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Investigacion Quimica

Modelizacion molecular de B-lactamasas y PBPs

Resumen: Las técnicas de modelizacion molecular permiten analizar en detalle las reacciones que catalizan sistemas en-
zimaticos como las B-lactamasas y las PBPs. Mediante simulaciones de dinamica molecular de distintas configuraciones del
centro activo seguidas de calculos energéticos quimico-cuanticos, es posible identificar qué residuo del centro activo actua
como catalizador basico, determinando de esta manera el mecanismo de reaccion para la primera etapa del proceso catalizado
por B-lactamasas y PBPs. A juzgar por los resultados obtenidos, la metodologia utilizada en nuestros estudios podria ser muy
util en las etapas iniciales del disefio por ordenador de nuevos farmacos.

Introduccion

A mediados de 1941 se anunci6 ante la
comunidad internacional la existencia de
"un producto con fulminante actividad
bactericida": la penicilina.l!l Fleming,
como descubridor, y Florey y Chain, como
artifices de la purificacion y estabilizacion
de la sustancia, habian sido los padres del
gran avance cientifico que, sin duda,
marc6 un antes y un después en el combate
contra muchas enfermedades infecciosas. Tanto es asi que Sir
Alexander Fleming es una figura cientifica de relevancia uni-
versal (véase la Figura 1) y el descubrimiento de la penicilina
es un clasico de la historia de la ciencia y de la divulgacion
cientifica en general. Sin embargo, la penicilina y sus multi-
ples derivados no proporcionan el tratamiento definitivo de
las patologias de origen bacteriano, ya que la propia seleccion
natural, acelerada en muchos casos por el uso desmedido de
antibidticos en multiples facetas de la actividad humana,
favorece siempre la supervivencia de las bacterias resistentes
a la accion de los farmacos. Por ello, mas de medio siglo
después del descubrimiento de la penicilina, el estudio de esta
amplia familia de antimicrobianos sigue siendo un area de
investigacién de gran actividad. Conocer con el méaximo
detalle posible los procesos asociados al efecto antibiotico y a
la resistencia bacteriana permitira, por un lado, desarrollar
nuevos compuestos, y por el otro, utilizar de un modo mas
racional el arsenal terapéutico disponible.

Figura 1. Monumento homenaje a Fleming en Gijon, inaugurado en
1955. Fue el primero de otros muchos que junto a nombres de calles,
centros de ensefanza, etc. contribuyeron a popularizar al descubridor
de la penicilina.
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PBPs: Las dianas de las B-lactamas

Pero ;qué es la penicilina y como actua?
La penicilina es un antibidtico, sustancia
de origen natural con actividad microbici-
da, perteneciente a la familia de las B-lac-
tamas. Por lo tanto, quimicamente se ca-
racteriza por la presencia de un grupo
amida situado en un ciclo de cuatro cen-
tros: el anillo B-lactimico. Precisamente,
gran parte de la actividad biologica que
ejercen los antibidticos B-lactamicos, donde se incluye tam-
bién a las cefalosporinas, los carbapenemes, y las monobacta-
mas de la Figura 2, puede asociarse a la reactividad quimica
caracteristica de este anillo.
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Figura 2. Representacion esquematica del esqueleto comun presente
en las distintas familias de antibiéticos -lactdmicos. El anillo 3-lac-
tamico aparece resaltado en verde.

El uso generalizado de los compuestos B-lactimicos en el
tratamiento de las infecciones bacterianas es el resultado de
dos propiedades fundamentales: su amplio espectro de accion
bactericida y su baja toxicidad para los pacientes. Esta baja
toxicidad se debe a que el proceso bacteriano sobre el que
actuan las B-lactamas, la sintesis de la pared celular, no tiene
analogo en las células eucariotas (no poseen dicha pared celu-
lar). Mas concretamente, los antibidticos B-lactamicos blo-
quean un conjunto de enzimas bacterianas denominadas PBPs
(Penicillin Binding Proteins), que son las encargadas de
catalizar la formacion de una estructura macromolecular en
forma de malla o red, componente esencial de la pared celu-
lar.[2-4] Esta macro-estructura caracteristica de las bacterias es
un peptidoglicano, formado por cadenas polisacaridas que
alternan la N-acetilglucosamina (NAG) y el acido N-acetil-
muramico (NAM), y por fragmentos peptidicos que conectan
a las distintas cadenas polisacaridas segiin se muestra en la
Figura 3. Los fragmentos peptidicos del peptidoglicano pre-
sentan en su parte terminal la secuencia de aminoacidos D-
Ala-D-Ala, que es reconocida de modo selectivo por las en-
zimas PBPs. De este modo, las enzimas PBPs catalizan la
formacion de enlaces peptidicos cruzados entre distintos frag-
mentos del peptidoglicano, proceso que transcurre con la
eliminacion del grupo D-Ala terminal.

