Revista de Investigacion Talentos, vol. 11, nro. 1, enero-junio 2024

UEB

UNIVERSIDAD
ESTATAL DE BOLIVAR

ISSN Impreso: 1390-8197 ISSN Digital: 2631-2476

Articulo de investigacion
https://doi.org/10.33789/talentos.11.1.193

Descripcion fisico-quimica tedrica y computacional de los complejos enzima-ligando de la

proteina bromelina reportada mediante difraccion de Rayos X

Theoretical and computational physicochemical description of the enzyme-ligand complexes of
bromelain protein reported by X-Ray diffraction

Fabian Mauricio Santana Romo

Universidad de las Fuerzas Armadas, Sangolqui - Ecuador

[fmsantana@espe.edu.ec

Marcia Jimena Morales Ortiz

Universidad de las Fuerzas Armadas, Sangolqui - Ecuador

Aurora Lisette Carreno Otero

Investigador independiente, Bucaramanga - Colombia

Gabriela Elena Vizuete Fiallos

Universidad de las Fuerzas Armadas, Sangolqui - Ecuador

Jessica Lorena Penaherrera Veintimilla

Universidad de las Fuerzas Armadas, Sangolqui - Ecuador

Resumen: El estudio tedrico computacional aborda la
descripcion de los complejos enzima-ligando obtenidos mediante
el método de difraccion de Rayos X. El proposito de este estudio
es analizar a la enzima bromelina aplicando aspectos de la quimica
tedrica y computacional, con un enfoque transdisciplinar, a través de
cribados virtuales consecutivos en la plataforma del RCSB PDB hasta
llegar al cristal de mejor calidad reportada. La descripcion fisica de
la obtencion de coordenadas tridimensionales a través del modelo
de difraccion de Rayos X, y la aplicacion de la quimica tedrica y
computacional para describir la estructura proteinica cuaternaria
reportada con sus cadenas, ligandos asociados, y moléculas de agua
estructural. Se determind que el complejo cristalino ID PDB: 6YCB
es el que posee la mejor resolucion, comparandola con respecto a la
proteina en criogenia que minimiza sus vibraciones estructurales.

Palabras Clave: Bromelina, cristalografia, enzima-ligando, fisico-
quimica, Rayos X.

Abstract: The computational theoretical study addresses
the description of the enzyme-ligand complexes obtained by the
X-Ray diffraction method. This study aims to analyze the enzyme
bromelain by applying aspects of theoretical and computational
chemistry, with a transdisciplinary approach, by applying
computational chemistry through consecutive virtual screenings on
the RCSB platform. PDB until reaching the crystal of best-reported
quality. The physical description of obtaining three-dimensional
coordinates through the X-Ray diffraction model and applying
theoretical and computational chemistry to describe the reported
quaternary protein structure with its chains, associated ligands, and
structural water molecules. It was determined that the crystalline
complex PDB ID: 6YCB has the best resolution compared to the
cryogenic protein that minimizes its structural vibrations.

Keywords: Bromelain, crystallography, enzyme-ligand, physical

chemistry, X-Rays.
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1. Introduccion

Dentro de la quimica estd en auge las
ciencias computacionales asociadas, es asi
como la quimica tedrica y computacional se
conjuga con areas complementarias, entre
ellas la fisica para predecir los fenomenos
atomicos y estructurales de sus particulas,
y la biotecnologia para dar una posible
aplicacion practica, en la mayor parte de
los casos refleja una bioactividad directa
(McArdle et al., 2020; Polik & Schmidt,
2022).

quimica es el punto de convergencia para

Dando como resultado que la

explicar fendmenos paralelos en otras areas,
asi también como punto de llegada para
concluir los comportamientos de la materia,
tanto inorganica como viva (Leszczynski &
Shukla, 2010).

Las biomoléculas poseen  primordial
importancia en el entendimiento de sus
estructuras tridimensionales, ya que cada
uno de sus atomos poseen una hibridacion
especifica a la que corresponde su respectiva
geometria molecular (Santana-Romo et al.,
2020). Con este precedente se toma el método
de cristalizacion y difraccion de Rayos X,
para retratar estructuralmente cada atomo de
una molécula y/o compuesto, dando como
resultado las coordenadas espaciales (x,),z)
que al graficarlas nos trasladan a un plano
amplificado del compuesto y sus enlaces

formales (Ali et al., 2022; Chen et al., 2019).

