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The nitrogen in our DNA, the calcium in our teeth, 

the iron in our blood, the carbon in our apple pies 

were made in the interiors of collapsing stars. 

We are made of starstuff. 

We are a way for the universe to know itself. 

 

Carl Sagan 
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Resumen 

Las enzimas son catalizadores eficientes y sustentables, capaces de llevar a cabo 

reacciones tanto quimio- como estereoespecíficas difíciles de lograr mediante métodos 

químicos tradicionales. La biocatálisis se alinea con los principios de la química verde, lo que 

redunda en ventajas tanto desde el punto de vista ambiental como económico. Un área en la que 
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presenta un gran potencial es la síntesis de aminas quirales. Estas se encuentran presentes en un 

alto porcentaje de fármacos y compuestos bioactivos, por lo que su producción es un objetivo 

fundamental para la industria. Su síntesis química tradicional en forma enantioméricamente 

pura es difícil de lograr, requiriendo catalizadores que utilizan metales pesados y por lo tanto 

generan alto impacto ambiental. Enzimas como imino-reductasas, aminasas reductivas o 

transaminasas podrían proveer un proceso mejor para este fin, pero se hace necesaria la 

búsqueda de enzimas de este tipo que sean capaces de cumplir con los exigentes requisitos de 

los procesos industriales. 

En trabajos previos del grupo fue identificada y caracterizada una ω-transaminasa de 

Capronia semiimmersa (TACap). Esta enzima demostró ser capaz de utilizar tanto D-alanina 

como isopropilamina como donores de amino, siendo esta última más atractiva desde un punto 

de vista económico. La producción y purificación de la enzima fueron optimizadas y la 

especificidad de sustrato ensayada. En particular se destaca la capacidad de esta enzima de 

tomar como sustrato aceptor de amino a la fenilacetona, dando como producto a la L-

anfetamina. Este producto es intermediario en la síntesis del [11C]L-deuterodeprenil, un 

radiofármaco de utilidad en el diagnóstico de enfermedades neurodegenerativas de uso 

actualmente en el Centro Uruguayo de Imagenología Molecular. Si bien esto resultó 

promisorio, el grupo se encontró con bajas conversiones debido a una baja estabilidad de la 

enzima en las condiciones de reacción. 

Este trabajo de maestría se planteó aprovechar el avance de los métodos bioinformáticos 

y de la química computacional para desarrollar, a partir de esta enzima ya caracterizada, 

variantes que permitiesen cumplir con los requisitos de actividad y estabilidad requeridos para 

el escalado de la reacción mencionada anteriormente. Partiendo de esta premisa fue recreada 

una estructura tridimensional de TACap, cuya dinámica molecular fue simulada y analizada 

para comprender las interacciones moleculares presentes y proponer modificaciones que 

pudiesen aumentar su estabilidad. Mediante esta estrategia se propuso la eliminación de dos 

regiones desordenadas. En paralelo fue seguida una estrategia basada en el análisis de la 

secuencia: fue construida una secuencia consenso utilizando 919 secuencias relacionadas a la 

TACap. Se ha reportado que los aminoácidos conservados pueden contribuir favorablemente a 

la estabilidad, por lo que se seleccionó un conjunto de 41 mutaciones puntuales (aminoácido 

nativo intercambiado por aminoácido consenso) con potencial para estabilizar la proteína. 
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Las modificaciones propuestas fueron incorporadas sobre el gen codificante de la 

enzima nativa mediante PCR, y las variantes fueron expresadas para analizar su estabilidad y 

actividad. La estabilidad fue evaluada mediante la medida de la temperatura de melting 

(desnaturalización) aparente (Tm) de las proteínas, y aquellas con un Tm superior a aquel de la 

enzima nativa fueron evaluadas en cuanto a su actividad. La prueba de actividad fue llevada a 

cabo mediante un ensayo espectrofotométrico con un sustrato modelo, y aquellas enzimas con 

una actividad comparable o superior a la de la enzima nativa fueron consideradas para el 

siguiente paso. Las tres mejores variantes fueron combinadas para dar lugar a cuatro enzimas 

que fueron nuevamente evaluadas en cuanto a su estabilidad y actividad. Una de estas variantes, 

conteniendo las mutaciones L106V y Δ211-217, presentó un aumento en la Tm de 6°C, junto 

con una actividad relativa de 213% comparada con la enzima original, lo que la vuelve una 

opción muy prometedora para su aplicación a la síntesis del radiofármaco de interés. 
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Abstract 

Enzymes are efficient and sustainable catalysts capable of carrying out both chemio- 

and stereospecific reactions that are difficult to achieve using traditional chemical methods. 

Biocatalysis aligns with the principles of green chemistry, resulting in environmental and 

economic advantages. One area where enzymes show great potential is the synthesis of chiral 
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amines. These are present in a high percentage of pharmaceuticals and bioactive compounds, 

making their production a fundamental objective for the industry. Traditional chemical 

synthesis of enantiomerically pure amines is challenging, requiring catalysts that use heavy 

metals and thus have a high environmental impact. Enzymes such as imine reductases, reductive 

aminases, or transaminases could provide a better process for this purpose, but the search for 

such enzymes capable of meeting the demanding requirements of industrial processes is 

necessary. 

In previous work by the group, an ω-transaminase from Capronia semiimmersa 

(TACap) was identified and characterized. This enzyme demonstrated the ability to use both 

D-alanine and isopropylamine as amino donors, with the latter being more economically 

attractive. The production and purification of the enzyme were optimized, and substrate 

specificity was tested. Particularly noteworthy is the enzyme's ability to use phenylacetone as 

an amino acceptor substrate, resulting in the production of L-amphetamine. This product is an 

intermediate in the synthesis of [11C]L-deuterodeprenyl, a radiotracer used in the diagnosis of 

neurodegenerative diseases currently in use at the Uruguayan Center for Molecular Imaging 

(CUDIM). However, the group encountered low conversions due to the enzyme's low stability 

under reaction conditions. 

This master's thesis aimed to leverage the advancement of bioinformatics and 

computational chemistry methods to develop variants of the characterized enzyme that would 

meet the activity and stability requirements necessary for scaling up the aforementioned 

reaction. Starting from this premise, a three-dimensional structure of TACap was recreated, and 

its molecular dynamics were simulated and analyzed to understand the present molecular 

interactions and propose modifications to increase its stability. Using this strategy, two 

disordered regions were proposed for elimination. Simultaneously, a sequence-based strategy 

was followed, constructing a consensus sequence based on 919 sequences related to TACap. It 

is known that conserved amino acids can contribute favorably to stability, so a set of 41 point 

mutations (exchanging native amino acids for consensus amino acids) with the potential to 

stabilize the protein was selected. 

The proposed modifications were incorporated into the coding sequence of the native 

enzyme through PCR, and the variants were expressed to analyze their stability and activity. 