En general, se considera que la actividad antibiodtica de las
B-lactamas es el resultado de la semejanza estructural exis-
tente entre el fragmento D-Ala-D-Ala del peptidoglicano y la
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Modelizacion molecular de B-lactamasas y PBPs
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Figura 3. Representacion esquema-
tica de la estructura en forma de
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Figura 4. Comparacion de la estructura tridimensional del fragmento
-D-Ala-D-Ala del peptidoglicano y de la bencilpenicilina. La fecha
indica la posicion del enlace peptidico de ambos compuestos que es
hidrolizado por las PBPs.

zona del anillo B-lactimico presente en los antibioticos, tal y
como se muestra en la Figura 4.I51 De este modo, los com-
puestos [-lactamicos reaccionan con las enzimas PBPs
desplazando a sus substratos naturales.

B-lactamasas: El problema de la resistencia
bacteriana

El uso generalizado de antibidticos ha sometido a muchas
comunidades microbianas a una fuerte presion selectiva: se
eliminan las bacterias sensibles y se favorece, por tanto, la
proliferacion de las bacterias resistentes. En este sentido, usos
y costumbres como la automedicacion, el seguimiento incom-
pleto de un tratamiento, asi como el abuso de los
antibidticos de amplio espectro en agricultura y
ganaderia, comprometen el futuro uso terapéutico
de los compuestos actualmente disponibles.[6]

En el caso particular de los antibioticos B-lacta-
micos, se han descubierto tres estrategias evolutivas
distintas utilizadas por las bacterias para reducir o
eliminar su sensibilidad frente a las B-lactamas.[7]
Por un lado, las bacterias Gram pueden alterar la
permeabilidad de su membrana externa para evitar
la llegada de los antibidticos a la pared celular.
Otros organismos han modificado sus PBPs de
modo que presenten una menor afinidad por las -
lactamas, aunque sin alterar por ello sus funciones
durante la sintesis del peptidoglicano. Pero, sin
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PBP Streptomyces K15

representa en rojo.

duda, el mecanismo mas importante de resistencia a los
antibidticos P-lactdmicos es la produccion de enzimas
hidroliticas, denominadas [-lactamasas, que degradan de
modo selectivo y rapido el enlace amida del anillo B-lactami-
co.[6.8-11]

Las B-lactamasas se dividen en dos grupos principales: las
enzimas de serina, que se subdividen tradicionalmente en las
denominadas clases A, C y D, y las cinc-f3-lactamasas que se
agrupan en la clase B.[12] Las enzimas de la clase A son las
mas abundantes mientras que las B-lactamasas de las clases B
y C poseen una gran capacidad hidrolitica frente a un gran
namero de compuestos PB-lactamicos, incluyendo a las
cefalosporinas de tercera generacion y a los carbapenemes
utilizados para el tratamiento de cepas resistentes.[13.14]

PBPs vs. B-lactamasas: Un origen comun y dos
funciones distintas

Hoy en dia se sabe que las PBPs y las B-lactamasas tienen un
origen evolutivo comun, desarrollandose las segundas por la
presion selectiva que favorece a los organismos resisten-
tes.l15-17] Gracias a técnicas como la cristalografia de protei-
nas, se ha comprobado que el dominio catalitico de las PBPs
y el tnico dominio presente en las -lactamasas de serina pre-
sentan el mismo tipo de plegamiento, representado en la
Figura 5, y que se caracteriza por la presencia de dos subdo-
minios. El primer subdominio esta formado principalmente
por hélices o mientras que el segundo es de tipo o/f [18]

El centro activo en el que transcurre la reaccion catalizada
por B-lactamasas y PBPs es una region comprendida entre

