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"Do not go where the path may lead,
go instead where there is no path

and leave a trail"”

Ralph Waldo Emerson
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Resumen

La ingenieria de proteinas es una disciplina que busca disefiar, modificar
y optimizar proteinas con funciones especificas. En este campo, la ingenie-
ria de enzimas es una de las dreas mds importantes debido a la relevancia
de estos biocatalizadores en la biotecnologia, la industria y 1a medicina. Ex-
perimentalmente, estas nuevas enzimas suelen ser obtenidas a través de la
evolucion dirigida, realizando multiples ensayos de prueba y error. Debido al
alto costo monetario y capital humano que implica realizar tales busquedas
aleatorias, es que nace el disefio racional de enzimas. Estos enfoques utilizan
métodos computacionales basados en principios fisicoquimicos para postular
variantes con propiedades especificas. Estas propiedades pueden clasificarse
en termodindmicas y cinéticas, donde estas ultimas definen la velocidad y el
mecanismo por el cual ocurre una reaccion, requiriendo informacidn acerca
de la ruptura y formacién de enlaces. Debido a esto, los métodos computacio-
nales utilizados deben considerar explicitamente los grados de libertad elec-
tronicos, lo que limita las opciones a enfoques como calculos de mecénica
cudntica o simulaciones multiestados QM/MM. El alto costo computacional
de estas técnicas limita el nimero de variantes a estudiar a s6lo unos pocos

ejemplares.
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En esta tesis se desarrollé una nueva metodologia basada en transforma-
ciones alquimicas de no-equilibrio, para obtener el cambio en la energia libre
de activacién AAG*, producto de mutaciones. Este nuevo método es al menos
un orden de magnitud mas rapido que las metodologias QM/MM actualmente
establecidas, debido a que basa sus fundamentos en simulaciones de mecani-
ca molecular.

En las transformaciones alquimicas es necesario describir las interaccio-
nes del estado de transicion a través de la mecanica molecular. Para lograr
esto, se propuso un esquema de derivacion de pardmetros enlazantes basado
en la matriz Hessiana del estado de transicion y una modificacion del método
de Seminario. Los términos no enlazantes por su parte fueron derivados utili-
zando la densidad electrénica y el esquema de particién MBIS, basado en la
teoria de atomos-en-moléculas (AIM).

Las transformaciones alquimicas en conjunto con la derivacion de campos
de fuerza fueron validadas en dos sistemas enzimaticos: Crotonil-CoA Carbo-
xilasa/Reductasa (CCR) y Dihidrofolato Reductasa (DHFR). Los resultados
mostraron que las transformaciones alquimicas logran reproducir tanto valo-
res experimentales, como sus tendencias, con errores cercanos a la precision
quimica (1kcal/mol). Ademads, se evalud la modificacion de los parametros no
enlazantes de aminodcidos, logrando una mejora de hasta 3 kJ/mol en DHFR.

Una vez validada la metodologia se aplic6 a una enzima disefada artifi-

cialmente para catalizar una reaccion alddlica: la variante de Old Yellow Enzy-
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me(OYE) Y187F. El mecanismo de esta nueva reaccion alddlica en OYE se
determind mediante simulaciones multiestado QM/MM, utilizando el método
de la cuerda adaptativa. Los resultados mostraron que la coenzima de mono-
nucleétido de flavina (FMN) transfiere un hidruro al sustrato 2-ciclohexenona,
generando un enolato. Este intermediario a su vez ataca a una molécula de
formaldehido, para formar la 2-metoxiciclohexenona posterior a su protona-
cion. El camino de minima energia libre obtenido por el método de la cuerda
reveld que el paso limitante de la reaccion era la transferencia de hidruro.

Identificado el paso limitante y caracterizado el estado de transicion, se
realizaron transformaciones alquimicas de no-equilibrio en OYE Y 187F, para
encontrar variantes cataliticamente mas activas. Los resultados predigieron al
menos 2 variantes que reducen la energia libre de activacion, de las cuales,
la doble mutante Y187F/T130W viene a ser la variante mas prometedora con
un AAG* de -8.8 kJ/mol.

En resumen, esta tesis logr6 demostrar que las transformaciones alqui-
micas de no-equilibrio, permiten predecir variaciones de la constante de ve-
locidad de reaccion catalitica de enzimas con una precision similar a la de
métodos basados en primeros principios, pero al menos, a un décimo de su
costo computacional. Esto abre la posibilidad de realizar un anélisis a gran
escala, lo que facilitaria la bisqueda de nuevas variantes enzimaticas en el

campo de la ingenieria de proteinas.
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Abstract

Protein engineering is a discipline that designs, modifies, and optimizes
proteins for specific functions. Within this field, enzyme engineering is one of
the most important areas due to the relevance of these biocatalysts in biotech-
nology, industry, and medicine. Experimentally, new enzymes are typically
obtained through directed evolution, performing multiple trial-and-error es-
says. Given the human and financial resources required for such random pro-
cesses, rational enzyme design has emerged. This approach uses computatio-
nal methods and physical principles to propose variants with specific proper-
ties. Since kinetic properties require knowledge of the reaction mechanism,
computational methods are limited to first-principles-based approaches, such
as quantum mechanics (QM) calculations or multi-state QM/MM simula-
tions. However, their high computational cost restricts the number of variants
to be studied to only a few.

This thesis proposes a new methodology based on non-equilibrium alche-
mical transformations to obtain the change in activation free energy, AAG*,
induced by mutations. This new method is at least one order of magnitude
faster than the currently well-established QM/MM methodologies, as it relies

on purely classical molecular mechanics.
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The alchemical transformations involve describing molecular interactions
of transition states with molecular mechanics. To achieve this, a bonding pa-
rameter derivation scheme is proposed based on the Hessian matrix of the
transition state and the modified Seminario method. Non-bonded interaction
parameters are derived using the electron density of substrates and the MBIS
partitioning scheme, based on the Atoms-in-Molecules (AIM) theory.

The alchemical transformations and force field parameterization were
validated in two enzymatic systems: Crotonyl-CoA Carboxylase/Reductase
(CCR) and Dihydrofolate Reductase (DHFR). The results show that the al-
chemical transformations successfully reproduce both experimental values
and trends, with errors close to chemical accuracy (1 kcal/mol). Additionally,
modifications to the non-bonded parameters of mutating amino acids in the
alchemical transformations are evaluated, improving predictions by up to 3
kJ/mol in the DHFR system.

Once the methodology was validated, it was applied to an artificially de-
signed enzyme: the Y187F variant of Old Yellow Enzyme (OYE). Since this
artificial variant catalyzes a new-to-nature aldol reaction in OYE, multi-state
QM/MM simulations were performed using the adaptive string method to
disclose the reaction mechanism. The results show that a flavin mononucleo-
tide (FMN) coenzyme transfers a hydride to 2-cyclohexenone, generating
an enolate. This intermediate subsequently attacks formaldehyde molecule

leading to 2-methoxycyclohexenone after protonation. The minimum free
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energy path obtained using the string method indicates that the rate-limiting
step of the reaction is the hydride transfer.

After identifying the rate-limiting step and characterizing the transition
state, non-equilibrium alchemical transformations were performed on OYE
Y 187F to find catalytically more active variants. The results predict at least
two variants that reduce the activation free energy. The Y187F/T130W double
mutant is the most promising candidate, achieving a AAG* of -8.8 kJ/mol.

In summary, this thesis demonstrates that non-equilibrium alchemical trans-
formations predict enzyme kinetic properties with a precision comparable
to first-principles-based methods but at one-tenth of the computational cost.
This breakthrough enables high-throughput analyses, fascilitating the disco-

very of new enzymatic variants in the field of protein engineering.
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1. Introduccion

1.1. Ingenieria de proteinas

La ingenieria de proteinas se entiende como el campo de estudio para
la modificacién y/o creacién de proteinas con un interés especifico y una
gran aplicacién biotecnolégica'*2. Dentro de la ingenierfa de proteinas, las
enzimas han sido el tipo de proteinas mas ampliamente estudiadas dadas sus
atractivas caracteristicas como biocatalizadores>*. Formalmente las enzimas
corresponden a catalizadores que aceleran reacciones quimicas llevando a los
reactantes por un camino alternativo al mecanismo que realizan en solucién®.
Ubicado en el limite entre la heterocatalisis y la catalisis homogénea, la cata-
lisis enzimatica posee varias ventajas como la alta selectividad, condiciones
de reaccién amigables y reacciones del tipo quimica verde®. Sin embargo, la
aplicacion de tales biocatalizadores a la industria conlleva una serie de desa-
fios relacionados a las dificultades que pueden poseer, entre las cuales pueden
encontrarse su estabilidad térmica, baja actividad catalitica, enantioselectivi-

dad reducida, entre otras.

Tales problemdticas pueden ser abordadas desde dos enfoques, la bus-



queda de variantes enzimdticas expresadas en organismos provenientes de
diversos ambientes, tales como bacterias extreméfilas’, o bien, el disefio ra-

8.9 en el cual estas biomoléculas son transformadas a nivel

cional de enzimas
molecular, dando paso asi a la ingenieria de proteinas.

El campo de la ingenieria de proteinas actualmente involucra un traba-
jo multidisciplinar, donde diversas areas del conocimiento se unen con el fin
de generar nuevas biomoléculas. En el marco del disefio de enzimas, existen
principalmente dos grandes enfoques que suelen aplicarse en conjunto para

obtener mejores resultados: el disefio experimental '

y el disefio computacio-
nal®, donde cabe destacar que ambos enfoques han sido galardonadas con el
premio Nobel de quimica en los afios 2018 y 2024, para Arnold!! y Baker!?

respectivamente.

1.2. Meétodologias experimentales en la ingenie-

ria de proteinas

Comenzando con las metodologias experimentales, resulta imposible ha-
blar de ingenierfa de protefnas sin mencionar a la evolucién dirigida'3. Este
método experimental simula la evolucién Darwiniana, generando multiples
variantes enzimaticas que se expresan en microorganismos, se aislan, puri-

fican y evalian para comparar sus caracteristicas con la enzima original. Al



igual que en los procesos evolutivos naturales, las variantes que poseen las
caracteristicas deseadas son seleccionadas, mientras que el resto de varian-
tes fallidas son descartadas o bien sujetas a una nueva tanda de mutaciones
aleatorias. La idea original de evolucidn dirigida consiste en aplicar mutacio-
nes aleatorias a la enzima de interés, a través de distintas herramientas de la
biologia molecular, tales como la reaccion en cadena de la polimerasa suje-
ta a error '“!1> (error-prone PCR), recombinacién de protefnas por secuencia
homéloga16, recombinacién de partidores aleatorio!’, entre otras. Esta alea-
toriedad impuesta permite obtener una biblioteca de variantes muy diversas.
Sin embargo, la produccion y posterior andlisis de tales variantes requiere
gran cantidad de trabajo, sumado a altos costos de ejecucion '®. Para sobrelle-
var la problemaética anteriormente expuesta, los disefios semi-racionales han
ganado importancia'®?°, dado que permiten reducir el nimero de candidatos
considerablemente. Su formulacion original consiste en utilizar herramientas
de la bioinformaética para hacer alineamientos multiples de secuencia desde
donde se reconocen regiones conservadas y no conservadas?!->2. Con estas
regiones identificadas, se suelen aplicar mutaciones sitio dirigidas a aque-
llos residuos potencialmente responsables de las caracteristicas a mejorar,
reduciendo el abanico de posibilidades. Hoy en dia, el disefio semi-racional
también incluye informacién estructural de la enzima en si>>~2%, permitiendo
identificar hotspots de manera espacial, los cuales suelen aportar informacion

sobre los dominios cataliticos, estructural, regulador, entre otros?’. En térmi-



nos concretos se puede decir que el enfoque semi-racional actual, suele ser
una combinacion de técnicas experimentales y metodologias computaciona-
les apuntadas a optimizar el proceso de ingenieria proteica. Un ejemplo de

metodologia computacional es el Docking molecular®®?°

, que permite pre-
decir la interaccion entre una enzima y su sustrato o inhibidor, determinando

sitios de unién, afinidades y posibles conformaciones del complejo°.

1.3. Diseno asistido por computadora

Aunque el disefio semi-racional de proteinas permite reducir el espacio
de secuencias a analizar, ain estd sujeto a multiples rondas de mutaciones
aleatorias que comprenden etapas de ensayo y error>!. Este nimero puede
incrementar exponencialmente cuando se quiere explorar un sitio en especi-
fico. A modo de ejemplo, si se considera un sitio catalitico compuesto por 8
residuos clave, el nimero de combinaciones disponibles supera las 100 se-
cuencias distintas. Claramente el nimero de combinaciones con las que se
debe tratar en el ejemplo anterior vuelven impractico el proceso.

En este contexto, nace un nuevo concepto llamado "disefio asistido por
computadora"(CAD, del inglés Computer-Aided design), refiriéndonos a la
versién que implica estudios netamente in silico>?. Este enfoque se basa en
la utilizacién de métodos computacionales para poder predecir las propieda-

23,33

des de las proteinas a través de fundamentos estadisticos y/o fisicoqui-
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micos>+3>. La constante evolucién de las arquitecturas computacionales y la
creciente disponibilidad de tales recursos, han hecho de tales herramientas
computacionales una de las aristas principales en la ingenieria de proteinas.
A modo de ejemplo, desde la primera proteina disefiada completamente des-
de un enfoque computacional (Top7) en 2003 !2, hasta la fecha, decenas de
nuevas proteinas disefiadas racionalmente han sido publicadas3®*3. Producto
de esto, en 2024 David Baker, compartio el premio Nobel de quimica por el
disefio computacional de proteinas, en compaiiia de Demis Hassabis y John
Jumper por la creacién de Alpha Fold?***: una herramienta de inteligencia
artificial que predice el plegamiento de las proteinas a partir de su secuencia.
Estos hechos demuestran el creciente interés por el desarrollo de herramien-
tas computacionales cada vez mds precisas y rdpidas para poder estudiar y
disefiar proteinas. Esta necesidad se ve justificada por su amplia utilidad en
areas como la medicina®, industria alimentaria® y biorremediacién®’.
Actualmente, la cantidad de métodos computacionales utilizados en in-
genierfa de proteinas es considerable y continda en expansién®®. Una forma
de poder clasificar los diferentes métodos es basado en los principios que
los rigen, seperdndose en estadisticos, basados en principios fisicoquimicos o

hibridos.



1.3.1. métodos computacionales basados en principios es-

tadisticos

Los enfoques estadisticos, utilizan bases de datos experimentales para po-
der extraer informacion relevante de los sistemas a estudiar. El andlisis filo-
genético mediante reconstruccion ancestral por ejemplo, se basa en la utiliza-
cion de datos experimentales generalmente de secuencia, para identificar va-
riantes relevantes de una protefna®®. Comparando secuencias aminoacidicas
con homologos evolutivos para detectar residuos altamente conservados, se
asocian tales secuencias con la estabilidad estructural o la actividad catalitica.
De la misma forma, los sitios menos conservados se consideran mas toleran-
tes a mutaciones, siendo los principales objetivos a mutar y evaluar>’. A pesar
de que esta metodologia permite disefiar variantes estables mediante mutagé-
nesis sitio-dirigida, no garantizan mejoras en la eficiencia catalitica ni en la
estabilidad de la proteina y restringen las mutaciones a aquellas observadas
en la naturaleza. A pesar de estas limitaciones, su bajo costo computacional
junto a su facilidad de automatizacion, los convierten en herramientas funda-
mentales. Algunos ejemplos de métodos estadisticos se encuentran el analisis
muiltiple de secuencias??, los modelos ocultos de Markov?! y el andlisis de

componentes principales>2.



1.3.2. métodos computacionales hibridos

El segundo tipo de método computacional recibe el nombre de hibrido,
esto por poseer caracteristicas tanto de los métodos estadisticos como tam-
bién de los basados en principios fisicoquimicos. Estas metodologias ya no
solo consideran la secuencia aminoacidica de la proteina de interés si no que
también toman en cuenta la estructura, las interacciones y por ende la energia
del sistema?3. Debido a lo anteriormente mencionado, criterios como el ni-
mero de puentes de hidrégeno, porcentaje de estructura secundaria o energia
libre, son utiles al momento de seleccionar mutaciones con potencial utili-
dad. Un ejemplo de estas metodologias es Rosetta®*, un paquete con multi-
ples funciones de la que destaca la computacion de energias libres relativas de
estabilidad. Basado en campos de fuerza estadisticos, utilizando pardmetros
empiricos obtenidos de diversos estudios>#, Rosetta permite predecir el cam-
bio en la estabilidad térmica de una proteina sujeta a alguna mutacion. Otras
metodologias hibridas altamente utilizadas corresponden a las técnicas PBSA
(del inglés Poisson-Boltzman surface area) y GBSA (del inglés Generalized
Born surface area ), los cuales a pesar de poder extraerse de simulaciones ba-
sadas en principios fisicoquimicos, usualmente los andlisis son realizados uti-
lizando modelos de regresién para disminuir el costo computacional”. Los
ejemplos mencionados poseen un costo computacional relativamente bajo,

sin embargo, los resultados son imprecisos y dependen del sistema particular.



Un importante hecho respecto a estas metodologias es la casi nula capacidad
de predecir propiedades cinéticas de las enzimas. Esto radica en el hecho que
muchos de los pardmetros que utilizan estas herramientas derivan de informa-
cién experimental y/o computacional de bajo costo y a menos que se tengan
datos tanto de reactantes y estado de transicion, no es posible obtener infor-
macion acerca de parametros cinéticos de la enzima a estudiar, obteniendo
conclusiones acerca de la estabilidad, afinidad, solubilidad u otras propieda-
des termodindmicas.

Lo anterior toma especial relevancia en el marco de este trabajo en el cual
justamente son las propiedades cinéticas de las enzimas lo que se busca pre-
decir. Programas tales como FUNCLIB hacen uso de métodos hibridos para
seleccionar candidatas que sean estables o posean un correcto plegamiento,
para luego aplicar un segundo filtro utilizando métodos basados en principios
fisicoquimicos para obtener enzimas cataliticamente superiores. Sin embargo
FUNCLIB®? hace uso de la teorfa Empirical Valence Bond %6 (EVB) la cual
necesita una parametrizacion especifica para cada reaccion, lo que requiere

de gran experiencia y conocimiento por parte del usuario.

1.3.3. métodos computacionales basados en principios fisi-
coquimicos
A modo de suplir las falencias descritas con anterioridad, nace el tercer

grupo de métodos computacionales, el cual se basa en principios fisicoquimi-
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cos. Utilizando ecuaciones derivadas de modelos de interacciones molecula-
res, estas metodologias permiten obtener observables fisicoquimicas, tanto de
enzimas silvestres como también de variantes enzimdticas>. Entre las herra-
mientas mds utilizadas en este enfoque se encuentran las simulaciones mole-
culares, que incluyen a las simulaciones de dindmica molecular®’ y simula-
ciones de tipo Monte Carlo>®. Estas simulaciones a su vez pueden dividirse
de acuerdo a la precision con la cual tratan sus interacciones moleculares,

donde se encuentran de mayor a menor precisién: la mecanica cudntica®®,

61

mecéanica molecular®® y grano grueso®! respectivamente. En las metodolo-

gias mas avanzadas se encuentran las simulaciones multiestados, donde mas
de un modelo de interaccién es incluido en el sistema®?.

Si bien todos los métodos anteriormente descritos permiten en un prin-
cipio obtener propiedades termodindmicas de las enzimas, s6lo un reducido
nimero de técnicas permiten la obtencién de propiedades cinéticas. Aque-
llos métodos con tales atributos deberian en principio ser capaces de capturar
la informacion asociada a la transformacion desde reactantes hasta el estado

de transicion incluyendo los cambios conformacionales y energéticos asocia-

dos®3.



1.3.4. métodos computacionales basados en mecanica cuin-

tica

Un ejemplo de metodologias que cumplen con los propodsitos de la sec-
cién anterior corresponde a los métodos basados en mecédnica cudntica. Estos
métodos permiten la obtencion de perfiles de reaccion catalizados por enzi-
mas silvestres y sus variantes®*. A partir de la teorfa del estado de transicion,
es posible determinar el perfil energético que describe el paso de reactantes
a productos a lo largo de una coordenada de reaccién, generalmente asocia-
da a la formacién y ruptura de enlaces®. Para ello, una estructura inicial
es requerida, correspondiente a la enzima con su sustrato formando el com-
plejo de Michaelis-Menten (CMM). Ademds, es necesario conocer al menos
la estructura del producto de la reaccion, para poder interpolar los cambios
estructurales del reactante hasta los productos. Entre las metodologias mas
empleadas para obtener este perfil energético se encuentran las simulaciones

)62, en las

de multiestado mecénica cudntica/mecanica molecular (QM/MM
cuales, una parte de la enzima se modela mediante mecdanica clésica, inclu-
yendo moléculas de agua e iones para simular su entorno, mientras que el
sitio activo y los sustratos son tratados mediante cdlculos de mecanica cudn-
tica. Esto permite seguir la evolucion temporal de la simulacién y obtener un

colectivo de configuraciones. Haciendo esto para el estado de reactante, pro-

ducto y un nimero finito de estados intermedios es posible obtener un perfil
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de energia libre a lo largo de una coordenada de reaccion, donde la barrera
energética mas baja entre dos estados estacionarios corresponde a la energia
libre de activacion, la cual esta relacionada directamente a la constante de
velocidad de la enzima dada la ecuacién de Eyring®.

Realizando el procedimiento multiples veces para cada una de las mu-
tantes, la comparacion directa de los perfiles de reaccion permiten inferir si
una mutacién hace mds rdpida o lenta a la enzima®. La aplicacién de las
técnicas anteriormente sefialadas implica que existe una coordenada de reac-
cion que conecta reactantes con productos y que esta coordenada de reaccion
es conocida®’. Esta suposiciéon comprende uno de los mayores desafios de
las metodologias QM/MM donde al igual que en EVB se requiere un cono-
cimiento avanzado en el modelamiento de reacciones enzimdticas. Sin em-
bargo, una vez que la coordenada de reaccion es definida, la exploracion del
espacio de fase a lo largo de esta coordenada puede realizarse utilizando téc-

68 umbre-

nicas de muestreo sesgado (biased sampling), como metadindmica
lla sampling®® y steered molecular dynamics’®, que vienen a guiar el camino
modelado por el potencial QM/MM.

La principal desventaja de los métodos basados en primeros principios,
los cuales proporcionan los resultados mds precisos, es que representan las
herramientas con el mayor costo computacional. Lo anterior limita a estas

técnicas a la evaluacion de un reducido nimero de variantes enzimaticas,

aun en sus versiones mds optimizadas, volviéndose inviable su aplicacioén
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a una exploracion mas exhaustiva, limitando asi, su utilidad como reemplazo

al trabajo experimental ’!.

1.3.5. Transformaciones alquimicas de no-equilibrio como
potencial metodologia para la evaluacion de varian-

tes enzimaticas

Como alternativa a la anterior problemadtica, en esta tesis se propone el uso
de transformaciones alquimicas basadas en simulaciones de dindmica mole-

cular cldsica’?

, como herramienta para predecir los cambios en la energia
libre de activacion producto de mutaciones. En principio no es necesario co-
nocer el perfil de energia libre de la reaccion, si no la diferencia de energia
libre entre el estado de transicion y el complejo de Michaelis-Menten (para
reacciones de un solo paso elemental). Las transformaciones hacen uso de las
propiedades de funcién de estado de la energia libre y obtienen la diferencia
entre las energia libres de activacion de la enzima silvestre y una variante, co-
mo la diferencia de mutar en la simulacion a la enzima en el estado de tran-
siciéon y el complejo de Michaelis-menten (CMM) respectivamente (Figura
1.1). Debido a que mutar una enzima a lo largo de una simulacién implica
transformar elementos quimicos, esta técnica recibe el nombre de transfor-

macién alquimica. La razén de llevar el proceso por este camino alternativo

es netamente computacional. Los campos de fuerza que modelan las interac-
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Figura 1.1: A) Perfiles de reaccidon para una enzima silvestre y una variante cataliti-
camente mds activa. B)Ciclo termodindmico para la estimacion de la energia libre de
activacion de una reaccion catalizada por una enzima silvestre (primera fila) o mu-
tante (segunda fila). El ciclo se completa por medio de transformaciones alquimicas
en el complejo de Michaelis-Menten(CMM) y en el estado de transicion (ET).
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ciones en las simulaciones clasicas no permiten representar la formacion ni
ruptura de enlaces, por lo que simular la reaccion quimica mediante simu-
laciones clésicas es inviable. Sin embargo las transformaciones de residuos
aminoacidicos en simulaciones MD est4n bien establecidas’>~">. Adicional-
mente la transformacion de un residuo en el estado de transicion y reactante
corresponde a una perturbacién menor a la transformacién desde el CMM
al ET. En este contexto, las transformaciones alquimicas de no-equilibrio,
aclamadas por ser los métodos alquimicos més rdpidos’® tienen cabida, per-
mitiendo asi el andlisis de multiples variantes a un bajo costo computacional.
El principal desafio en esta metodologia radica en la generacidén de un campo
de fuerza para el estado de transicion. En esta tesis se desarrollan y aplican
métodos basados en mecdnica cudntica con el fin de generar pardmetros de
campos de fuerza tanto para el estado de transicién como para el complejo de
Michaelis-Menten.