Stability was evaluated by measuring the melting temperature (Tm) of the proteins, and those 

with a Tm higher than that of the native enzyme were further evaluated for their activity. Activity 
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testing was performed using a spectrophotometric assay with a model substrate, and those 

enzymes with comparable or superior activity to the native enzyme were considered for the 

next step. The three best variants were combined to generate four enzymes, which were then 

re-evaluated for their stability and activity. One of these variants, containing the mutations 

L106V and Δ211-217, showed an increase in Tm of 6°C, along with a relative activity of 213% 

compared to the wild type enzyme, making it a very promising option for its application in the 

synthesis of the radiotracer of interest.  
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Introducción 

Biocatálisis 

Más vieja de lo que parece 

Por definición, un biocatalizador es una sustancia biológica que aumenta la velocidad 

de una reacción química y no es consumida en el proceso. La biocatálisis comprende, por tanto, 

el estudio y aplicación de estas sustancias. Si consideramos la producción de bebidas 

fermentadas, pan y queso en la Mesopotamia, el norte de Europa y China durante la Edad 

Antigua, la biocatálisis es aplicada por los seres humanos desde hace al menos ocho mil años.2–

4 Sin embargo, no es hasta 1833 que los franceses Payen y Persoz5 reportan por primera vez la 

existencia de una sustancia de este tipo: la diastasa, una mezcla de amilasas capaz de degradar 

azúcares complejos. Con el correr de los años fueron reportadas algunas “sustancias” más 

(pepsina, invertasa) y se determinó su carácter catalítico, para finalmente en 1877 ser acuñado 

el término “enzimas”6. Vale en este punto aclarar que, si bien las enzimas no son los únicos 

tipos de biocatalizadores, en este trabajo nos referiremos exclusivamente a ellas o a los sistemas 

en que se encuentran involucradas. 

Las enzimas son proteínas que cumplen la función de catalizar reacciones bioquímicas. 

Las proteínas constituyen heteropolímeros conformados por unidades moleculares conocidas 

como aminoácidos, los cuales se ensamblan mediante enlaces amida, específicamente 

denominados enlaces peptídicos (Figura 1). Estos aminoácidos, de carácter quiral (excepto la 

glicina), poseen cadenas laterales distintivas y por tanto presentan diversas propiedades 

fisicoquímicas que confieren a la proteína una extensa diversidad de combinaciones posibles 

(Figura 2). 

La secuencia de aminoácidos, conocida como estructura primaria, en conjunto con su 

entorno, que comprende factores como el solvente, los iones, otras biomoléculas y 

modificaciones químicas adicionales, determinan la conformación tridimensional, la dinámica 

y la función de la proteína. Estos elementos fundamentales convergen en lo que se denomina 

plegamiento proteico, una organización tridimensional que a su vez se compone de estructuras 

más pequeñas agrupadas bajo la categoría de estructura secundaria. En esta escala, emergen las 

hélices alfa y las láminas plegadas beta, aunque también existen regiones menos ordenadas. 

Cuando estos elementos interaccionan y se organizan en una escala más grande se habla de 

estructura terciaria, nivel en el cual se observan combinaciones recurrentes de elementos de 
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estructura secundaria, denominadas motivos de plegamiento. Por encima del nivel de 

organización terciaria existe la posibilidad de formar oligómeros, involucrando dos o más 

cadenas polipeptídicas iguales o diferentes, dando origen a la estructura cuaternaria. Pueden 

apreciarse los distintos niveles de plegamiento mencionados en la Figura 3. Los procesos de 

plegado y desplegado de proteínas resultan de un equilibrio delicado entre entalpía y entropía, 

lo que las hace particularmente sensibles a variaciones en condiciones como la temperatura, el 

pH y la fuerza iónica. 

 

Figura 1 Esquema de formación de un enlace peptídico entre dos aminoácidos con 

cadenas laterales R1 y R2. Extraído de Wikimedia Commons.7  

 

Figura 2 Tabla de los 20 aminoácidos canónicos encontrados en la naturaleza. 

Adaptado de Wikimedia Commons.8 
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Figura 3 Ilustración de los distintos niveles de plegamiento de una proteína. 

Adaptado de Wikimedia Commons.9 

Las proteínas pueden asociarse con otras biomoléculas mediante enlaces covalentes, 

enlaces de coordinación o interacciones intermoleculares más débiles. De esta manera, algunas 

proteínas incorporan monosacáridos u oligosacáridos, iones metálicos y grupos prostéticos con 

una amplia diversidad química. Estas uniones tienen la capacidad de influir en la estructura 

proteica, la dinámica conformacional, la ubicación celular, el estado oligomérico y, en última 

instancia, en la función biológica. Las proteínas cumplen una amplia gama de funciones en los 

organismos vivos, incluyendo la contribución a la organización de las estructuras celulares, el 

transporte de sustancias hacia y desde las células, así como la mediación de procesos de 

señalización celular, entre otras tareas fundamentales.  

Como ya se mencionó, las enzimas son aquellas proteínas capaces de catalizar 

reacciones químicas. En el contexto de la síntesis química, la biocatálisis implica el uso de estas 

enzimas para catalizar reacciones de interés, y presenta algunas ventajas indiscutibles frente a 

la química “tradicional”, a saber: alta quimio- y regioselectividad, excelente esteroespecificidad 

y posibilidad de actuar en condiciones de reacción suaves (temperatura cercana a la ambiente, 

presión atmosférica, solvente acuoso).10 Como narran Heckmann y Paradisi11, entre fines del 

siglo XIX y mediados del XX la biocatálisis encontró diversos nichos de aplicación industrial, 

ya fuese empleando preparados enzimáticos u organismos como bacterias, hongos y levaduras, 

en lo que constituyó la primera ola de la biocatálisis12. La comprensión de las cualidades y 

mecanismos de las enzimas iría aumentando, desde su clasificación primero como proteínas y 
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luego en clases según su actividad, hasta la determinación de sus parámetros cinéticos. Un paso 

clave fue la elucidación de la estructura tridimensional de estas moléculas, siendo la de la 

lisozima la primera en ser reportada por Blake et al. en 196213. La observación de los sitios de 

unión de sustratos e inhibidores, así como de los cambios conformacionales consecuencia de 

estas interacciones allanó el camino para la comprobación de los mecanismos de acción 

previamente propuestos, así como la identificación de nuevos. 

A pesar de estos descubrimientos su uso industrial se encontraba limitado por la baja 

cantidad en que las enzimas podían ser producidas, y no sería hasta la revolución del ADN (su 

secuenciado y las tecnologías para manipularlo) que su uso se volvería más generalizado. El 

desarrollo de nuevas técnicas de biología molecular, como el clonado en plásmidos y la 

expresión recombinante de enzimas en E. coli u otros hospederos adecuados en la segunda 

mitad del siglo XX permitiría obtener estos biocatalizadores en cantidades abundantes y en 

mejor calidad.11 La primera enzima en ser expresada en forma recombinante fue la penicilina 

amidasa en 197914, empleada para la obtención del ácido 6-aminopenicilánico a partir de 

penicilina, así como para catalizar la reacción inversa en la obtención de antibióticos 

semisintéticos como la ampicilina y la amoxicilina (Figura 4). 