Subdominio a

B-lactamasa Citrobacter freundii

Figura 5. Estructura tridimensional caracteristica de las enzimas PBPs y [3-lacta-
masas de serina.[19]
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Figura 6. Representacion del centro activo de
una PBP y una B-lactamasa. Los residuos méds
relevantes desde un punto de vista catalitico
aparecen representados mediante modelos de

s bolas y varillas.
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ambos subdominios. Contiene un grupo de residuos conser-
vados, es decir, presente en todas las enzimas, y que adoptan
una orientacion espacial muy similar (véase la Figura 6).
Estos residuos conservados se agrupan en tres secuencias:
Ser-X-X-Lys, en el que la serina actia como nucledfilo,
Ser(Tyr)-X-Asn(Cys), y Lys(His)-Ser(Thr)-Gly. Cuando
alguno de estos residuos conservados es reemplazado por otro
aminodcido en los experimentos de mutagénesis, se observa
siempre una disminucion notable en la eficiencia catalitica de
la enzima.[20] Ademas, las estructuras tridimensionales
disponibles para B-lactamasas y PBPs muestran que estos
residuos conservados interaccionan unos con otros mediante
una red de puentes de hidrogeno.[!8] Sin embargo, la resolu-
cién de las estructuras cristalograficas (1-2 A) es insuficiente
para localizar la posicion exacta de los atomos de hidrogeno.
O sea, se desconoce el estado de ionizacion a pH fisiologico
de los residuos importantes para la catalisis, y por tanto, no es
nada facil identificar qué funcién desempeiia cada uno de los
residuos conservados.

Las PBPs y las B-lactamasas catalizan el mismo tipo de
proceso quimico: el ataque nucledfilo al enlace amida del
fragmento D-Ala-D-Ala del peptidoglicano o al anillo B-lac-
tamico de los antibidticos. Los experimentos cinéticos
demuestran que este proceso transcurre al menos en dos eta-
pas. En la primera, la etapa de acilacion en la Figura 7, se
forma un intermedio acil-enzima. A continuacion, el interme-
dio acil-enzima formado entre una enzima PBP y el fragmen-
to D-Ala-D-Ala del peptidoglicano reacciona rapidamente
con una molécula de agua o con el grupo amino de otro frag-
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mento del peptidoglicano. En cambio, el intermedio acil-en-
zima formado entre una enzima PBP y un antibidtico B-lac-
tamico es mucho mas estable, con lo que el centro activo de
la PBP queda bloqueado, lo que a su vez desemboca en la
formacion de peptidoglicanos defectuosos. Pero si la enzima
bacteriana es una [-lactamasa que ataca a un antibiotico -
lactamico, el intermedio acil-enzima resultante tiene una vida
media muy corta ya que es hidrolizado rapidamente, pro-
duciéndose asi la degradacion del antibidtico.

En resumen, sabemos qué residuos del centro activo son
importantes para la catalisis gracias a los estudios de mutagé-
nesis, las estructuras cristalinas nos muestran su orientacion
relativa, y los estudios cinéticos identifican las etapas
mecanisticas de la catalisis. Pero toda esta informacion no es
suficiente para dar una descripcion molecular detallada del
proceso catalizado por B-lactamasas y PBPs, dado que siguen
sin responderse inequivocamente cuestiones tales como: ;qué
residuo actia como catalizador bésico activando a la serina
nucledfila?, ;qué residuo se encarga de ceder un proton al
grupo amino saliente?, ;cudl es la estructura y energia de los
estados de transicion?, etc. Teniendo en cuenta el papel
desempeiiado por las PBPs y las -lactamasas en los procesos
de resistencia a las P-lactamas, necesitamos alcanzar un
mayor conocimiento de su funcionamiento a nivel molecular.
Nuestra aproximacion particular a esta problematica emplea
las técnicas y métodos de la Modelizaciéon Molecular por
ordenador para tratar de resolver algunos de los problemas
pendientes en el mecanismo de la catalisis desarrollada por
ambos tipos de enzimas.
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.Qué es la modelizaciéon molecular?

El término modelado o modelizacion molecular incluye a
todas aquellas técnicas computacionales que tienen como
finalidad el estudio de la estructura tridimensional de las
moléculas y la prediccion de propiedades moleculares, ya sea
para especies quimicas estables o para estados de transi-
cion.[21] Para ello, estas técnicas requieren la utilizaciéon de
modelos tedricos que describan las interacciones inter- e
intra-moleculares. Los mejores modelos tedricos se cons-
truyen directamente a partir de la mecéanica cuantica (QM)
pero, por lo general, estos modelos tienen un coste computa-
cional prohibitivo cuando son aplicados a macromolécu-
las.[22] Para estos grandes sistemas siguen empleandose mo-
delos empiricos, mas conocidos por el término de mecanica
molecular (MM), o bien se acude a modelos hibridos que
combinan una descripcion QM para una parte especial del sis-
tema con un tratamiento MM para los demas atomos.[23]
Todos los modelos teodricos estiman, con mayor 0 menor pre-
cision, las variaciones en la energia potencial molecular
debidas a cambios geométricos conformacionales, pero solo
los métodos QM describen la ruptura o formacion de enlaces
quimicos.