Esta metodologia asume que el paso limitante de la reaccion es conocido,
desde donde se extrae el estado de transicién para su posterior parametriza-
cion. Ademds, se asume que la estructura del estado de transicién no cambia
con la mutacion de un aminoécido. Una vez definidos los campos de fuerza,
simulaciones de dindmica molecular clasica son realizados para cada una de
las variantes enzimdticas, seguidas por répidas transformaciones alquimicas
de no-equilibrio que permiten obtener el cambio en la energia libre de activa-

cion. Para validar esta nueva metodologia se utilizaron dos enzimas. La pri-
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mera enzima corresponde a la Crotonil-Coa Carboxilasa/Reductasa (CCR),
responsable de fijar CO;, en diversos organismos, presentando la constante
catalitica mds alta en comparacién a otras enzimas fijadoras de CO,"’. Las
transformaciones alquimicas son aplicadas a CCR considerando cuatro mu-
tantes que poseen valores de energia libre experimentales reportados ’®. Sien-
do CCR un tetrdmero que posee mutaciones en residuos de distinta naturale-
za, tales como cargados, hidrofilicos, polares y aromdticos. La prediccion de
los cambios en la energia libre producto de tales mutaciones implica un de-
safio para la técnica a implementar. Como segundo método de validacion se
utiliza a la enzima Dihdrofolato Reductasa (DHFR), la que al igual que CCR
posee energias libres de activacién reportadas experimentalmente®®. DHFR
es escogida como segundo sistema de validacién debido a que es una enzi-
ma monomeérica con un sitio activo definido, lo que nos permite realizar una
evaluacion directa del campo de fuerza, eliminando todo efecto producido
por una insuficiente exploracion del espacio conformacional. En adicién, las
mutaciones a evaluar en DHFR comprenden cambios en el volumen del ami-
nodcido, lo que permite evaluar el modelo de interacciones débiles tales como
la dispersion de London y la Repulsion de Pauli. Dado que en ocasiones estas
interacciones pueden quedar enmascaradas por fuertes interacciones no cova-
lentes, como las electrostéticas, el sistema DHFR permite realizar un andlisis
sistematico.

Luego de ser validada la metodologia en CCR y DHFR, se aplica en un
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nuevo sistema, la Old Yellow Enzyme(OYE). Esta enzima ha sido ampliamen-
te estudiada debido a su promiscuidad por una amplia variedad de compues-
tos o, B-insaturados, produciendo en algunos casos una preferencia enantio-
mérica’>3Y, Particularmente en este trabajo se busca encontrar una variante
de la mutacion Y187F la cual fué disefiada racionalmente por colaborado-
res del Max Planck Institute for terrestrial microbiology, con el fin de que
pudiese catalizar una reaccion alddlica con formaldehido, reaccién que na-
turalmente OYE no realizaba. Anélisis estadisticos 0 semiempiricos son in-
viables en este caso debido a la inexistencia de datos respecto a esta nueva
reaccion, haciendo de las transformaciones alquimicas la herramienta idonea
para encontrar nuevas variantes. Con el objetivo de conocer el perfil de ener-
gia libre de la reaccion alddlica de OYE, se utiliza el método de la cuerda
adaptativa®!, permitiendo identificar el primer paso como el limitante de la
reaccion y caracterizando al estado de transicion(ET). Con esta informacion,
campos de fuerza para el CMM vy ET pueden ser derivados, lo que permite
aplicar transformaciones alquimicas para encontrar variantes enzimaticas con
propiedades cinéticas mejoradas.

En los siguientes capitulos, se presentan los resultados obtenidos a par-
tir de la implementacion y validacion de las transformaciones alquimicas de
no equilibrio en el estudio de sistemas enzimadticos. Primero, se describe la
metodologia utilizada y los criterios de validacion empleados para evaluar

su precision. Luego, se analizan los resultados en términos de la prediccion
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de cambios en la energia libre de activacion debido a mutaciones, compa-
réndolos con datos experimentales cuando estan disponibles. Finalmente, se
discute el potencial de esta metodologia como una herramienta eficiente para
la ingenieria de proteinas, destacando su aplicabilidad en el disefio racional

de enzimas con mayor eficiencia y estabilidad térmica.
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1.4. Hipotesis y Objetivos

Hipoétesis

Célculos de energia libre basados en transformaciones alquimicas de no
equilibrio junto con una mejor descripcion de las interacciones no covalentes
en el sitio activo, predicen la diferencia de energia libre de activacion produc-

to de mutaciones en las enzimas CCR y OYE.

Objetivo general

Establecer un flujo de trabajo computacional para predecir diferencias
en la energia libre de activacion sobre variantes enzimdticas en los sistemas
CCR y OYE, basado en simulaciones alquimicas de no-equilibrio y una mejor

descripcion de las interacciones no covalentes en el sitio activo.

Objetivos Especificos

1. Validar las transformaciones alquimicas basadas en simulaciones de no
equilibrio, como metodologia para obtener la variacion de energia libre
de activacion, utilizando las variantes N81L, F170A, E171A y H365N
de la enzima Crotonil-Coa Carboxilasa/Reductasa (CCR) de K. setae,
las cuales poseen energias libres de activacion calculadas con métodos

QM/MM vy validadas experimentalmente.
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2. Derivar parametros de campos de fuerza para las interacciones no cova-
lentes de las cadenas laterales de los aminodcidos, sustrato y coenzima,
a partir de la densidad electrénica en el ambiente proteico, con el fin de
mejorar la descripcion de las interacciones en el sitio activo y evaluar su
efecto en célculos de la variacion de energia libre de activacion sobre el

sistema CCR.

3. Calcular el perfil de energia libre de reaccion del sistema OYE Y187F
mediante simulaciones QM/MM, con el fin de conocer el estado de tran-

sicion de la reaccion.

4. Con la metodologia establecida en los objetivos anteriores, identificar
variantes enzimdticas de la mutante Y 187F del sistema old yellow enzy-
me (OYE), que posean una actividad aumentada, mediante transforma-

ciones alquimicas basadas en simulaciones de no equilibrio.
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2. Metodologia

Esta seccion contempla la descripcion de las metodologias usadas y de-
sarrolladas durante la investigacion. Un desarrollo general de los fundamen-
tos de la mecdnica cudntica y molecular son descritos, para posteriormente
ser utilizados en la definicién de los métodos hibridos de mecédnica cuan-
tica/mecanica molecular (QM/MM). Se introduce el concepto de campo de
fuerza para describir las interacciones en el marco de la mecdnica cldsica y
como sus denominados parametros son derivados. Posteriormente se descri-
ben métodos para la obtencion de la energia libre mediante transformaciones
alquimicas, en conjunto a una breve descripcion de los estimadores. Se hace
especial enfasis en las transformaciones alquimicas de no-equilibrio debido a
que corresponde a la idea principal del trabajo. Finalmente, se presentan dos
métodos para estimar la energia libre de activacion: el método de la cuerda
adaptativa y la propuesta en esta tesis basada en transformaciones alquimicas

de no equilibrio.
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2.1. Mecanica cuantica

En el marco de la quimica cudntica, sistemas moleculares pueden ser des-
critos mediante la ecuacion de Schrodinger independiente del tiempo, la cual

nos entrega soluciones estacionarias de la forma:

Hy; = E;y; 2.1

donde A corresponde al Hamiltoniano, mientras que ; junto a E; son
la i-esima funcién de onda y nivel de energia del sistema respectivamente.
La funcion de onda y por ende el Hamiltoniano en esta ecuacion dependen
explicitamente de la posicion de los nucleos y de los electrones, por lo que
sOlo tiene solucién para sistemas modelos.

Una forma de sobrellevar este problema es invocando la aproximacion de
Born-Oppenheimer®?. En este enfoque se asume que la masa de los electro-
nes es despreciable en comparacion a la masa de los nucleos, por lo tanto,
el movimiento de ambas particulas ocurre en escalas de tiempo diferentes.
Lo anterior nos permite desacoplar el movimiento de los electrones y nu-
cleos, puesto que un pequefio cambio en la posicion de los nicleos provoca-
ria un reordenamiento electronico instantianeo. Como ultima aproximacion, si
se consideran los nicleos como cargas puntuales de comportamiento clasico,

la ecuacion de Schrodinger debe resolverse solo para los electrones, siendo
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las coordenadas y cargas nucleares atomicas parametros a definir. El enfo-
que anteriormente descrito construye la base de la mayoria de los métodos de
quimica cudntica y todos los célculos realizados en esta investigacion asumen

estas aproximaciones.

2.1.1. Meétodo usados en quimica cuantica

Existen distintas metodologias para poder resolver el problema electro-
nico que se pueden agrupar en dos grupos: Cdlculos ab initio donde se en-
cuentran los métodos Hartree-Fock(HF) y pos-HF y en los cuales la ecuacion
de schrodinger electrénica es resuelta mediante el teorema variacional bajo
ciertas aproximaciones, siendo el método HF el mas simple®®. En la teorfa de
HF la funcion de onda se define como un determinante de Slater construido a

partir de spin-orbitales moleculares y para cada uno de los electrones:

‘W>O: ‘x17X27-”7XI1> (22)

permitiendo que la funcidén de onda sea antisimétrica al intercambio de dos
electrones, lo que modela su naturaleza fermionica. El Hamiltoniano a su vez,
es modelado por el operador de Fock que corresponde a una suma de opera-
dores monoelectronicos y donde la interaccién que experimenta un electrén

por el resto es aproximada como un campo medio a través del potencial de

22



Hartree-Fock v7F:

fli) = —2v2— f —ae (2.3)
2 . '

Dependiendo de las aproximaciones aplicadas en el Hamiltoniano y/o la fun-
cion de onda, estas dan origen a los diferentes métodos pos-HF.

El segundo grupo corresponde a los célculos basados en la Teoria del fun-
cional de la densidad (TFD) o DFT por sus siglas en inglés®*. Esta teorfa se
basa en el principio de que el problema electronico puede resolverse por me-
dio de un funcional (una funcién que toma otra funcién como argumento y
devuelve un valor numérico) de la densidad electrénica. De la ecuacion 2.2
se puede extraer que la energia total del sistema es un funcional del Hamil-
toniano, que a su vez es funcion del numero de electrones N, las posiciones
de los nicleos R, y las cargas nucleares Z4. Debido a que estas 3 variables
pueden ser obtenidas de la densidad electrénica, se dice que la energia es un
funcional de la densidad p(r). Propuesto en un principio por Thomas y Fer-
mi en 192783, pero sin demostrar la existencia de este funcional, no fue hasta
1964 donde se introduce formalmente por Hohenberg y Kohn, estableciendo

dos teoremas claves para la DFT36:

= 1. El potencial externo V. (r) es considerado una constante y la densi-
dad electrénica p(r) determina de manera unica el potencial v(r) (salvo

el potencial externo), por lo tanto, determinando completamente el es-
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tado fundamental del sistema.

= 2. Existe un funcional de la densidad F[p] tal que la energia del estado
fundamental se obtiene minimizando este funcional: Eg = min, ,y F p]

bajo la restriccion de normalizacion de la densidad v-representable:

[ p(r)dr =N

Debido a que la condicion de v-representabilidad de la densidad electronica
es limitante para la mayorid de los sistemas de estudio, Mel Levy en 197987
establecié una reformulacion de los teoremas de Hohenbeg y Kohn donde
la densidad electrénica sélo necesita ser N-representable, lo que implica que
esta densidad de probabilidad debe entregar el nimero de electrones al inte-
grarse, ser mayor o igual a cero en todo el espacio y obtenida de una funcién

de onda antisimétrica:

/p(r)dr =N;p(r)>0 (2.4)

evitando la estricta condicién de que la densidad electrénica se deba definir
considerando un potencial externo v definido. A pesar de que esta formu-
lacion prueba la existencia de un funcional que puede minimizar la energia
electrénica utilizando una densidad N-representable, no explica cémo se pue-
de obtener este funcional o como se debe describir la densidad electrénica.
Sin embargo, en 1965 Kohn y Sham desarrollaron una ecuacion anéloga a la

de Schrodinger para un gas no interactuante de electrones que entrega la mis-
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ma densidad electronica que un sistema molecular conformado por nucleos y
electrones. Esta aproximacion introduce el concepto de orbitales de Kohn y

Sham(KS)38, los cuales se utilizan para construir la densidad electrénica:

p(r) =Y [oxs:(r)]* (2.5)

Mediante este concepto es posible obtener el estado fundamental de sistemas
moleculares mediante una ecuacion similar a la de HF, tanto en formulacién
como en costo computacional, pero tomando en cuenta efectos de correlacion

electronica:

1
=5 Vi Ve (F) + Vee (1) + Ve (1) + Ve (1) | Ogsfxs = Egsxs  (2.6)

donde V2,V,, Voo, V4 y V. corresponden al operador de energia cinética y a
potenciales de interaccion nucleo-electron, repulsion electron-electron, inter-
cambio y correlacion respectivamente. La Ecuacion 2.6 es la forma general
de la ecuacion de Kohn y Sham asumiendo un gas homogéneo de electrones
y que permite obtener la energia del estado fundamental mediante un cdlculo
de campo autoconsistente.

La forma de los funcionales en la ecuacién 2.6 varia dependiendo del mé-
todo DFT, e incluso muchos de los métodos ocupados en la actualidad no
solo necesitan la densidad electronica del sistema, sino que también utilizan

el gradiente o incluso el laplaciano de la densidad de spin (asumiendo un
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célculo de una molécula con electrones desapareados y/o con spin-orbitales
no restringidos a poseer el mismo valor)®’. Lo anterior repercute en la vasta
cantidad de funcionales para realizar cdlculos DFT, donde se clasifican en:
aproximacion de densidad local (LDA), aproximacion de gradiente generali-
zado(GGA), meta-GGA, hibridos-GGA, meta-hibridos-GGA, aproximacion
de fase aleatoria (RPA), entre otros. A pesar de que existen ciertos parame-
tros para clasificar a estos métodos en cuanto a su calidad, debido a que la
mayoria posee parametros que son ajustados para reproducir bases de datos,
hace de esto una tarea dificil, volviendolo no-sistemético?”. La definicién de
los tipos de métodos en TFD van mas alla del objetivo de este trabajo, por lo
que solo se limita a mencionarlos.

Considerdandose un tercer tipo de método, estan los enfoques semi-empiricos.
Estas metodologias hacen uso de aproximaciones y pardimetros que son ajus-
tados para reproducir propiedades moleculares. En un principio los métodos
semiempiricos hacian alusién a enfoques basados en orbitales moleculares
(OM), donde pricipalmente se realizaban aproximaciones para resolver las
integrales interelectronicas de sistemas moleculares. Entre sus ejemplos mas
conocidos se tienen a los métodos MINDO, AM1 o PM3°!. Otro subgrupo de
semi-empiricos corresponden a los derivados de la teoria del funcional de la
densidad, dentro de los cuales se destaca el método density-functional tight-
binding (DFTB)®?, que se deriva de una expansién de segundo orden de la

energia total de DFT con respecto a fluctuaciones de la densidad de carga,
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en comparacion a una densidad de referencia, que usualmente corresponde a

una suma de densidades atémicas neutras pg = Yo Pg":

%H% 2// ‘fop3}+ExcP0] /ch[po
S5%E

e

2 !r—r\ 3PoSpy | p,

En la ecuacion 2.7, la fluctuacion de la densidad de carga 6p = p — po se

) SpSp’ 2.7)

modela mediante una expansiéon de Taylor a primer orden, dando lugar a
una fluctuacién de cargas atémicas Agy = g — g%, que son obtenidas me-
diante el anilisis de cargas de Mulliken®3. Tanto la doble integral sobre T,
como la segunda derivada del funcional de intercambio y correlacion Exc,
son aproximados por una funcién ¥ que depende de la distancia entre los
atomos y en los denominados parametros de Hubbard U, que corresponden
a la segunda derivada de la energia atdmica con respecto a la carga total
de dicho atomo. Lo anterior lleva a que la contribucion a la energia a se-
gundo orden se describa mediante un potencial interatomico de la forma:
E** = 3 Y.ap Yap (Ua, Up, Rap)AqaAqp.

El primer termino de la ecuacién 2.7 denominado la contribucién a la
energia proveniente de un hamiltoniano de orbitales atdmicos, es un término
de primer orden que depende en su totalidad de la densidad de referencia py.
Los orbitales de Kohn y Sham usados son obtenidos mediante una combi-

nacion linear de orbitales atémicos(OM-CLOA), donde el set de funciones
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bases a usar corresponde a una version minima y optimizada segun los crite-
rios de Eschrig y Bergert®*.

Una de las mayores ventajas de DFTB, es que los elementos de la matriz
hamiltoniana y de solapamiento son calculadas para distancias interatdmicas
relevantes y tabuladas, disminuyendo el costo computacional (en conjunto
con el uso de un set de bases minimas) en 2 a 3 6rdenes de magnitud con res-
pecto a HF o DFT segtin previos estudios®?. Los cuatro términos restantes de
la ecuacion 2.7 son agrupados y aproximados por un potencial interatémico
Viep similar en espiritu a un campo de fuerza clasico. Con todos los com-

ponentes definidos, la energia total bajo la aproximaciéon DFTB queda de la

forma:

~0 1
Erotal = ZCquHO + EZ'}’aﬁ (Ua, UﬁaRaB)AQaACIﬁ +Zvrep(Raﬁ)- (2.8)
[TRY, af op

En conclusiéon DFTB emplea parametros obtenidos de cdlculos DFT pre-
vios simplificando la descripcion electronica y permitiendo estudiar sistemas
de mas de 1000 atomos con gran precision. Recientemente, una version me-
jorada que incluye términos de tercer orden®> (DFTB3) es popularmente uti-
lizada para modelar sistemas bioldgicos debido a su gran precision y bajo

costo computacional.
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2.2. Mecanica molecular

Como se discuti6 en la seccion anterior, la descripcion de sistemas mole-
culares mediante quimica cuéntica ofrece una alternativa rigurosa para tratar
moléculas o sistemas de hasta unos cientos de dtomos. Sin embargo, siste-
mas bioldgicos conteniendo biomacromoléculas en adicion a moléculas de
solvente y iones, pueden llegar hasta el mllon de particulas con 3 a 4 6rdenes
de magnitud mayor al tamafo limite de aquellas metodologias. Adicional-
mente, los fenomenos de interés, pueden ser mediados por interacciones del
tipo no covalentes, que son bien descritas por los campos de fuerza. A modo
de ejemplo, estdn los cambios conformacionales de proteinas®® o la unién de
una droga a un receptor biolégico®’, donde en la mayoria de los casos son
gobernados por interacciones del tipo no-covalente. Tales interaccidones han
sido ampliamente descritas, ignorando los grados de libertad electrénicos y
basados en potenciales interatdmicos clasicos.

Estos potenciales comprenden la contribucioén no enlazante de los deno-
minados campos de fuerza basados en mecdanica clasica. En la siguiente sec-
cion se analizard la contribucion no enlazante, seguido por la descripcion de
las interacciones covalentes. Finalmente, se explicardn los procesos de para-

metrizacion y construccion de los campos de fuerza.
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2.2.1. Interacciones no-covalentes

En los campos de fuerza no polarizables, las interacciones no covalentes
suelen dividirse en interacciones electrostaticas y de Van der Waals. Estas
ultimas se modelan a través de un potencial de Lennard-Jones, que incluye un
término atractivo, debido a las fuerzas de dispersion y un término repulsivo,
que engloba multiples efectos tales como parte de la repulsion electrostatica,
la repulsion de Pauli y la contribucion por intercambio. Matematicamente, la
energia total de las interacciones no enlazantes se expresa como una suma de

potenciales interatémicos:

Enocovalente - Eelec + EvdW

N N 12 N, 6 2.9
B Z 9B Z 4€AB0,p %’“ 4eapoyp (2.9)
B r 7‘12 1’6

B>A "AB  B>A AB B>A AB

donde rqp = |R4 — Rp| representa la distancia entre los dtomos A y B,
q es la carga de cada atomo, € es la profundidad del pozo del potencial de
Lennard-Jones, y ¢ es la distancia a la cual el potencial se vuelve 0. Si bien
se han propuesto modelos més avanzados, que incluyen efectos como induc-
cion, penetracion de carga y polarizacion, su uso en la practica es limitado
debido al alto costo computacional, la complejidad en su implementacién y

las dificultades en la parametrizacion. Por ello, los campos de fuerza clasicos
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de primera generacion han permanecido sin modificaciones importantes por

décadas desde su formulacion original.

2.2.2. Interacciones covalentes

El modelamiento de sistemas moleculares utilizando campos de fuerza
debe poseer, ademds de las interacciones no-covalentes, una forma para des-
cribir las fuerzas que mantienen unida a una molécula. Tales interacciones se
encuentran en el régimen donde las densidades electronicas de los &tomos se
solapan, por lo tanto, se definen como fuerzas de corto alcance. En esta es-
cala, los potenciales interatdmicos descritos anteriormente fallan, por lo que
se describen una serie de nuevas funciones que definen la parte enlazante del

campo de fuerza:

Ecovalente = Lenlace + Engulo + Edihedros + Elmpropios

Y% 21y k(Bx— 007 (2.10)
r(rij = 1ij)" + Z o(0ijx — ijk) :
Ninedros Niim propios

+ Z ky(1+cos[ng —¢“]) + Z kw(wijkl_wieﬁd)z

El primer y segundo término comprende la energia asociada a la distancia
de enlace y angulo respectivamente, donde el superindice eq indica los valo-
res de equilibrio. Las variables k corresponden a constantes de fuerza basados
en el modelo armodnico. El tercer y cuarto término comprenden la contribu-

cion a la energia producto de la variacion en los angulos dihedros y dihedros
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impropios. Un dngulo dihedro se define como el angulo formado por 4 dtomo
enlazados. Los dihedros convencionales se describen mediante funciones de
cosenos donde 7 es el factor de periodicidad. Por otro lado, los dihedros im-
propios se basan en un modelo arménico al igual que los dngulos de enlace.
La contribucion de todos estos componentes en adicion a las interacciones
no covalentes intramoleculares entre afomos que estan a una distancia de 4
0 mds dtomos vecinos conectados (interacciones del tipo 1-4), mantienen la
geometria y en teoria deberian ser suficientes para poder reproducir los modos
vibracionales normales de la molécula. La ecuacion 2.10 comprende la forma
general de los campos de fuerza enlazante para los modelos de primera ge-
neracion. Algunos campos de fuerza biomoleculares incluyen contribuciones
extras como es el caso de CHARMM, el cual considera una funcion adicional
para modelar los d4ngulos de Urey-Bradley“®. Cabe destacar que las funciones
descritas anteriormente corresponden a aproximaciones que impiden la rup-
tura y formacion de enlaces, siendo esta la principal razén de la incapacidad
de los campos de fuerza cldsicos de primera generacién para modelar reac-
ciones quimicas. Para abordar esta problematica se han propuesto multiples
enfoques en los cuales se destaca el remplazo de los potenciales armoénicos
por potenciales de Morse, sin embargo un andlisis detallado de estas metodo-

logias queda fuera del objetivo de este trabajo.
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2.2.3. Parametrizacion de un campo de fuerza

En las secciones anteriores se describieron la forma en la cual los cam-
pos de fuerza modelan las interacciones covalentes y no-covalentes matema-
ticamente. Para poder generar tales campos de fuerza, se deben obtener las
constantes que poseen cada uno de los términos en las ecuaciones 2.9 y 2.10.
Estas constantes reciben el nombre de pardmetros del campo de fuerza, los
cuales deben ser asignados previo al inicio de una simulacion.

Los parametros de las interacciones no covalentes comprenden las cargas
atomicas ¢ y los términos € y ¢ del potencial de Lennard Jones. Como se
aprecia en la ecuacion 2.9 estos términos dependen del atomo y si bien po-
drian ser asignados por elemento en un enfoque minimalista, se suele optar
por asignar mds de un set de parametros por elemento para considerar los
distintos ambientes quimicos caracterizados por los 4tomos vecinos enlaza-
dos en una molécula. Para clarificar la frase anterior, considere el carbono
carbonilico y el carbono terminal de un 6-butanal: Intuitivamente, se puede
asumir que la carga atdmica del carbono carbonilico debe ser positiva dada
la sustraccion electrénica por parte del oxigeno, mientras que la carga del
carbono terminal debe ser ligeramente negativa. De la misma forma, las po-
larizabilidades y volimenes de los 4&tomos en una molécula pueden variar y
por ende sus parametros de Lennard-Jones también lo haran.

Las interacciones enlazantes por otro lado, también poseen pardmetros,
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sin embargo la diferencia radica en que dependen de 2 o mds atomos. Las
distancias y angulos de equilibrio en conjunto con las constantes de fuer-
za comprenden el conjunto de pardmetros enlazantes y al igual que en los
términos no-enlazantes existe mas de uno por elemento. De manera simi-
lar al ejemplo dado en el parrafo anterior, se analiza la constante de fuerza
y la distancia de equilibrio de un enlace carbono-carbono en un etano y un
etino. Existe evidencia espectroscopica que demuestra que el enlace triple en
el etino es mds corto que el enlace simple en el etano. De la misma forma
se puede demostrar las diferencias en la constante de fuerza si se aplica la
aproximacion armonica a la vibracion del enlace.

Anteriormente, se presenté a los campos de fuerza como una alternativa
econdmica para simular sistemas de gran tamafio y complejidad quimica. Sin
embargo, la informacion experimental disponible para determinar sus para-
metros suele ser suficiente solo en casos modelo, como gases diatdmicos o
hidrocarburos de bajo peso molecular®®. Para abordar esta problematica, han
surgido diversos métodos de parametrizacion, que pueden agruparse en dos
categorias: métodos por ajuste y métodos basados en primeros principios.