 

Figura 4 a- Obtención enzimática de 6-APA a partir de penicilina. b- Obtención 

enzimática de antibióticos semisintéticos a partir de 6-APA. Adaptado de 

Heckmann y Paradisi.11 

Sin embargo, las enzimas nativas por lo general trabajan sobre un limitado espectro de 

sustratos, tienen un estrecho margen de estabilidad y una baja tolerancia a cosolventes.15,16 Por 

tanto, no resulta inesperado que en las últimas décadas del siglo XX se desarrollasen las técnicas 



 

5 

y tecnologías necesarias para la introducción de mutaciones en el ADN recombinante que se 

tradujesen en mutaciones de la secuencia aminoacídica de las enzimas, buscando mejorar sus 

cualidades. Esto también permitió estudiar de forma directa el rol de ciertos residuos en la 

actividad y estabilidad, dando lugar a una primera etapa en el diseño racional de 

biocatalizadores y consigo a la segunda ola de la biocatálisis.12 

No obstante, los resultados obtenidos con estos diseños eran con frecuencia 

impredecibles e infructuosos. En consecuencia, el enfoque se tornó hacia aproximaciones que 

incorporan el azar, primero introduciendo mutaciones aleatorias en la secuencia mediante 

polimerasas de baja fidelidad, y luego con otras tecnologías como la de barajado de ADN.17–19 

Se generan de esta forma inmensas librerías de mutantes que son depuradas mediante la 

aplicación de una presión evolutiva. Estos desarrollos, bajo la denominación de evolución 

dirigida, fueron sumamente exitosos para mejorar estabilidad a temperatura, pH, cosolventes, 

actividad frente a sustratos no naturales, estereoselectividad, o una combinación de los 

anteriores, y dieron inicio a lo que sería la tercera ola de la biocatálisis.12 En paralelo, debido a 

la creciente preocupación por los impactos negativos de la química tradicional en el ambiente 

y la salud humana, fue desarrollado el concepto de “química verde”, cuyos principios se 

describen en la Figura 5. Como señalan Sheldon y Woodley20, la biocatálisis cumple con todos 

estos principios, a excepción del 4 y el 10 que refieren al producto obtenido, y no al proceso 

(Tabla 1). 

Tabla 1 Principios de la química verde y su aplicación en biocatálisis. Adaptado de 

Sheldon y Woodley.20 

Principio En biocatálisis… 

1 Prevención de residuos Residuos reducidos significativamente 

2 Economía atómica Mayor economía por átomo y paso de reacción 

3 Síntesis menos peligrosas Generalmente baja toxicidad 

4 Diseño de productos más seguros no aplica 

5 Solventes y auxiliares más seguros Generalmente en agua 

6 Eficiencia energética Condiciones suaves de reacción 

7 Uso de materia prima renovable Las enzimas son renovables 

8 Reducción de derivatizaciones Evita pasos de protección/desprotección 

9 Catálisis Las enzimas son biocatalizadores 

10 Diseño de productos degradables no aplica 

11 Análisis en tiempo real para prevenir la contaminación Aplicable a los procesos biocatalíticos 

12 Procesos intrínsicamente más seguros Condiciones suaves de reacción 
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La repentina disponibilidad de biocatalizadores con propiedades adecuadas para los 

procesos industriales, sumado a sus ventajas en el marco de la química verde10,21–23, llevó a un 

incremento constante en la incorporación de metodologías biocatalíticas en la industria, con 

cientos de ejemplos al día de hoy10,24–26. 

Aun así, el gran cuello de botella de la evolución dirigida es el cribado (screening en 

inglés) que debe hacerse del gran número de variantes generadas. Para enfrentar esta situación, 

existen dos aproximaciones: desarrollo de métodos de cribado que procesen las variantes en 

forma más rápida y eficiente; o la generación de librerías reducidas, por ejemplo, a través del 

estudio de la estructura y la determinación de regiones que al modificarse posean mayor 

probabilidad de éxito. Si bien la primera aproximación depende en gran parte del tipo de enzima 

y la propiedad que se desea modificar, la segunda es más plausible de ser aplicada a diversos 

desarrollos. Bornscheuer, quien sugiriera las distintas “olas” en la historia de la biocatálisis, 

insinuaba en 201727 que nos encontrábamos, posiblemente, al borde de la cuarta ola, 

determinada por: 

• la emergencia de nuevas clases de enzimas; 

• la catálisis de nuevas reacciones no naturales; 

• el aumento exponencial en el número de secuencias de ADN disponibles, 

especialmente a partir de metagenomas; 

• el uso de simulaciones biomoleculares de mecánica cuántica o molecular para el 

estudio de mecanismos de acción o dinámica de proteínas; 

• la posibilidad de predecir la estructura tridimensional de las enzimas; 

• la aplicación de la ingeniería metabólica. 

Es claro que los avances en el área de la biocatálisis en las últimas décadas han sido 

gigantescos. Encontrándonos en una época dorada del desarrollo de herramientas de 

aprendizaje automático, su aplicación al área de la biología computacional ha sido en gran parte 

exitosa, y es de esperar que surjan más aplicaciones de relevancia para el área.28–33 
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Figura 5 Principios de la química verde. Extraído de Compound Interest34. 
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Determinación de estructuras tridimensionales de proteínas 

¡Modelos, modelos everywhere! 

Como se mencionó anteriormente, la función biológica de una proteína depende de su 

estructura terciaria/cuaternaria, la cual deriva de su secuencia aminoacídica en base a principios 

fisicoquímicos y el nivel de energía más bajo alcanzable. Es por tanto que el entendimiento del 

plegamiento de proteínas es uno de los objetivos más importantes en la biología estructural, y 

también en la biocatálisis.30 

Experimentalmente, las estructuras tridimensionales de las proteínas pueden ser 

determinadas mediante tres métodos: cristalografía de rayos X, criomicroscopía electrónica 

(cryo-EM) o resonancia magnética nuclear (RMN). La cristalografía de rayos X consiste en 

hacer pasar rayos X a través de una muestra de proteína cristalizada, de forma que el patrón de 

difracción obtenido permite determinar la posición de los átomos en el espacio. Este método 

permite también determinar el movimiento vibracional de cada átomo, parámetro que es 

llamado factor B. Este parámetro es de especial relevancia en la ingeniería de enzimas para 

aumentar su estabilidad, ya que se ha demostrado que el aumento de la rigidez en las regiones 

flexibles conlleva por lo general un aumento de la estabilidad.35 El origen de la técnica de rayos 

X se remonta a principios del siglo XX, y es la más ampliamente empleada permitiendo obtener 

una alta resolución. Sin embargo, requiere que la muestra sea cristalizable, lo cual no siempre 

es posible. En la criomicroscopía electrónica (cryo-EM) la muestra proteica es congelada 

instantáneamente con nitrógeno líquido, y luego se adquieren varias imágenes mediante un 

microscopio electrónico; la combinación de estas imágenes permite reconstruir la estructura 3D 

de la proteína. Este método permite obtener la estructura de proteínas cuya cristalización resulta 

dificultosa para una cristalografía de rayos X, y al día de hoy permite resoluciones similares a 

las de dicha técnica. Algunas de sus desventajas, sin embargo, son los altos niveles de ruido 

obtenidos en el análisis y la dificultad de obtener buenos modelos para proteínas pequeñas. Las 

técnicas de rayos X y cryo-EM se usan muchas veces de forma combinada, obteniendo con 

cryo-EM una estructura de resolución media (7 a 10 Å) de un gran complejo proteico y con 

rayos X resolviendo con altísima resolución (< 1 Å) cada monómero. Por último, en la 

resonancia magnética nuclear la muestra proteica (en solución) es sometida a un fuerte campo 

magnético, y se utilizan ondas de radiofrecuencia para excitar el núcleo de aquellos isótopos 

que poseen 2 estados de spin, como el 1H, 13C, 15N o 31P. Esto genera una señal que puede ser 

detectada e interpretada para determinar la localización de estos átomos, cómo se encuentran 
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enlazados y qué tan rápidamente se mueven unos respectos a los otros, entre otras aplicaciones. 