Los modelos de calculo de la energia potencial molecular
pueden combinarse con distintas técnicas de muestreo con-
formacional, tales como la simple minimizacion energética, la
dindmica molecular o el método de Monte Carlo. Sélo a par-
tir de la combinacion de calculos energéticos y muestreo con-
formacional es posible predecir las propiedades estructurales
y termodindmicas de los sistemas moleculares, y comparar
entonces con los datos experimentales. Por supuesto, esta
comparacion es fundamental para validar la aplicacion de un
modelo tedrico a un determinado tipo de sistemas molecu-
lares. Cuando un modelo ha sido validado satisfactoriamente,
puede aplicarse para predecir las propiedades de otros sis-
temas semejantes para los que, con frecuencia, no se posee
ninguna informacion previa.

Sin duda, un rasgo propio muy valioso de las técnicas de
modelizacion molecular es su gran aplicabilidad, ya que es
posible simular el comportamiento de moléculas aisladas,
liquidos, polimeros, biomoléculas y solidos. En el caso par-
ticular de las macromoléculas de interés bioldgico (proteinas,
polisacaridos y acidos nucleicos), las técnicas de dinamica
molecular combinadas con modelos MM constituyen la prin-
cipal herramienta de modelizacion.[24] Para incluir el efecto
del disolvente se puede incorporar un numero elevado de
moléculas de agua y aplicar condiciones periddicas para si-
mular una fase condensada, o bien es posible considerar al
disolvente como un medio continuo. En la practica, las
dinamicas moleculares son capaces de modelizar el compor-
tamiento de cualquier sistema, incluyendo los no descritos
estructuralmente e inabordables por cualquier otra técnica
(tedrica o experimental). Actualmente, las trayectorias de
dinamica molecular alcanzan a simular el comportamiento de
biomoléculas durante intervalos de tiempo del orden de los
nanosegundos, lo que requiere el uso de sistemas de com-
putacion de altas prestaciones. En contrapartida, las posibles
aplicaciones de la dinamica molecular son amplisimas. Por
ejemplo, se han utilizado simulaciones de dindmica molecu-
lar para estudiar y predecir procesos como el plegamiento de
las proteinas, investigar la influencia de los efectos dindmicos
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sobre la actividad enzimatica, analizar la estructura de hidra-
tacion de distintas macromoléculas, modelizar los cambios
conformacionales y procesos alostéricos, comprender el
reconocimiento molecular, simular el transporte de iones y de
pequefias moléculas a través de membranas, etc.[25-28]

Modelizacion molecular de PBPs y B-lactamasas:
Una aportacién metodologica

Los estudios de modelizacion molecular de PBPs y B-lacta-
masas se han centrado fundamentalmente en el analisis
mecanocuantico de distintos mecanismos de reaccion,[29:30] y
en la simulacion, mediante dinamica molecular, de varias en-
zimas y complejos enzima-ligando.[31-34] Sin embargo, estos
estudios previos no han analizado en detalle los diferentes
estados de ionizacion que pueden presentar los residuos que
constituyen el centro activo de la enzima. Tan solo algunos
calculos electrostaticos de pKas han proporcionado cierta
informacion sobre el posible estado de protonacion de los
principales residuos del centro activo de P-lactamasas y
PBPs. [35-37]

La distribucion de carga en el centro activo condiciona
claramente el mecanismo de la reaccion catalizada por B-lac-
tamasas y PBPs. En principio, para distinguir cual seria el
estado de ionizacion mas probable de los residuos clave de
estas enzimas podriamos calcular la energia de los distintos
estados de protonacion, construidos a partir de las estructuras
de rayos X, aplicando directamente un modelo QM. Sin
embargo, dado que las enzimas son sistemas flexibles, es
igualmente importante muestrear adecuadamente el espacio
conformacional accesible a las cadenas laterales de los
aminoacidos. Esto requiere generar trayectorias de dinamica
molecular del orden de los nanosegundos, para lo cual es
necesario emplear una representacion MM para cada uno de
los estados a analizar. Posteriormente, la informacion estruc-
tural asi generada puede utilizarse para calcular la energia
libre de los sistemas enzimaticos mediante un protocolo com-
putacional que hemos denominado QM-PBSA (Quantum
Mechanics Poisson Boltzmann Surface Area). Este protocolo
QM-PBSA, que es una extension mecanocuantica de otro
método mas estandar conocido como MM-PBSA (Molecular
Mechanics Poisson Boltzmann Surface Area),381 aplica la
siguiente formula hibrida para obtener la energia libre (G) de
un conjunto de estructuras (snapshots) generadas a la largo de
una misma trayectoria de dinamica molecular:

G=H»‘}+E

disp + GPBSA -T SMM

La expresion [1] combina la entalpia de formacion de la
enzima ( Hfo. ), su energia de solvatacion (Gpggy) calculada a
partir de la ecuacién de Poisson-Boltzmann mas un término
empirico no polar, la energia de dispersion obtenida a partir
de pardmetros atomicos y de una foérmula aditiva de tipo
Lennard-Jones, y la entropia (Syy) calculada a partir de cal-
culos analiticos de constantes de fuerzas y formulas termo-
dindamico-estadisticas. En nuestra implementacion particular
del protocolo QM-PBSA, la entalpia ‘; y la componente elec-
trostatica de la energia de solvatacion se calculan haciendo
uso de un modelo QM semiempirico, generalmente el conoci-
do método PM3,[221 mientras que la energia de dispersion y el
término entropico siguen calculandose con modelos MM.

© 2006 Real Sociedad Espafiola de Quimica —41]

—



nodel i zaci on. gxd 12/03/2007 12:48

PAgi na 42

Amales N. Diaz Fernandez
RSEQ
L L L L L
¥sa13 Hyss. Wens, o Lyss Lysma o Lysss Lys213 o LYS®
NH3 NHZ NH3 NH3 NH3 NH3 NHZ NH3
?H 5H (l)@ &H OH. 5% OH gy  Figura 8. Algunas de las configuraciones del
Sergg éysga Sergg (';ysga 59;5',6 (‘;ys% Sergs éyssa centro activo de la PBP analizadas mediante

Para ello es necesario utilizar algoritmos especiales, de modo
que el coste computacional de los modelos QM aumente li-
nealmente con el tamafo del sistema, y no de forma potencial
como ocurre con los algoritmos estandar. En nuestro caso,
hemos empleado el algoritmo Divide and Conquer imple-
mentado en el programa DIVCON.[39]

Los valores de G obtenidos segln la ecuacion [1] se pro-
median para una serie de 50 o mas snapshots no correla-
cionados entre si. De este modo, se obtienen valores prome-
dio para las energias libres de los distintos estados simulados
con una incertidumbre estadistica de +5 kcal/mol que, en ge-
neral, es suficiente para discriminar entre los distintos estados
de protonacion del centro activo de las enzimas. Asimismo,
hemos calibrado el grado de fiabilidad del protocolo QM-
PBSA estudiando otros sistemas modelo de menor tamafio
con métodos mas sofisticados o comparando entre valores
tedricos y experimentales de energias relativas de unién en-
zima-substrato.[34]

Utilizando este esquema de calculo propuesto en nuestro
laboratorio —dinamicas moleculares mas calculos QM-PBSA—
se ha analizado el comportamiento de dos sistemas particu-
lares: la PBP del Streptomyces K15 y la B-lactamasa de la
clase C del Citrobacter freundii.1*0-411 A continuacion se pre-
sentan los resultados obtenidos y discutimos su utilidad para
racionalizar los principales datos experimentales y compren-
der el papel desempefiado por cada uno de los residuos con-
servados en el centro activo de ambas enzimas.

PBP del Streptomyces sp. K15

Los tres elementos cataliticos identificados en el centro acti-
vo de esta enzima presentan la secuencia Sersys-X-X-Lyssg,
Sergg-X-Cyseg, ¥ Lys,13-Thr, 4-Glys,;s. El grupo alcohol de
la cadena lateral de la Ser35 actia como nucleéfilo y, segun
las estructuras cristalinas disponibles, interacciona con una
red de puentes de hidrogeno que lo conecta a los distintos
residuos conservados.[*2] La estimacion del pKa de los resi-
duos ionizables sefiala que tanto la Cysgg (pK,~7.2) como la
Lys,i3 (pK,~7.4) podrian presentar un estado de ionizacion
adecuado para actuar como catalizadores basicos durante la
reaccion catalizada por la PBP.3!] Ademas, las estructuras
cristalinas muestran una distancia Lys;g-NG+-Sy-Cysgg bas-
tante corta (2.7 A), que parece sefialar la existencia de una cis-
teina cargada negativamente interaccionando con una lisina
cargada positivamente.[42] Sin embargo, los experimentos
cinéticos de mutagénesis identifican a los residuos Lyssg y
Sergq como aquellos cuya mutacion tiene un mayor impacto
en la eficiencia catalitica de la PBP.[43]