Los métodos por ajuste utilizan datos experimentales de referencia, ge-
neralmente propiedades termodindmicas, para actualizar los parametros del
campo de fuerza mediante algoritmos de optimizacion. Esto permite repro-
ducir propiedades deseadas con gran precision, mientras se evita el sobre-

ajuste a través de técnicas de regularizacion. Un ejemplo de este enfoque es
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la parametrizacion de los términos de Van der Waals en campos de fuerza
generalizados como CGENFF!'® o GAFF'?!, que emplean entalpias de va-
porizacién y densidades de liquidos organicos como referencias. No obstante,
una de las principales limitaciones de este método es su baja transferabilidad,
ya que su precision fuera del conjunto de referencia puede ser cuestionable.

En contraste, la parametrizacion basada en primeros principios se fun-
damenta en propiedades microscépicas, donde los parametros se derivan di-
rectamente de modelos fisicos sin recurrir a ajustes por optimizacion. Por
ejemplo, los mismos pardmetros de Van der Waals pueden obtenerse a par-
tir de cdalculos de polarizabilidad atémica, utilizando la versién dependiente
del tiempo de la teorfa del funcional de la densidad !°2. Dado que estos para-
metros se derivan de principios fisicos fundamentales, suelen ser mas trans-
feribles. Sin embargo, su exactitud es limitada, ya que los modelos fisicos
proporcionan soluciones exactas solo para sistemas pequefios, como atomos
o moléculas sencillas. Ademads, muchas de las propiedades atbmicas necesa-
rias para la parametrizacién, como cargas y polarizabilidades, carecen de una
Unica definicién cuando se aplican a moléculas més grandes.

Debido a que ambos enfoques tienen fortalezas y debilidades, la eleccidon
del método depende del problema a abordar. De hecho, muchos de los cam-
pos de fuerza més utilizados, como AMBER '3, CHARMM !4, OPLS % y
GROMOS % combinan ambos enfoques para lograr un equilibrio entre pre-

cision y transferibilidad.
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Como se menciona en la parametrizacion por ajuste, los pardmetros del
campo de fuerza son validados mediante la evaluacion de su desempefio al
reproducir propiedades termodindmicas. Para lograr esto, se realizan simula-
ciones de dindmica molecular con los pardmetros previamente establecidos
y se evalua la precision de los resultados. Recientemente se ha comenzado a
utilizar célculos de mecénica cudntica como referencia para evaluar los para-
metros del campo de fuerza!%?. En las interacciones enlazantes por ejemplo,
se busca que los modos de vibracién normales de la molécula, obtenidos me-
diante mecanica molecular, puedan reproducir los modos normales cudnticos.
De igual forma los parametros no enlazantes pueden ser comparados con dis-
tintos componentes de un analisis de descomposicién de la energfa(EDA) '8,

Bajo la primisa del parrafo anterior, y siendo la teoria de interacciones
moleculares mas rigurosa, se tiene a la teoria de perturbaciones adaptada a
la simetria!® (SAPT) como uno de los métodos EDA mds ampliamente uti-
lizado. Este método sienta sus bases en la teoria perturbativa de Rayghley-
Schrodinger, donde la interaccion entre dos moléculas es obtenida a partir
de la perturbacion de sus operadores Hamiltoniano de tipo Hartree-Fock(F),

denominados los operadores de fluctuacion de Moller-pleset(W) en adicion a

un operador de Coulomb intermolecular(V):

Egapr = Fo+ Fg+ aWa + bWp + cVyp (2.11)
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donde los subindices A y B determinan en qué molécula actian los operado-
res. el valor de los coeficientes a, b y ¢ determinan el nivel SAPT utilizado,
siendo el esquema mas simple SAPTO cuando sdlo el término c aparece. Aln
en su version mds aproximada, SAPT nos entrega distintas contribuciones a
la energia de interaccion no covalente las cudles por simplicidad se agruparan

en los siguientes términos:

Esapro = Eejec + Edisp + Epauli + Epol- (2.12)

Los cuatro términos corresponden a la contribucién electrostatica, de disper-
sion, de repulsion de Pauli y finalmente la energia de polarizacion. Evidente-
mente los primeros 3 términos constituyen valores que pueden ser contrasta-
dos con los términos electrostéticos y de vdw de un campo de fuerza, dando
asf una validacién microscépica de la calidad de los pardmetros derivados. Es
importante destacar que a pesar de la rigurosidad que presenta SAPT, su alto
costo computacional y la imposibilidad de considerar efectos de solvatacion,
dificultan su aplicacion a sistemas de gran tamafilo como biomoléculas.
Alternativamente a este tipo de EDA, enfoques basados en la teoria del
funcional de la densidad pueden ser utilizados, dado su relativo bajo cos-
to computacional. Recientemente se ha formulado la segunda generacion de
los métodos Absolute Localized Molecular Orbital EDA 'Y (ALMO-EDA?Y).

Este método utiliza la energia frozen clasica, que corresponde a la diferencia
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entre la funcion de onda simétrica construida por los orbitales moleculares de
los mondémeros aislados(formulacion de Heitler-London) y los fragmentos
aislados. La energia frozen agrupa las interacciones electrostaticas clésicas,

de Pauli y de dispersion:

Epr, = ESS, 4+ E i+ Egisp (2.13)

elec pauli

donde la interaccion electrostética corresponde a la interaccion culombica

entre las distribuciones de carga de dos mondémeros aislados:

ECSS = / / ot ( pB '(ry)dridr (2.14)
A<B

con p4 y pp representando las densidades electrénicas totales de los mo-
nomeros A y B.

Las interacciones cldsicas de Pauli y de dispersion se obtienen a partir
de la porcion restante de la energia frozen. Esto proporciona un marco de
validacion, dado que la mayoria de las implementaciones de campos de fuerza
no consideran efectos de polarizacion en la derivacion de cargas atomicas.

Para las interacciones de dispersion, el método ALMO-EDA proporciona

un valor no ortogonal mediante la siguiente expresion:

Edisp — Exc[Pfrz] - ZExc[PA] - ExDF Pfrz] _ZEDF [PA (2-15)
A
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donde Py, corresponde a la densidad congelada antisimetrizada del dimero,
mientras que P4 es la densidad no antisimetrizada del monémero A. EPF re-
presenta un funcional auxiliar sin contribucién de dispersion, que correspon-
de al operador de HF para funcionales hibridos y a revPBE para funcionales
semilocales.

Usando la ecuacion anterior, la interaccion de dispersion puede calcular-
se explicitamente, mientras que la interaccion cldsica de Pauli se obtiene de

manera implicita restando Egy;s), y Egllj .de Eypp:

Bt = Egre— (E¢hic + Eaiop) - 2.16)

Ambos métodos permiten obtener contribuciones energéticas para las inter-
acciones no covalentes, siendo un referente al momento de evaluar la calidad
de los parametros derivados desde un punto microscopico, lo que da al cam-
po de fuerza una mayor posibilidad de ser transferible a sistemas mads alla del

conjunto de ajuste o derivacion.

2.3. Metodos de simulacion multiescala mecani-
ca cuantica/mecanica molecular (QM/MM)

En las secciones anteriores se presentaron distintas metodologias para

modelar interacciones atdmicas y moleculares basadas en mecdnica cudnti-
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ca y clasica. Cada uno de estos enfoques tiene sus propias ventajas y limita-
ciones, donde la eleccion del método a utilizar dependera del sistema que se
desea estudiar. Por ejemplo, para reacciones quimicas, aunque existen algu-
nos casos donde enfoques clasicos han sido empleados para modelar perfiles
de reaccion, la mayoria de estos procesos se estudian desde la perspectiva
de la mecdnica cudntica, o de manera mds general, considerando explicita-
mente los grados de libertad electrénicos. Esto se debe a que la formacién y
ruptura de enlaces involucra la redistribucion de la densidad electrénica, un
fendmeno que no puede ser descrito con precision mediante modelos pura-
mente cldsicos. Esto limita el tamafio del sistema que se puede simular a unos
cientos o miles de 4&tomos en el mejor de los casos, dificultando el tratamiento
explicito de sistemas biolomeculares como enzimas, ADN u otras especies en
fase condensada. Una alternativa a tal problematica es utilizar potenciales de
acoplamiento Mecédnica Cuantica/Mecéanica Molecular (QM/MM). Propues-

to por primera vez por Karplus, Levitt y Warshel!11-112

, esta metodologia
propone dividir el sistema en dos zonas: A) La zona QM donde los nicleos
y electrones son tratados explicitamente permitiendo la ruptura/formacion de
enlaces quimicos y por ende un tratamiento adecuado para reacciones. Esta
zona involucra una reducida cantidad de atomos los cuéles por lo general son
entendidos a ser participantes de la reaccion a estudiar. El resto del sistema

comprende la zona MM donde las interacciones son modeladas por campos

de fuerza, reduciendo el costo computacional. La zona MM por lo general
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tiende a ser mucho mayor que la zona QM, ya que suele incluir moléculas
de solvente y iones. Si bien existen distintos enfoques QM/MM se limitara
a solo describir el método aditivo, el cual describe un Hamiltoniano efectivo
que opera sobre una funcién de onda dependiendo paramétricamente tanto de

los nucleos de la zona QM como de la zona MM:

HeppW(re, Ruc, Rypg) = EeppW (res Ruc, Rygy) (2.17)

A partir de la ecuacion 2.17 se desprende que el Hamiltoniano consta de tres
contribuciones: la energia de la regién QM, la energia de la region MM vy la
energia de acoplamiento entre ambas zonas, expresando la energia total de la

siguiente manera:

Eers = W |[Hom +Hommm| V) + Eninr. (2.18)

En la dltima década se han propuesto multiples formas para definir el Ha-
miltoniano de acoplamiento QM/MM, lo que lo ha convertido en un area de
investigacion muy activa. Entre los modelos mas empleados destaca el elec-
trostatic embedding. En este enfoque, a los dtomos de la region QM se les
asignan parametros de Lennard-Jones, mientras que la interaccion electros-
tatica incluye las cargas MM en el hamiltoniano electronico. Esto permite
que la densidad electrénica se vea polarizada por las cargas presentes en la

region MM, lo que permite una representacion precisa de las interacciones
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entre atomos de zonas diferentes.
Este método ha demostrado ser exitoso en estudios de enzimas, molécu-

las de ADN y organocatalizadores '3

, entre otros, ya que posibilita la con-
sideracion explicita de los grados de libertad electrénicos y la influencia del
entorno, aspectos cruciales para comprender los mecanismos de reacciones

quimicas.

2.4. Dinamica molecular

En la seccidn anterior se introdujo el concepto de campo de fuerza y cémo
este permitia modelar las interacciones intra e intermoleculares con un costo
computacional bajo, permitiendo simular sistemas en fases condensadas. Este
modelo de interaccién es utilizado en la dindmica molecular cldsica para ob-
tener una evolucidn temporal del sistema a una temperatura y presion dada.
Entiendase la dindmica molecular como una técnica de simulaciéon compu-
tacional que describe el movimiento de todos los 4tomos que conforman el
sistema. Esta evolucion temporal es generada al resolverse las ecuaciones de

movimiento de Newton:

d oo
_d_riv(ri’rjv"a"N) = m;a; :mid7ri (2.19)
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donde la derivada del potencial sobre la posicion del atomo i: 7;, correspon-
de al negativo de la fuerza aplicado a dicho dtomo de masa m; de acuerdo a
la segunda ley de Newton. La ecuacion 2.19, posee una forma en la cual el
término campo de fuerza resulta de manera natural para describir un poten-
cial de interaccion molecular. Si se aplica la ecuacion a todos los dtomos del
sistema, se obtiene un conjunto de posiciones y momentos que generan un
espacio vectorial 6N dimensional, siendo N el nimero de dtomos del siste-
ma. Este dominio recibe el nombre de espacio espacio de fase y comprende la
base de la formulacion Lagrangiana y Hamiltoniana de la mecénica clésica.
Las simulaciones de dindmica molecular generalmente poseen una confor-
macioén inicial que dictamina la posiciéon de cada uno de los dtomos. Los
momentos por su parte son obtenidos de las velocidades iniciales que se asig-
nan de manera aleatoria generando una distribucion de Maxwell-Boltzmann a
una temperatura definida. Conocidas las variables iniciales, las ecuaciones de
movimiento se integran de forma numérica en funcidn del tiempo #;;ciq; + dt
donde el tamafio de paso dt suele ser menor o igual a 2fs cuando se tratan
sistemas con hidrogenos o bien gases para poder capturar correctamente sus
modos vibracionales y mantener el sistema en un estado conservativo.

La resolucién del anterior protocolo da lugar a un sistema donde el nu-
mero de particulas N, el Volumen del sistema V y la energia E permanece
constante. En el campo de la termodindmica estadistica este sistema genera-

do recibe el nombre de colectivo microcanénico. En la préctica, los procesos
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termodindmicos de interés suelen ocurrir en condiciones de temperatura en
lugar de energia constante, dando origen al colectivo canénico (NVT). Adi-
cionalmente, tomando en consideraciéon que los procesos bioldgicos suelen
ocurrir a presién constante también es posible generar sistemas bajo tales
condiciones definiendo el colectivo isotérmico-isobarico(NPT).

Para poder mantener la temperatura promedio constante, las simulaciones
de dindmica molecular utilizan termostatos, el cual puede entenderse como
un bafio térmico que intercambia calor con el sistema. Dado que la tempera-
tura T esta relacionada directamente con las velocidades de las moléculas, los
primeros termostatos corregian las desviaciones de temperatura aplicando pe-
nalizaciones a las velocidades atdmicas. Este sencillo enfoque es la base del

termostato de Berendsen!'!#

el cual a pesar de no ser actualmente utilizado,
dado que no logra generar el colectivo correcto, sirvié como inspiracion para
termostatos mds rigurosos como el reescalado de velocidades'!>. De manera
similar al termostato, el barostato de Berendsen mantiene la presion del siste-
ma redimensionando el tamafio de la caja de simulacién en conjunto con una
re-proyeccion de las posiciones atbmicas, manteniendo una presion promedio
constante. Barostatos mas elaborados como el Parinello-Rahman son de pre-
ferencia'!%. Sin embargo, una descripcién detallada de ellos no sera llevada
a cabo en esta tesis.

La implementacion del termostato y barostato en las simulaciones de di-

namica molecular vuelven al sistema no determinista permitiendo aplicar el
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formalismo de la termodindmica estadistica y poder obtener propiedades ma-

croscopicas tan valiosas como la energia libre.

2.5. Calculos de energia libre mediante transfor-

maciones alquimicas

Las transformaciones alquimicas corresponden a un tipo de simulacién
molecular utilizado para predecir valores de energfa libre dado un proceso’2.
Su nombre radica del hecho que se simulan intermediarios no fisicos, los
cuales suelen ser una superposicion de los estados de equilibrio para dicho
proceso. Esto quiere decir que el sistema en el estado A o parte de €l, es
transformado hasta el sistema B, mediante cambios en el potencial que go-
biernan sus interacciones. Como ejemplo, se puede sefialar el caso en que se
tiene un péptido que posee un residuo de tirosina y se quiere ver el efecto en la
energia libre de estabilidad al mutar este residuo por un residuo de fenilalani-
na. En este caso, se puede simular el péptido utilizando mecanica molecular y
cambiando los pardmetros del campo de fuerza para los 4tomos involucrados

en la mutacion. Lo anterior generard multiples estados intermediarios entre

la tirosina (7') y fenilalanina (F). Asumiendo una interpolacién lineal entre
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ambos estados, se puede escribir el Hamiltoniano del sistema como:

H(#A) = (1 — 1) Hr(7) + AHp(7) (2.20)

donde se introduce la variable A que controla el peso de los estados A 'y B. De
la ecuacién 2.20, se puede extraer que A, oscila en el rango de 0 a 1, donde
los limites corresponden a los estados que describen puramente a tirosina y
fenilalanina respectivamente !,

Debido a que la energia libre es una funcion de estado, es importante se-
flalar que no existe un unico camino para la transformacién de una molécula
o sistema en otro. Si bien todas dependen del parametro A que va desde O
para el estado inicial hasta 1 para el estado final siendo los intermedios es-
pecies “quiméricas” que poseen parametros de interaccion de ambos estados.
El modo en el que cambian las interacciones puede variar dependiendo de la
metodologia a utilizar.

Independientemente de la metodologia, siempre es necesario realizar una
simulacién de equilibracién o dindmica molecular clésica. El objetivo de esto,
es poder explorar el espacio de fase con el fin de encontrar conformaciones
representativas no correlacionadas, las cuales luego serdn sometidas a trans-
formaciones alquimicas para obtener la energia libre, por lo que la precision

de aquella observable es implicitamente dependiente de una exploracion del

espacio de fase completa. Dicho esto y considerando que se tiene un set de
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Figura 2.1: Metodologias basadas en transformaciones alquimicas. Los distintos mé-
todos corresponden a: A) Transformaciones alquimicas de equilibrio, B) Intercambio
de réplicas aplicadas al Hamiltoniano, C) Muestreo de esquema de réplica Unica y
D) Transformaciones alquimicas de no-equilibrio. Cada uno de los métodos da lugar
al cambio de energia libre asociado a transformar un fenol en una anilina.

conformaciones representativas del sistema, los esquemas para realizar trans-
formaciones alquimicas se pueden clasificar en 4 tipos (Figura 2.1). El primer
método representa el esquema mds simple, en el cual una o més conforma-

ciones son simuladas en cada uno de los estados definidos, desde el estado

inicial hasta el final, pasando por los intermediarios 8.
El segundo método corresponde a un tipo de intercambio de réplicas co-
nocido como Hamiltonian Replica Exchange (H-RE). En este enfoque, se

realizan multiples simulaciones con distintos valores de A, permitiendo inter-
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cambios entre sistemas vecinos, siempre que se cumpla el criterio de acepta-
cion de Metropolis-Hastings. Aquel enfoque permite el intercambio de hamil-
tonianos, generando un conjunto de réplicas que mantienen una distribucién
de Boltzmann y mejora la exploracién del espacio de fase!!”.

El tercer método introduce un esquema relativamente nuevo, en el cual un
Unico sistema recorre rapidamente todos los estados mediante simulaciones
cortas, intercambiando su estado hasta completar todas las configuraciones
posibles. Por esta razén, se le conoce como Esquema de muestreo de réplica
tinica 1?0,

Finalmente, el cuarto método corresponde a una estrategia de transfor-
maciones de no-equilibrio. En este enfoque, solo los estados inicial y final
son explorados mediante simulaciones de equilibrio, mientras que los estados
intermedios se generan a partir de simulaciones rapidas durante la transfor-
macion entre los estados 0 a 1, y viceversa. Este proceso permite modelar la
evolucion del sistema en funcion de sus interacciones moleculares. Tal evo-
lucién ocurre de manera irreversible, llevando al sistema fuera del equilibrio,
de donde surge el nombre de la técnica. Dado que este ultimo esquema es la
base de la presente tesis, su formalismo se explica en detalle en una seccion

posterior”>.
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2.5.1. Estimadores de energia libre en transformaciones al-

quimicas

Una vez explorado el espacio de fase de la transformacion alquimica, es
necesario aplicar una metodologia para extraer de la simulacién la energia
libre asociada al proceso. Asumiendo que la transformacién alquimica im-
plica un cambio en el volumen despreciable, se puede expresar el cambio de

energia libre de Gibbs como:

P(©)
P(©)

AGo_1 =~ ANAg_1 = —kgT (111 +1n (B)) (2.21)

donde kp corresponde a la constante de Boltzmann y B es una constante que
contiene el nimero de Avogadro Ny, la concentracion estandar y el Volumen
del sistema. P por su parte, es la probabilidad de encontrar al sistema en un

estado ® especifico que depende de las coordenadas g :

Py(0O(q)) === — . 2.22
/FO 0( (Q)) fre_[;U(q)dC—j ( )

donde ¢ representa las coordenadas del sistema y 3 el inverso del término
kgT, mientras que I' representa el espacio de fase y U la funcién de ener-
gia potencial. De la ecuacion 2.22 se hace evidente que la estimacion de la

energia libre se verd afectado por dos factores: la cantidad de configuraciones
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correspondientes a los estados inicial y final, junto a la definiciéon de nues-
tra funcion de energia potencial, que como se explico en capitulos anteriores
corresponde a un campo de fuerza clésico.

La probabilidad de encontrar al sistema en el estado A se le denomina la
funcion de particion configuracional Z(®), la cual se utiliza para obtener la
energia libre desde la formulacion del colectivo candnico. Esta formulacion
se conoce como el enfoque de histogramas de probabilidad, sin embargo de-
bido a su estricto requerimiento de una buena exploracion del espacio de fase,
se suele optar por métodos donde la energia libre se obtiene por medio de la

derivada de la funcién de particion, :

AG = i1nz(ﬁ) . (2.23)

=35
La forma mas simple de este segundo enfoque, corresponde al método de
Free Energy Perturbation'?' (FEP). La energia libre cldsica entre dos estados

caracterizados cada uno por un Hamiltoniano, Hy y H; pueden ser expresado

a partir de la relacion entre sus funciones de particiéon Z(0), como:

Z(©)
Z(©p)

AGo_1 =—B 'In (2.24)

En este contexto, Zwanzig postul6 una relaciéon que permite calcular la
energia libre directamente, mediante el muestro de configuraciones en el es-

tado inicial ®, para luego evaluar su energia potencial en el Hamiltoniano
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del estado final H;:
1 I
AGo1 =G| — Gy = _Eln<e—l3(U1(61)—Uo(fI)>0 (2.25)

donde ()¢ indica que se obtiene el promedio sobre el colectivo del estado ini-
cial. Esta relacion comprende la base del método FEP, que si bien es sencillo
de implementar, ya que sélo necesita recolectar la informacion de la energia
para el conjunto de configuraciones del estado incial, posee desventajas bas-
tante marcadas frente a otros métodos. La principal problemética es la poca
precision de sus cdlculos cuando los espacios de fase entre los estados no es-
tdn bien solapados. Esto quiere decir que configuraciones de un estado que
son muy improbables de poseer el Hamiltoniano del otro estado contribuiran
poco al promedio dado el caricter exponencial de la expresion. Lo anterior
repercute en la incertidumbre de los resultados, creciendo exponencialmente
en relacion al bajo solapamiento de los espacios y por lo tanto, convergiendo
lentamente. En resumen, FEP corresponde a una metodologia en la cual sus
resultados son gobernados por configuraciones raras de baja probabilidad.
Otra metodologia ampliamente utilizada corresponde a la integracion ter-

modindmica, que utliza la derivada de la energia libre G, respecto al pardme-

dG d e V@A) | J4U (G, A)

En este método se simula el sistema a valores discretos de A para determinar

tro A:
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el cambio de la energia interna frente al cambio de A, para posteriormente

integrar numéricamente dG/dA realizando la siguiente integracion:

_ [1/dU(gA)
AG—/O <T> d.. (2.27)

Una de las ventajas respecto a FEP, recae en el hecho que obtener una
correcta distribucion del promedio<%>, requiere de menos configura-
ciones no correlacionadas debido a su cardcter no exponencial, exhibiendo
menores variaciones y una distribucién mds parecida a una gaussiana. El prin-
cipal problema que limita esta metodologia, radica en el sesgo o la pérdida
de informacion al realizar la cuadratura cuando se integra. Este problema nu-
mérico debe ser minimizado lo suficiente para estar por debajo del ruido es-
tadistico. Muchos esquemas de integracion han sido propuestos, pero el mas

ampliamente utilizado corresponde a la regla del trapezoide. A modo general,

todos los esquemas de integracion pueden escribirse como:

K -
AF =) wy <%> (2.28)
k=1 k

donde w; dependera del esquema elegido. Si bien esquemas que presentan
mejores resultados que la regla del trapezoide han sido postulados, la mayo-
ria requiere una eleccion especifica de los estados intermediarios definidos
por A para evitar el sesgo, lo cual lo vuelve contraproducente en sistemas con

intermediarios que poseen amplios y variables niveles de incertidumbre. En
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la practica utilizando la regla de los trapezoides y agregando 2 a 3 interme-
diarios es suficiente para alcanzar la precision de métodos de integracion mas
complejos 2.

Un tercer método ampliamente utilizado es el Bennett Acceptance Ra-
tio'?3 (BAR), el cual se basa en el principio de que, si se conoce la diferencia
de energia potencial al pasar del estado inicial al estado final, también se
dispone de la diferencia obtenida en el proceso inverso. Al aprovechar esta
relacidn, es posible construir un estimador mds preciso y confiable. Este en-

foque permite calcular la energia libre reducida entre dos estados a partir de

la siguiente ecuacion:

7 1 L 1

i=1 1 +exp [ln (Z—;) +u;j(qG) —fij)} i=1 1 +exp [ln (Z—;) —u;j(q) —|—fl~j)}
(2.29)

donde n corresponde al numero de configuraciones de cada estado. Esta me-
todologia es superior a FEP y converge a esta cuando el niumero de confi-
guraciones corresponde a 1. Una de las principales ventajas de BAR es que
requiere de menos solapamiento entre el espacio de fase de los dos estados,
sin embargo, todavia es necesario. Dado que el método BAR solo considera
dos estados (inicial y final), la estimacion puede verse afectada si no hay un
solapamiento adecuado entre ellos, especialmente cuando la transformacién
implica una perturbacion muy grande. Para abordar esto, es necesario intro-

ducir una serie de estados intermedios que conecten gradualmente el estado
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inicial con el estado final:

fisn=fis2+ o3+ fnm1on (2.30)

Una de las desventajas de BAR es que la incertidumbre entre f;_1; y fi—i+1,
estan correlacionadas, ya que ambas son obtenidos a partir de la energia u;.
Como resultado, no pueden considerarse variables independientes, lo que im-
pide propagar la incertidumbre de manera convencional, como se haria al
calcular la varianza de la energia libre mediante cuadratura en la integra-
cion termodindmica. Algunos métodos como bootstrapping, son utilizados
para obtener la incertidumbre de la energia libre utilizando la metodologia
BAR 23 y es el método utilizado en este trabajo.

