Se  utilizó  el  programa

Gaussian  (Gaussian  09,  Revision  C.01,  M.  J.  Frisch,  G.  W.  Trucks,  H.  B.  Schlegel,  G.  E.

Scuseria, M. A. Robb, J. R. Cheeseman, G. Scalmani, V. Barone, B. Mennucci, G. A. Petersson,

et al., Gaussian, Inc., Wallingford CT, 2010., 2010) para minimizar la energía utilizando teoría

de funcional de densidad (B3LYP/6-31G*).

Se descargó la estructura cristalina de CalB con código 1TCA de Protein Data Bank

(Burley et al., 2019). Se removieron unas moléculas de N-acetil-glucosamina que se encuentran
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unidas no covalentemente  a  la  proteína,  estas moléculas  se encuentran lejos del sitio  activo.

Utilizando el programa PDB2PQR (Jurrus et al., 2018), los átomos de hidrógenos faltantes en la

estructura se adicionaron a CalB y al agua cristalográfica. Nótese que las moléculas de agua no

se utilizan en las simulaciones de acoplamiento molecular, solo en las simulaciones de dinámica

molecular. Los estados de protonación de los residuos se asignaron a pH 7 utilizando PDB2PQR.

A este pH,  el  residuo  N-terminal  (Lue  1)  así  como todos  los  residuos  lisina  y  arginina  se

determinaron estar cargados positivamente. El residuo C-terminal (Pro 317) y cada residuo de

ácido aspártico se determinó estar cargado negativamente con excepción del residuo Asp 134.

Las posiciones de los átomos de nitrógeno y oxígeno de la cadena lateral de Gln23, Asn 264 y

Asn 196 se eligieron según la sugerencia de PDB2PQR.

Las estructuras de acilo-CalB se construyeron reemplazando el átomo de hidrógeno del

grupo hidroxilo de Ser 105 por el grupo acilo del ester de metilo. Múltiples conformaciones de la

cadena  hidrocarbonada  del  grupo  acilo  fueron  exploradas  usando  el  método  cadena  lateral

flexible (Bianco et al., 2016), implementado en el programa AutoDock (Morris et al., 2009). Se

utilizó el algoritmo genético Lamarckiano con una tasa de mutación de 0.1 para hexadecanoilo-

CalB y 0.02 para las otras enzimas. Las estructuras fueron agrupadas estructuralmente y de los

grupos de mayor población se seleccionaron algunas conformaciones para iniciar simulaciones

de dinámica molecular. El número de estructuras seleccionadas fue 1 para etanoilo- y butanoilo-

CalB, 2 para octanoilo-CalB y 5 para hexadecanoilo-CalB. Para octanoilo-CalB, el agrupamiento

de mayor población tenía el grupo acilo posicionado en uno de los dos bolsillos del sitio activo y

en las simulaciones de dinámica molecular el grupo acilo no exploró el otro bolsillo. Por esta

razón, se seleccionó una estructura desde un agrupamiento de estructuras  con el  grupo acilo
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situado en el bolsillo no explorado sin importar la población del grupo de estructuras con el fin

de aumentar la diversidad estructural de las estructuras iniciales.

Una  esfera  de  tolueno  se  extrajo  de  una  simulación  de  tolueno  bajo  condiciones

periódicas. Para esto, 528 moléculas de tolueno se colocaron en una celda de simulación cúbica

con una longitud inicial de 45.4 Å. La energía del sistema se minimizó utilizando 20000 pasos

del algoritmo SD (steepest descent) y 40000 pasos del algoritmo ABNR (adapted-basis Newton-

Raphson). Luego, se realizó una simulación de dinámica molecular NVT de 1 ns, seguido por 2

ns de NPT a 300 K y 1 atm. Se utilizó una constante de acoplamiento de temperatura y presión

de 5 ps. Todas las distancias de enlaces con átomos de hidrógeno se restringieron utilizando el

algoritmo SHAKE. El método Ewald se aplicó para calcular las interacciones electrostáticas. Las

interacciones de van der Waals se calcularon con una corte de 12 Å, utilizando una función de

cambio entre 10 y 12 Å. La densidad promedio en la simulación NPT fue 0.84 g/cm3, la cual es

similar al valor experimental de 0.86 g/cm3 (Harris et al., 1993). A partir de los últimos 1.9 ns de

la trayectoria simulación NPT se extrajo la esfera de tolueno.