Teniendo en cuenta esta serie de resultados previos, se con-
sideraron varias configuraciones del centro activo de la enzi-
ma que podrian ser cinéticamente activas, y que se caracteri-

42— © 2006 Real Sociedad Espafiola de Quimica

simulaciones de dinamica molecular y sus cor-
respondientes energias relativas (kcal/mol)
obtenidas mediante el protocolo QM-PBSA.

zan porque alguno de los residuos candidatos a catalizador
basico se encuentra en su forma desprotonada (véase la Figura
8).1401 Por un lado, los analisis estructurales de las distintas
trayectorias pusieron de manifiesto que la distancia
Lyssg-"Cysgg era demasiado corta en las estructuras cristali-
nas, incluso cuando ambos residuos se encuentran ionizados.
Ademas, los analisis energéticos mostraron claramente que
todas aquellas configuraciones en las que la Cysgg estuviese

desprotonada presentaban una energia relativa muy elevada.
Por otro lado, se observo que el estado con la Lys, ;3 en su

forma neutra era el mas estable en la forma libre de la enzi-
ma, en buen acuerdo con los valores de pK, calculados. Pero

ademas, las diferencias de energia y los contactos presentes a
lo largo de las trayectorias sugieren que la conversion entre
los estados con la Lys;g o con la Lys, 3 en su forma neutra

podria ser viable durante el mecanismo catalitico de la PBP.
De este modo, se plantea la cuestion de si podrian producirse
cambios en el estado de ionizacion del centro activo de la PBP
como resultado de la unién de ligandos. Y es que tanto los
substratos naturales de las PBPs como los antibidticos -lac-
tamicos presentan un grupo carboxilato proximo al enlace
amida a hidrolizar que, siendo esencial para el reconocimien-
to molecular enzima-ligando, podria también alterar el ba-
lance de interacciones electrostéticas a nivel del centro activo
de la enzima.

Los métodos de simulacion molecular permiten caracterizar
estructural y energéticamente los complejos de Michaelis
enzima/ligando, mientras que otras técnicas como la difrac-
cion de rayos X requieren utilizar enzimas mutantes no reac-
tivas. En el caso de la PBP, se seleccion6é como ligando a la
bencilpenicilina, que es capaz de acilar a la enzima en la
primera etapa del proceso reactivo. El complejo inicial
PBP/penicilina se obtuvo mediante calculos energéticos de
docking.[44] Posteriormente, se llevaron a cabo nuevas simu-
laciones de dindmica molecular y estimaciones de la energia
libre de las distintas configuraciones consideradas para el
complejo enzima/ligando. Curiosamente, los resultados
energéticos muestran que la union de la penicilina en el cen-
tro activo de la PBP introduce cambios importantes en las
energias relativas, de modo que el estado con la Lys;g neutra
pasa a ser claramente la configuracion mas estable. Ademas,
esta configuracion presenta una distancia de ataque Ser;s-Oy
--C-carbonilico idonea, a la vez que la Lys;g esta perfecta-
mente situada para activar al nucleofilo (véase la Figura 9).

Toda la informacion obtenida de las simulaciones se puede
resumir en el esquema de reaccion que aparece en la Figura
10. En un primer paso, y asociada a la union de la penicilina,
tiene lugar una transferencia de H desde la Lyssg a la Lys, 3.
A continuacion, se produce la activacion del nucléofilo y el
ataque al grupo carbonilo del substrato para dar un intermedio
tetraédrico. En una tercera etapa, el N -lactamico capta un H,
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las distancias de ataque nucledfilo y de activacion de
la Serss por la Lyssg estan expresados en A.