Las grandes ventajas de esta técnica son la posibilidad de determinar la estructura de la proteína 

en solución, en una conformación más cercana a la nativa (aquella de menor energía) que la 

cristalina, así como de proveer información sobre la dinámica. Algunas de las desventajas son 

la alta pureza, homogeneidad e integridad de la muestra requeridas, así como la necesidad 

muchas veces de enriquecer la muestra con los isótopos detectables. 

El mayor inconveniente de los métodos experimentales mencionados es que son 

complejos, económica y temporalmente costosos, y la estructura determinada es 

frecuentemente distinta a la nativa.30 No sorprende por tanto que, a la fecha, si bien el número 

de proteínas con secuencia conocida supera los 250 millones (UniProtKB/TrEMBL), el número 

de estructuras determinadas experimentalmente no llega a los 210 mil (RCSB PDB), dictando 

una relación aproximada de 1200:1. 

En este contexto, se han desarrollado varios métodos para la predicción de estructuras 

proteicas mediante técnicas computacionales. Estos métodos suelen clasificarse entre aquellos 

de modelado libre y aquellos basados en un molde, aunque con frecuencia ambas 

aproximaciones son usadas. De hecho, en la competición CASP (Critical Assesment of protein 

Structure Prediction) estas son las tres categorías principales. La competición CASP se 

desarrolla bienalmente, y evalúa los avances alcanzados en la predicción de estructura de 

proteínas. Para ello, los distintos grupos de investigación participantes deben presentar la 

predicción lograda por su método propuesto para varias proteínas objetivo cuya estructura 

cristalográfica no ha sido aún publicada.30 Si bien son varias las herramientas desarrolladas a 

lo largo de los años, hay dos que empleamos en este trabajo y nos interesa destacar. 

La primera herramienta es MODELLER36, cuyo desarrollo comenzó en 1993 y se basa 

en el modelado por homología; es decir, la secuencia aminoacídica de la proteína de interés es 

alineada con la estructura conocida de otra proteína homóloga a ésta. Esta técnica, mediante 

esta herramienta u otras, ha sido la más empleada históricamente y ha permitido lograr 

resultados notables, siendo aún empleada al día de hoy37. 

La segunda herramienta es AlphaFold238, ganadora de la competición CASP en 2020 

gracias a su predicción de estructuras con una exactitud sin precedentes. AlphaFold2 emplea 

algoritmos de aprendizaje profundo para construir y procesar un múltiple alineamiento de 

secuencias en base a la secuencia de interés, detectando de esta forma posiciones proclives a 

mutar y la correlación entre ellas, al mismo tiempo que identifica proteínas homólogas con 
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estructura reportada. La combinación de esta información, pero especialmente la arquitectura 

de las redes neuronales utilizadas para procesarla ha permitido un gran avance en la predicción 

de estructuras de proteínas, lo que tiene importantes implicaciones para la investigación en 

biología y medicina. 

Estabilidad de enzimas 

Crónica de una muerte anunciada 

Si bien una de las ventajas de la biocatálisis es el poder trabajar en condiciones suaves 

de reacción, muchas veces los procesos industriales requieren condiciones que son exigentes 

para los biocatalizadores, como ser temperaturas superiores a la ambiente, uso de cosolventes 

o pH alejado del neutro.39 En particular, un aumento de temperatura puede inducir la 

inactivación de la enzima en un proceso de desnaturalización cuya representación más sencilla 

es un equilibrio entre la forma nativa (N) y la desplegada (unfolded, U): 𝑁 ⇌ 𝑈. Como explican 

Musil et al.40 y Rahban et al.41, en este proceso se encuentran comprendidas la estabilidad 

termodinámica y la estabilidad cinética, en tanto la primera refiere a la diferencia de energía 

libre entre un estado y el otro (∆𝐺𝑢𝑛𝑓𝑜𝑙𝑑), y la segunda es la barrera energética (o energía de 

activación) que separa estos estados (∆𝐺‡). En cierta forma, la estabilidad termodinámica 

refiere a la capacidad de la enzima de volver a su estado nativo una vez que la temperatura 

disminuye, mientras que la estabilidad cinética refiere a la capacidad de la enzima de evitar un 

desplegamiento irreversible.42 Una representación gráfica muy clara de esta situación se 

presenta en la Figura 6. 
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Figura 6 Superficie de energía potencial simplificada de una proteína hipotética. 

Cada punto en el plano definido por los ejes X e Y representa una conformación 

diferente de la enzima. El valor correspondiente en el eje Z es la energía libre de 

plegamiento. La conformación catalítica es fácilmente accesible desde el estado 

nativo. Una transición reversible desde el estado nativo a un estado parcialmente 

desplegado a través del estado de transición TS1 se caracteriza por la diferencia de 

energía libre de plegamiento ∆𝑮𝟏 y la barrera de energía libre ∆𝑮𝟏
‡
. A partir del 

estado parcialmente desplegado puede darse una transición irreversible hacia un 

estado completamente desplegado a través del estado de transición TS2. Otra vía 

irreversible conduce a un estado de agregación. ∆𝑮𝟏 y ∆𝑮𝟐 se relacionan con la 

estabilidad termodinámica, mientras que ∆𝑮𝟏
‡
 y ∆𝑮𝟐

‡
 se relacionan con la estabilidad 

cinética. Extraído de Musil et al.40 

La determinación de estas energías es experimentalmente dificultosa, por lo que 

generalmente lo que se mide es el cambio en estas energías tras una mutación (∆∆𝐺). Un 

parámetro relacionado a ∆∆𝐺𝑢𝑛𝑓𝑜𝑙𝑑 es ∆𝑇𝑚, siendo 𝑇𝑚 la temperatura a la que la fracción de 

enzima en estado N y en estado U es igual a 0.5. Este 𝑇𝑚 puede ser determinado mediante el 

ensayo de desplazamiento térmico. En este ensayo un compuesto fluorescente se agrega a la 

muestra proteica y la misma se somete a una rampa de temperatura; al irse desplegando la 

proteína, el compuesto fluorescente se va uniendo a algunos aminoácidos del núcleo 

hidrofóbico, aumentando la fluorescencia emitida. Por su parte, dos parámetros relacionados a 