En la siguiente seccidn se revisardn los detalles de las transformaciones
alquimicas irreversibles, mostrando sus fundamentos, estimadores, metodo-
logias, herramientas y las principales ventajas y desventajas con las metodo-

logias clésicas.

2.5.2. Transformaciones de No-equilibrio

En las transformaciones alquimicas reversibles, se asume que el sistema
cambia en pequefias porciones limj _,q en las cuales el sistema siempre se en-

cuentra en equilibrio cumpliendose la igualdad en los procesos que impliquen
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un trabajo en el sistema reversible '>*:

(W(t))) > AG (2.31)

donde 7 corresponde al tiempo que toma el proceso a evaluar. En ese sentido
la igualdad se cumple para T — oo, que viene siendo una transformacién en
un tiempo infinito. En todos los otros casos tendrian lugar procesos irreversi-
bles, donde el valor promedio del trabajo serd mayor al valor de energia libre
debido a disipacion de calor. Sin embargo en 1997 Jarzynski deriv6 una igual-
dad que relaciona el promedio de un trabajo irreversible con la diferencia de

energia libre en equilibrio para un proceso dado :
<e—ﬁW<T>>> _ ¢ BAG, (2.32)

El trabajo dependera del camino que conecte el estado inicial y final del pro-
ceso. Para una transformacion alquimica el estado inicial seria =0 y el final
=1. para transformaciones de no equilibrio el valor de A varia dindmicamen-
te con el tiempo, permitiendo llegar del esta O al 1 en una unica simulacion.
El promedio del lado izquierdo de la igualdad es un promedio de todas las
transformaciones de no-equilibrio, que a su vez dependen inicialmente del
colectivo de configuraciones obtenido a partir de simulaciones de equilibrio
(como se explico anteriormente, siempre se debe realizar una equilibracion

de los sistemas mediante simulaciones de dinamica molecular, en este caso
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del estado inicial).

El trabajo puede ser obtenido a partir de:

_ (! dH(G:A)
W(t) = /}L S (2.33)

donde el trabajo viene dado por el cambio en el Hamiltoniano en funcién de
A. Notar que en este caso, para diferenciar del método de integracion termo-
dindmica, el trabajo se obtiene de la integracion numérica sobre los valores
instantaneos del cambio en la energia respecto a A y no de los promedios.
Cabe sefnalar que en las situaciones limites cuando los cambios son extrema-
damente rdpidos o lentos la igualdad de Jarzynski se reduce a la ecuacién de
FEP 2.25, que puede entenderse como un cambio instantdneo de la energia
potencial y un cambio reversible respectivamente. Ahora de la igualdad de

Jarzynski se obtiene la energia libre del proceso como:

— 1Y aw
AG = —kgTln [N;e B ] (2.34)

donde la suma de los N trabajos irreversibles promediados nos entregan el
valor de AG. Desafortunadamente, este estimador al ser exponencial presenta
los mismos problemas que el método FEP, por lo que el promedio dependera
principalmente de los valores de la cola de la distribucion de trabajo, con-
vergiendo lentamente a un valor. Mas atn, debido a que se toma un finito

nimero de configuraciones, el estimador tiende a ser sesgado requiriendo un

56



gran numero de simulaciones de equilibrio para poder explorar el espacio de
fase !,

Algunos de los problemas anteriormente sefialados pueden resolverse apli-
cando el teorema de fluctuacién de Crooks'?°. La diferencia con la igualdad
de Jarzynski radica en que no s6lo considera la transformacion desde un es-
tado 0 a un estado 1, si no que también considera el proceso inverso, obte-

niéndose una relacion entre las distribuciones de trabajo en ambos sentidos y

la diferencia de energia libre de la siguiente forma:

Paoo1W) _ pw-ac) (2.35)

Pyio(—W)

donde Pyg_1 Y Pj1_0 son las distribuciones de probabilidad normalizadas
de los trabajos en ambos sentidos. De acuerdo a esta igualdad, teniendo un
solapamiento entre los trabajos de ambas direcciones la energia libre puede

ser obtenida a través de siguiente ecuacion:

P)LO—>1(W)

AG =W + kgTln—- 202177
Py10(=W)

(2.36)

Aunque el teorema de Crooks mejora la estimacion de la energia libre
en comparacion con la formulacion de Jarzynski, ain presenta ciertas limi-
taciones. Una de ellas es la contribucion a la energia libre de estados poco
frecuentes en los que la disipacion del trabajo es pequena. Otra limitacién

es la dificultad para lograr un solapamiento adecuado entre las distribucio-
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nes de probabilidad directa e inversa en algunas transformaciones de mayor
perturbacién '?’. Una posibilidad para tratar tales problemas serfa aproximar
la distribucion de trabajo a una funcién analitica. Goette y Grubmiiller pro-
ponen una aproximacion Gaussiana llamado enfoque Crooks Gaussian In-
tersection'?® (CGI). Esta aproximacion llevaria a un preciso cdlculo de la
energia libre siempre y cuando la suposicion del comportamiento Gaussiano
sea valido, lo cual puede comprobarse utilizando algun test estadistico como
el Kolmogorov—Smirnov. Una de las desventajas de este método es que al
igual que BAR no entrega un error, siendo en este caso un error analitico,
pero puede estimarse de la misma forma utilizando bootstrapping.

Por ultimo al igual que en la formulacion reversible, para las simulaciones
de no-equilibrio la energia libre puede obtenerse a través del estimador BAR.
Sustituyendo la diferencia de energia potencial por el trabajo y partiendo del
teorema de Crooks, BAR fue adaptado a las simulaciones de no-equilibrio

llegando a la siguiente expresion:

Nyo—1 1 1—0 1

(2.37)

1+NxHoeﬁ W,—AG) Jg' 4+ Ma1s0o—

ﬁ(Wj—AG)
201 NAOM

i=1

Este estimador no presenta sesgo, su varianza puede determinarse anali-
ticamente y se han propuesto criterios de convergencia para evaluar las simu-
laciones. Sin embargo, una de sus limitaciones es que asume que los valores

de trabajo son estadisticamente independientes, 1o cual no siempre es cierto,
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especialmente cuando las configuraciones iniciales se obtienen de simulacio-
nes de equilibrio con alta frecuencia de muestreo. Para mitigar este problema,
es comun extraer configuraciones equidistantes en el tiempo a partir de simu-
laciones de equilibrio. Por ejemplo, en una simulacién de 300 ns, se pueden
descartar los primeros 100 ns y seleccionar 100 conformaciones separadas

cada 2 ns.

2.6. Calculos de energia libre de activavion AG*

En la seccién anterior se explicé en detalle la teoria para obtener la ener-
gia libre de un proceso a través de transformaciones alquimicas. Estos en-
foques han tenido éxito en procesos tales como union de farmacos a dianas
biomoleculares, estabilidad térmica de proteinas o energias de solvatacion
de moléculas organicas. Notar que todos los procesos anteriormente mencio-
nados corresponden a transformaciones donde los estados inicial y final se
encuentran en equilibrio, por lo tanto, son propiedades termodindmicas. Da-
do que este trabajo se enfoca principalmente en las propiedades cataliticas de
las enzimas, se debe introducir la teoria que conecta la cinética quimica con
la termodindmica. Esta seccion busca introducir al lector a la definicion de la
energfa libre de activacién AG* a través de la teorfa del estado de transicién.

La velocidad de reaccion se entiende por la medida de avance de una

reaccion en funcion del tiempo. Para una reaccion unimolecular de primer
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orden, la velocidad de la reaccion viene dado por:
[A], = [A]oke ™™ (2.38)

donde la concentracion del reactante A a lo largo del tiempo t va desapare-
ciendo, siedo k la constante de la reaccion de primer orden. Para la mayoria
de reacciones enzimadticas sujetas a ser de cardcter "Michaeliano", se puede
asumir que son de primer orden y la constante de reaccion se define como
kcqr- Una de las teorias més utilizadas que permite hacer una conexion entre
esta propiedad cinética y la mecdnica estadistica es la teoria del estado de

transicion® (TST). En esta teorfa se asumen 4 suposiciones:

= [a aproximacion de Born-Oppenheimer es valida a lo largo de toda la

reaccion
= Los nicleos a lo largo de la reaccion exhiben un comportamiento clasico

= Existe un equilibrio térmico entre el estado de reactante y el de transi-
cion
» Una vez cruzado el estado de transicion este continuara hacia el camino

de los productos sin retornar a los reactantes nuevamente

Si estas 4 suposiciones son validas la constante catalitica puede obtenerse a
través de:

knT _acH
kear = BTe kT (2.39)
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La ecuacion 2.39 nos permite relacionar una propiedad cinética como lo es
la constante de velocidad de una reaccidon quimica con una propiedad termo-
dinamica llamada la energia libre de activacion AG*. Excluyendo las reac-
ciones cataliticas fotoquimicas o de transferencia electronica, las 3 primeras
condiciones pueden ser asumidas a cumplirse en la mayoria de los casos®’.
La cuarta condicion, sin embargo, suele fallar debido a difusiones del sistema
hacia coordenadas ortogonales a la coordenada de reaccién que permiten vol-

ver al estado de reactante. Sin embargo, la ecuacién 2.39 puede ser adaptada

para considerar este efecto, obtenienddse la denominada ecuacion de Eyring:

Kk:Te@BlTAGi) (2.40)

kcat —

donde el término x corresponde al coeficiente de transmision que tiene el
valor de 1 cuando una vez el cruzado el ET no vuelve areactante y 0 < Kk < 1
en el otro caso. Como se verd en las secciones siguientes, este trabajo esta
enfocado en calcular las diferencias en la energia libre de activacion AAG por
lo que asumiendo que Kk no varia entre enzimas, la condicion cuatro no es

necesaria para aplicar la TST.

2.6.1. Método de la cuerda adaptativa

Anteriormente se defini6 la TST que asume la existencia de un camino

de reaccion conectando reactantes y productos a través de una coordenada
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especifica. Considerando el rango del coeficiente de transmision, se puede
deducir que la TST siempre entregard un valor igual o mayor a la constante
de velocidad real. Esto define a la teoria del estado de transicién como un li-
mite superior al valor real de k.., permitiendo aplicar el principio variacional
a la minimizacion de la energia. Esto se conoce como el camino de minima
energia libre o Minimum Free Energy Path(MFEP) por sus siglas en inglés y
comprende la base de muchos métodos para encontrar el perfil de reaccion.
Para reacciones modelos en vacio como una disociacidén de un gas bimolecu-
lar, el camino de reaccion puede ser modelado por una simple coordenada de
reaccion: la distancia entre los nicleos. Sin embargo, si se aplica el mismo
principio a una reaccién en disolucién o con un gran nimero de grados de
libertad como es el caso de reacciones enzimaticas, el sistema cae en la bien
conocida "maldicion de la dimensionalidad". En cualquiera de las dos situa-
ciones, sin embargo, es necesario poder modelar la ruptura y formacion de
enlace, requiriéndose obligatoriamente el uso de enfoques mecanocudnticos,
los cuales pueden ser del tipo multiestado QM/MM para sistemas de gran
tamafio. Desafortunadamente aun utilizando tal tipo de enfoque el problema
comprende un amplio niumero de variables colectivas a definir (coordenadas
geométricas intra e intermoleculares), para poder capturar los grados de li-
bertad asociados con la reaccidon quimica. Ejemplificando con un sistema que
requiere de 3 variables colectivas (CVs) para describir una reaccion quimica,

métodos ampliamente utilizados como Umbrella Sampling(US) o metadina-
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mica fallan debido a que su costo computacional crece exponencialmente con
cada una de estas variables.

Una alternativa a esta problemética es el método de la cuerda adaptativa®!
(ASM) el cual comienza su formulacién utilizando la definiciéon formal de
MFEP para una reaccién que involucra D variables colectivas(0y, 6,, .., 0p):

dz(a)

o IM(a((e))VA(z) (@) @41

donde VA es el gradiente de la superficie de energia libre D-dimensional en
el punto z(a¢) y M es el tensor métrico de distancia que puede entender-
se como un objeto matemdtico que permite encontrar la distancia entre dos
puntos en el hiperespacio construido por las CVs y que suelen tener distin-
ta naturaleza (ej: angulos, distancias euclideas, dihedros, hibridaciones, etc).
La ecuacion 2.41 define que para obtener el camino de minima energia libre
el sistema debe evolucionar de tal manera que el gradiente de la energia li-
bre perpendicular(||) al camino de reaccién debe ser minimizado hasta que
desaparezca. En este punto el camino que conecta reactantes y productos ob-
tenido es el trayecto mds corto y siempre corresponde a un minimo local en la
direccion ortogonal a este. En la prictica este camino se construye a través de
un vector z( ) que se denomina la cuerda y que se discretiza en un nimero

finito de n nodos:

2(a) = (21(0t), 22(Q0), .., 20 (1)) (2.42)
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donde « es la longitud del arco formado por la cuerda. De esta forma cada
uno de los nodos puede ir minimizando la energia en cada instante t sujeto a

la siguiente ecuacion:

vzi(t) = M(xi(2)) K (6 (x;) — z:) (2.43)

donde ¥ corresponde a un factor de amortiguamiento que da cuenta de la
velocidad con la que se mueve la cuerda y M corresponde al tensor métrico

anteriormente mencionado donde cada elemento es definido como:

© 96i(x) 1 96;(x)

M;; = Z

ka niy, 8xk (244)

con my, siendo la masa asociada con la k-ésima coordenada cartesiana. La
ecuacion 2.43 da cuenta de un proceso de evolucién temporal donde las po-
siciones de los nodos que conforman el camino de la cuerda son actualizados
bajo el gradiente que genera el tensor métrico M. Este movimiento se ve su-
jeto a la condicidn de explorar zonas cercanas a la vecindad de la posicion
del nodo en la iteracion anterior z;. Cualquier desviacion de esta posicion de
referencia genera una fuerza determinada por las constantes contenidas en la
matriz K. Un evidente problema con el esquema anteriormente presentado es
que inevitablemente la evolucion de la cuerda culminard en una acumulacién
de los nodos en los minimos mds cercanos. Para evitar este colapso, la cuerda

es interpolada después de cada actualizacion de los nodos utilizando la lon-
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gitud del arco que forma y posicionando cada nodo de manera equisdistante:

;:g<i_1L) (2.45)

n—1

donde { es una interpolacién de la cuerda, n es el ndmero total de nodos que
conforman la cuerda y L la longitud del arco. Con la ecuacion 2.45 la cuerda
puede converger al camino de minima energia libre que transforma reactantes
en productos. En este trabajo se emplea la cuerda adaptativa, la cual genera
constantes de fuerza asociadas a los elementos de la matriz K. Estas constan-
tes son distintas para la coordenada de reaccidn y para la direccién ortogonal
a esta, y se actualizan a lo largo de la evolucion de la cuerda. Una vez que el
camino ha convergido, tanto la posicion de los nodos como las constantes de
fuerza pueden utilizarse como ventanas para aplicar la metodologia de Um-
brella Sampling. Esto permite obtener con precision la energia libre a lo largo

del camino en cada nodo.

2.7. Calculos de energia libre de activacion rela-

tiva mediante transformaciones alquimicas

Anteriormente se detall6 como obtener el perfil de energia libre a lo lar-
go de la coordenada de reaccion la cual puede involucrar multiples variables

colectivas. Lo anterior nos entrega una forma explicita de calcular la energia
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libre de activacién AG* restando la energfa libre del colectivo de estados de
transicion menos la energia libre del colectivo que conforman los reactantes.
La principal desventaja radica en el alto costo computacional asociado. En es-
te trabajo se presenta una alternativa al método de la cuerda para situaciones
en las que se requiera calcular la diferencia en la energia libre de activacion
AAG#, producto de una mutacién o un cambio en el catalizador, en lugar de
la energia de activacion en si. Partiendo de la suposicién que para reacciones
de multiples pasos el estado de transicion y por ende el paso limitante de la
reaccion no se ve afectado por la mutacion, la diferencia en la energia libre de
activacion puede calcularse mediante transformaciones alquimicas. La figura
1.1 muestra que esta energia libre relativa puede calcularse indirectamente
aprovechando que esta propiedad es una funcién de estado y no depende del
camino por el cual es obtenido. De esta forma si se calcula la energia libre
asociado a mutar una enzima en el estado de transicion y se resta la energia
libre del mismo proceso en el estado reactante, se puede obtener la varia-
cion de la energia libre de activacion debida a la mutacion sin la necesidad
de describir la ruptura y formacién de enlaces. Tales transformaciones com-
prenden procesos alquimicos que pueden modelarse en su totalidad mediante
simulaciones de dindmica molecular cldsica con los métodos presentados an-
teriormente para estimar el cambio de la energia libre, reduciendo el costo
computacional considerablemente. Sin embargo, tal enfoque implica ser ca-

paz de poder modelar los estados de transicion mediante campos de fuerza.
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2.7.1. Derivacion de un campo de fuerza para estados de

transicion

Como se describi6 en secciones anteriores un campo de fuerza se compo-
ne de funciones matemadticas que describen las interacciones no-enlazantes
y enlazantes para un determinado estado. Para poder modelar un estado de
transicion (o cualquier punto estacionario) en principio se necesitan 3 com-

ponentes:
= [a geometria del estado de transicion
» [a densidad electrénica de las especies que conforman el ET

» Las fuerzas asociadas a los desplazamientos de los dtomos bajo una
aproximacion armonica y ponderados por la masa, lo que permite cons-

truir la llamada matriz hessiana H

Los primeros dos componentes nos permiten obtener los pardmetros no en-
lazantes mediante la teorfa de dtomos en moléculas!?®.Esta teorfa permite
asignar densidades de probabilidad en el espacio en cada punto r a cada uno

de los dtomos i de acuerdo con la siguiente expresion:

N atoms

pmol(r) = Z Pi(r) (2.46)
i=1
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Existen diversas formas de definir la densidad atdmica, basadas, por ejemplo,
en la existencia o ausencia de solapamiento entre las densidades electronicas.
Cada uno de estos enfoques se conoce como un método de particion. Este
trabajo se centrara en la familia de métodos Hirshfeld'3°, los cuales definen

la densidad atomica como:

N, atoms

Pi(r) = @; (1) Pror (1), ; w;(r) =1 (2.47)

donde @;(r) representa el peso asignado a la densidad electrénica molecular
correspondiente al 4&tomo i en el punto r del espacio, cumpliendo la condicién
de que la suma de todos los pesos en un mismo punto sea igual a 1. Luego,
para un atomo A, con carga nuclear Z4 y densidad electrénica atomica pa (r),
la poblacién electrénica atomica (N4) y la carga atomica (g4) se calculan

mediante:

gar =Za —Nao =24 — /pA(r) dr (2.48)

El volumen atémico V4 a su vez se define como el tercer momento radial de

la densidad electronica atomica:

Vy= / Ir— Ry’ pa(r)dr (2.49)

La formalizacién de Tkatchenko-Scheffler'9? se utiliza para calcular el co-

eficiente de dispersion Cg 4 de un dtomo A en una molécula basado en los
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volumenes calculados. Este coeficiente se obtiene al reescalar el coeficien-
te Ce.a,free del dtomo aislado correspondiente, utilizando el cuadrado de la
razén de los volimenes atémicos entre el &tomo en la molécula y su estado

aislado (V4 free):

2
%
<—A>>> C6,A,free (250)

Coa =
<VA7free

Y

Los radios de Van der Waals (R, ;) de los atomos en la molécula pueden ser

aproximados mediante la relacién de Fedorov-Tkatchenko !3!:

Rogw = 2,540/

- (Va) (2.51)
OA = OA free <VA—f>

donde a4 y @ free corresponden a la polarizabilidad estatica atomica del ato-
mo A en la molécula y en el vacio, respectivamente. A partir de estos pardme-
tros, es posible determinar los pardmetros de la interaccion de Lennard-Jones
(¢ y 0) entre dos dtomos idénticos. La energia en el minimo del potencial se
define como Vi, = —&, y los pardmetros se calculan a partir de Cg y R, 4w

definidos en las ecuaciones (2.50) y (2.51):

Fmin 2RyawaA

OA = ! !
6 6
2.52
o Co.A _ Co.A (2.52)
A7 405 27RS,

Las interacciones enlazantes por su parte requieren un proceso de dos pa-
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sos que implica tener caracterizado el estado de transicion en la superficie de
energia potencial, el cual es definido como un punto de silla con un modo nor-
mal imaginario el cual se proyecta en direccion a la coordenada de reaccion.
Al ser un maximo en esta direccion, corresponde a un estado de alta energia
que sin fuerzas externas cae a los minimos cercanos. Sin embargo, Rosales y
colaboradores 3% postulan que este punto de silla puede ser transformado en

un minimo artificial a través de una modificacion de la hessiana:

Hv =Av (2.53)

donde H es la Hessiana, v son los vectores propios y A son los valores pro-
pios. De la ecuacién 2.53 se obtienen los valores propios a través de la reso-
lucién del polinomio caracteristico. Luego, se realiza la modificacién de los

valores propios negativos, transformandolos a 1.0 unidad atémica:

1,0 siA; <O,
A= (2.54)

i
)L,' si l,' > 0,

donde finalmente, la Hessiana transformada H' se obtiene como:

H = vA'vT (2.55)

donde A’ es la matriz diagonal con los valores propios modificados y v son los
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vectores propios de H. Este algoritmo sustenta la base del método Q2MM,
donde los parametros no enlazados son obtenidos por ajuste de los modos
normales vibracionales cldsicos para reproducir los modos normales cuan-
ticos. Dada la poca informacion de referencia y que la funcién objetivo en
la optimizacion de los pardmetros no tiene solucion unica (multiples combi-
naciones de parametros enlazantes pueden entregar un mismo valor propio),
hace de esta parametrizacién un método cuestionable.

Sin embargo, teniendo la matriz hessiana calculada, se puede utilizar el
método de proyecciones de fuerzas postulado por Seminario!?3, donde los
modos normales son proyectados a lo largo de enlaces y dngulos obtenién-
dose las constantes de fuerza. Este enfoque comienza dividiendo la hessiana
en matrices con dimensiones 3 X 3. Estas matrices contienen las fuerzas aso-
ciadas al movimiento de dos dtomos. De lo anterior resulta evidente que te-
niendo un 4tomo A y B es posible proyectar los vectores propios de la matriz
3 x 3 sobre el vector que forma el enlace entre dichos 4tomos para obtener la

fuerza:

3
K, = ; kP | uAB . vAP| (2.56)

l
donde k; es el valor propio (constante de fuerza) asociado al vector propio v; y

AB corresponde al vector que forma el enlace. Dado que la matriz hessiana se

u
obtiene de una geometria refinada, las distancias de equilibrio son obtenidas

directamente de las coordenadas del sistema. Para los parametros angulares

71



se construye el dngulo por medio de dos vectores ortonormales a los enlaces
que construyen el dngulo. La proyeccion de las fuerzas sobre dichos vectores

permite construir la constante de fuerza angular como:

1 1+ Z"N”'“I;i]ﬁpﬂz_l 1+ 15 |”I;1”1PC[‘2_1
—= ~ + — (2.57)
ko R3 3Kpa RZ;Kpc

siendo u!y u los vectores perpendiculares a los enlaces que construyen
el angulo en cuestion y N(M) comprenden el nimero de dngulos que tienen
como dtomo central a B y ejercen fuerzas sobre el enlace AB(BC). Por tltimo,

K se define como:
3
ab ab
i=1

u.v (2.58)

de la misma forma como se define la constante de fuerza de enlace en la
ecuacion 2.56. De esta forma se puede obtener los pardmetros minimos para
generar la contribucion enlazante del estado de transicion. Los diedros son
obtenidos directamente de campos de fuerza generalizado, debido a que pro-
cesos de optimizacidn por ajuste se encuentran fuera del alcance de este tra-
bajo. Finalmente agrupando los términos enlazantes y no enlazantes, se logra
construir un campo de fuerza para el estado de transicion basado en su totali-
dad en primeros principios. El complejo de Michaelis-Menten a su vez, puede
ser obtenido de campos de fuerza generalizados y refinar sus pardmetros no

enlazantes de la misma forma en que se parametrizé el ET. Con los campos
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de fuerza derivados, se tienen todos los componentes para poder aplicar las
transformaciones alquimicas a cdlculos de energias de activacion relativas.
En el siguiente capitulo se exponen y discuten los resultados obtenidos por

esta metodologia aplicada a sistemas enzimaéticos.
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3. Resultados y Discusion

La catdlisis enzimdtica es uno de los procesos bioquimicos més especifi-
cos y eficientes de la naturaleza, utilizado en medicina, industria e investiga-
cién'34. Sin embargo, la creciente demanda de catalizadores més eficientes
para la produccién de compuestos de interés y la reduccion del impacto am-
biental ha impulsado el desarrollo de nuevas estrategias. La evolucion dirigi-
da, una técnica para mejorar enzimas, requiere multiples intentos y recursos
significativos debido a la naturaleza aleatoria de las mutaciones, lo que la hace
costosa y poco viable para aplicaciones industriales frecuentes. Para optimi-
zar este proceso, han surgido enfoques computacionales y estadisticos que
buscan predecir mutaciones con caracteristicas deseadas, reduciendo la ex-
perimentacion en laboratorio. Dentro de los métodos computacionales, cabe
destacar el constante crecimiento en el uso de enfoques basados en inteligen-
cia artificial >, Debido a que la catdlisis enzimdtica involucra la ruptura y
formacion de enlaces quimicos, la mayoria de los enfoques computacionales
son basados en la quimica cudntica, lo que conlleva un alto costo compu-
tacional. En este trabajo, se propone una alternativa mds eficiente basada en
transformaciones alquimicas de no-equilibrio para predecir los cambios en la

barrera de activacion de enzimas inducidas por mutaciones.