Figura 10. Esquema propuesto para la reaccion de acilacion de la PBP del

Streptomyces K15 por la bencilpenicilina

que bien podria ceder la Lys, 5 con catélisis de la Sergg, y se

produce la apertura del anillo B-lactimico. Este esquema nos ‘l-ys-“.;’i 'I-YSBT Il_ys315 'I-YSGT II-YS315-' ||—Y967 ||-Y9315 ’I—Ystﬂ
permite identificar a la Lyss;g como catalizador bésico, pero gHS NH, (l';IH3 : gNHa “NHp (Nﬁl—]._,' &h)le €r:)lH;,
también otorga un papel critico a la Sergq durante las trans- OH ; o(—')" 3 OH OH
ferencias de H, en buen acuerdo con los resultados previos de TYHI . "'T.Yfl - Tyr{m Tyri -
mutagénesis. Por ultimo, nos permite entrever el papel e

mecanistico de la Lys, 3, que por su posicion y facilidad para | A= 20' | AG-13 |

aceptar/donar protones, podria comportarse como catalizador
basico durante la etapa final de deacilacion del substrato na-

Figura 11. Configuraciones del centro activo analizadas mediante sim-
ulaciones de dinamica molecular y energias relativas (kcal/mol)
obtenidas mediante el protocolo QM-PBSA.

tural de la PBP (el fragmento —D-Ala-D-Ala del peptidogli-
cano).

B-lactamasa de la clase C de Citrobacter freundii

Las estructuras cristalinas disponibles para las B-lactamasas
de la clase C muestran que la serina nucledfila, Sery,, inter-
acciona con varios residuos del centro activo conservados en
este tipo de enzimas: la Lysg;, la Tyr;so, y la Lyss;5.[451 Los
céalculos electrostaticos atribuyen un pKa elevado a estas dos
lisinas, mientras que la Tyr;s, se caracterizaria por un pK,
claramente desplazado que seria compatible con la presencia
de un anién fenolato en el centro activo.[37] Sin embargo, el
pK, asignado a esta Tyr, 5, mediante RMN de 13C esta clara-
mente por encima de 11, por lo cual su cadena lateral estaria
necesariamente protonada en la forma libre de la enzima.[46]
Por otra parte, los experimentos de mutagénesis son bastante
dificiles de interpretar en el caso de las B-lactamasas de la
clase C.[47-51] Las mutaciones de la Lyss; anulan casi comple-
tamente la actividad enzimatica, aunque la velocidad del pro-
ceso de acilacion permanece practicamente inalterada si la
Lysg; se sustituye por una Arg. Respecto a la Tyr 5, los estu-
dios de mutagénesis proporcionan resultados bastante mas
heterogéneos, observandose disminuciones en la eficiencia
catalitica de la enzima que son muy dependientes del mutante
en cuestion y del substrato empleado. [51]

Al igual que para la PBP, las simulaciones de dinamica
molecular y posteriores calculos energéticos QM-PBSA per-
mitieron analizar la estabilidad relativa de las distintas con-
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figuraciones del centro activo de la B-lactamasa.[#!] Los resul-
tados obtenidos indican que la configuracion con la Lysg; en

su forma neutra o con la Tyr;5, en su forma anidnica son las

mas favorables energéticamente en la forma nativa de la en-
zima. Ademas, ambos estados estan muy proximos en
energia, por lo cual podria existir un equilibrio entre ambas
configuraciones.

Después de analizar la enzima en su forma libre, se estudio
el complejo formado con un antibidtico monobactamico
como el aztreonam, para el que existe una estructura cristali-
na correspondiente al intermedio acil-enzima formado con la
[-lactamasa en cuestion.[#3]1 Los calculos de energia libre rea-
lizados en los distintos complejos indican que la union del
aztreonam estabiliza preferentemente al estado que presenta a
las dos lisinas del centro activo en su forma catioénica. Sin
embargo, la diferencia energética entre este estado y la con-
figuracion con la Lysg; neutra es insuficiente para que este
residuo esté cargado a pH 7. Ademas, los andlisis estruc-
turales de la trayectoria con las dos lisinas en su forma
cationica muestran que el anillo B-lactamico del aztreonam
adopta una orientacion no reactiva, lo que permite descartar a
este estado como significativo desde un punto de vista
catalitico. Por lo tanto, debe considerarse que la configu-
racion con la Lysg; neutra es la mas probable para el comple-
jo B-lactamasa/aztreonam. Mas aun, a lo largo de esta trayec-
toria, la molécula de aztreonam presenta una orientacion ade-
cuada para el ataque nucleofilo, tal y como muestra la Figura
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12, mientras que la Lysg; estd perfectamente situada para acti-
var a la Serg, y actuar como catalizador basico durante la
etapa de acilacion de las B-lactamasas de la clase C.