∆∆𝐺‡ son la semivida (𝑡1 2⁄ ) y la temperatura de semi-inactivación (𝑇50), siendo la primera el 
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tiempo en que la actividad de la enzima decae a la mitad a cierta temperatura, y la segunda la 

temperatura a la que la actividad enzimática decae a la mitad tras cierto tiempo de incubación.42 

Si bien la caracterización completa de una enzima se ve favorecida por la determinación de los 

parámetros de estabilidad tanto termodinámicos como cinéticos, es reconocido que la mejora 

en unos va de la mano con una mejora en los otros.40 

Son diversas las estrategias existentes para la mejora de estabilidad de enzimas. Por un 

lado están aquellas que implementan modificaciones al medio de reacción, como ser la 

inmovilización sobre soportes, las modificaciones químicas o el agregado de aditivos.42 Por 

otro lado tenemos las estrategias que buscan modificar la secuencia proteica para aumentar la 

estabilidad intrínseca de la enzima, como ser la evolución dirigida, los diseños racional, 

semiracional y de novo.35 Dentro de los métodos racionales hay múltiples aproximaciones, por 

ejemplo, el cálculo de ΔΔGfold, la determinación de la secuencia consenso, la reconstrucción de 

la secuencia ancestral, la inclusión de enlaces disulfuro, la introducción de prolinas o el uso de 

algoritmos de inteligencia artificial.43 

Diseño racional in silico 

¿Y si mejor probamos a ver qué da? 

Los avances en el conocimiento y predicción de la estructura tridimensional de las 

proteínas han permitido dar grandes pasos en el estudio de la relación entre estructura y 

actividad. El diseño racional de biocatalizadores es una estrategia que permite la mejora de sus 

propiedades enzimáticas, tales como una mayor actividad, selectividad y estabilidad, a través 

del uso de herramientas computacionales para predecir el comportamiento de las enzimas y 

para guiar el diseño de nuevas variantes con las propiedades deseadas. La clave de esta 

aproximación es justamente el uso de herramientas computacionales de forma de disminuir los 

esfuerzos necesarios para el desarrollo y análisis de variantes enzimáticas, aumentando así el 

índice de éxito. 

El diseño racional de enzimas se remonta al comienzo de la química computacional, 

cuando las primeras técnicas de modelado molecular fueron desarrolladas. En la década de 1960 

fueron introducidos los primeros campos de fuerza de mecánica molecular, que permitieron el 

cálculo de energía de una molécula basado en su geometría. En la década siguiente fueron 

ejecutadas las primeras simulaciones de dinámica molecular, lo que permitió el estudio del 

movimiento de las moléculas en el tiempo.44 Ya en los 80 fueron desarrollados los primeros 
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métodos de predicción de estructura de proteínas, que si bien no se comparan a los métodos 

actuales permitieron en su momento conocer más sobre la estructura de enzimas.45 En la década 

de 1990 surgieron los primeros métodos computacionales para el diseño de proteínas, 46,47 los 

cuales no solo fueron mejorados durante la década siguiente, sino que también se hicieron más 

rápidos y eficientes gracias a los desarrollos tecnológicos en el área computacional. Al día de 

hoy, el diseño racional de enzimas es un área madura que ha dado diversos frutos en el terreno 

de los desarrollos biotecnológicos, y cuyas capacidades se encuentran en constante expansión.48  

A continuación introduciremos tres técnicas que empleamos en este trabajo: 

simulaciones de dinámica molecular, diseño de secuencia consenso y cálculos de energía libre. 

Simulaciones de dinámica molecular 

La Matrix posta 

La simulación de dinámica molecular (MD) es una metodología en que las leyes del 

movimiento Newtonianas son extrapoladas a los sistemas moleculares. En esta aproximación 

se deja de lado la estructura subatómica de la materia, y los parámetros energéticos del sistema 

pasan a ser función de las coordenadas nucleares. Mediante esta simplificación del sistema aún 

pueden extraerse datos explicativos y/o predictivos del comportamiento molecular a una 

fracción del costo computacional de la aproximación cuántica, que sí tiene en consideración a 

las partículas subatómicas. 

El método computacional empleado para estimar las interacciones moleculares se 

denomina “campo de fuerza”, y comprende al conjunto de tipos de átomos y de ecuaciones y 

constantes asociadas para el cálculo de energía potencial del sistema (𝑈). La forma más básica 

y usual de la ecuación de 𝑈𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 está compuesta por cinco términos, tres de los cuales responden 

a interacciones entre átomos enlazados, y dos entre átomos no enlazados: 

𝑈𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = 𝑈𝑒𝑛𝑙𝑎𝑐𝑒 + 𝑈á𝑛𝑔𝑢𝑙𝑜 + 𝑈𝑡𝑜𝑟𝑠𝑖ó𝑛 + 𝑈𝑉𝑑𝑊 + 𝑈𝑒𝑙𝑒𝑐𝑡𝑟𝑜𝑠𝑡á𝑡𝑖𝑐𝑎 

donde los primeros tres términos refieren a las variaciones en la longitud de los enlaces, sus 

ángulos y torsiones, respectivamente, y los dos últimos a las interacciones de Van der 

Waals e interacciones electrostáticas. Las expresiones explícitas de cada término, así como los 

parámetros contenidos en ellos, son lo que definen al campo de fuerza. Es así que podemos 

encontrar campos de fuerza para proteínas como ff19SB49, para ADN como Parmbsc150, para 

membranas lipídicas como lipid2151, etc. Calcular todos estos términos para todos los átomos 

del sistema sería computacionalmente muy costoso e impráctico, por lo que se adoptan dos 
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estrategias al respecto. Para los términos de enlace (primeros tres) se definen “tipos de átomo” 

basados en su número atómico y el tipo de enlace en el que se encuentran involucrados, mientras 

que para los términos de no-enlace (últimos dos) se establece una distancia máxima a partir de 

la cual no se tendrán en cuenta interacciones.52 

La función de energía 𝑈 es clave en las simulaciones de MD ya que permite el cálculo 

de las fuerzas sobre cada átomo de acuerdo con �⃗�𝑖 = −
𝜕𝑈

𝜕𝑟𝑖⃗⃗⃗ ⃗
 , siendo �⃗�𝑖 la fuerza sobre el átomo 

𝑖 y 𝑟𝑖 el vector que representa la ubicación de dicho átomo. Obtenida la fuerza y aplicando la 

segunda ley de Newton (𝐹𝑖
⃗⃗⃗ = 𝑚𝑖𝑎𝑖⃗⃗⃗⃗ ) puede hallarse la aceleración del átomo y por tanto su 

localización en un tiempo 𝑡 + 𝛿𝑡. Este proceso se ilustra en la Figura 7. Cabe aclarar que no es 

posible resolver analíticamente las ecuaciones de movimiento para sistemas compuestos por 

más de dos átomos, por lo que se emplean aproximaciones numéricas obtenidas a partir de 

algoritmos computacionales.53 

 

Figura 7 Esquema representativo de los pasos que se dan durante una simulación 

de dinámica molecular. 