La solvatación de la enzima en el tolueno se realizó primero optimizando la posición de

los átomos de hidrógeno de los moléculas de agua y acilo-CalB (incluyendo los átomos por fuera

de la región activa). Para esto se aplicaron 500 pasos de minimización de energía por medio de

SD.  Luego, las moléculas de agua y acilo-CalB fueron incrustadas en la esfera de tolueno. La

adición de moléculas de tolueno al acilo-CalB y agua se realizó de forma iterativa relajando el

sistema en cada paso. La relajación consistió en una minimización de energía seguido de una

simulación de dinámica molecular. El tamaño de paso inicial en cada minimización fue 0.01. El

procedimiento fue el siguiente:
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1. La esfera de moléculas de tolueno se superpuso con las moléculas de agua y acilo-CalB,

y se centró  en CαS105.  Se  eliminaron  todas  las  moléculas  de  tolueno  cuyos  átomos

pesados estuviesen a menos de 2.8 Å de cualquier átomo pesado de una molécula de agua

o de acilo-CalB.

2. Se minimizó la energía utilizando 1000 pasos de SD, seguido de 1000 pasos de ABNR.

Solo se optimizó la posición de los átomos de las moléculas de tolueno y agua. Se repitió

la minimización incluyendo la región activa, se restringió la posición de cada átomo de la

región activa por medio de un potencial armónico con constante de fuerza de 30 Kcal

mol-1 Å-2.

3. Se realizó una simulación de dinámica molecular a temperatura constante (300 K) por 15

ns.

4. Se repitieron los pasos 1-3 un total de 11 veces. Entre los pasos 1 y 2, se eliminaron las

moléculas de tolueno y agua que tuviesen átomos pesados por fuera de una esfera de 40

Å alrededor de CαS105. La constante de fuerza se ajustó a 50 Kcal mol-1 Å-2 y se redujo

secuencialmente en 5 Kcal mol-1 Å-2 en cada iteración.  En las iteraciones 10 y 11, se

utilizó una constante  de fuerza de 3 y 1 Kcal mol-1 Å-2,  respectivamente;  además,  se

incrementó el tiempo de la simulación a 30 ps.

A.3 Muestreo de conformaciones acilo-CalB por medio de dinámica molecular

La  versión  41b2  del  programa  CHARMM  se  utilizó  para  realizar  las  simulaciones

dinámica molecular. Primero, se ejecutó una dinámica a temperatura constante (300 K) por 3 ns.
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Luego,  40 ns a energía constante generando una trayectoria de coordenadas con espaciamiento

de 2 ps.

A.4 Selección de conformaciones acilo-CalB para construir el complejo propranolol/

acilo-CalB

Las  trayectorias  de  acilo-CalB  fueron  analizadas  utilizando  el  programa  VMD

(Humphrey  et  al.,  1996).  Las  estructuras  de  las  enzimas  se  alinearon  utilizando  los  átomos

pesados con excepción de los átomos del grupo acilo. Luego, una análisis de agrupamiento se

realizó por medio del  complemento  Clustering  (Gracia,  2020).  Un total  de 13 estructuras  se

eligieron para cada acilo-CalB, las estructuras se seleccionaron de los agrupamientos de mayor

población.  Las  poblaciones  relativas  de  los  agrupamientos  se  reflejaron  en  el  número  de

estructuras  extraídas  de cada  agrupamiento.  A continuación  se describe  el  procedimiento  de

agrupamiento, en todos los casos se utilizó un límite máximo de agrupamiento igual a 20.

Para  etanoilo-  y  butanoilo-CalB se  utilizó  un corte  de RMSD (desviación  cuadrática

media) igual a 1 Å. El RMSD se calculó utilizando los átomos de carbono del grupo acilo. Para

etanoilo-CalB, se seleccionaron estructuras del único agrupamiento que el algoritmo encontró.

Para  butanoilo-CalB,  se  seleccionaron  estructuras  de  los  3  agrupamientos  con  la  mayor

población.

Para el octanoilo-CalB, las trayectorias de cada una de las dos simulaciones de dinámica

molecular se agruparon de forma separada utilizando los últimos 6 átomos de carbono del grupo

acilo para calcular el RMSD. Utilizando un corte de 0.9 Å  para la trayectoria atrapada en el

bolsillo  grande y  0.7  Å  para  la  trayectoria  atrapada  en  el  bolsillo  mediano,  se  recolectaron
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estructuras de los 3 y 2 agrupamientos de mayor población, respectivamente. El bolsillo grande

se define con los residuos 134, 138, 140, 141, 144, 154, 157, 188 y189 y el bolsillo mediano con

los residuos 39, 41, 42, 104, 225, 277, 278, 281, 282 y 285.