74



Esta seccion presenta y analiza los resultados més relevantes de la tesis
doctoral. En primer lugar, se describe la implementacion de la metodologia,
junto a un andlisis de rendimiento, que permitié optimizar el conjunto de
parametros para equilibrar costo computacional y precision, seguido de su
validacién en la enzima Crotonil-CoA Carboxilasa/Reductasa(CCR) de Ki-
tasatospora Setae. Posteriormente, se aborda la derivacion y evaluacion de
pardmetros no enlazantes para cadenas laterales de aminoécidos, a modo de
mejorar la descripcion de las interacciones en el sitio activo, para luego poder
aplicar estos nuevos parametros al sistema CCR.

Como segundo caso de validacion, se estudia la enzima Dihidrofolato Re-
ductasa (DHFR), para la cual existen datos experimentales y computacionales
de energia libre en tres mutantes. Finalmente, la metodologia se aplica a la
enzima Old Yellow Enzyme (OYE), determinando su perfil de energia libre a
lo largo de la coordenada de reaccion para identificar el paso limitante de una
nueva reaccion aldélica. Con el estado de transicion caracterizado, se emplea
el enfoque de no-equilibrio para identificar variantes con mayor eficiencia ca-
talitica que la mutante Y 187F, variante disefiada para realizar la catélisis de

la nueva reaccion aldolica.
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3.1. Validacion de las transformaciones alquimi-

cas de no-equilibrio en la enzima Crotonil-

CoA Carboxilasa/Reductasa CCR

En el contexto de este proyecto, las transformaciones alquimicas de no
equilibrio han surgido como una metodologia prometedora para evaluar las
propiedades cinéticas de las proteinas, proporcionando informacién detalla-
da sobre la reactividad de variantes enzimdticas. La implementacion y vali-
dacion de estas técnicas resulta fundamental para su aplicacion en el disefio
racional de proteinas, permitiendo no solo comprender los efectos de mu-
taciones especificas, sino también optimizar la actividad enzimadtica con un
enfoque cuantitativo. Por lo tanto, el primer objetivo de este trabajo com-
prende la implementacion y validacion de las transformaciones alquimicas
de no-equilibrio como una herramienta para determinar el cambio en la ener-
gia libre de activacion producto de mutaciones en sistemas enzimdticos. Para
poder obtener esta propiedad se define el ciclo termodindmico que permite
determinar la energia libre relativa indirectamente a través de los procesos
alquimicos. La figura 1.1 muestra que la energia libre de activacion se aso-
cia al proceso de transformar el complejo de Michaelis-Menten (CMM) en el
estado de transicion (ET).

Para dos sistemas enzimdticos distintos, se deduce que la diferencia en
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tales barreras de activacion puede obtenerse indirectamente a través de trans-
formaciones alquimicas en el CMM y ET:

AANG* = AGyame —AGE, = AGEE" — AGHS, 3.1)

silvestre —

donde AGA!“" indica el cambio de energfa libre producto de mutar un resi-
duo desde la enzima silvestre a la mutante. Este ciclo termodindmico sera
utilizado en todo este trabajo, por lo que la metodologia consiste en realizar
simulaciones de los estados de transicion y CMM en conjunto a transforma-
ciones alquimicas que consideren mutar aminoéacidos en cada uno de estos
dos estados.

Todas las mutaciones son realizadas con el paquete PMX 3, el cual genera
estructuras y topologias hibridas para una descripcion basada en mecanica
molecular de todo el sistema. Las energias libres asociadas a las mutaciones
se obtienen, como es discutido en la metodologia, mediante un parametro A,
el cual interpola las interacciones entre una variante y otra de acuerdo a su
implementacién en el paquete de dindmica molecular GROMACS 6.

Definido el ciclo termodindmico, el protocolo para poder obtener las va-
riaciones en la energia libre de activacion inicia bajo la suposicién de que se

cumplen dos condiciones:

= El complejo de Michaelis-Menten y el estado de transicién son conoci-

dos
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= [as conformaciones para ambos estados se encuentran disponibles

Si estas condiciones son cumplidas, se procede con la parametrizacion del
sistema molecular en el CMM y ET. Los sustratos de reacciones catalizadas
por enzimas a menudo involucran moléculas bien comportadas, en el sentido
de que pueden ser parametrizadas en su totalidad mediante campos de fuerza
generalizados. En este trabajo se utiliza el campo de fuerza CGENFF*® para
obtener los pardmetros iniciales.

Dado que los parametros no enlazantes en CGENFF se calculan en vacio,
no incorporan el efecto del entorno enzimatico. Para tener en cuenta esta in-
fluencia, los parametros no enlazantes son modificados y se derivan utilizando
una estructura representativa del CMM. A partir de esta conformacion, se ob-
tiene la densidad electrénica del sustrato mediante cdlculos de punto aislado
con la metodologia multiestado QM/MM. La densidad electrénica es poste-
riormente particionada para finalmente obtener los parametros. Para describir
el sustrato en la region QM se utiliz6 la teoria del funcional de la densidad con
el nivel de teoria B3LYP/def2-tzvpd 137138, Como se mencioné en el capitulo
anterior, esta densidad se ve polarizada por la zona MM, que en este caso
particular incluye la enzima, moléculas de solvente e iones. Luego de esto, la
densidad electrénica es divida y asignada a cada 4&tomo mediante un método
de particion basado en la teoria de dtomos-en-molécules3? (AIM). Con la
densidad electrénica particionada se calculan las nuevas cargas y parametros

de Lennard-Jones de acuerdo a lo establecido en la metodologia detallada en
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el capitulo 2.7.1, para luego reemplazar los antiguos parametros del campo
de fuerza inicial.

La parametrizacion del estado de transicidén por su parte, comprende uno
de los mayores desafios de este trabajo. De forma similar al CMM, utilizan-
do la estructura del estado de transicion, se realiza un calculo QM/MM para
obtener la densidad polarizada, la cual posteriormente es particionada, para
derivar los parametros no-enlazantes. Sin embargo, debido a que las estruc-
turas de los estados de transicion a menudo violan las reglas quimicas con las
que se construyen los campos de fuerza generalizados (valencia, geometrias,
etc.), no se pueden aplicar estos métodos para obtener pardmetros enlazantes
iniciales. Como aproximacién mds simple, se ha postulado el uso de poten-
ciales armoénicos que restringen distancias y angulos para mantener la geome-
tria del ET, a esta aproximacion se le llamard la parametrizacion armonica.
En este enfoque se utilizan los pardmetros enlazantes de los reactantes y se
guia hacia la geometria del ET a través de potenciales externos adicionales,
los cuales son escogidos mediante inspeccion de los grados de libertad més
relevantes ligados a la conformacién '%.

Como alternativa a este enfoque, en este trabajo se propone una solucién
mads rigurosa y que representa correctamente los modos normales ortogonales
del ET. En comparacion a la parametrizacion por restricciones, este nuevo
método no es arbitrario en la eleccion de cudles grados de libertad deben ser

restringidos para mantener el ET. Por el contrario, todos los pardmetros de

79



enlaces y angulos involucrados en la formacion del ET son derivados desde
un enfoque mecanocudntico, confiriendo una generalizacion al método que
no requiere intervencion por parte del usuario.

Iniciando de la estructura del estado de transicion en la superficie de ener-
gia libre, se realiza una busqueda del ET sobre la superficie de energia po-
tencial (SEP), el cudl se caracteriza por tener una sola frecuencia imaginaria
representada como un valor propio negativo en la hessiana. Utilizando el al-

614! ge obtiene la estructura

goritmo de Berny '*? implementado en Gaussian1
del ET, desde el cual se puede extraer su geometria y la matriz hessiana. Con
los resultados del paso anterior y las ecuaciones 2.53, 2.54 y 2.55, se puede
transformar la matriz hessiana en una nueva matriz que convierte al punto de
silla que define al ET sobre la SEP en un minimo. Esta transformacion per-
mite definir nuevos valores y vectores propios, de los cuales pueden derivarse
las fuerzas que confinan al estado de transicion en una vecindad cercana, evi-
tando asi, que caiga en algin otro minimo. Esta nueva matriz hessiana que
contiene la informacién respecto al movimiento correlacionado de los ato-
mos es utilizada para obtener los pardmetros enlazantes mediante el método
de seminario modificado!33 (ecuaciones 2.56, 2.57 y 2.58).

Los procedimientos detallados en el parrafo anterior, entregan dos alter-
nativas para poder obtener un campo de fuerza para el estado de transicion

que puede ser utilizado en las transformaciones alquimicas. Las interaccio-

nes entre los 4&tomos que componen la enzima, iones y moléculas de agua se
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realizan mediante campos de fuerzas establecidos, siendo el campo de fuerza
CHARMM36m 42, el elegido debido a su capacidad para modelar precisa-
mente los cambios conformacionales en proteinas.

Una vez obtenido el campo de fuerza para el sistema completo, la genera-
cion de las estructuras hibridas, estructuras que poseen atomos de la enzima
silvestre y mutante, y sus respectivas topologias, se procede a preparar y pro-
ducir simulaciones de equilibrio para cada estado y cada variante enzimatica.
De las simulaciones de equilibrio se extraen conformaciones que se asumen
independientes y permiten construir una distribucion de Boltzmann de equi-
librio. Estas conformaciones son transformadas de una variante enzimatica
en otra a través de transformaciones alquimicas de no-equilibrio. El detalle
de todas las simulaciones puede ser encontrado en el Anexo C. El cambio
de energia potencial en funcién del pardmetro de transformacién A es obte-
nido e integrado para cada conformacion, obteniendo una serie de trabajos,
los cuales son utilizados para obtener la energia libre del proceso alquimico
mediante algunos de los estimadores descritos en el capitulo 2.5.1. Aplican-
do este protocolo en el estado de transicion y CMM se obtiene el cambio en
la energia libre de activacion. La figura 3.1 muestra un flujo de trabajo que
resume el protocolo establecido.

Una vez definido el protocolo, este es aplicado a la enzima CCR con el
fin de validarlo como alternativa para el cdlculo de AAG*. La enzima CCR

cataliza la transferencia de hidruro desde la coenzima Nicotinamina Adenina
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Figura 3.1: Diagrama de flujo para la estimacién de AAG* mediante transformaciones
alquimicas. Utilizando el camino de minima energia libre, campos de fuerza para el
CMM vy estado de transicion son derivados. En conjunto a estructuras de partida,
estos son utilizados para realizar simulaciones de MD en Gromacs.Posteriormente,
los datos son procesados con PMX para estimar los valores de energia libre.

82



(A) (B) (©) S
» Nsly{" ’ Net ,-( UNADP*

fiINADPH ¥
F170) tJ&: | F170 co2 40,&"3/
) 4.0

gs CO; l?/

. H365 E171 4 izes
oy E171 )C\/M »

(D) NB/ NADP (E) Ns;/ ZS (F) NE? I}

'.‘NADP* NADP*

F170 gy A &;‘ FI70 AN L oo F17o0 M
. coz co)"z':;' '. "y 4 %

H365 ) H365

Figura 3.2: La figura A muestra el perfil de reaccion de carboxilacion para el sistema
CCR mostrando una alta primera barrera de activacion que corresponde a la forma-
cién del enolato. La figura B, C y F, corresponden a las estructuras del complejo
Enzima+sustrato, estado de transicion y complejo Enzima-producto respectivamen-
te. Las figuras D y E son estructuras intermediarias de la reaccion. El perfil junto a
las estructuras corresponde a resultados del trabajo previo de Recabarren y colabo-
radores '3

Dinucleétido Fosfato (NADPH) hacia una molécula de Crotonil-CoA (Figu-
ra 3.2). Esta transferencia corresponde al paso limitante de la reaccion. En
una segunda etapa el enolato formado puede atacar a un hidrégeno electrofi-
lico generando el producto reducido o bien reaccionar con CO, para generar
el producto carboxilado. La figura 3.2 muestra el perfil de energia libre de
la reaccion de CCR, donde se observa que la barrera de activacion maés alta
corresponde al primer paso de la reaccion. Por otro lado, cercano a la zona
donde ocurre la transferencia del hidruro se observan 4 residuos, de los cuales

se tiene evidencia experimental y computacional de ser claves en el funciona-
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miento de CCR’3, N81, F170, E171 y H365. El rol de estos aminoécidos fue
evaluado al mutar cada uno de los residuos de manera individual por leucina,
alanina, alanina y asparragina respectivamente. El estudio anterior permitid
obtener las constantes cataliticas. Aplicando la ecuacion de Eyring y asu-
miendo que el factor de transmisién no varia entre mutantes, los valores de

AAG* se muestran en la tabla 3.1:

Tabla 3.1: Diferencia de energia libre de activacion experimental en kJ/mol de las
mutantes: N81L, F170A, E171A y H365N. Los valores son obtenidos a partir de las
constantes cataliticas reportadas en ref’8. N.D: no determinado

Mutaciones E171A | H365N | NSIL | F170A
AAG!_ (KJ/mol) | 6.6 7.5 N.D 6.1

exp

El hecho de obtener valores experimentales reportados y que el error aso-
ciado a la energia libre de activacion relativa sea cercano a cero (dada la
relacion exponencial entre k.o y AAG?), vuelve a CCR un sistema idéneo
para evaluar y validar el desempefio de la metodologia propuesta.

A la fecha de hoy y a conocimiento de los autores este trabajo comprende
la primera vez que se postula a las transformaciones alquimicas de no equili-
brio como metodologia para evaluar la energia libre de activacion. Debido a
esto, como primer paso, se propuso realizar un andlisis de rendimiento para

poder definir variables tales como:

= la velocidad de la transformacién dado el tamafio de paso AA.

= el nimero de conformaciones de equilibrio a utilizar durante la etapa de
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no-equilibrio

Para esto se utiliz6 la mutante F170A de la enzima CCR debido a que esta
mutacion implica la mayor perturbacion en términos del volumen ocupado
de la cadena lateral en el sitio activo. Ademads, existen estudios que proponen
a este residuo como una pieza clave en mantener organizado el sitio cataliti-
co’8. Todas estas caracteristicas hacen de F170A un sistema desafiante dado
que, como se menciond en capitulos anteriores, la precision de las transfor-
maciones alquimicas dependera del colectivo de conformaciones obtenidas
en equilibrio y de la magnitud de la perturbacién involucrada, en conjunto a
la calidad del campo de fuerza.

Considerando un total de 4 diferentes tiempos de transformacion alquimi-
ca y 3 tamafios de conjuntos de configuraciones de equilibrio para las trans-
formaciones, la tabla 3.2 muestra el valor de AAG* para cada combinacién de

parametros:

Tabla 3.2: Andlisis de la robustez en la estimacién de AAG*[kJ/mol], para el sistema
F170A. Se evaluan diferentes velocidades de transformacion y nimero de conforma-
ciones utilizadas

Tiempo (ps) | 100 Confs | 150 Confs | 300 Confs
80 0.7+£1.0 | -02+1.5 | 1.0+0.9
100 02+05 | -024+1.6 | -02+ 1.5
160 0.1£0.7 | -0.1 £1.4 | -0.6+ 1.2
200 03+1.0 | -0.1£1.2 | -04+14

Los valores obtenidos corresponden a 3 simulaciones independientes de
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F170A de 40ns cada una, donde se descartaron los primeros 15ns y se selec-
cionaron las conformaciones a transformar de los 25ns restantes. El protocolo
anterior aplica tanto para el ET como para CMM en la enzima silvestre y la
mutante A170, lo que implica un total de 4 simulaciones de equilibrio, don-
de se modificaron las cargas atomicas del sustrato en ambos estados y se
utiliz6 la aproximacion armonica para el estado de transicion. Los valores
reportados corresponden al promedio de las 3 réplicas con su respectiva des-
viacion estdndar. Los detalles de las simulaciones de equilibrio en conjunto a
los parametros para las transformaciones de no equilibrio, se encuentran en
el anexo C. Como se observa en la tabla 3.2, los valores de AAG* no varian
con el numero de conformaciones a transformar o el largo de la simulacion de
transformacion. Los valores oscilan alrededor de 0 kJ muy por debajo del va-
lor experimental, pero dado que esta parte del estudio implica un anélisis de
la robustez del método, se limita a discutir s6lo tal aspecto. En funcién de los
resultados obtenidos y considerando el objetivo de este trabajo, para la vali-
dacion del método se utilizara el conjunto de pardmetros que mejor optimizan
el protocolo, siendo el numero de conformaciones y el largo de la transfor-
macion alquimica 100 estructuras y 80 ps respectivamente. Cabe destacar que
valores inferiores a los utilizados en este andlisis, no logran convergencia en
los resultados seguin reporta Aldeghi y colaboradores para transformaciones
alquimicas de no equilibrio .

Una vez aplicado el andlisis de robustez, se procedi6 a analizar el desem-
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pefio del protocolo en las 4 mutantes de CCR. Por motivos computacionales
y dada la robustez de los resultados, en lugar de hacer 3 réplicas de 40 ns de
las cuales se extraen un total de 75 ns, se opt6 por realizar una unica réplica
de 100 ns de los cuales se descartan los primeros 25 ns, tiempo asociado a
la equilibracion de los sistemas. Posteriormente se generaron las transforma-
ciones alquimicas de 100 conformaciones extraidas de los 75 ns restantes. La
elecccion anterior se realiza con el fin de poder abarcar un conjunto confor-
maciones sujetas a una distribucién de Boltzmann en equilibrio. La tabla 3.3
muestra los valores de AAG* utilizando la parametrizacién arménica (rest) y
la parametrizacion explicita de la contribucion enlazante por medio el método

de Seminario(sem).

Tabla 3.3: Estimacion del cambio en la energia libre de activacion para las diferen-
tes mutantes de CCR. La descripcidon de las interacciones enlazantes en el estado
de transicién son modeladas usando restricciones mediante potenciales harménicos
externos [rest] o derivando nuevos constantes de fuerza mediante el método de Se-
minario [sem]

AAG;ZC E171A H365N NSIL F170A
Exp 6.6 7.5 N.D 6.1

q[rest] -3.8+1,0 | 5.0£1,0 | 6.0£1,0 | -0.4%1,0

ql[sem] -0.3+1,0 | 0.3£1,0 | -1.1£1,0 | -1.941,0

El primer sistema a analizar es la mutante E171A, el cual comprende
la transformacion de un glutamato cargado negativamente en un residuo de
alanina. Este residuo se encuentra cercano al sitio activo e interacciona di-

rectamente con una histidina de la cual existe evidencia de encontrarse en
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su estado doble protonado dado su valor de pK,'4’. La interaccién anterior
es mediada principalmente por un puente salino, fuerza intermolecular que
se pierde cuando el residuo de glutamato se sustituye por una alanina. Esta
hipétesis repercute directamente en el calculo de energia libre ya que segin
el estado de protonacion de H365 se obtendrdn distintos valores de energia
libre. El valor que mas se aproxima al resultado experimental corresponde
al estado protonado mas probable, concordando con hallazgos anteriormente
encontrados en el grupo de investigacion, lo que sustenta la hipétesis de la
doble protonacion.

El célculo de AAG* mediante transformaciones alquimicas predice una
estabilizacion del ET proponiendo a la mutante E171A como una mutacion
beneficiosa, en desacuerdo con la evidencia experimental. Esta discrepancia
se vé reducida al aplicar la parametrizacion enlazante de Seminario, predi-
ciendo que la mutante no genera un cambio significativo en la barrera de
activacion (-0.3 kJ/mol).

La segunda mutacion corresponde a H365N, donde 1a histidina doblemen-
te protonada mencionada en el parrafo anterior es sustituida por una asparra-
gina. Dado que en ambas variantes (H365 y N365) el residuo de glutamato
permanece desprotonado, la transformacion implica un cambio neto de la
carga total del sistema. Existe evidencia de artefactos generados por el trata-
miento de largo alcance de las interacciones electrostaticas cuando se realizan

transformaciones alquimicas de sistemas que no son neutros 44, Para sobre-
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Figura 3.3: Distancia entre el carbono donor y aceptor de hidruro a lo largo de la
simulacion de equilibrio del estado de transicién de la mutante H365N . La curva
naranja representa el comportamiento del sistema que posee una parametrizacion
enlazante mediante el método de Seminario. La curva azul, muestra las fluctuacio-
nes en la distancia, cuando se utilizan potenciales arménicos externos para mantener
la estructura del ET. La figura de la derecha muestra una conformacion de equilibrio
para el ET extraido del camino de minima energia libre, indicando la distancia pro-
medio de 2.7A.

llevar este problema, el sistema es simulado en conjunto a un tripéptido con
la cadena lateral central siendo el aminoacido opuesto al estado del sistema.
Cuando se simula a la enzima silvestre, este tripéptido tendrd una asparagina
y al momento de transformar la enzima silvestre en mutante, este residuo de
asparragina se transformard a su vez en una histidina doblemente protonada,
asegurando la neutralidad de la caja de simulacién en todo momento.

El valor obtenido para esta mutante es de 5.0 y 0.32 kJ/mol, cuando se
aplica la parametrizacién armoénica y de Seminario respectivamente. Si bien
pareciera que la parametrizacion de seminario empeora la prediccion, la Fi-

gura 3.3 muestra que la distancia entre el carbono donor de NADPH vy el
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carbono aceptor del crotonil-CoA cuando se aplica el primer tipo de parame-
trizacion oscila muy por enzima de la distancia requerida para considerarse
un ET (2.7A), en comparacién a la parametrizacién de Seminario. Lo anterior
entrega evidencia de que independiente de obtener un valor cercano al expe-
rimental, no existe un correcto muestreo del colectivo de configuraciones que
definen al estado de transicion, lo que invalida la TST. Cabe destacar que
los potenciales armoénicos de restricciOn tienen constantes de fuerza asocia-
das de 3000 kJ /nm?, por lo que la imposibilidad de mantener tales distancias
se debe principalmente a la corta distancia que caracteriza al ET y la pobre
descripcion del modelo. A modo de comparacion, el método de Seminario
exhibe distancia cercana a los 2.7 A, en acuerdo con evidencia anteriormente

reportada '3

y posee una baja oscilacion alrededor de este valor.
Considerando los resultados expuestos en el parrafo anterior, para las si-
guientes dos mutantes, se limitard a analizar solo los resultados referentes a
la parametrizacion mediante el método de Seminario. El tercer sistema com-
prende la sustitucion de la asparragina en la posicién 81 por un residuo de
leucina. Desafortunadamente, esta mutante no posee un valor experimental
reportado, debido a que se genera un aducto entre la coenzima y el crotonil-
CoA, provocando el bloqueo del proceso catalitico. Esta evidencia experi-
mental implica que en el sistema mutante, el reactante cruza hacia el inter-

mediario una Unica vez, para luego permanecer en €l, pero no da cuenta del

tamafio de la barrera, por lo que no existe un valor de referencia para compa-

90



rar.

Sin embargo, en el marco de la tesis doctoral de Aharon Gomez en el
laboratorio de investigacion del guia de esta tesis, se comprobd que el resi-
duo de asparagina estaria directamente involucrado en la generacién de los
sitios de union de CO;, impidiendo que el aducto pueda avanzar hacia los
productos.

El cuarto y ultimo sistema corresponde a F170A. Como se explicé an-
teriormente esta mutante altera el sitio catalitico permitiendo la entrada de
moléculas de solvente cuando el residuo 170 es sustituido por alanina. La
mutante F170A corresponde al sistema con menor precision y un valor de
AAG* de -1.9 kJ/mol, corroborando el gran desaffo que implica realizar una
modificacién altamente disruptiva, dado el tamafio del residuo a mutar. Lo
anterior deja expuesta la interrogante de si el modelo de campo de fuerza es
suficiente para una correcta prediccion.