El 𝛿𝑡 mencionado, también llamado “paso de tiempo” (del inglés time-step) debe ser lo 

suficientemente pequeño como para poder describir correctamente el proceso de interés. Dado 

que en los sistemas biológicos los movimientos más rápidos corresponden a la oscilación de los 

átomos de hidrógeno en torno a un átomo pesado (como el carbono) y el período de esta 

oscilación ronda los 10 fs, por defecto se emplea un paso de tiempo de 1 fs,53 aunque algunos 

métodos permiten aumentar este valor a 2 (usando SHAKE54) o incluso 4 fs (usando repartición 

de masas55).  

A la hora de analizar las simulaciones de MD son varias las estrategias utilizadas, desde 

la visualización de la dinámica en forma de película, hasta el cálculo de parámetros estadísticos 



 

15 

y termodinámicos. Los parámetros que analizamos en este trabajo fueron: RMSD, RMSF, radio 

de giro y superficie accesible al solvente (SAS). El parámetro más conocido es el RMSD, raíz 

cuadrada del desvío cuadrático medio (del inglés root of the mean squared deviations) que mide 

la similitud global entre dos estructuras, donde una actúa como referencia. La expresión del 

RMSD viene dada por: 

𝑅𝑀𝑆𝐷 = √
1

𝑛
∑‖𝑥𝑖 − 𝑥𝑖

𝑟𝑒𝑓
‖

2
𝑛

𝑖=1

 

donde 𝑥𝑖 es la posición de la iésima partícula y 𝑥𝑖
𝑟𝑒𝑓

 es la posición de la misma partícula en la 

estructura de referencia (generalmente la de partida). Es frecuente calcular esta magnitud en 

proteínas utilizando únicamente las coordenadas de los carbonos alfa, para no tener en cuenta 

la variabilidad conformacional propia de las cadenas laterales. Usualmente se calcula el RMSD 

para cada “foto” de una trayectoria y se lo grafica en función del tiempo. Esta medida suele ser 

utilizada como criterio de convergencia en la dinámica molecular, y se discutirá más sobre esto 

al final de esta sección. 

El RMSF, raíz cuadrada de las fluctuaciones cuadráticas medias (del inglés root of the 

mean squared fluctuations) es de especial interés en el análisis de estabilidad de proteínas, ya 

que se correlaciona con los valores de factor B mencionados anteriormente.35 Esta medida 

otorga una noción de la similitud local entre un conjunto de estructuras provenientes de una 

trayectoria de MD, y se calcula mediante la siguiente ecuación: 

𝑅𝑀𝑆𝐹𝑖 = √〈𝑟𝑖 − 〈𝑟𝑖〉2〉 

donde 𝑟𝑖 son las coordenadas del átomo 𝑖 y 〈𝑟𝑖〉 es la posición media de ese átomo a lo largo de 

la trayectoria. Esta medida informa acerca de la distancia media de cada átomo (o conjunto de 

átomos) respecto de la estructura promedio. Es frecuente que esta magnitud se calcule solo para 

los átomos del esqueleto peptídico y se reporte por residuo de forma tal que refleje la 

flexibilidad de las distintas regiones de la proteína.56,57 

El radio de giro es una medida de qué tan compacta es una proteína, y se define como 

la raíz cuadrada de la distancia media cuadrada de los átomos de la proteína con respecto a su 

centro de masa: 𝑅𝑔
2 = ∑

𝑚𝑖(𝑟𝑖−𝑅𝐶)2

𝑀
, donde m es la masa del átomo i, ri son sus coordenadas, M 

es la masa de la proteína y RC son las coordenadas de su centro de masa. Por lo general, un 
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aumento del radio de giro a lo largo de la simulación implica que la proteína se está haciendo 

menos compacta, y por tanto es posible que se esté desplegando.41,58 

La superficie accesible al solvente (SAS) es, como su nombre indica, la superficie de 

una biomolécula que se encuentra accesible para un solvente. La SAS se describe generalmente 

en unidades de ángstroms cuadrados (Å²) y se puede calcular mediante métodos que implican 

el desplazamiento in silico de una sonda esférica, que aproxima una molécula de agua, alrededor 

de la biomolécula (también conocido como superficie de Connolly59). Hay varios métodos 

disponibles para estimar la SAS, como el método LCPO60 utilizado en el paquete AMBER. 

Ahora bien, una vez corrida una simulación de MD, ¿cómo determinar si el sistema se 

encuentra equilibrado, y por tanto las propiedades que extraemos del sistema son realistas? En 

otras palabras, ¿cómo determinar si la simulación ha convergido? Es interesante la lectura de 

un hilo de White et al.61 en la plataforma X que discute al respecto. Un profesor de la 

Universidad de Dartmouth opina que “tu simulación ha convergido cuando todos los enlaces 

se han roto y los átomos se han dispersado en el cosmos y son consumidos como combustible 

en el horno de estrellas moribundas”. Más allá de lo poético, es cierto que es difícil hablar de 

convergencia cuando al menos en teoría la entropía del sistema siempre se encuentra en 

aumento. No existe una única respuesta a esta pregunta, y son múltiples los métodos reportados 

para responderla.62–65 Sin embargo, como planteaba el estadístico George E. P. Box, “todos los 

modelos son incorrectos, pero algunos son útiles”. En este contexto, la práctica más usual (no 

por esto libre de controversia) es medir el RMSD y aguardar por su estabilización. También 

puede calcularse el RMSD promedio acumulado (es decir, el RMSD promedio calculado para 

ventanas incrementales de tiempo) y aguardar a que se vuelva asintótico a un valor. 

Secuencia consenso 

El libro inédito de Mary Shelley 

La secuencia consenso es creada a partir de un múltiple alineamiento de secuencias 

(MSA) homólogas, y se define sencillamente mediante el aminoácido más frecuente en cada 

posición de dicho MSA. La relativa facilidad con que esta aproximación puede ser 

implementada ha permitido comprobar, a través del estudio de varias familias de proteínas, que 

las mutaciones hacia residuos más conservados suelen mejorar la estabilidad de estas.66,67 Una 

posible explicación a esta observación es que a medida que las proteínas evolucionaron a partir 

de un ancestro común no especializado pero estable, la deriva evolutiva permitió el muestreo 
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de diferentes mutaciones que mantuviesen una estabilidad adecuada. A través de la evolución 

de funciones especializadas muchas proteínas ahora existen en un justo equilibrio entre 

estabilidad y función, y, por esta razón, tienden a conservarse los residuos estabilizantes. El 

diseño de consenso puede aprovechar, por tanto, millones de años de evolución e identificar 

residuos conservados a partir de numerosos homólogos de proteínas, reuniendo varias 

mutaciones estabilizantes que ninguna proteína individual ha necesitado acumular.66 

Cálculo de energía libre de plegamiento tras mutación 

Relax, take it eeeeasy, acá no hay ecuaciones  

Esta aproximación se basa en el cálculo de diferencia de energía libre de plegamiento 

(∆𝐺𝑓𝑜𝑙𝑑) entre la estructura predicha de un mutante puntual de una proteína y la estructura 

nativa de esta, es decir, calcula el ∆∆𝐺𝑓𝑜𝑙𝑑 = ∆𝐺𝑚𝑢𝑡
𝑓𝑜𝑙𝑑

− ∆𝐺𝑤𝑡
𝑓𝑜𝑙𝑑

. Por tanto, un ∆∆𝐺𝑓𝑜𝑙𝑑 negativo 

indica que el mutante es termodinámicamente más estable que la proteína nativa y viceversa. 