Las cinco trayectorias de las simulaciones de dinámica molecular de hexadecanoilo-CalB

se unieron y se realizaron tres procesos secuenciales de agrupamiento utilizando las posiciones

de los átomos pesados del residuo de serina acilado. En los dos primeros agrupamientos no se

incluyeron los últimos 8 y 6 átomos de carbono de la cadena hidrocarbonada, respectivamente.

1. En el primer agrupamiento se utilizó un corte de RMSD igual a 1.5 Å.

2. El  segundo agrupamiento  se realizó  utilizando  el  agrupamiento  con mayor  población

obtenido en el paso 1. En este caso, se utilizó un corte de RMSD igual a 0.8 Å.

3. De  forma  separada,  se  agruparon  las  estructuras  de  los  4  agrupamientos  con  mayor

población  obtenidos  en  el  paso  2.  Se  utilizó  un  corte  de  RMSD igual  a  1.5  Å.  Las

estructuras  seleccionadas  se  escogieron  del  agrupamiento  1  a  partir  de  los  4

agrupamientos de mayor población, del agrupamiento 2 a partir de los 2 agrupamientos

de mayor población, y de los agrupamientos 3 y 4 a partir del agrupamiento de mayor

población en cada caso.

A.5 Muestreo y selección de conformaciones de propranolol/acilo-CalB por medio

de acoplamiento molecular para construir las estructuras iniciales para iniciar el muestreo

por dinámica molecular

Utilizando el programa Smina  (Koes et al., 2013), los enantiómeros de propranolol se

acoplaron de forma individual a las 13 conformaciones de acilo-CalB. Se utilizó la función de
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puntuación dkoes con una exhaustividad de 3000. No se limitó el número de conformaciones ni

la energía. Se muestreó una región cúbica de 20 Å de lado centrada en CαS105. Se utilizó el

programa AutoDock para generar los archivos de entrada de la estructura. Adicionalmente, todas

las  conformaciones  fueron  puntuadas  utilizando  las  funciones  Vina  (Trott  &  Olson,  2010),

AutoDock (Huey et al., 2007), Vinardo (Quiroga & Villarreal, 2016) y NNScore 2.0 (Durrant &

McCammon,  2011).  Luego,  se  seleccionaron  las  conformaciones  con  una  energía  de  unión

negativa en 4 de las 5 puntuaciones.  Los átomos de hidrógeno (eliminados en el  proceso de

acoplamiento  molecular),  en  el  caso  del  propranolol,  se  adicionaron  utilizando  el  programa

SPORES  (ten  Brink  & Exner,  2010).  En el  caso  de  la  enzima,  se  utilizaron  las  posiciones

iniciales, pues la enzima permanece rígida. La posiciones de las moléculas de agua y tolueno se

recuperaron de la estructura inicial, las moléculas con átomos pesados a una distancia menor de

2.8 Å al propranolol se eliminaron.

Las conformaciones se ordenaron respecto a la distancia entre el grupo nucleofílico del

propranolol  y  el  carbonilo  del  grupo  acilo.  Se  eligieron  15  conformaciones  con  el  grupo

hidroxilo  más  cerca  al  grupo  acilo  que  el  grupo  amino  y  15  conformaciones  para  el  caso

contrario. Se impuso que cada par de conformaciones tuviese una RMSD mayor de 2.5 Å. El

RMSD se calculó utilizando los átomos pesados del propranolol y de la cadena hidrocarbonada

del grupo acilo. Las conformaciones previamente se alinearon respecto a los átomos pesados de

la triada catalítica sin considerar la cadena hidrocarbonada del grupo acilo.

Para cada conformación, se realizó una optimización de la posición de los átomos del

propranolol y cercanos a este en menos de 10 Å. Para esto, se ejecutó una minimización de

energía de 45 y 5 pasos de SD y ABNR, respectivamente. Al utilizar SD, se restringieron las
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distancias de enlace que involucran átomos de hidrógeno con el algoritmo SHAKE. En cada caso

se utilizó un tamaño de paso inicial de 0.01.