Si bien todos los valores de AAG* calculados no incluyen una reparame-
trizacion de los pardmetros de LJ, debido a que no existe un anélisis sistema-
tico (no asf las cargas), de cuél esquema de particion es el mas adecuado para
derivar tales parametros, se decidi6 incluir el anélisis de estos parametros en
el siguiente capitulo. Se puede concluir, que dados los modelos de campo de
fuerza y esquemas de simulacion discutidos hasta ahora, las transformacio-
nes alquimicas predicen valores de AAG* con errores por sobre la precisién

quimica (4.2kJ/mol). Se espera que una mejora de las interacciones no cova-
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lentes mediante la reparametrizacion de las cargas atomicas y coeficientes de
LJ pueden reducir la brecha entre los valores calculados y los de referencia,

en concordancia con lo propuesto en la hipétesis de este trabajo.
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3.2. Derivacion de parametros no enlazantes pa-
ra aminoacidos mediante la teoria de atomos-

en-moléculas (AIM)

El segundo objetivo de esta tesis comprende la derivacion de pardmetros
no covalentes de las cadenas laterales de aminodacidos, el sustrato y la coen-
zima a partir de la densidad electrénica en el ambiente proteico. Lo anterior
con el fin de mejorar la descripcion de las interacciones en el sitio activo y
evaluar su efecto en cdlculos de la variacion de energia libre de activacion
sobre el sistema CCR. Debido a que para obtener tales pardmetros es nece-
sario en un primer paso particionar la densidad electronica y dado que existe
mas de un método para hacer esto, en este capitulo se expone la evaluacion
sistemdtica de una serie de esquemas de particion pertenecientes a la familia
Hirshfeld. Los pardmetros no enlazantes son utilizados para calcular las ener-
gias de interaccion electrostdticas, dispersion y repulsion, donde los valores
de referencia corresponden a calculos de interaccion basados en el método
Second Generation of Absolute Localized Molecular Orbital Energy Decom-
position Analysis'> (ALMO-EDA?2).

Los sistemas a evaluar comprenden dimeros de cadenas laterales de ami-
noacidos como también dipéptidos, como un modelo minimalista de inter-

acciones en una proteina. Este conjunto de prueba corresponde a la base de

93



datos recientemente reportada por Carter-Fenk et al. !4, desarrollada para el
estudio de interacciones 7 — 7. Esta base de datos incluye pares de amino4ci-
dos con carga positiva y negativa, hidrofilicos y aromadticos, representados en
la Figura 3.4. Para seleccionar la configuracion de los dimeros se utilizaron
descriptores geométricos, que permiten definir a una interaccién del tipo @
utilizando distancias y angulos'#’. Este conjunto de datos fué seleccionado
con el fin de evaluar los nuevos pardmetros no enlazantes en configuracio-
nes desafiantes, donde este tipo interacciones comprenden grupos funcionales
problematicos en terminos de parametrizacion. En adicién, la distancia a la
que ocurren las interacciones & — 7 ocurren en el regimen donde las densida-
des electronicas tienen un solapamiento considerable, haciéndo que modelos
de interaccion como el Coulémbico o el de Lennard-Jones presenten difi-
cultades al reproducir interacciones. Esto permite realizar una evaluacion lo
suficientemente estricta que permita identificar el conjunto de pardmetros no
covalentes mds Optimo.

Los calculos de quimica cudntica para obtener la densidad electrénica se
realizaron utilizando el software ORCA 543 en el nivel de teorfa U @B97X-
V/def2-TZVPD en fase gaseosa'3%14° Los archivos Molden generados son
procesados con IODATA ' para extraer nimeros atémicos, coordenadas y
los coeficientes de los orbitales moleculares. Los pardmetros no enlazantes
se calcularon utilizando herramientas de cédigo abierto, incluyendo HOR-

TON !, ChemTools %153 Grid !4, GBasis 12°-1°6 y una versién modificada
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del paquete DensPart. Todas las densidades moleculares y promoleculares se
calcularon utilizando una grilla de Becke-Lebedev implementada en HOR-
TON 2, con una resolucion insane y exp:5e-4:2e1:175:230 para la grilla mo-
lecular y atémica respectivamente 1.

Las energias de interaccion de referencia se tomaron de Ref. 146, donde
los cdlculos son realizados utilizando Q-Chem 5.2 158 al mismo nivel de teoria
que los célculos en ORCA realizados en este trabajo. Las energias de interac-
cion tipo campo de fuerza se calcularon con los pardmetros no enlazantes de-
rivados, de acuerdo con la ecuacion 2.9, diferenciando entre las interacciones
electrostéticas, atractivas de dispersion y repulsivas descritas por el potencial

de Lennard-Jones. El c6digo necesario para obtener dichas interacciones fue

escrito en el marco de esta tesis.

3.2.1. Interacciones electrostaticas

El primer analisis consiste en evaluar la precision de las cargas atomicas
obtenidas mediante métodos AIM para reproducir la energia de interaccion
electrosttica cldsica del andlisis ALMO-EDA2 10159 en cadenas laterales de
aminodcidos. Este andlisis emplea la densidad electrénica frozen (descrita en
el capitulo 2.2.3) de monOomeros, para calcular la interaccion electrostética
entre dimeros, excluyendo efectos de polarizacién y omitiendo efectos cuan-
ticos como la exclusion de Pauli.

Cuatro esquemas de particion son evaluados correspondientes a: Iterati-
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Figura 3.4: Pares de aminoacidos que forman 610 interacciones entre cadenas latera-
les en la base de datos de interacciones 7 — 7 !4, Estas interacciones se utilizan para
evaluar la efectividad de los pardmetros de fuerza no enlazante derivados de métodos
AIM. Los simbolos check y cross indican la presencia o ausencia de interacciones
entre pares respectivamente.
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ve Hirshfeld 160 (HI), Minimal Basis Iterative Stockholder'%' (MBIS) y los
esquemas recientemente implementados en este trabajo Additive Variatio-
nal Hirshfeld (AVH) y Minimal Basis Additive Variational Hirshfeld (AVH-
M) 162 En adicién, y a modo de comparacién con los pardmetros establecidos,
las energias de interaccion son calculadas usando las cargas de los campos de
fuerza AMBER99 1% y CHARMM?36m 42,

La distribucion de los errores absolutos y los errores absolutos medios
(MAE) en la Figura 3.5 muestran que los métodos AIM HI y MBIS, re-
producen la energia electrostatica clasica de ALMO-EDA con una preci-
sién comparable al campo de fuerza AMBER99 y con mejoras respecto a
CHARMM36, tanto en términos de MAE como de la mediana. Esta tenden-
cia es especialmente notable en aminodcidos cargados (Figura 3.5A). Por otro
lado, las interacciones entre cadenas laterales de caracter hidrofilico y aroma-
tico (Figura 3.5B) presentan errores absolutos y MAE menores debido a que
poseen interacciones electrostaticas débiles.

Al analizar las energias de interaccion electrostética calculadas con car-
gas atomicas de métodos AIM y campos de fuerza convencionales se observa
que estas presentan desviaciones sistemdticas respecto a los valores de refe-
rencia (Anexo A.1-A.4). Estos errores se ven incrementados a medida que las
cadenas laterales se acercan. El incremento en el error es atribuido al efec-
to de penetracion de carga, ya que la aproximacion de cargas puntuales no

considera la superposicion de densidades electronicas en los dimeros. Esta
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Figura 3.5: Errores absolutos en la energia de interaccion electrostatica clésica.
Las combinaciones de cadenas laterales se agrupan segin su naturaleza quimica:
A)Dimeros de residuos cargados, B) Otras combinaciones entre residuos aromaticos,
hidrofilicos y cargados. C) y D) muestran la misma distribucién de errores absolutos
que A) y B), pero considerando efectos de penetracion de carga. El error absoluto
medio (MAE) para cada método AIM o campo de fuerza se expresa en kJ/mol. La
caja se extiende desde el primer cuartil (Q1) hasta el tercer cuartil (Q3), con una li-
nea en la mediana. Los bigotes abarcan hasta el punto de datos més lejano dentro de
1.5 veces el rango intercuartilico (IQR). Los puntos atipicos corresponden a valores
fuera del rango de los bigotes.
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suposicion toma particular sentido al considerar que este efecto se vuelve
relevante a distancias cortas, donde la expansion multipolar atémica pierde
validez. Es justamente en este rango, donde se observan las desviaciones y
por lo tanto se puede aislar selectivamente el problema. Para demostrar esta
hipétesis se utilizé una funcion de energia electrostatica cldsica que consi-
derara el efecto de la penetracion de carga, pero manteniendo el tratamiento

clasico de cargas puntuales:

ZAZp + ZsNp

EP

elec — Z Z

AB>A TAB  ABSA

NaNp I
+ Z fdamp rAB + Z ;C\;;rpap (rAB) .
AB>A YAB AB>A TAB

fdamp (FAB>

NAZs (3.2)

Donde f4amp son funciones de amortiguamiento que reescalan la interaccion
en funcion de la distantia entre las &tomos. Z 'y N por su parte, corresponden
a la carga nuclear y poblacién electronica asignada a cada dtomo. En tér-
minos simples esta nueva funcion reescala cualquier interaccion que incluya
electrones, permaneciendo inalterada la repulsion nicleo-ntcleo. Las Figuras
3.5C y D muestran que incluir la correccion por penetracion de carga mejo-
ra significativamente la descripcion de las interacciones electrostaticas entre
cadenas laterales cargadas, polares y aromaticas. En dimeros cargados, la co-
rreccion impacta principalmente en los valores absolutos més altos, donde la
atraccion y repulsion son més fuertes (Anexo A.1 y A.2). Para interacciones

mads débiles, como las polares y aromaticas, la correcciéon también mejora la
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precision (Anexo A.3 y A.4). Tales resultados coinciden con estudios previos
que identifican la penetracion de carga como un factor clave en la descrip-
cion electrostatica de interacciones & — & en pares de bases de ADN y otros
sistemas aromdticos. 04163

La Figura 3.6 por su parte compara la energia electrostatica calculada
utilizando diferentes cargas atomicas que consideran la correccidn por pe-
netracion de carga, agrupando las interacciones segun su naturaleza quimica
con el fin de tener un andlisis més detallado. En esta figura se puede observar
que las cargas de AMBER99 presentan un error similar a los métodos MBIS
y HI. Por el contrario CHARMM36m muestra desviaciones marcadas, espe-
cialmente en las interacciones de residuos con cargas netas similares, donde
sobreestima la repulsion. Esta sobreestimacion puede deberse al protocolo de
parametrizacion en CHARMM, donde las cargas atbmicas son optimizadas
para reproducir interacciones entre grupos polares y moléculas de agua®®. Es-
te proceso se aleja de la metodologia basada en una molécula en fase gaseosa
(y, por lo tanto, de las propiedades derivadas de tales calculos) al incorporar
una respuesta de polarizacion implicita debido a la presencia de agua u otros
solutos en el entorno quimico. Entre los diferentes métodos AIM, MBIS y HI
tienen un rendimiento similar, mientras que los métodos variacionales AVH

y AVH-M muestran mayores desviaciones en los dimeros cargados que se

repelen con cargas iguales.
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Figura 3.6: Gréafico de paridad de la energia de interaccion electrostdtica clésica,
comparando los valores de referencia ALMO-EDAZ2 con la interaccion electrostati-
ca que incluye correcciones por penetracion de carga. Las interacciones son separa-
das segun los tipo: cargadas(+/-)-cargadas(+/-) (primera fila), cargadas(+)-cargadas(-
) (segunda fila), aromadticas-aromaticas e hidrofilicas-hidrofilicas (tercera fila).
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3.2.2. Interacciones de dispersion

El segundo tipo de interaccion a evaluar corresponde a las interacciones
de dispersion. Usando el modelo del oscilador de Drude, Pauli propuso que
la interaccion de dispersion entre 4tomos se representa por una combinacion
de términos que decaen con 1/r" (n = 6,8,10). Cada término estd relaciona-
do con la polarizabilidad atémica debido a fluctuaciones instantdneas en la
densidad electrénica, generando dipolos, cuadrupolos y multipolos de rango
superior. Mientras que los campos de fuerza solo utilizan el primer término, el
coeficiente Cg, enfoques mds rigurosos incluyen términos de orden superior,
como la correccion D3 de dispersion en los cdlculos de teoria de funcionales
de densidad '%.

Usando la regla de combinacion Lorentz-Berthelot para combinar los pa-
rdmetros o y € entre los dtomos A y B de la ecuacién 2.9, la Figura 3.7
muestra que MBIS, uno de los sistemas AIM mas efectivos para reprodu-
cir las energias de interaccion electrostética de primeros principios, también
es el que mejor reproduce las energias de interaccion de dispersion, aunque
con una sistemdtica subestimacion reflejada en un error medio de -2.3+0.9
kJ/mol. Tanto AMBER99 como CHARMM36 tienden a sobreestimar las
energias de interaccion de dispersion para dimeros fuertemente unidos (dis-
tancias cortas), alcanzando errores maximos de 11 y 15 kJ/mol, respectiva-

mente. Es importante destacar que esta sobreestimacion de la energia de dis-
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persion también se observa en todas las demds metodologias AIM, a excep-
cion de MBIS.

Un anélisis de los parametros derivados muestra que los coeficientes Cg
y los radios de Van der Waals R,;,, de los hidrégenos en MBIS son consi-
derablemente mas pequefios en comparacion a los demds esquemas de parti-
cion(Anexo A.5 y A.5). Se hipotetiza que esto se debe a la forma en la que
se construye la pro-densidad en MBIS utilizando funciones de Slater en com-
paracion a las funciones gaussianas utilizadas en los otros métodos AIM, lo
que aumentaria la flexibilidad y reproduciria el decaimiento de la densidad

electronica de mejor forma en estos 4tomos.

3.2.3. Interacciones de repulsion

Las interacciones de repulsién son un efecto cudntico asociado con la
antisimetizacion de la funcion de onda de los monomeros interactuantes. Es-
te efecto aumenta a medida que se superpone la distribucion electronica de
las dos moléculas. Los campos de fuerza representan la repulsion atomica
utilizando radios efectivos de van der Waals, determinados segtin el tipo de
atomo y su entorno quimico. L.a suma de los radios de dos 4tomos determina
la distancia minima del potencial de van der Waals. Si las distancias son mas
cortas, la repulsion predomina, mientras que si son mads largas, las interaccio-
nes atractivas se vuelven dominantes. A pesar de que un aumento exponencial

de la repulsion a distancias menores al radio de van der Waals refleja mas fiel-
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Figura 3.7: Gréfico de paridad de las energias de interaccién de dispersién, com-
parando los valores ALMO-EDA?2 con la energia de dispersion cldsica calculada
utilizando pardmetros de LJ. Tales pardmetros son combinados con la regla de com-
binacion de Lorentz-Berthelot. Los subgréficos en verde (MBIS) y rojo (AVH) re-
presentan los mejores y peores esquemas, respectivamente, segun el error medio, la
desviacion estandar y el error maximo.
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mente los resultados ab-initio, los campos de fuerza para proteinas han man-
tenido predominantemente el término % del potencial de Lennard-Jones,
principalmente por razones computacionales. En un principio los campos de
fuerza parametrizaban los radios de van der Waals por métodos de ajuste se-
gun propiedades termofisicas de los fluidos. Sin embargo, Tkatchenko sugirid
recientemente una técnica para derivarlos desde primeros principios utilizan-
do enfoques de 4tomos en moléculas'3!. Recientemente, en el laboratorio
del profesor guia de esta tesis se demostré que los radios de van der Waals
derivados de primeros principios reproducen las densidades y entalpias de
evaporacién de liquidos organicos neutros®”.

Se utilizan enfoques AIM para evaluar los radios de van der Waals en
campos de fuerza para proteinas, asegurando la consistencia con el potencial
de Lennard-Jones. Al calcular la parte repulsiva del potencial de Lennard-
Jones, se compara esta energia de repulsion con la energia de repulsion de
Pauli obtenida mediante ALMO-EDA. Dado que esta contribucion es la tinica
que no se calcula explicitamente en ALMO-EDA?2 (ecuacién 2.16), se com-
para con las contribuciones derivadas de la teoria de perturbaciones adaptadas
a la simetria (SAPT) a orden cero y segundo orden, para una serie de dimeros
que se presentan en la tabla 3.4.

Cabe destacar que la energia de Pauli de ALMO-EDA?2 estd mds cercana
al valor obtenido por SAPT2+ que SAPTO, demostrando que los valores de

referencia son confiables.
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Tabla 3.4: Comparacién de las contribuciones de energia (electrostética, dispersion,
intercambio y energia total de interaccion) en kJ/mol obtenidas a partir de los cédlcu-
los de ALMO-EDA 2 y sSAPTO para seis pares de dipeptidos. Los valores entre
paréntesis corresponden a la contribucion de intercambio de calculos SAPT2+.

TRP-ARG | GLN-ARG | ARG-GLU | ASP-GLN | GLN-TRP | GLU-TRP
Elec(ALMO) -25.8 -57.8 -200.6 19.9 1.2 -17.1
Elec(sSAPTO) -25.8 -59.3 -199.3 20.8 1.8 -17.4
AElec 0.0 1.5 -1.3 -0.9 -0.6 0.3
Disp(ALMO) -48.8 -49.6 -6.9 -12.2 -11.4 -27.4
Disp(sSAPTO) -48.8 -48.8 -5.4 -9.3 -9.9 -259
ADisp 0.0 -0.8 -1.5 -2.9 -1.5 -1.5
Pauli(ALMO) 76.3 74.8 35 6.7 4.7 28.7
Pauli(sSAPTO) | 73.3(80.0)* | 66.0(78.4)" | 2.9(3.5)* | 5.8(6.7)" | 4.1(5.0)* | 28.2(31.0)*
AExch 3.0-3.7)* | 8.8(-3.6)* | 0.6(0.0)* | 0.9(0.0)* | 0.6(-0.3)* | 0.5(-2.3)*
Total(ALMO) -23.8 -71.0 -220.0 9.2 -7.4 -24.3
Total(sSAPTO) -19.1 -64.1 -214.1 13.0 -5.3 -22.0
ATotal -4.7 6.9 -5.9 -3.8 -2.1 -2.3

La Figura 3.8 muestra que tanto los campos de fuerza CHARMM36m
como AMBER99 subestiman la energia de repulsion de Pauli en las configu-
raciones de dimeros de cadenas laterales. Las desviaciones mads significativas
se encuentran en los dimeros que contienen monomeros cargados con signos
opuestos o una mezcla de monomeros hidrofilicos y cargados a corta distan-
cia, donde la energia de repulsion de Pauli de referencia supera los 50 kJ/mol.
Curiosamente, para los mismos dimeros, las energias de interaccion electros-
tatica atractiva fueron subestimadas debido a la penetracion de carga. Por lo

tanto, en ciertos escenarios, el efecto combinado de las interacciones repulsi-
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vas y electrostéticas atractivas puede coincidir con los energias de interaccion
ab-initio de referencia debido a la cancelacién de errores 7.

Para asegurar la compatibilidad con los campos de fuerza para proteinas,
se postula MBIS como el esquema de particion para derivar parametros de
LJ, ya que muestra tendencias similares a las de los campos de fuerza con-
vencionales. Sin embargo, HI podria servir como un método alternativo para
derivar pardmetros que incrementen el componente repulsivo en el potencial

de Lennard-Jones. No obstante, debido a la sobreestimacion a distancias cor-

tas se requieren mas pruebas y andlisis conformacionales.

3.2.4. Interacciones dipéptido-dipéptido

Una vez evaluado los nuevos parametros en dimeros de cadenas latera-
les, se extiende el anélisis considerando las interacciones dipéptido-dipéptido
como un modelo minimalista de una proteina que contiene tanto la cadena
lateral como el esqueleto carbonado. Como se muestra en la Figura 3.9 para
el dimero de arginina-glutamato, la energia total de interaccion (sin incluir
la polarizacién) es sobreestimada, modelando una fuerza sobreatractiva por
los dos campos de fuerza convencionales en comparacion con los valores de
referencia. El mayor aporte al error proviene de una interaccion electrostatica
excesivamente favorable y una subestimacion de la repulsion de Pauli. Las
energias de interaccion calculadas utilizando parametros derivados de AIM

mejoran la descripcion de la electrostatica, con una ligera subestimacion en
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Figura 3.8: Grafico de paridad de la energia de interaccion de repulsion por intercam-
bio, comparando los valores de ALMO-EDA con el término repulsivo del potencial
de Lennard-Jones calculado utilizando pardmetros de campos de fuerza y diversos
métodos AIM. La leyenda muestra la relacion entre el color del punto y la naturaleza
de los residuos a interacciones.
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ambas fuerzas, la interaccion electrostatica y la repulsion de Pauli. Curiosa-
mente, el error total de interaccion es inferior a 1 kJ/mol para HI y MBIS,
debido principalmente a la compensacion de errores.

En el dimero de triptéfano-asparragina, tanto los campos de fuerza con-
vencionales como las cargas AIM describen una interaccion electrostatica
mas favorable que el valor de referencia, donde la desviacion puede ser resul-
tado de la representacion de la densidad electronica mediante cargas atdmicas
puntuales en este tipo de sistemas aromaticos, donde la inclusién de multipo-
los puede ser crucial. En especial, los atomos de nitrogeno y oxigeno con
pares de electrones libres poseen un momento dipolar atdbmico marcado. El
error en la interaccion de dispersion es pequeiio para todos los métodos, ex-
cepto para MBIS. Las interacciones de repulsion son subestimadas por todos
los métodos, aunque mas severamente por los campos de fuerza convencio-
nales y MBIS, tal como se observa en el andlisis de las cadenas laterales. Al
igual que para los dipéptidos cargados, MBIS presenta el menor error en la
energia total de interaccidn, principalmente por la compensacion de errores.

Un quinto esquema llamado c-HI comprende la version variacional de
HI donde las cargas atémicas del esqueleto carbonados son restringidas a re-
producir las cargas de AMBER99 para incrementar la compatibilidad de los
nuevos pardmetros. El desempeio de c-HI es similar a HI y MBIS, sin embar-
go dependiendo el tamafio del sistema el costo computacional del proceso de

derivacion puede volverse relevante. En el futuro se espera poder optimizar
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Figura 3.9: Errores en la energia de interaccion electrostatica, de dispersion y de
repulsion de Pauli, en conjunto al error en la energia total de interaccion para dos
dimeros de dipeptidos. Las energias de referencia corresponde a valores obtenidos
mediante ALMO-EDA2.

el codigo mediante paralelizacion y soporte con unidades de procesamiento
grafico para poder acelerar el proceso de derivacion en métodos que incluyen
condiciones.

A modo de conclusion, se tiene que MBIS califica indudablemente como
el esquema de particion de eleccion para derivar cada uno de los parametros
no covalentes utilizados en los campos de fuerza. Los resultados obtenidos en

este capitulo permiten decidir el esquema a utilizar en el siguiente capitulo

110



en el que una reparametrizacion de la coenzima, el reactante y los residuos a
mutar son llevadas a cabo secuencialmente con el fin de evaluar su impacto

en el cambio de energia libre de activacion.

3.3. Evaluacion del efecto de nuevos parametros

no-covalentes sobre la estimaciéon de AAG*

Hasta el momento los resultados de las transformaciones alquimicas han
tenido un desempefio cuestionable con errores por sobre los 4.2 kJ/mol y
prediciendo el efecto contrario dado el signo del AAG* experimental. En la
seccion anterior se obtuvieron resultados que demostraban el potencial del
método de particion MBIS para derivar pardmetros no covalentes que repro-
ducen energias de interaccion calculadas mediante primeros principios. Con
la evidencia recopilada, en este capitulo se presentan los resultados en la pre-
diccién de AAG* cuando se reparametrizan las interacciones no covalentes
del campo de fuerza.

En un primer intento, las interacciones no covalentes del ligando y la
coenzima fueron modeladas mediante pardmetros de Lennard-Jonnes deriva-
dos del campo de fuerza CGENFF y cargas atomicas derivadas del método
MBIS. Se denomino a este enfoque, el modelo electrostatico, ya que se asume

que soélo este tipo de interaccion se ve modificado en el estado de transicion
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en comparacion al complejo de Michaelis-Menten y comprende los resulta-
dos obtenidos en la seccion 1 de este capitulo. En una segunda iteracion se
incluye una modificacion de los pardmetros de LJ tanto en el estado de tran-
siciébn como en los reactantes a través del esquema de particion MBIS, dando
origen al modelo g/LJ.

La tercera fila de la Tabla 3.5 (g/LJ[sem]) muestra una importante mejora
al afadir los nuevos pardmetros de LJ en comparacion al modelo puramente
electrostatico. Lo anterior se ve reflejado en sus errores menores a 2 kJ/mol
para cada una de las mutantes. Una posible explicacion a esta mejora radi-
ca en la co-dependencia de los pardmetros no covalentes en los campos de
fuerza convencionales. Dentro del campo de fuerza general de CHARMM,
CGENFF, los pardmetros de LJ son obtenidos mediante procesos de ajustes
para reproducir propiedades termodindmicas. Por lo tanto existen al menos
dos razones atribuibles a este efecto: 1) el campo de fuerza nunca fue disefia-
do para modelar interacciones en configuraciones fuera del equilibrio como
el ET y 2) su validez radica en la utilizacién de las mismas cargas atomicas
con las cuales fueron realizados los procesos de ajuste.