4

\ztreonam

P
- 4 o
Figura 12. Molécula de aztreonam (modelo de bolas y varillas) unida
al centro activo de la [B-lactamasa de la clase C del Citrobacter
freundii. También se representa mediante bolas y varillas la cadena
lateral de la Sergy y de la Lysgy. Las distancias estan dadas en A.

El papel de la Lysg; como catalizador basico (véase la
Figura 13) es compatible con los resultados que muestran que
la actividad enzimatica desaparece cuando este residuo se
reemplaza por aminoacidos neutros, tales como la glutamina
o la treonina. Pero entonces (cémo es que la sustitucion de la
Lysg; por una Arg no modifica practicamente la velocidad del
proceso de acilacion? Este hecho debe relacionarse con la
presencia de otro residuo que actiie como catalizador basico,
y dada la pequena diferencia energética existente en la enzi-
ma nativa entre los estados con la Lysg; y con la Tyr s,
desprotonadas, el nuevo catalizador basico presente en el
mutante Lysg-/Arge; podria ser la Tyr;so. Asi, puede consi-
derarse que la mutacion introduce una carga positiva que
podria contribuir a estabilizar el estado anidnico de la Tyr,s,.
Precisamente, una nueva simulaciéon de dinamica molecular

Activacion y
ataque nuclecfilo

Tyriso

del mutante Lysg;/Argg; en presencia de la Tyr;s, en su forma
aniénica y del antibidtico aztreonam confirma que la orien-
tacion de la B-lactama es adecuada para acilar a la Serg,.
Ademas, el nucledfilo interacciona fundamentalmente con el
fenolato de la Tyr5, que, por lo tanto, actuaria como cata-
lizador basico.

Relevancia de los resultados para el disefio de
farmacos

Hoy en dia, los constantes avances en las técnicas de biologia
molecular, bioquimica, determinaciéon estructural y mo-
delizacion molecular permiten disefiar compuestos que se
unen especificamente a una proteina diana.l[521 La mod-
elizacion molecular adquiere cada vez mas importancia en la
obtencion de nuevos farmacos gracias a técnicas computa-
cionales como el cribado virtual, que aprovecha las amplias
bases de datos estructurales de dianas moleculares y/o de
moléculas orgénicas, asi como la elevada capacidad de alma-
cenamiento y velocidad de calculo de los ordenadores
actuales.

Las simulaciones aqui presentadas apuntan hacia dos cues-
tiones fundamentales que podrian condicionar el éxito o fra-
caso de un proceso de cribado virtual o de disefio iterativo de
nuevos ligandos. En primer lugar, nuestros resultados mues-
tran como la unioén de un ligando a un centro activo puede
modificar facilmente el estado de carga de los residuos ioni-
zables de dicho centro activo. En segundo lugar, hemos obser-
vado que la orientacion del ligando puede ser dependiente de
la distribucion de carga en el centro activo. Por consiguiente,
los andlisis de las estructuras cristalinas mediante dindmica
molecular y calculos QM-PBSA podrian ser de gran relevan-
cia para el disefio racional de farmacos. En efecto, las simu-
laciones de dinamica molecular caracterizarian la flexibilidad
del centro activo de las proteinas diana. A continuacion, los
calculos energéticos mediante el protocolo QM-PBSA dis-
criminarian entre distintas configuraciones quimicas, como
por ejemplo distintos estados de ionizacion del centro activo
de una enzima. Contando con una potencia de calculo inter-
media suministrada por un cluster de servidores informaticos
estandar, los estudios de dindmica molecular y analisis QM-
PBSA en sistemas de tamaino medio (100—
300 aminoacidos) pueden llevarse a cabo en
una o dos semanas, lo que no supone un plazo
de tiempo excesivo. Por lo tanto, creemos
que podria ser interesante enriquecer sis-
tematicamente la informacion estructural de
partida disponible para una proteina diana
mediante simulaciones dinamicas y calculos

TyT150

Aperturay QM-RBSA, siempre como un paso previo a
transferencia de H la aplicacion de nuevas estrategias computa-
cionales para el disefio racional de farmacos.
O S0
‘( N -
o g Catali Agradecimientos
Sel's‘/ S

Intermedio acil-enzima |
Lysgz

Figura 13. Mecanismo de reaccion propuesto para el proceso de acilacion entre la B-lac-
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tamasa de la clase C del Citrobacter freundii'y el antibidtico monobactamico aztreonam.
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