A.6  Muestreo  de  conformaciones  propranolol/acilo-CalB por  medio  de  dinámica

molecular

Utilizando la versión 43b1 del programa CHARMM se ejecutó una simulación dinámica

molecular de calentamiento de 200 fs utilizando una temperatura inicial y final igual a 200 y 303

K,  respectivamente.  La  frecuencia  de  calentamiento  se  ajustó  a  50  fs  y  el  incremento  de

temperatura fue de 80 K. En cada incremento, las velocidades de los átomos se asignaron a partir

de una distribución Gaussiana. Luego, se realizó una simulación de dinámica molecular a energía

constante de 200 ps, los últimos 160 ps se guardaron para el análisis. Este protocolo se ejecutó

utilizando 20 distribuciones de velocidades diferentes. En total se muestreó 96 ns por complejo

enzima/sustrato.  Las  conformaciones  se  guardaron  cada  0.2  ps.  El  número  total  de

conformaciones fue de 480000 por complejo.
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Apéndice B. Muestreo conformacional del intermediario tetraédrico

B.1 Selección de conformaciones de propranolol/acilo-CalB

A partir del conjunto de conformaciones del complejo enzima/sustrato, obtenido como se

describe en 4.2.1 Muestreo conformacional, se extrajeron aquellas conformaciones con: (1) una

distancia rOC ≤ 4.0 Å (distancia entre el oxígeno del hidroxilo del propranolol y el carbono del

carbonilo del grupo acilo) y (2) con al menos 2 enlaces de hidrógeno en el hueco oxianiónico. Un

enlace de hidrógeno se caracterizó mediante una distancia de enlace entre los átomos pesados ≤

3.0 Å y un ángulo ≥ 160° entre los átomos involucrados.

Se seleccionaron las conformaciones con menor rOC de tal forma que se construyó una

conjunto  de máximo 30 conformaciones,  en donde cada  par  de  conformaciones  tuviese  una

RMSD (desviación  cuadrática  media)  mayor  de  2.5  Å.  El  RMSD se  calculó  utilizando  los

átomos  pesados  del  propranolol  y  de  la  cadena  hidrocarbonada  del  grupo  acilo.  Las

conformaciones previamente se alinearon respecto a los átomos pesados de la triada catalítica sin

considerar la cadena hidrocarbonada del grupo acilo.

B.2 Construcción de estructuras iniciales del intermediario tetraédrico para iniciar

el muestreo por medio de simulaciones de dinámica molecular

Utilizando la versión 43b1 del programa CHARMM (Brooks et al., 2009), se adiciona un

hidrógeno al residuo de histidina utilizando hbuild. Se impone un potencial semiarmónico a la

distancia entre el oxígeno del hidroxilo del propranolol y el carbono carbonílico del grupo acilo
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que comienza en 1.4  Å. La constante de fuerza se incrementa gradualmente de 50 hasta 1500

Kcal/mol,  triplicandola  cada  vez.  Para  cada  valor  de  constante  de  fuerza  se  realiza  un

minimización  de energía  mediante  el  algoritmo  SD (steepest  descent),  se  aplican  500 pasos

utilizando SHAKE para restringir la distancia de enlace en todos los enlaces. Luego se relaja la

estructura así:

1. Se minimiza la energía permitiendo el movimiento de los átomos de todos los residuos

cuyos átomos pesados estuviesen a 6.0 Å del propranolol. Se utilizan 5000 pasos de SD

utilizando SHAKE en el enlace simple entre el oxígeno y carbono del grupo éster del

grupo acilo.

2. Se repite el paso anterior utilizando un valor de 10.0 en vez de 6.0 Å.

3. Se repite  el  paso anterior  utilizando un valor  de 10.0 en vez de 6.0 Å. Se utiliza  el

algoritmo de minimización ABNR (adapted-basis Newton-Raphson) en vez de SD y se

ejecutan 10000 pasos. Además, se adiciona un potencial semiarmónico entre los átomos

del enlace simple entre el oxígeno y carbono del grupo éster del grupo acilo a 1.5 Å con

una constante de fuerza de 1000 Kcal/mol.

4. Se remueve el átomo de hidrógeno adicionado a la histidina.

5. Se repite el paso 3 utilizando SD en vez de ABNR.

6. Se repite el paso 3.

7. Se repite el paso 3 utilizando SD en vez de ABNR. Además, se ejecutan 5000 pasos y se

remueven los potenciales semiarmónicos.