De igual forma que en las simulaciones de dinámica molecular, un campo de fuerza y sus 

algoritmos asociados son los encargados de realizar los cálculos correspondientes a la energía 

libre de plegamiento de cada estructura. Diversos métodos y algoritmos han sido desarrollados, 

siendo los más populares FoldX y Rosetta-ddG que cuentan con numerosas aplicaciones 

exitosas.68–73 

Aminas quirales y amino transaminasas 

Imprescindibles para las pastillitas 

Las aminas quirales son de gran relevancia para las industrias farmacéutica y 

agroquímica; más de un 90% de los fármacos de bajo peso molecular más vendidos o 

recientemente aprobados contienen o se sintetizan a partir de aminas.74 Dado que los distintos 

estereoisómeros pueden tener una diferente actividad farmacológica se ha puesto un gran 

empeño en el diseño de estrategias de producción de fármacos o precursores 

enantioméricamente puros, eliminando de esta forma los efectos secundarios asociados a la 

administración de racematos y el gasto innecesario en la producción del enantiómero que no es 

de interés.75,76 Estos compuestos forman parte de moléculas naturales como aminoácidos, 

vitaminas y alcaloides, entre otros; la naturaleza posee las herramientas para sintetizarlas, y por 

lo tanto resulta lógico que la biocatálisis haya surgido como una alternativa exitosa frente a la 

síntesis química.77,78 
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Se han aplicado numerosos tipos de enzimas a la síntesis de aminas quirales,77 siendo 

especialmente valiosas aquellas que permiten obtener aminas enriquecidas en un enantiómero 

a partir de compuestos proquirales. En particular las transaminasas —enzimas PLP-

dependientes que catalizan la transferencia de un grupo amino desde un donor de amino a una 

cetona (Figura 8)— han encontrado amplia aplicación en la síntesis de aminas primarias79,80. 

Tal es así que hace más de una década se emplean en la producción de ingredientes 

farmacéuticos activos81,82 y es notable ejemplo de ello su aplicación en la producción de 

sitagliptina, principio activo empleado para el tratamiento de la diabetes tipo II. La transaminasa 

empleada en dicho proceso es una variante de la transaminasa ATA-117, desarrollada mediante 

modelado computacional y evolución dirigida. La síntesis resultante (Figura 9) es una 

producción de tercera generación, luego de dos generaciones empleando catalizadores 

metálicos convencionales, y representa respecto a estas una mejora del 10% en rendimiento y 

53% en productividad (kg/L por día), así como una reducción del 19% de residuos y del costo 

total de producción.83,84 

 

Figura 8 Reacción esquemática de reacción para una transaminasa, con 

desplazamiento del equilibrio por evaporación del subproducto. 
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Figura 9 Esquema representativo de la síntesis de sitagliptina mediante procesos 

de segunda (A) y tercera generación (B). Extraído de Savile et al.83 

Estructuralmente, las transaminasas forman homodímeros en solución, aunque también 

algunas han sido reportadas como tetrámeros.85 Poseen dos sitios activos por dímero, 

conformados por residuos de ambas cadenas. Su mecanismo de acción consta de dos partes y 

se ilustra en la Figura 10. En la primera mitad de la reacción, la lisina conservada del sitio 

activo, que forma una base de Schiff con el cofactor PLP en la proteína nativa (aldimina interna) 

es desplazada por el donante de amina. Esto genera una aldimina externa entre el donor y el 

PLP, y a través de intermediarios subsecuentes quinonoides y cetiminas, el grupo amino del 

donante se transfiere al PLP, produciendo la piridoxamina 5'-fosfato (PMP). El donante 

desaminado se libera como una cetona, aldehído o ácido cetónico. Después de esto, en la 

segunda mitad de la reacción, el aceptor de amina reacciona con el intermedio PMP para formar 

una cetimina, que posteriormente se descompone a través de un quinonoide y una aldimina 

externa. Finalmente, la lisina de la enzima reemplaza al aceptor aminado, que se libera, 

finalizando el ciclo catalítico.68 
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Figura 10 Mecanismo de reacción de ω-amino transaminasas. Se ejemplifica con 

isopropilamina como donor de amino y acetofenona como aceptor. Adaptado de 

Berglund et al.86 

ω-transaminasa de Capronia semiimmersa 

Nuestro caballito de batalla  

La R-ω-amino transaminasa de Capronia semiimmersa es una enzima PLP dependiente 

de clase IV, que fue identificada por nuestro grupo en trabajos previos.87 Buscando identificar 

nuevas transaminasas con un espectro de sustrato más amplio que lo reportado hasta el 

momento, se aplicó un algoritmo computacional diseñado por Höhne et al.88 que considera 

diversos motivos conservados y aminoácidos clave de transaminasas y enzimas relacionadas 

para seleccionar o descartar las distintas secuencias. Dentro de las 423 secuencias obtenidas por 

este método se seleccionó la ω-transaminasa de Capronia semiimmersa (TACap) por presentar 

diferencias frente a otras previamente reportadas.87,89 La enzima identificada fue clonada y 

expresada en pKK223-3, y su especificidad de sustrato y estereoselectividad fueron 

caracterizadas, obteniendo resultados comparables a aquellos obtenidos con otras 

transaminasas, con un excelente exceso enantiomérico. Es de destacar que TACap acepta 
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isopropilamina como dador de amina, una característica deseable para su aplicación industrial 

por ser este sustrato económico y desplazar el equilibrio de reacción por evaporación del 

coproducto (acetona). 

Vinculación al CUDIM 

Ay, celeste, regalame un sol  

La instalación en nuestro país del Centro Uruguayo de Imagenología Molecular 

(CUDIM) ha significado un avance significativo en las posibilidades de diagnóstico y 

seguimiento de varias enfermedades de carácter oncológico y neurológico. Desde un punto de 

vista académico, la puesta en marcha del CUDIM representa un desafío y una oportunidad, ya 

que se deben desarrollar procesos de marcado de radiofármacos que sean eficientes y cumplan 

con los estándares de calidad requeridos. Asimismo, abre oportunidades al desarrollo de 

procesos sintéticos propios para las diferentes moléculas utilizadas ya que se debe contar con 

los precursores fríos adecuados. Un precursor frío es la molécula precursora al compuesto 

marcado que se administra al paciente. Dado el decaimiento natural en la radiactividad del 

compuesto marcado, es el precursor frío el que se mantiene en stock, por lo que su 

disponibilidad y calidad son esenciales. 