A través de la Ley de Bragg en el campo de
la dispersion y difraccion de los Rayos X,

simplificando conceptos como una reflexion
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de ondas que chocan en superficies con efecto
de espejo, se construye el modelo en el que
cada sitio de choque es una frontera en la que
un impedimento no permite el paso libre de
la energia; multiples ondas chocan un plano
cristalino en donde se genera las ubicaciones
de los atomos de la molécula analizada (J.-J.
Xie & Liu, 2023). Para desplegar la estructura
propuesta final, se toma en cuenta los radios
atomicos, las distancias de enlace, y los
angulos diedros para emitir una propuesta
conformacién estructural del compuesto (Y.
Xie et al., 2023).

La determinacion estructural de cada
atomo presente en el compuesto, molécula
o macromolécula hace que se tenga una
fuente fiable para crear bases de datos para
el almacenamiento y consulta de complejos
proteinicos, como lo es el RSCB Protein Data
Bank (PDB), donde se encuentra cristales
reportados de complejos enzima-ligando,
todos ellos en su estructura cuaternaria de
super enrollamiento, al unirse sus monémeros
estructurales, mediante enlaces peptidicos
entre residuos aminoacidicos (Duarte et al.,

2022).
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Figura 1
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Complejo enzima-ligando ID PDB: 9PAP reportado en 1986-03-3 (Kamphuis et al., 1984)

El objetivo principal de este trabajo es
afianzar la multidisciplina a través de las
ciencias computacionales complementarias
a la quimica, con el fin de tener una linea
base inicial para futuras aproximaciones de
la enzima bromelina, dando a conocer su
importancia proteolitica en la ingenieria de
enzimas, ablandando tejidos; como también a
proyecciones terapéuticas como cicatrizacion
de heridas, salud cardiovascular, digestion,
y trastornos osteoartrdsicos y reumaticos.
(Agrawal et al., 2022; Pavan et al., 2012;
Pezzani et al., 2023)

La relevancia de tener un enfoque de
varias disciplinas es contribuir a elucidar
aspectos poco comunes, y peculiares de las
estructuras proteicas obtenidos por el método
de difraccion de Rayos X. Siendo asi muy
util la quimica computacional que a través
de programas especificos proporciona una
visualizacion tridimensional de los complejos

enzima-ligando, mejorando su entendimiento,

y su proyeccion para entenderla en la version

dinamica de éstas.

I1. Materiales y Métodos

Descripcion Fisica de la Difraccion de
Rayos X

Mediante el analisis de la técnica de
elucidacion espectroscopica de difraccion
de Rayos X, planteando inicialmente el
fundamento de ésta, seguido de enunciar
cada uno de los tipos de analisis aplicando
los Rayos X (Chojnowski et al., 2022;
Nam, 2022). Con el enfoque a la obtencion
de cristales estructurales se describio los
modelos matematicos y fisicos a seguir para la
obtencion de las coordenadas espaciales, cada
atomo refleja su coordenada tridimensional
obtenida en comparacion con la coordenada
esperada (Wang et al., 2022).
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Aplicacion Quimico-Computacional a los

Cristales de Bromelina

Aplicando un cribado virtual a través de
filtros consecutivos en las técnicas de quimica
computacional, se gener6 una lista preliminar
consolidada de los complejos enzima-ligando
de la proteina bromelina (Boufissiou et al.,
2022; Scardino et al., 2023). La lista generada
debera reflejar la totalidad de complejos
enzimaticos reportados por los diversos
tipos de técnicas de elucidacion estructural,

centrandonos en la difraccion de Rayos X.

Tabulacion de Ligandos Cristalizados por

su Procedencia

Como resultado del punto 2.2 se obtuvo un
cribado virtual holistico de los complejos
enzima-ligando de las proteinas/cristales
reportados en el RCSB PDB. Con un cribado
extra se obtuvo una lista refinada de las
proteinas de bromelina obtenidas de acuerdo
con su procedencia, es decir al organismo de
expresion génica en donde se aislo y purificd
la enzima (RCSB Protein Data Bank, 2022).