Realizando un andlisis por sistema, se vé que la mutante E171 posee una
mejora substancial de -0.3 a 5.2 kJ/mol, acercdndose al valor experimental re-
portado y prediciendo una disminucién de la velocidad de reaccion en acuer-
do con la evidencia. H365N por su parte posee el valor més cercano al valor

de referencia con una diferencia de solo 0.3 kJ/mol entre el valor medio y
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AAG*
imoy) | EI7IA | H36SN | NSIL F170A
Exp 6.6 7.5 N.D 6.1
qlsem] | -03+1.0 | 03410 | L,LI£1.0 | -1.9¥1.0
g/Li[sem] | 52410 | 72410 | -83+1.0 | 4.6+1.0
QLIsem] | 4y e 10 | 14.641.0 | -5241.0 | -1.4+1.0
qlaa]
QLIseml | o 010 | 8841.0 | -3.041.0 | 2.641.0
g/L[aa]

Tabla 3.5: Cambios en la energia libre de activacion para diferentes mutantes de
CCR en kJ/mol. Los términos q y LJ representan reparametrizacion de cargas y pa-
rametros de Lennard-Jonnes respectivamente. La descripcion de las interacciones
enlazantes en el estado de transicion es obtenida derivando nuevos parametros en-
lazantes [sem].La nomenclatura [aa] indica una reparametrizaciéon del aminodcido
mutado.

el experimental. N81L parece verse estabilizado aun mas con este nuevo set
de parametros alcanzando un valor de -8.3 kJ/mol. Finalmente la mutante
F170A exhibe una mejora similar a las otra mutantes con una diferencia de
s6lo 1.5kJ/mol y prediciendo el comportamiento correcto.

En un intento por obtener valores aun mds cercanos a los valores de refe-
rencia, se propuso reparametrizar los aminoacidos que son transformados en
los procesos alquimicos. Los resultados corresponden a las filas 4 y 5 de la
tabla 3.5. Al igual que en la parametrizacién del ligando y el sitio activo, la
inclusion de s6lo nuevas cargas atdmicas en los aminodcidos no genera una
mejora. Por el contrario, las mutaciones que implican transformaciones de re-

siduos cargados exhiben sobreestimaciones en los valores de AAG*, mientras
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que la mutante F170A presenta una subestimacion. Los resultados anterior-
mente discutidos confirman en cierto modo la hipétesis de que un cambio
s6lo en la contribucidn electrostatica manteniendo inalterada los pardmetros
de LJ no lleva a una mejora en las predicciones.

Como andlisis final, se tiene la tltima fila de la tabla 3.5, donde se repa-
rametrizan los parametros de LLJ en conjunto a todos los cambios de las filas
anteriores. Los resultados son comparables a los obtenidos cuando se repara-
metrizan q y LJ en las especies reaccionantes(fila 3), exhibiendo una ligera
mejora en E171A, pero disminucion de la precision en N365N y F170A.

A modo de conclusion, se puede afirmar que las transformaciones alqui-
micas de no-equilibrio permiten predecir de manera correcta los cambios en
las energias libres de activacion producto de mutaciones en el sistema CCR,
siempre y cuando se realiza una derivacion de pardmetros no covalentes uti-
lizando el método MBIS. Para reproducir este comportamiento el reactante
puede ser descrito simplemente con pardmetros enlazantes obtenidos des-
de CGENFF, mientras que el estado de transicién debe ser descrito en su
totalidad con parametros derivados desde primeros principios. Los valores
de AAG* calculados exhiben diferencias menores a 4.184 kJ/mol alcanzando
precision quimica. Para poder evaluar de manera sistemética la importancia
de la parametrizacion de los residuos a mutar en el siguiente capitulo se va-
lidard la metodologia con un segundo sistema, la Dihidrofolato Reductasa

(DHFR).
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3.4. Validacion de la metodologia en un segundo

sistema enzimatico: Dihidrofolato Reducta-

sa (DHFR)

La enzima dihidrofolato reductasa cataliza la transferencia de hidruro des-
de la coenzima NADPH a una molécula de dihidrofolato, produciendo tetra-
hidrofolato. Esta enzima ha sido ampliamente estudiada durante més de 40
afos debido a su papel en diversas rutas metabolicas ligadas a la embriogéne-
sis y su importancia como diana de farmacos anticancerigenos y antibidticos.
Debido a ello, se dispone de una gran cantidad de datos con alta precision

168,169

sobre su estructura, propiedades enzimaticas y filogenia!’®. Sumado

a esto, existen numerosos estudios computacionales donde han analizado su
mecanismos de reaccién y actividad enzimatica. !7!-174

También se ha estudiado el impacto de 3 mutantes en el residuo 14 de
isoleucina (I14) sobre la energia libre de activacion. Las mutantes correspon-
den a valina (V), alanina (A) y glicina (G), disminuyendo sistematicamente
el volumen del residuo en cada mutacion (ver Figura 3.10). Los resultados
experimentales muestran que una disminucion en el volumen del residuo di-
ficulta el acercamiento de los reactantes dificultando la posibilidad de pro-

ducir la transferencia del hidruro. Esto repercute en un aumento de la ener-

gia libre de activacion en proporcion a la perdida del volumen en el residuo
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Figura 3.10: Sitio activo de Dihidrofolato Reductasa. El residuo 14 de Isoleucina es
coloreado en verde, mientras que el sustrado dihidrofolato y la coenzima NADPH
son coloreados en azul y rosa respectivamente.

14, con valores calculados mediante simulaciones QM/MM utilizando mé-
todos semi-empiricos, como también valores experimentales®® extraidos de
las constantes cataliticas k., utilizando la ecuacion de Eyring (ec. 2.6). Esta
serie de caracteristicas convierte a DHFR en un modelo ideal para realizar
una segunda validacion de la metodologia propuesta en esta tesis. En los si-
guientes parrafos se detallan los resultados obtenidos en este segundo sistema
enzimdatico. Aunque no es estrictamente necesario determinar un camino de
reaccion para la enzima DHFR, dado que su paso limitante es conocido de la
literatura y ademds la reaccidén ocurre en un solo paso, es necesario obtener
geometrias representativas de este estado para aplicar las transformaciones

alquimicas. El camino de minima energia libre fue obtenido mediante el mé-
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todo de la cuerda adaptativa utilizando el método semi-empirico DFTB3°>

para modelar la zona QM y el campo de fuerza CHARMM?36m '4? es utili-
zado para modelar las interacciones en la zona MM. Todas las simulaciones
fueron realizadas utilizando el paquete de simulacion AMBER18!7°, y las
correcciones a las energias DFTB3 fueron calculadas utilizando el programa
Gaussian16 con el nivel de teorfa M06-2X!7° y la base def2-TZVP.

La estructura inicial corresponde al estado de reactante obtenido del tra-
bajo de Luk y colaboradores'””. donde se utilizaron los mismos dtomos para
definir la zona QM. Este estado es minimizado a nivel MM mediante el algo-
ritmo steepest gradient descent'’® para disminuir los impedimentos estéricos
en las zonas QM y MM. Luego, se realiz6 una equilibracion QM/MM bajo el
colectivo NVT a una temperatura de 300 K durante 200 ps con un tamafio de
paso de 1 fs.

A partir del reactivo relajado, se buscé la configuracioén de producto me-

179 " utilizando la distancia antisimétrica (DH-HA)

diante el método de scan
como coordenada de reaccion siendo D el carbono donor en NADPH, H el
hidruro a transferir y A el carbono aceptor en dihidrofolato respectivamen-
te. El sistema se minimiz6 a lo largo de esta coordenada desde los valores
-1.4A(reactivo) hasta 1.4A, aplicando un potencial de restriccion de posicion
a los dtomos a més de 10 A del hidruro (H4B). Esta restriccion de posicion

se utiliza principalmente para reducir los grados de libertad de los atomos

que no estin participando directamente de la reaccién y asi reducir el cos-
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to computacional. Los demds atomos fueron minimizados hasta alcanzar el
producto en la coordenada 1.4 A. Luego, el producto fue equilibrado en las
mismas condiciones que el reactivo durante 200 ps.

Finalmente, con ambos estados equilibrados, estos son utilizados para de-
terminar el camino de minima energia libre mediante el método de la cuerda
adaptativa. En este paso se utilizaron un total de 40 nodos para describir el
camino de minima energia libre (MFEP por sus siglas en inglés).

Un desafio que se presentd en este paso fue la dificultad de DFTB3 para
modelar correctamente la energia potencial cercana a la region del estado de
transicion. Particularmente para reacciones que involucran transferencias de
hidruros se ha encontrado que DFTB3 genera minimos artificiales cercanos a
la geometria del ET 80 Para sobrellevar esto, se han propuesto correcciones
realizando cdlculos de alto nivel como DFT, los cuales son utilizados para
corregir los valores de energfa mas no la geometria®>. En este trabajo el perfil
de energia libre fué corregido sumando la diferencia energética entre valo-
res de energia DFTB3 y DFT M06-2X/def2-TZVP para distintos puntos a lo
largo del camino de reaccion. Estos puntos son obtenidos realizando un scan
que utiliza los nodos y las variables colectivas de la cuerda, para obtener la
coordenada de reaccion. La diferencia de energia en cada uno de los nodos
es sumada al MFEP lo que elimina el artefacto mencionado anteriormente
(Anexo B.1). En adicion a este tipo de correccidn, en colaboracion con in-

vestigadores de la Universidad de Talca y Valencia, se prob6 un enfoque de
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correccién mds general '8, Este nuevo método consiste en la correccién de
los potenciales de repulsiéon C-C y C-H de la energia DFTB3 (ver ecuacion
2.8).

Este método de correccion se aplicé en DHFR para obtener el MFEP obte-
niéndose el perfil de reaccion de la figura 3.4B. La energia libre de activacion
de 16.8 kcal/mol estd en perfecto acuerdo con el valor reportado por Doron
y colaboradores®. La geometria del estado de transicién se caracteriza por
una muy corta distancia de 2.7A entre el carbono donor y el aceptor. Cabe
destacar que éste método permite una alternativa generalizada de correccion
a sistemas que transfieran hidruros, sin la necesidad de corregir las energias

DFTB3 con célculos DFT que pueden ser computacionalmente costosos.
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Figura 3.11: Perfil de energia libre de reaccion del sistema DHFR a lo largo del
camino de minima energia libre obtenido por el método de la cuerda adaptativa. El
mecanismo de la reaccion es mostrado en la zona superior del grafico. Los circulos
muestran la organizacion del sitio activo en el complejo de Michaelis-Menten y el
estado de transicion transicion. El valor de la energia libre de activacion es obtenido
de la diferencia entre el valor de energia libre en el reactante y el punto més alto de
la curva.

Conocidas las geometrias del estado de transicion y del reactante, para-

metros enlazantes y no enlazantes fueron derivados bajo las mismas condi-
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ciones que las utilizadas en la validacion en CCR. Para comparar el método,
dos conjuntos de datos son obtenidos de estudios previos. El primer conjunto
corresponde a cambios en la energia libre de activacion obtenidos de anéli-
sis cinéticos experimentales®® y el segundo corresponden a energias libres
calculadas mediante cdlculos QM/MM utilizando el método semiempirico
AM1-SRP®. A diferencia de CCR y en vista de los resultados de aquel sis-
tema, se utilizaron s6lo dos modelos de campo de fuerza para el cdlculo de
AAG* mediante transformaciones alquimicas: A) el modelo g-LJ[sem] que
reparametriza todos los componentes no covalentes de las especies en reac-
cion en adicion a la reparametrizacion de la parte enlazante en el estado de
transicion; B) a este mismo modelo se le agrega la modificacion de los pa-
rdmetros no covalentes de los campos de fuerza que describen los residuos a
mutar (q/LJ[sem]q/LJ[aa]).

La tabla 3.6 muestra que el primer modelo de campo de fuerza reproduce
correctamente la tendencia de las mutaciones (columna 4). Si bien los erro-
res estdn por sobre los 4 kJ/mol en comparacién a los datos experimentales,
las transformaciones alquimicas son capaces de capturar el efecto del tama-
flo del residuo y su repercusion en la energia de activacion. Dado que este
efecto estd principalmente mediado por interacciones repulsivas entre espe-
cies hidrofdbicas, es esperable que todas las predicciones presenten un error
sistematico. Lo anterior estd en acuerdo con la subestimacion de la energia

en los campos de fuerza al analizar las interacciones repulsivas de las cade-

121



nas laterales (capitulo 3.2). Ademds, aunque el método MBIS aun subestima
esta contribucion energética, lo hace en menor medida. Este efecto se mani-
fiesta claramente al evaluar el impacto de la modificacion de los parametros
no enlazantes de los residuos mediante el método g/LJ[sem]q/LJ[aa]. En este
caso, se observa una ligera mejora en 114G e [14A, manteniendo una sub-
estimacion en comparacion a los valores experimentales pero disminuyendo
los errores. En particular [14A exhibe un error muy pequefio de tan sélo 1.6
kJ/mol mientras que 114G e 114V presentan errores de 4.8 y 4.4 kJ/mol res-
pectivamente.

Este hallazgo es de suma importancia ya que sustenta la hip6tesis sobre la
importancia de un campo de fuerza que logre reproducir propiedades micros-
cOpicas como energias de interaccion en lugar de propiedades macroscépicas
que dependen de un colectivo de configuraciones.

En vista de los resultados obtenidos en los capitulos 3.3 y 3.4, se puede
validar que las transformaciones alquimicas de no-equilibrio presentan una
alternativa de menor costo computacional, econémico y precisa para la pre-
diccion de cambios en la energia libre de activacion producto de mutantes.
En el siguiente capitulo se presenteran los resultados de la aplicacion del mé-
todo a otro caso de estudio: la Old Yellow Enzyme (OYE). Aqui se utilizara
por primera vez el método en la busqueda de mutantes cataliticamente mas
veloces que una enzima de referencia, generando asi una alternativa para el

campo de la ingenieria de proteinas.
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AAG:CFXP AAGz:al c AAGfal c AAGial c
[kJ/mol] [kJ/mol] [kJ/mol] [kJ/mol]

q/LJ

Mutante Ref Ql\l/[{/iflM [(slg;r{] [sem]
g/LJ[aa]
114G 16.740,0 | 18.0%+n.r. | 10.54+1,5 | 11.94£2.3
114A 8.8£0,0 | 12.3+n.r. | 4.6%1,5 7.2+1,3
114V 4.6+0,0 | 7.1%xn.r. 0.5+1,0 | 0.2+04

Tabla 3.6: Cambio en la energia libre de activacion para diferentes mutantes de
DHFR. Los términos q y LJ representan reparametrizacion de cargas atomicas y
parametros de Lennard-Jonnes respectivamente. La descripcion de las interacciones
enlazantes en el estado de transicidn y reactante son modeladas derivando nuevos pa-
rdmetros enlazantes [sem]. La nomenclatura [aa] indica una reparametrizacion del
aminodcido mutado. Los errores de valores de referencia QM/MM no fueron repor-
tados

3.5. Obtencion del camino de reaccion para la

enzima Old Yellow Enzyme (OYE)

El tercer objetivo de esta tesis comprende la caracterizacion del meca-
nismo de reaccion de la enzima Old Yellow Enzyme, particularmente de la
mutante Y 187F. En el marco de una colaboracion con el Prof. Tobias Erb del
MPI for terrestrial microbiology en Marburg Alemania, nuestro laboratorio
estudid la enzima Old Yellow Enzime de E. Coli. El objetivo del proyecto
consiste en estudiar la mutante artificialmente creada Y187F, la cual permite

a la enzima catalizar una reaccion alddlica con formaldehido que no realiza la
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Figura 3.12: Mecanismo de reaccion de la variante Y187F de Old Yellow Enzyme.
La porcién aromatica de FMN reacciona con el sustrato ciclohexen-2-ona, para dar
paso a la formacion de enolato. Este intermediario da paso al producto reducido o
alddlico dependiendo de si realiza un ataque nucleofilico sobre formaldehido o un
proton.

enzima en su estado natural. La figura 3.12 muestra el mecanismo de la reac-
cion en el cual la primera etapa consiste en una transferencia de un hidruro
desde la coenzima Flavin Mononucleétido(FMN) hacia la 2-ciclohexenona
formando un enolato. Este enolato a su vez reacciona con un protén generan-
do el producto reducido ciclohexenona, siendo OYE naturalmente una reduc-
tasa. Estudios estructurales y de cardcter computacional han postulado que
el proton reaccionante en el segundo paso proviene de una molécula de H,O
o bien del residuo 187 de tirosina®. Dada la evidencia encontrada, mutaron
esta tirosina por un residuo de fenilalanina removiendo el carécter acido del
residuo, imposibilitando en cierta medida la reduccion. Al agregar formal-
dehido, esta nueva mutante era capaz de catalizar una reaccion alddlica entre
el intermediario enolato y una molécula de formaldehido (Figura 3.12).

OYE a su vez presenta una gran promiscuidad por una gran cantidad de
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sustratos de diversa naturaleza quimica, reaccionando con més de 20 molécu-
las o, B —insaturadas, donde se destacan moléculas utilizadas como precur-
sores de farmacos’®. Esto despierta el interés por generar nuevas variantes
de OYE Y187F que tuvieran capacidades cataliticas mejoradas, lo cual su-
pone un atractivo tanto para la investigacion como también para industrias.
Es por esto que se consider6 a OYE como una aplicacion directa del flujo de
trabajo y metodologia propuestos en esta tesis, proponiendo mutaciones que
permitan obtener sistemas cataliticos mds eficientes.

Como se menciond en los capitulos de validacion, para poder aplicar las
transformaciones alquimicas se necesita generar el campo de fuerza del sis-
tema y conocer el paso limitante de la reaccion. Dado que esta nueva variante
de OYE supone una reaccion sin precedentes, se utiliza el método de la cuer-
da adaptativa para poder encontrar el camino de minima energia libre que
conecta reactantes y producto. Las mismas condiciones de simulacion uti-
lizadas en DHFR son aplicadas en OYE, donde el intermediario enolato es
relajado y utilizado para encontrar tanto el reactante como el producto para
definir los extremos de la cuerda.

De acuerdo a la figura 3.12, la reaccién de OYE involucra 3 pasos ele-
mentales: la transferencia de hidruro, el ataque nucleofilico del enolato al
formaldehido y posteriormente la protonacién del grupo alcoxi generado. Es-
te mecanismo de reaccion se determiné por simulaciones QM/MM mediante

el método de la cuerda adapativa®!, utilizando el Hamiltoniano semiempirico
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Figura 3.13: A)Perfil de energia libre para la mutante de OYE Y187F. B-
H)representacion de las estructuras a lo largo de la coordenada de reaccion

DFTB3 para la zona QM. Debido a que la reaccién involucra mds de un pa-
so elemental, para obtener el perfil de energia libre de la reaccion catalizada
por OYE Y 187F, se calcularon 2 cuerdas. La primera corresponde a la trans-
ferencia de hidruro por lo que su estado inicial y final son la ciclohexenona
y el ciclohexenolato, correspondientes a figura 3.13B y D respectivamente.
La segunda cuerda parte del enolato mencionado anteriormente para luego
atacar al formaldehido, generando el 2-metoxiciclohexanona (fig 3.13F), el
cual es finalmente protonado para formar el 2-hidroximetilciclohexanona (fig

3.13H).

Iniciando desde el complejo enzima sustrato de la estructura cristalina

(Figura 3.13B) se realiz6 un scan para obtener la estructura del enolato (Fig.3.13D),
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utilizando la coordenada anti-simétrica como variable colectiva correspon-
diente a la distancia entre el nitrogeno donor del mononucleétido de Flavina
(FMN) y el hidruro, menos la distancia hidruro-Carbono aceptor de la ciclo-
hexenona. De forma similar se obtuvo el estado 3.13F realizando un scan en
el cual se iba reduciendo la distancia entre el carbono del formaldehido y
el carbono a del enolato. Cada uno de estos estados fueron minimizados y
equilibrados a nivel DFTB3/CHARMM36m durante 300 ps. El estado 3.13H
surgié espontdneamente durante la equilibracion del estado 3.13F tomando
un protén de una molécula de agua vecina. Los estados equilibrados sirvie-
ron como puntos finales e iniciales para poder encontrar el camino de minima
energia libre que conectaba cada uno de los estados, utilizando un total de 20
y 24 nodos (estados) para la cuerda 1 y 2 respectivamente.

Para la primera cuerda se utilizaron como variables colectivas(VCs) la
distancia donor-hidruro, hidruro-aceptor y donor-aceptor, siendo el donor el
FMN y el aceptor la ciclohexen-2-ona (Figura 3.14A). Para la segunda cuerda
5 VCs fueron utilizadas: 1) los dos carbonos que estdn formando un nuevo
enlace, 2) el proton transferido y el dtomo de oxigeno del formaldehido, 3)
el proton transferido y el dtomo de oxigeno del agua y 4) el dtomo de oxi-
geno donador y el dtomo de oxigeno aceptor. Como quinta VC, se eligio el
angulo entre el nuevo enlace carbono-carbono y el enlace carbono-oxigeno
del formaldehido, ya que este dngulo es conocido en el campo de la quimica

orgénica por ser importante para las adiciones a un grupo carbonilo (trayecto-
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Figura 3.14: A)Variables colectivas utilizadas en la primera cuerda correspondiente

a la transferencia de hidruro. B)VCs de la segunda cuerda, involucrando la reaccion
alddlica con la posterior protonacion

ria de Biirgi — Diinitz)(Figura 3.14B). Los valores promedios de cada una de
las VC fueron obtenidas de las trayectorias de equilibrio y las cuerdas fueron
simuladas hasta que el perfil de energia libre variara en menos de 1 kJ/mol.
Una vez cumplido ese criterio se procedid a obtener el perfil de energia libre
con los valores de las VC convergidas mediante la técnica de Umbrella Sam-
pling®, 1a cual utiliz6 cada uno de los nodos de la cuerda como una ventana
y posteriormente el perfil de fuerza media fue obtenido mediante el estimador
Weighted Histogram Analysis Method 81 (WHAM).

Para las simulaciones QM/MM se utiliz6 el método DFTB3/CHARMM36m

donde la zona de mecénica cudntica (QM) corresponde a la porcién aroma-
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tica del FMN, la ciclohexen-2-ona, el formaldehido y una molécula de agua.
Es conocido de la literatura que el funcional semi-empirico DFTB3 utilizado
para tratar la zona QM tiende a sub-estimar las barreras por lo que una correc-
cion a la energia libre fue requerido. Para esto se calcularon estructuras mini-
mizadas de cada nodo a nivel DFT utilizando el funcional M06-2X y la base
def2-TZVP. La diferencia en energia entre ambos métodos se le sumo al perfil
y se presenta en la figura 3.15, donde se aprecia claramente la sub-estimacion
de la barrera en la transferencia de hidruro junto a la sobre estabilizacién del
intermediario enolato por DFTB3. La figura 3.13 muestra el perfil de energia
libre a nivel M602X-D3/def2-TZVP//DFTB3/CHARMM36m, para el cual
la transferencia de hidruro posee una barrera de activacion de 22.3 kcal/mol
siendo sustancialmente mayor en comparacion a la barrera de activacion 2 y
3 (3.13E y 3.13G respectivamente). Lo anterior implica que para poder eva-
luar el efecto de mutaciones sobre la velocidad de reaccion en OYE se debe
considerar el primer paso de la reaccion, generando el campo de fuerza para
el estado C y modificando los pardmetros del estado B, correspondientes al

estado de transicion y reactante respectivamente.
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Figura 3.15: Perfil de energia libre de reaccion corregido, para la transferencia de
hidruro en la mutante Y187F de la enzima OYE. El nivel de teoria corresponde a
M602X-D3/def2-TZVP//DFTB3/CHARMM36m

130



3.6. Aplicacion de las transformaciones alquimi-

cas para la bisqueda de nuevas variantes de

OYE Y187F

El ultimo objetivo de esta tesis, comprende la bisqueda de nuevas varian-
tes de la enzima OYE Y 187F mediante transformaciones alquimicas de no-
equilibrio. Y187F corresponde a una mutante disefiada artificialmente para
catalizar la reaccion de ciclohexen-2-ona con formaldehido, reacciéon que no
ocurria en la variante silvestre. En el capitulo anterior se establecio el meca-
nismo de la reaccion aldélica en OYE Y 187F. En base al mecanismo se derivo
un campo de fuerza para el primer estado de transicion el cual comprende el
paso limitante de la reaccion. De igual forma que en los capitulos anteriores,
los parametros no enlazantes del reactante fueron modificados para conside-
rar los efectos del ambiente enzimatico sobre los ligandos. Las estructuras de
partida tanto para el ET como para el reactante son obtenidos de la cuerda
adaptativa calculada en el capitulo anterior.

Definidos el campo de fuerza y las estructuras para ambos estados, se
procede a la busqueda de nuevas variantes que puedan tener una actividad
catalitica superior a Y187F. Debido a que la catélisis de la reaccion alddlica
no corresponde a un proceso natural en la familia de enzimas OYE, se opta

por un disefio racional de nuevas variantes. La figura 3.16 muestra los resi-
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duos a mutar para evaluar su efecto en la energia libre de activacion mediante

transformaciones alquimicas de no-equilibrio.

Figura 3.16: Residuos de OYE Y 187F a mutar para la busqueda de variantes catali-
ticamente mds activas. El sustrato junto a la coenzima FMN son coloreados en gris,
mientras que todos los residuos a mutar estdn en color magenta.

La seleccion de estos residuos fue basada en dos principios. Por un la-
do, se decidi6 mutar residuos cercanos o en el mismo sitio activo, ya que
estos debiesen tener un rol en los procesos cataliticos dada su ubicacion es-
pacial y las interacciones que poseen con los ligandos(W103, Q98, R234 Y
Q242). El segundo criterio fue basado en los fundamentos que sustentan un
cambio en la energia libre de activacion. Para poder disminuir la barrera de
activacion, la mutacion debe ser capaz de alterar la estabilidad del estado de

transicion y/o el complejo de Michaelis-Menten(CMM)(T27, T130, R234).
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A modo de ejemplo, si una mutacion logra estabilizar el estado de transicion
mientras deja inalterado el CMM, el efecto neto serd una disminucién en la
energia libre de activacion. De la misma forma, si se desestabiliza el comple-
jo de Michaelis-Menten, volviéndolo mds reactivo el efecto seria similar. Un
tercer grupo correspondiente a solo un sitio de mutacion (L365) fue selec-
cionado. Este residuo fué postulado por un método de inteligencia artificial
desarrollado por una compaiiia privada. Nuestros colaboradores experimen-
tales, realizaron ensayos enzimdticos de tales variantes(Anexo E.1).