8. Se repite el paso anterior utilizando ABNR.
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B.3 Muestreo  de  conformaciones  del  intermediario  tetraédrico  por  medio  de

simulaciones de dinámica molecular

Los parámetros utilizados en la descripción de las interacciones entre los átomos y los

relacionados con los algoritmos utilizados en las simulaciones de dinámica molecular son iguales

a los utilizados en Apéndice A. Muestreo conformacional del complejo enzima/sustrato. Existe

una diferencia en cuanto a la partición de la región QM/MM (Quantum Mechanics/Molecular

Mechanis), aquí se utiliza la región mostrada en la figura 15, en la cual la región QM incluye el

propranolol y el grupo acilo. La frontera entre la región QM/MM involucra un enlace covalente,

esta frontera se describe mediante el método de átomo de unión (link atom) utilizando un átomo

de hidrógeno.

A  partir  de  las  estructuras  obtenidas  anteriormente  se  seleccionan  10  estructuras

aleatoriamente para cada sistema. Utilizando el programa CHARMM se ejecutó una simulación

dinámica molecular de calentamiento de 8 fs utilizando una temperatura inicial y final igual a

200 y 303 K, respectivamente. La frecuencia de calentamiento se ajustó a 50 fs y el incremento

de temperatura fue de 80 K. En cada incremento, las velocidades de los átomos se asignaron a

partir de una distribución Gaussiana. Luego, se realizó una simulación de dinámica molecular a

energía constante de 440 ps, los últimos 400 ps se guardaron para el análisis. Este protocolo se

ejecutó utilizando 20 distribuciones de velocidades diferentes. En total se muestreó 80 ns por

intermediario  tetraédrico.  Las  conformaciones  se  guardaron cada  0.2 ps.  El  número total  de

conformaciones fue de 400000 por intermediario tetraédrico.
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Apéndice C. Mapeo adiabático

Se  utiliza  una  metodología  Quantum  Mechanics/Molecular  mechanics  (QM/MM)

utilizando  el  método  SCC-DFTB  (self-consistent-charge  density-functional-tight-binding

method) (Cui et al., 2001) y el campo de fuerza CHARMM (Brooks et al., 2009). La región QM

incluye la triada catalítica y el propranolol. Los enlaces en la frontera QM/MM se describen por

medio del método átomo de unión (link atom).

C1. Construcción de las conformaciones del intermediario tetraédrico

Se construyen conformaciones del intermediario tetraédrico a partir del mismo conjunto

de conformaciones  del  complejo  enzima/sustrato  (ES) utilizado en el  Apéndice  B. Muestreo

conformacional del intermediario tetraédrico. Respecto al protocolo utilizado en dicho apéndice,

la construcción del intermediario se realiza de forma que la geometría inicial del complejo ES se

deforma de forma más gradual. Además, se define una región activa conformada por todos los

átomos de todos los residuos cuyos átomos pesados estuviesen a menos de 6.0 Å del propranolol.

Los átomos fuera de esta región se fijan en el espacio. Cada vez que se modifica la geometría del

sistema se realiza:

1. 2000 pasos de una minimización de energía por medio del método SD (steepest descent)

utilizando un paso inicial de 10-4.

2. Una  minimización  de  energía  por  medio  del  método  ABNR (adapted-basis  Newton-

Raphson) hasta lograr convergencia utilizando un paso inicial de 10-2.
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3. Cuatro  minimizaciones  SD  secuenciales  de  500  pasos,  entre  cada  optimización  se

actualizan los átomos que componen la región activa. Se utiliza un paso inicial igual a 10-

3.

4. Se repite el paso 2.

La tolerancia  de convergencia es 10-5 para el  gradiente y el cambio de energía.  Cada

minimización se realiza primero para solo los átomos del propranolol y subsecuentemente para

los  átomos  dentro  de  la  región  activa.  En  cada  minimización  los  potenciales  armónicos

adicionados (vide infra) se introducen primero con una constante de fuerza igual a 500 Kcal mol -

1 Å-2 y luego se repite  la  minimización incrementando secuencialmente  la  constante  a 1500,

4500, 13500 y 40500 Kcal mol-1 Å-2.

Teniendo  en  cuenta  las  distancias  definidas  en  la  figura  26,  la  modificación  de  la

geometría desde el ES hasta el intermediario tetraédrico se realiza así:

1. Se define un potencial semiarmónico para distancias rHN y rNuC mayores a la actual.

2. Se disminuye rHN trasladando el átomo de hidrógeno en 10-2 Å.

3. Se disminuye rNuC trasladando Nu en 10-2 Å.

4. Se minimiza la energía.

5. Se define un potencial semiarmónico a una distancia menor en 5x10-2 Å respecto a la

actual para rCO, rNuC y rHN en caso que sean mayores a 1.80 Å para las dos primeras y

1.40 Å para la última.