Reporte de  Resolucion = Mediante

Coordenadas Espaciales

Con la ayuda de la tabulacion de resultados
para los complejos cristalizados, y con
la referencia de la Desviacion de la Raiz
Cuadrada Media (DRCM), sus siglas en
inglés Root-Mean-Square Deviation (RMSD)
en el area de la dindmica molecular como

parametro de contraste entre coordenadas
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obtenidas y esperadas, entrega una variable
de confiabilidad al tener un cristal enzima-
ligando reportado més cercano a su real
ubicacion espacial-tridimensional. El sistema
de cribado virtual consecutivo entreg? la lista
global, en la que se procedid a ordenar de
forma creciente los valores de DRCM siendo
el valor mas pequeno el de mayor calidad/
confiabilidad. (Greisman et al., 2023)

Visualizacion Tridimensional de Complejos

con Menor Resolucion

La visualizacion de los cristales reportados
en el PDB y tabulados previamente en el paso
2.4 muestran los mejores resultados en cuanto
a calidad del complejo enzima-ligando, es asi
como mediante la utilizacion del graficador
UCSF Chimera version 1.17

construir la representacion tridimensional de

se pudo

la enzima cuaternaria de la bromelina con
menor resolucion (Pettersen et al., 2004).
Se procedi6 a mostrar la enzima total, el
ligando cristalizado asociado, el volumen
electrostatico, y finalmente, la superficie de
la enzima con el 70% de transparencia y su

ligando asociado.

III1. Resultados y Discusion

Fundamento Fisico de la Difraccion de
Rayos X

Los Rayos X se encuentran dentro del

espectro electromagnético (longitud de onda

=
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A = 10" m), se puede indicar que actiian de
forma semejante que la luz visible, pero con
la diferencia de que los Rayos X son mas
energéticos. El espectro electromagnético
puede actuar de forma dual esto implica que
en ocasiones tiene movimiento ondulatorio
y en otras actla como particula. (Nam,
2022; Vélasquez-Gonzdlez & Amézquita-
Morataya, 2022)

Para generar un andlisis adecuado de la
estructura tridimensional de una proteina
se suelen utilizar varias técnicas como
cristalografia de proteinas, Resonancia
Magnética Nuclear (RMN), crio-microscopia
electronica (Crio ME), y modelado por
homologia. De las técnicas enunciadas la mas
utilizada es la de cristalografia de proteinas,
la que permite obtener estructuras reticulares
ordenadas, en estado solido las proteinas
tienden a desnaturalizarse o a deformarse,
pero si estan en estado cristalino estas tienen
mayor estabilidad. (Kavitha G. et al., 2022;

Krishna & Philip, 2022)

Cuando la proteina se encuentra cristalizada,
se irradia la muestra con rayos X, generando
la difraccion, se trata de Redir las distancias
interatdmicas de una macromolécula. La
difraccion de los Rayos X se genera cuando
un haz de Rayos X interaccionan con los
electrones del cristal y estos comienzan
a vibrar emitiendo radiacion en todas
direcciones, generando dispersion de ondas
electromagnéticas. Los cristales tienen
acoplamientos de tipo periddico. eso permite
que en ciertas direcciones se genere la

superposicion de ondas electromagnéticas
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o una interferencia constructiva, como lo
detalla la ley de Bragg. (Liu et al., 2022;
Lovesey & van der Laan, 2022; Yang et al.,
2022). Ver figura 2.

Para poder generar un patrén de interferencia
es necesario considerar las diferencias de
trayecto totales de las ondas dispersadas,
las distancias de la fuente al elemento
dispersor, y de éste al observador. Segin la
hipotesis de Bragg, los planos de atomos de
la red cristalina son como espejos y estos
planos estan separados por una distancia d
constante, entonces una onda de Rayos X con
una longitud de onda 4 inciden sobre el plano
imaginario, y un angulo de incidencia 6,
para que exista interferencia constructiva es
necesario que la onda reflejada siga en fase.
(Quenot et al., 2022)

Para que la radiaciéon llegue en fase al
observador serequiere: el angulo de incidencia
0, debe ser igual al angulo dispersion 0, la
diferencia entre filas adyacentes serd igual a
ni. Por lo tanto, la ley de Bragg se reduce a

la Ecuacion 1:
2d sen0 = ni (1)

Respuesta quimico-computacional de los

complejos enzima-ligando

Al generar una busqueda especializada en la
plataforma del RCSB PDB, se obtuvo una
lista de 36 cristales enzimaticos; siete de
ellos se obtuvieron por la técnica de RMN;
mientras que un cristal no fue de proteina
cristalizada, sino de un inhibidor proteico
de la enzima bromelina. La informacion se

muestra de forma organizada en la Tabla 1.
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Representacion grdfica de la Ley de Bragg (Lodh et al., 2022).