Las mutaciones elegidas en los sitios marcados en la Figura 3.16, co-
rresponden a modificaciones que desestebalizan el estado de reactante. Para
lograr esto, se priorizaron mutantes que implicaran la pérdida de puentes de
hidrégeno, puentes salinos, alteracion del volumen del residuo, entre otros.

Una forma de corroborar si las mutaciones alteran la estabilidad del CMM,
es a través de un ciclo termodindmico como el de la figura 3.17. En este ci-
clo termodindmico se define la estabilidad del complejo, como la diferencia
en energia libre entre este estado y el de la enzima completamente desplega-
da o denaturada (estado D). Al igual que en el ciclo termodindmico anterior,
la diferencia en estabilidad entre la variante Y187F y otra mutante, puede
ser calculada indirectamente al realizar una transformacidn alquimica en el
CMM y en el estado desplegado. Asumiendo que el estado desplegado puede
modelarse como un tripéptido en solucion, los valores de la columna de la

izquierda en la figura 3.17, corresponden a datos pre-calculados que pueden
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Figura 3.17: Ciclo termodindmico para la estimacion de la estabilidad del complejo
de Michaelis-Menten. La primera columna corresponde a la transformacion alqui-
mica del estado denaturado D, mientras la segunda columna, da cuenta del mismo
proceso para el estado de reactante. AG"*¢, se define como la energfa libre de esta-
bilidad, de pasar desde un estado desplegado a un complejo de Michaelis-Menten.

obtenerse de la base de datos de PMX 3. El uso de tripéptidos como modelo
de enzimas denaturadas ha sido ampliamente utilizado en transformaciones
alquimicas 3, y supone un ahorro en el costo computacional considerable. De
esta forma, sin la necesidad de realizar transformaciones alquimicas adicio-
nales, el uso de este nuevo ciclo permite entender en términos energéticos el
impacto de las mutaciones a evaluar.

Una vez definidas las mutantes a estudiar, se realizaron las simulaciones
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de equilibrio para obtener las conformaciones representativas del colectivo de
Boltzmann. Cada estado fue simulado por un total de 300 ns bajo el colectivo
NVT, siendo previamente equilibrados a una temperatura de 300 K y 1 bar.
Un andlisis conformacional revel6 que sobre los 250 ns la mayoria de las
mutaciones alcanzaban el equilibrio(Anexo D.1 y D.2). De los 50 ns restantes
se extrajeron 100 conformaciones equidistantes cada 0.5 ns para realizar las
transformaciones alquimicas de 100 ps. La estimacion de la energia libre del
proceso alquimico es realizado mediante el método BAR 123

Los valores reportados en la tabla 3.7, corresponden a los valores prome-
diados de 3 réplicas de transformaciones alquimicas independientes. El error
es estimado como el valor cuadratico medio de las desviaciones estdndar para
el ET y el complejo de Michaelis-Menten. Un total de 10 diferentes mutan-
tes fueron analizadas. En total se encontraron 2 variantes cataliticamente mas
activas que Y 187F.

Con un valor de AAG* igual a -7.5 kJ/mol, Y187F/W103F es la primera
mutante predicha a ser mds activa. Esta mutacion implica la modificacion del
residuo triptéfano 103 por una fenilalanina, otorgdndole un caracter comple-
tamente apolar. En adicion a esto, el valor de AAGSCEZ‘(,;’]{; para esta variante es
de 11.7 kJ/mol, indicando una desestabilizacion del reactante, lo que dismi-
nuye la barrera de activacion.

Interesantemente, la segunda variante cataliticamente mas activa que OYE

Y 187F, genera un efecto opuesto al de la mutante previa. Y187F/T130W po-
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Mutante AAG? AAGabie AAGgble
[kJ/mol] [kJ/mol] [kJ/mol]
Y187F/T27A 9.040.8 -12.4+0.2 -3.440.2
Y187F/R234K 6.342.7 -1.342.3 4.8+2.3
Y187F/Q101N/T27N 43+1.9 - -
Y187F/L365A 3.8+0.1 4.440.4 8.2:+0.4
Y187F/R234Q 3.3+4.4 - -
Y187F/L365Q 2.740.5 -32.2+0.7 -29.5+0.7
Y187F/Q242L -0.240.6 39.0+0.8 38.8+0.8
Y187F/T130H -0.940.4 -13.4+0.6 -14.310.6
Y187F/W103F -7.5+0.8 11.7+0.9 4.2+0.9
Y187F/T130W -8.842.5 -25.4+1.3 -34.24+1.3

Tabla 3.7: Cambios en la energia libre de activacién y de estabilidad para diferentes
mutantes de la variante de OYE Y 187F. - corresponden a energias no disponibles en
la base de datos, debido a cambios en la carga neta del residuo, o mutaciones triple.

see un valor de AAGSCZ“%j de -25.4 kJ/mol, prediciendo un complejo reactante
mads estable. Sin embargo, la barrera de activacion decrece en 8.8 kJ/mol en
esta variante, lo que significa que el estado de transicién debe tener una es-
tabilizacion atin mayor. Lo anterior es corroborado al observar el valor de
AAG$4le | siendo -34.2 kJ/mol.

A pesar de encontrarse otras variantes con un AAG* negativo, los valo-
res son muy cercanos a cero, por lo que tipifican como efecto nulo den-
tro del error del método. Cabe destacar que las variantes Y187F/L365Q y
Y 187F/L365A, propuestas por un método de inteligencia artificial, no exhi-
ben una mejora en términos cataliticos. Esto se sustenta con los resultados

experimentales facilitados por nuestros colaboradores (Anexo E.1). Lo ante-
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rior, pone en evidencia los desafios que presentan los métodos basados en
inteligencia artificial, para la prediccion de propiedades cinéticas en sistemas
enzimaticos.

En términos computacionales, se tiene que las transformaciones alquimi-
cas de no-equilibrio, permiten obtener valores de AAG* en 2.5 horas, partien-
do de los estados equilibrados y utilizando 8 procesadores (CPU) y 1 unidad
de procesamiento grafico (GPU). El método de la cuerda adaptativa, tarda 72
horas utilizando por lo menos 20 CPUs, cuando se inicia la minimizacién del
camino de minima energia libre desde un camino previamente convergido en
otra variante. Lo anterior implica que las transformaciones alquimicas son al
menos un orden de magnitud (35 veces) mas rapidas que la cuerda. Mas ain
el tiempo utilizado en la cuerda, no considera las correcciones al perfil de
reaccion, las que son muy dependientes de cada sistema y pueden duplicar el
tiempo necesario para obtener un valor de energia libre.

Los hallazgos de este capitulo permiten proponer, de manera rapida y pre-
cisa, mutantes con mayor actividad catalitica que las enzimas de referencia.
El disefio racional de estas variantes optimiza la busqueda al enfocarse en
modificaciones con efectos especificos en los estados de reactante y/o tran-
sicion. Sin embargo, los resultados indican que los efectos de una mutacion
no son siempre aditivos, por lo que una misma perturbacién puede mejorar o
perjudicar la enzima segun su impacto global en la cinética enzimatica. Més

aun, utilizando el estado desplegado como referencia, se puede explicar el
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efecto catalitico de la mutacion en términos de la estabilidad del complejo de
Michaelis-Menten y el estado de transicion. Lo anterior, vuelve a las trans-
formaciones de no-equilibrio, una técnica no solo predictiva, si no también
explicativa, logrando entender el impacto de mutaciones en el mecanismo

enzimatico.
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4. Conclusiones

El objetivo principal de esta tesis consistio en desarrollar un método compu-
tacional capaz de predecir cambios en la energia libre de activacion sujeta a
mutaciones para sistemas enzimaticos. El desarrollo de esta herramienta per-
mite acelerar el proceso de blisqueda de variantes enzimdticas con propie-
dades cataliticas mejoradas en comparacién a las metodologias basadas en
primeros principios. Esta herramienta facilitard un disefio racional de enzi-
mas a bajo costo y con alta precision, siendo potencialmente util en el campo
de la biotecnologia y la ingenieria de proteinas.

La validacién de esta metodologia en Crotonil-coA Carboxilasa/Reductasa,
muestra que el uso de restricciones de distancia y dngulos para mantener al
sistema en el estado de transicién no son efectivas, dado lo compacto del
estado e interacciones repulsivas demasiado fuertes lo que vuelve al sistema
inestable. Este hallazgo se vé respaldado por la alta fluctuacién de la distancia
entre los carbonos donor y aceptor, en conjunto a simulaciones que fallaron
debido a cambios bruscos en la geometria. El método de seminario para mo-
delar las interacciones enlazantes del estado de transicién evit6 las grandes
fluctuaciones en las distancias y dngulos asociados al estado de transicién

y permitid tener un sistema estable en todas las simulaciones. Dada la evi-
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dencia anteriormente detallada, en esta tesis se elije al método de seminario
como la metodologia para modelar las interacciones enlazantes en los estados
de transicion.

En cuanto a las interacciones no enlazantes, la evaluacion de las trans-
formaciones alquimicas en CCR, mostré que s6lo mejorar las interacciones
electrostéticas usando diferentes cargas atomicas en el estado de transicion
y reactante, no era suficiente para poder predecir los cambios en la energia
libre de activacion con suficiente precision. Una considerable mejora es lo-
grada cuando también son modificados los pardmetros de Lennard-Jones de
ambos estados. Este hallazgo refuerza la idea de co-dependencia entre cargas
y pardmetros de L.J en campos de fuerza convencionales.

En vista de lo anterior, se realizé un andlisis sistemético de los pardme-
tros no enlazantes de distintos aminoacidos, centrandose en interacciones del
tipo m — 7. Los resultados indican que las cargas atdmicas derivadas median-
te métodos AIM no presentan una precision significativamente superior a las
obtenidas con campos de fuerza convencionales. Sin embargo, todos los es-
quemas de carga sobrestiman la repulsion electrostatica a distancias cortas,
problema que pudo mitigarse mediante potenciales alternativos que incorpo-
ran efectos de penetracion de carga.

En cuanto a las interacciones de dispersion, los pardmetros MBIS de-
mostraron mayor precision, con un error inferior a 4,2 kJ/mol, superando

a otros esquemas AIM y a los campos de fuerza convencionales. Por otro
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lado, la repulsion de Pauli result6 ser la contribucion mas dificil de prede-
cirr CHARMM36m y AMBER99sb la subestiman, mientras que los métodos
AIM tienden a sobrestimar, salvo MBIS, que mostr6 el mejor desempefio. No
obstante, a distancias cortas, este esquema ain presenta errores superiores a
4,2 kJ/mol.

Este estudio no solo proporciona una guia para seleccionar esquemas de
particion en la derivacion de pardmetros, sino que también resalta las limi-
taciones y desafios de las formas funcionales en los campos de fuerza. Se
sugiere una reformulaciéon que permita reproducir con mayor fidelidad las
contribuciones energéticas obtenidas a partir de primeros principios, mejo-
rando asf la transferibilidad de los campos de fuerza.

Una vez identificado MBIS como el esquema 6ptimo para derivar para-
metros no covalentes en aminodacidos, se evalu6 su desempefio en CCR modi-
ficando los parametros de los residuos a transformar. La modificacién exclu-
siva de cargas no mejor0 la precision, pero al incluir ajustes en los pardmetros
de LJ, se observaron mejoras en algunos sistemas, donde el error maximo es
de 3.5 kJ/mol en F170A, logrando la precision quimica (4.2kJ/mol).

Para evaluar la metodologia en un sistema enzimatico independiente se
selecciono la Dihidrofolato Reductasa (DHFR), cuyo sitio activo bien estruc-
turado permite aislar efectos de interaccion. La derivacion de pardmetros de
primeros principios mejoro la prediccion en dos de tres mutantes, obtenién-

dose errores cercanos a 4,2 kJ/mol considerado como el limite de la precision
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quimica. Sumado a esto, se encontré que todos los valores calculados fueron
sistemdticamente menores a los experimentales, concluyendo que las trans-
formaciones alquimicas no capturan completamente la repulsién en estados
de transicion, en linea con la subestimacion de MBIS a distancias cortas ob-
servada en el estudio de los aminoacidos.

Estos hallazgos conectan observaciones microscopicas y macroscopicas,
demostrando el potencial de esta nueva metodologia y abriendo oportunida-
des para corregir sus limitaciones en futuros estudios.

Validada la metodologia propuesta, se estudio la Old Yellow Enzyme (OYE),
especificamente su variante Y 187F, que acelera la reaccion alddlica entre 2-
ciclohexenona y formaldehido, que originalmente la enzima silvestre es in-
capaz de catalizar. Un estudio QM/MM mediante el método de la cuerda
permitio caracterizar su perfil de energia libre, identificando la transferencia
de hidruro como el paso limitante y obteniendo las conformaciones clave de
reactantes y estado de transicion. Este andlisis proporciona la primera carac-
terizacion mecanistica de la nueva reaccion alddlica en variante Y187F de
OYE, sentando las bases para un disefio racional de enzimas aldolasas mas
eficientes.

Con los estados de transicion y reactantes caracterizados, se aplico la me-
todologia propuesta para evaluar mutantes de OYE basadas en Y187F, bus-
cando reducir la barrera de activacion. Ademas, se analizo la estabilidad de

estas mutantes, aprovechando datos disponibles en la plataforma pmx. Los
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resultados permiten inferir como las mutaciones modulan la energia libre
de activacion, diferenciando entre efectos desestabilzantes en el complejo de
Michaelis-Menten o de estabilizacion del estado de transicion. Las transfor-
maciones alquimicas predicen 2 nuevas variantes con energia libre de acti-
vacion menor a la mutante simple, Y187F/W103F e Y187F/T130W. Con un
AAG* de -8.8 kJ/mol la segunda variante se postula a ser la mutante maés
répida hasta la fecha.

Como conclusion final se puede establecer que las transformaciones al-
quimicas de no equilibrio han permitido predecir diferencias en la energia li-
bre de activacion en variantes enzimdticas de CCR, DHFR y OYE, validando
la herramienta desarrollada en esta tesis para poder predecir con alta precision
el impacto de mutaciones tanto en su estabilidad como también en su desem-
peno catalitico. Los resultados obtenidos confirman la hipétesis planteada,
demostrando que los cdlculos de energia libre basados en transformaciones
alquimicas de no equilibrio, combinados con una descripciéon més detallada
de las interacciones no covalentes en el sitio activo, son capaces de predecir
con alta precision los cambios en la energia libre de activacion producto de
mutaciones enzimaticas.

Este trabajo no solo valida el uso de metodologias computacionales basa-
das en principios fisicoquimicos en la prediccién de estabilidad y reactividad
enzimadtica, sino que también sienta las bases para futuras aplicaciones en in-

genieria de proteinas, donde la prediccion eficiente de variantes enzimaéticas

143



con propiedades optimizadas es clave para el desarrollo de biocatalizadores
mas eficientes y estables.

Adicionalmente el costo computacional de las transformaciones alquimi-
cas es al menos un orden de magnitud menor a las simulaciones QM/MM,
permitiendo analizar cientos de mutantes, lo que reduciria la labor experi-

mental en el disefio de nuevos biocatalizadores.
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4.1. Proyecciones

Los hallazgos y evidencias presentados en esta tesis abren nuevas pregun-
tas y oportunidades para continuar avanzando en este campo. Como primera
proyeccion, y en linea con la metodologia desarrollada, surge la necesidad de
aplicarla a sistemas enzimaticos que involucren reacciones quimicas distin-
tas. Si bien a lo largo de la tesis se aplican las transformaciones alquimicas a
3 enzimas diferentes, todas ellas implican la transferencia de un hidruro como
paso limitante de la reaccidn. Es por esto, que en un futuro se espera ampliar
la diversidad quimica de los sistemas a estudiar, permitiendo realizar analisis
cada vez mas extensos de la metodologia desarrollada.

Como segunda proyeccion se tiene la mejora en la descripcion de las in-
teracciones con el fin de obtener cambios en la energia libre de activacion ca-
da vez mas precisos. Para lograr tales desafios se espera poder mejorar tanto
la forma funcional de los campos de fuerza asi como también sus parametros.
En cuanto a la forma funcional, en el marco de esta tesis se propuso la inclu-
sion de efectos de penetracion de carga con el fin de mejorar la descripcion
de las interacciones electrostaticas. En adicidn a esta correccion, la inclusion
de la contribucién de multipolos atémicos en conjunto a las cargas atomi-
cas, mejoraria la descripcion electrostética. Para las interacciones de Van der

Waals, por otro lado, Tkatchenko y colaboradores han propuesto un potencial
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universal que reproduce correctamente la interaccion entre dimeros de gases
nobles, asi como también dimeros de moléculas organicas pequefias!8%. La
versatilidad de los métodos AIM permiten a su vez derivar cada uno de los
nuevos pardmetros que deben ser incluidos en los nuevos potenciales mencio-
nados. La derivacion de nuevos pardmetros en conjunto a las formulaciones
de nuevos potenciales de interaccion clédsicos, abren la oportunidad de gene-
rar nuevas proyecciones en el drea del desarrollo de campos de fuerza, los
cudles permitirian una estimacién cada vez mas precisa de la energia libre de
activacion utilizando transformaciones alquimicas de no-equilibrio.

La ultima proyeccion que nace de esta tesis, implica la estimacion de pro-
piedades cinéticas més alla de los cambios en la energia libre de activacion
AAG*. Las reacciones que generan productos secundarios presentan bifur-
caciones en su perfil de reaccion. En estos casos, cada producto se forma a
partir de estados de transicidon de etapas que no determinan la velocidad de
la reaccién, pero si definen el producto cinético mayoritario. Tomando como
ejemplo a la enzima OYE, generar un ciclo termodindmico que implique la
transformacion del estado de transicion de la reaccion alddlica en la reaccion
de reduccién, permitiria obtener una medida de la proporcién en la cual estas
dos reacciones son catalizadas. Aplicando tal ciclo a multiples variantes, en
principio se podria predecir como las mutaciones promueven la generacion
de un producto por sobre otro, entregando informacion valiosa para el disefio

de nuevos biocatalizadores. Finalmente, para sustratos con centros quirales
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o pro-quirales, un tercer ciclo termodindmico que incluya la transformacion
de los estados de transicion que conllevan a distintos productos enantiomé-
ricos, permitirian obtener la enantioselectividad que posee cada una de las
mutantes.

Estas proyecciones no solo amplian el alcance de la metodologia desarro-
llada, sino que también abren nuevas fronteras en la comprension y el disefio
racional de biocatalizadores. Al mejorar la precision en la estimacién de ener-
gias libres de activacion, diversificar los sistemas enziméticos estudiados y
aplicar en la prediccion de selectividades cinéticas y enantioméricas, este tra-
bajo sienta las bases para una nueva generacion de modelos computacionales

eficientes y versdtiles, aportando asi al futuro de la ingenieria de proteinas.
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A. Analisis de los valores de ener-
gia y parametros no enlazantes
para las interacciones entre re-
siduos aminoacidicos

En este anexo se afiaden resultados complementarios a la seccion 3.2. Las
figuras A.1, A.2, A.3 y A.4 muestran la estimacion de la energia electrostatica
en presencia y ausencia de correcciones por penetracion de carga, utilizando
todos los modelos de cargas atomicas estudiadas en esta tesis. Por otro lado
las figuras A.5 y A.6 dan a conocer los valores de los parametros de lennard-
Jonnes Cg y radio de VAW, para los distintos métodos AIM y campos de

fuerza convencionales.
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Figura A.1: A) Griéfico de paridad de la energia de interaccion electrostatica cldsica
calculada con cargas atomicas de dos campos de fuerza tradicionales (AMBER99,
CHARMM36m) o mediante diferentes métodos AIM (HI, MBIS, AVH y AVH-M),
en comparacion con los valores de referencia obtenidos a partir de calculos de estruc-
tura electronica ALMO-EDA para dimeros de cadenas laterales cargadas de igual
signo. B) Los mismos gréficos de paridad, incluyendo el efecto de la penetracion de

carga.
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Figura A.2: A) Griéfico de paridad de la energia de interaccion electrostatica cldsica
calculada con cargas atomicas de dos campos de fuerza tradicionales (AMBER99,
CHARMM36m) o mediante diferentes métodos AIM (HI, MBIS, AVH y AVH-M),
en comparacion con los valores de referencia obtenidos a partir de calculos de estruc-
tura electronica ALMO-EDA para dimeros de cadenas laterales cargadas de signo
opuesto. B) Los mismos graficos de paridad, incluyendo el efecto de la penetracion
de carga.
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Figura A.3: A) Griéfico de paridad de la energia de interaccion electrostatica cldsica
calculada con cargas atomicas de dos campos de fuerza tradicionales (AMBER99,
CHARMM36m) o mediante diferentes métodos AIM (HI, MBIS, AVH y AVH-M),
en comparacion con los valores de referencia obtenidos a partir de calculos de estruc-
tura electrénica ALMO-EDA para dimeros de cadenas laterales aromatico-aromatico
e hidrofilico-hidrofilico. B) Los mismos gréficos de paridad, incluyendo el efecto de
la penetracion de carga.
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Figura A.4: A) Grifico de paridad de la energia de interaccién electrostética cla-
sica calculada con cargas atomicas de dos campos de fuerza tradicionales (AM-
BER99, CHARMM36m) o mediante diferentes métodos AIM (HI, MBIS, AVH y
AVH-M), en comparacion con los valores de referencia obtenidos a partir de cdlculos
de estructura electréonica ALMO-EDA para dimeros de cadenas laterales aromatico-
hidrofilico. B) Los mismos graficos de paridad, incluyendo el efecto de la penetra-
cion de carga.
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Figura A.5: Distribucion de los coeficientes Cg para los 4tomos de carbono (C, gris)
e hidrégeno (H, cian) segin los campos de fuerza AMBER99 y CHARMM36, asi
como diferentes métodos AIM (HI, MBIS, AVH y AVH-M).
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Figura A.6: Distribucién de los coeficientes radios de VAW para los dtomos de
carbono (C, gris) e hidrégeno (H, cian) segin los campos de fuerza AMBER99 y
CHARMM36, asi como diferentes métodos AIM (HI, MBIS, AVH y AVH-M).
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B. Correccion al perfil de energia

libre usando el método DFTB3

En este anexo se afiaden resultados complementarios a la seccion 3.4. La
figura B.1 muestra los perfiles de energia libre de la enzima DHFR obtenidos
con el método de la cuerda y el método semiempirico DFTB3 original (curva
negra) y luego de realizarle correcciones sumando la diferencia entre este

nivel de teoria y M06-2X/Def2tzvp (curva roja).
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Figura B.1: Correcion al perfil de energia libre de DHFR. La curva negra corresponde
al perfil original obtenido mediante el Hamiltoniano DFTB3, exhibiendo un minimo
artificial cercano al ET. La curva roja muestra el perfil corregido por el método DFT
MO06-2X/def2tzvp.
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C. Parametros de Simulacion

Todos los pardmetros de simulacion referentes a equilibraciones, pro-
ducciones y transformaciones alquimicas MM han sido almacenados como
archivos en formato mdp de Gromacs. Los parametros de las Simulacio-
nes QM/MM en AMBER a su vez, son almacenados en su propio formato.
Las estructuras iniciales de cada sistema asi como los parametros de simula-
cion anteriormente mencionados pueden ser descargados del siguiente enlace:

https://doi.org/10.5281/zenodo.15116078
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D. Analisis Conformacional del sis-

tema OYE

En este anexo se afiaden resultados complementarios a la seccién 3.6.
Las figuras D.1 y D.2 corresponden a célculos de la desviacion cuadratica
media (RMSD) para las simulaciones de todas las mutantes en el estado de

transicion ET y en el complejo de Michaelis-Menten.
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Figura D.1: Evolucién del RMSD de la proteina OYE en el complejo de Michaelis-
Menten, para diferentes mutantes a lo largo del tiempo. Se muestran los valores de
RMSD (en A) en funcién del tiempo (en ps) para cada mutante analizado
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Figura D.2: Evolucién del RMSD de la proteina OYE en el estado de transicion, para
diferentes mutantes a lo largo del tiempo. Se muestran los valores de RMSD (en A)
en funcién del tiempo (en ps) para cada mutante analizado
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E. Resultados Experimentales

Los resultados experimentales presentados en esta seccidn corresponden
al trabajo del estudiante de maestria Tobias Dorer, el cual realizé este trabajo

en el marco de su Lab rotation en el Max Planck for Terrestrial Microbiology
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Figura E.1: Actividad ald6lica de distintas variantes de OYE. La concentracion de
producto alddlico[uM] se mide en funcién de las distintas variantes de OYE Y187F
y a dos concentracidnes de enzima total distintas 10 y 50 uM. Para la mutante
Y 187F/L365Q el ensayo se realiza dos veces, donde los codigos E11 y D1 corres-
ponden a la posicion en una placa de 96 pocillos, como se suele utilizar en este tipo
de ensayos.
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