6. Se trasladan los átomos O, Nu y H de tal forma que las distancias rCO, rNuC y rHN sean

iguales a las distancias donde se define el potencial menos 10-2 Å.

7. Se repite el  paso 6 y 7 hasta que rCO y rNuC sean menor o igual a 1.80 Å y hasta que

rHN sean menor o igual a 1.40 Å.
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8. Si se logra completar el paso 7 se procede al paso 14, de lo contrario se continúa con el

paso 9.

9. Se repite el paso 5, 6 y 7 cambiando las distancias objetivo 1.80 y 1.40 Å por 1.60 y 1.20

Å, respectivamente.

10. Si se logra completar el paso 7 con las nuevas distancias objetivo se procede al paso 14,

de lo contrario se continúa con el paso 11.

11. Se repite el paso 5. Pero esta vez el potencial semiarmónico se impone a una distancia

mayor en 5x10-2 Å respecto a la actual.

12. Se trasladan los átomos O, Nu y H tal forma que las distancias rCO, rNuC y rHN sean

iguales a las distancias donde se define el potencial menos 10-2 Å.

13. Se repite 11 y 12 hasta que las distancias sean menores a las del potencial o iguales a las

distancias objetivo.

14. Se minimiza la energía sin ningún potencial armónico presente.
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Figura 26

 Distancias monitoreadas en la construcción del intermediario tetraédrico y en el mapeo 

adiabático
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A partir de las estructuras resultantes se construye un conjunto de conformaciones del

intermediario tal que el RMSD (root mean square deviation) entre cada par de estructuras sea

mayor a 2.5 Å. El RMSD se calculó utilizando los átomos pesados del propranolol y de la cadena

hidrocarbonada del  grupo acilo.  Las conformaciones  previamente se alinearon respecto a los

átomos pesados de la triada catalítica sin considerar la cadena hidrocarbonada del grupo acilo.

C2. Mapeo adiabático del camino de reacción de descomposición del intermediario

tetraédrico hacia complejo enzima/sustrato y enzima/producto
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Para  realizar  el  mapeo  adiabático  la  región  activa  se  cambia  para  incluir  todos  los

residuos con átomos alrededor de 7 Å de la triada catalítica y del propranolol, además de estos

últimos. El mapeo adiabático se realiza empleando el programa ChemShell (Metz et al., 2014) y

el programa MNDO99  (Thiel, 2007). Las minimizaciones de energía se realizan utilizando el

algoritmo HDLCopt (hybrid delocalised internal coordinates optimizer) (Billeter et al., 2000). La

coordenada de reacción para la ruta entre el intermediario tetraédrico y ES es rNuH - rNuC y la

coordenada de reacción para la ruta entre el intermediario tetraédrico y EP es rCO - rHO (ver

figura  26). Cada valor de coordenada de reacción explorado se fija por medio de un potencial

armónico con una constante de fuerza de  3.0 Eh a0
-2 (6722.6 Kcal mol-1 Å-2 ). El mapeo se realiza

así:

1. Se minimiza la estructura del intermediario tetraédrico. Se procede con el mapeo solo si

las distancias rNuCy rCO son menores o iguales a 1.80 Å.

2. Se actualizan los átomos que componen la región activa.

3. Se impone un potencial a un valor de coordenada de reacción diferente al valor actual en

0.1 Å, mayor para la descomposición hacia el EP y menor para la descomposición hacia

el ES.

4. Se realiza un minimización.

5. Los pasos 2-4 se repiten hasta que rNuC (ruta hacia ES) o rCO (ruta hacia EP) sea mayor

a 6.0 Å. Esto se realiza para la descomposición del intermediario hacia ES y también

hacia EP.

6. Se define una región activa formada por todas las regiones activas utilizadas a lo largo

del mapeo adiabático.
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7. Se minimiza cada punto del mapeo con la nueva región activa y se evalúa la energía

potencial del sistema.

8. A partir  del  perfil  de  energía  potencial  en  función de  la  coordenada  de reacción,  se

identifican de forma visual y se toman datos de la energía en el mínimo correspondiente a

ES  y intermediario,  además  de  los  máximos  correspondientes  a  los  dos  barreras  de

activación presentes.
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