Tabla 1

Listado de complejos cristalinos de la enzima

bromelina

No. IDPDB No.
1 2BI6* 13

ID PDB No. IDPDB
2FJ8** 25 5J4Q

2 1BI6* 14 6LH6 26 5J4S
3 6Y6L 15 1H34 27 2QNS5
4 6YCE 16 IBBI* 28 3MYW
5 6YCG 17 1P12 29  1TX6
6 6YCB 18 2BBI* 30 2ILN
7 6YCC 19 2R33 31 3RU4
8 6YCD 20 1PBI 32 1D6R
9 6YCF 21 1C2A 33 2G81
10 60KJ 22 1K9B 34  2L4V*
11 6MIS 23 IMVZ* 35 6MTI

12 6U7D 24 2AIH* 36  9PAP

*Complejos enzima-ligando reportados por Solucion
via RMN,
**Cristal de alta resolucion del inhibidor Bowman-

Birk de cebada frente a la bromelina.

Cribado Virtual a la Enzima Bromelina

por su Procedencia

Mediante un filtro consecutivo se tomo en

cuenta a todos los cristales de la enzima

bromelina, catalogandolos por el organismo
fuente en el que se gener6 su expresion,
para su posterior purificacion y elucidacion
por técnicas espectroscopicas. La Tabla 2
refleja 15 organismos de expresion génica,
donde los resultados mas representativos
son en la fruta pifia Ananas comosus con
13 cristales reportados, mientras que en el
ganado vacuno Bos faurus se encontrd 7
cristales enzimaticos, la soya Glycine max
presentd 7 complejos cristalinos; asi mismo
otros organismos tienen presencia minima de

enzimas cristalizadas.
Reporte de Resolucion Mediante DRCM

A través de un filtro especifico se pudo
catalogar a los 27 cristales enzimaticos segun
su DRCM en rangos de 0,5 unidades. Se
tomo en cuenta los limites de clase en 1,0 y
3,5 unidades, teniendo asi cinco rangos en
donde se clasificaron todos los cristales por su
resolucion a través de método de cristalizacion
de Rayos X (Ver Tabla 3). Se conoce que las
resoluciones mas cercanas a cero indican la
mejor calidad/resolucion del cristal, teniendo

una menor desviacion estandar con respecto
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a la enzima cristalizada; la que se contrasta vibraciones en la enzima purificada en estado
con las coordenadas especiales de la enzima solido.

en criogenia, que presenta la minimizacion de

Tabla 2

Organismo de procedencia en el aislamiento de la enzima bromelina

No. Organismo Cantidad ID PDB
, Anands comosis 13 2Ble, 1BI6, 6Y6L, 6YCE, 6YCG, 6YCB, 6YCC,
6YCD, 6YCF, 60KJ, 6MIS, 6U7D, 2L4V

2 Bos taurus 7 2ILN, 3RU4, 2G81, 2QNS5, 5J4Q, 5J4S, 1D6R
3 Glycine max 7 5J4Q, 5J4S, 1D6R, 1BBI, 1P12, 2BBI, 1K9B
4 Hordeum vulgare 3 1TX6, 2FJ8, 1C2A

5 Vigna unguiculata 3 3RU4, 2G81, 2R33

6 Medicago scutellata 2 2ILN, 1IMVZ

7 Sus scrofa 2 IMYW, 1TX6

8 Carica papaya 1 9PAP

9 Cicer arietinum 1 6LH6

10 Lens culinaris 1 2AIH

11 Medicago truncatula 1 6MT1

12 Oryza sativa 1 2QN5

13 Phaseolus lunatus 1 1H34

14 Pisum sativum 1 1PBI

15 Vigna radiata 1 IMYW

Tabla 3
Rango de resoluciones de los cristales de la enzima bromelina

No. Rango DRCM Cantidad PDB ID

1 1,0-1,5 5 6YO6L, 6YCG, 6YCB, 6YCC, 6YCD

5 15-2.0 0 6YCE, 6YCF, 60KJ, 6MIS, 1C2A, 3RU4, 2G81, 6MT]I,

9PAP

3 2,0-25 6 1H34, 5J4Q, 5J4S, 1TX6, 2ILN, 1D6R

4 2,5-3,0 5 1PI2, 2R33, 1PBI, 1K9B, 3MYW

5 3,0-35 2 6U7D, 2QN5
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Una vez escogido el rango de mejor
resolucion/calidad, se procedidé a cribar una
vez mas para mostrar los seis cristales con su
respectivo valor de resolucion DRCM, como
se puede apreciar en la Tabla 4. Cabe destacar
que los cinco cristales formaron parte de un

mismo estudio (Azarkan et al., 2020).

El cristal ID PDB: 6YCB se import6 al
graficador UCSF Chimera version 1.17 para
generar su imagen tridimensional preliminar,
obteniendo la visualizacion del dimero
estructural, cadena A de color azul, cadena B
de color rojo. En la Figura 3 se muestra la

conformacion de plegamientos proteicos.

Complejo Enzimatico Tridimensional de

Menor Resolucion

Al escoger al cristal ID PDB: 6YCB se
logré extraer las graficas globales de toda la
proteina, es asi como en primera instancia
se generd todas las cadenas de residuos
aminoacidicos con la visualizacidn inicial de
alambres (Figura 4A). De forma consecutiva
a cada uno de los 4atomos y enlaces se les
asignd la visualizacion de palillos (Figura
4B) aumentando el grosor de cada linea. En la
Figura4C se muestra el volumen electrostatico
representado como una superficie de color
solido, delimitando zonas como salientes y
posibles cavidades cataliticas. Finalmente,
en la Figura 4D se representa una grafica
mixta entre el volumen electrostatico con
transparencia al 70% y la visualizacion de

fondo de palillos.

Siguiendo esta secuencia se demuestraa través

de herramientas quimico-computacionales
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como un cristal enzimatico reportado en
el RCSB PDB, se lo puede tratar para su
visualizaciony refinamiento en estructuras que
reflejan su tridimensionalidad, y asi proyectar

futuras aplicaciones biotecnologicas.
Tabla 4

Reporte de mejores resoluciones de la enzima

bromelina
No. IDPDB  DRCM [A] Fecha
lanzamiento

1 6Y6L 1,30 2020-11-25
2 6YCG 1,45 2020-11-25
3 6YCB 1,26 2020-11-25
4 6YCC 1,30 2020-11-25
5 6YCD 1,35 2020-11-25

Figura 3

Cristal enzimadtico tridimensional ID PDB:
6YCB (Azarkan et al., 2020)
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Figura 4
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Cristal enzimatico en proceso de depuracion ID PDB: 6YCB (Azarkan et al., 2020).
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Para finalizar este estudio, se determind que
el complejo cristalino ID PDB: 6YCB, por
ser una proteina globular con dos cadenas
muy bien delineadas, se pudo concluir que
cada unidad monomérica presenta un sitio
activo con sus respectivas diadas cataliticas
para su actividad proteolitica. La Figura 5A
muestra de forma lateral a las cadenas A y
B, siendo la cadena A una superficie verde
de color sélido, mientras que la cadena B es

una proyeccion de volumen electrostatico de

Figura 5
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color rojo, y con transparencia al 70% para
mostrar su esqueleto interno de residuos
aminoacidicos con visualizacion de palillos.
Consecuentemente, la Figura 5B muestra una
visualizacion en donde los dos mondémeros de
proteina globular se representan una alado de
la otra, obteniendo una proyeccion especular,
demostrando que las subunidades A y B son
iguales, teniendo la misma secuencia de

residuos aminoacidicos constituyentes.

Identificacion estructural del cristal ID PDB: 6YCB (Azarkan et al., 2020).

IV. Conclusiones

La importancia de saber aprovechar los
recursos disponibles como la plataforma
RSCB Protein Data Bank (PDB), donde
se reportan complejos enzima-ligando,
identificado puntualmente estos objetivos
moleculares o dianas terapéuticas en suestudio
frente a nuevas y mas eficaces moléculas

bioactivas. Es asi como, el entendimiento de

la difraccion de Rayos X, y como su modelo
matematico refleja la posicion individual de
cada atomo, generando una visualizacion
tridimensional que nos permite entender de
forma paralela las conformaciones y posibles
impedimentos que puede tener un ligando para
asociarse con la enzima bromelina, que en su
super enrollamiento comprende 67 residuos
aminoacidicos, los mismos que evidencian

un dimero estructural macromolecular.

&
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La enzima bromelina al ser destacada en la
industria de los alimentos, y actualmente
como biomolécula en la medicina holistica
es un foco para la inter y multidisciplina,
aplicando asi modelos explicados a través
de teorias complementarias que contribuyen
al entendimiento de esta macromolécula.
Con el uso de herramientas quimico-
computacionales se hace un puente entre las
diversas especializaciones teoricas, teniendo
asi una contribucidon significativa que
inicia a partir de una revision profunda del
estado del arte. Llegando hasta la aplicacion
mediante graficadores tridimensionales que
evaluan estos objetivos moleculares de forma
cualitativa y cuantitativa simultdneamente
inhibidores de

posibles 'y potenciales

actividad.
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