En particular, el [11C]L-deuterodeprenil (Figura 11) es utilizado en la evaluación in vivo 

de patologías neurológicas que implican una sobreexpresión de la enzima monoaminooxidasa-

B (MAO-B) en casos de astrocitosis. Este radiofármaco presenta una estructura basada en el L-

deprenil, un inhibidor selectivo e irreversible de la MAO-B. Es un radiofármaco de referencia 

para la cuantificación de la actividad de la MAO-B mediante tomografía de emisión de 

positrones (PET).90 Este radiofármaco se utiliza actualmente tanto en la clínica del CUDIM, 

como en la línea de investigación de evaluación in vivo de patologías neurológicas que implican 

astrocitosis, como por ejemplo la Enfermedad de Alzheimer. 

 

Figura 11 Estructura del [11C]L-deuterodeprenil. 

Dado el alto costo en el mercado de los precursores fríos de este tipo de radiofármacos 

se ha planteado la necesidad de desarrollar metodologías sintéticas eficientes y rápidas para su 
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producción en laboratorios del CUDIM o en grupos de investigación de la Universidad de la 

República que trabajen de manera cooperativa en el marco del convenio vigente entre ambas 

instituciones. En este contexto se ha desarrollado un proceso de 6 pasos para la síntesis del 

precursor frío L-nordeuterodeprenil partiendo de L-fenilalanina (Figura 12).91 

 

Figura 12 Síntesis tradicional desarrollada para la producción del L-

nordeuterodeprenil en el CUDIM, partiendo de L-fenilalanina y con L-anfetamina 

como intermediario (obtenida en paso v)b)). 6 corresponde al tosilato de propargilo 

deuterado. 

El desarrollo de esta metodología permitió al CUDIM obtener el [11C]L-deuterodeprenil 

por procesos propios, independizándolo de los altos costos asociados al precursor. No obstante, 

la ruta desarrollada tiene ciertas desventajas como ser un alto número de pasos de reacción y la 

obtención del producto final en rendimientos bajos a moderados. Nuestro grupo ha venido 

trabajando en el desarrollo de una síntesis eficiente de este precursor utilizando metodologías 

biocatalíticas. Particularmente, se logró aplicar la ω-amino transaminasa de Capronia 

semiimmersa87 (TACap) a la obtención de L-anfetamina en un único paso de reacción, 

obteniendo un rendimiento del 15% con un exceso enantiomérico >99%.. Un paso posterior de 

propargilación clásico permite obtener el precursor frío de la molécula de interés, de acuerdo 

con la Figura 13. A pesar del éxito obtenido en los ensayos preliminares, en estos ensayos se 

observó que la baja estabilidad de la TACap podía ser una de las causas del bajo rendimiento 

obtenido, que dificulta el escalado de la reacción necesario para su aplicación clínica en el 

CUDIM. Por este motivo en esta tesis se plantea aportar a la optimización de esta enzima 
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mediante la aplicación de métodos de diseño racional asistidos por el uso de herramientas 

computacionales.  

 

Figura 13 Ruta sintética propuesta para el L-nordeuterodeprenil a partir de 

fenilacetona, utilizando la ω-amino transaminasa de Capronia semiimmersa como 

biocatalizador. 
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Objetivos 

Objetivo general 

Aplicar metodologías bioinformáticas específicas al diseño de variantes más estables de la ω-

transaminasa de Capronia semiimmersa (TACap) permitiendo su aplicación a la síntesis del 

radiofármaco [11C]L-deuterodeprenil. 

Objetivos específicos 

• Determinar las mutaciones candidatas a generar estabilidad en la TACap a partir de 

distintas aproximaciones bioinformáticas. 

• Analizar las interacciones intramoleculares de las mutaciones propuestas y de las 

simulaciones de dinámica molecular. 

• Construir vectores de expresión para las variantes de TACap que incorporen las 

mutaciones seleccionadas. 

• Analizar la estabilidad y actividad de los mutantes generados. 

• Analizar los resultados obtenidos con las nuevas enzimas y evaluar la efectividad del 

proceso de selección in silico. 
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Capítulo I: 

Modelado, simulaciones y análisis bioinformático 
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1.1. Introducción 

En este capítulo presentaremos los experimentos computacionales realizados y 

discutiremos los resultados obtenidos. Más específicamente, hablaremos sobre cómo obtuvimos 

un modelo tridimensional de nuestra enzima, TACap, y qué desafíos nos encontramos para 

poder simular su dinámica molecular. Luego, haremos un análisis en profundidad sobre los 

datos obtenidos en estas simulaciones, y propondremos nuestros primeros mutantes. 

Adicionalmente, ¿podemos identificar si el mecanismo de desnaturalización de TACap sigue 

un mecanismo previamente conocido? 

En segunda instancia trataremos el diseño de la secuencia consenso de TACap, cómo 

hicimos la selección de secuencias homólogas, qué información adicional obtuvimos desde el 

múltiple alineamiento de secuencias, y qué variantes propusimos expresar. 

Por último, en el marco del cálculo de energía libre de plegamiento, discutiremos acerca 

de la importancia de la estructura de entrada sobre la que se procesarán estos cálculos. 

1.2. Materiales y métodos 

El modelado por homología, la parametrización del KLP, la preparación de las 

estructuras para MD así como el análisis de los datos resultantes y la generación de la secuencia 

consenso fueron ejecutados en una computadora local (personal o del grupo de trabajo). El 

modelado con AlphaFold2 fue ejecutado en los servidores de Google. Las simulaciones de MD 

y su análisis fueron ejecutados generalmente en un clúster de cómputo de alto rendimiento como 

ClusterUY92 o MareNostrum (Barcelona Supercomputing Center)93. 

1.2.1. Modelado por homología 

i. Se realizó una búsqueda de proteínas homólogas a la secuencia de interés con la 

herramienta BLASTp94, seleccionando como base de datos las estructuras cristalinas 

depositadas en el Protein Data Bank95. 

ii. Fueron seleccionadas de 1 a 5 proteínas homólogas con un porcentaje de identidad 

superior al 55%. Se comprobó que fuesen “buenos modelos” para realizar el modelado 

por homología: número de cadenas, sustratos o inhibidores presentes, RMSD, etc. 

iii. Seguimos el procedimiento de la herramienta MODELLER36 teniendo en cuenta lo 

siguiente: 
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a. Para convertir las secuencias del formato FASTA al PIR empleamos el script 

adjunto ‘fasta2pir.sh’. 

b. Las secuencias solo pueden contener aminoácidos estándar. 

c. Una vez alineadas las secuencias debe verificarse que el formato del encabezado 

sea correcto (como se indica en el manual) y debe incorporarse la segunda 

cadena, de corresponder. 

d. El modelado lo realizamos sin refinamiento ya que esto insume cierto tiempo, y 

posteriormente largaríamos simulaciones de dinámica. 

1.2.2. Modelado con AlphaFold2 

Gracias a la implementación de la herramienta AlphaFold2 en Google Colab (cuaderno 

electrónico que permite correr código utilizando recursos en la nube) es posible obtener 

predicciones de la estructura de proteínas nativas sin necesidad de instalar programas en el 

sistema local. Uno de los cuadernos más utilizados y el empleado para este trabajo con los 

parámetros predeterminados es ColabFold96, disponible en el siguiente enlace: 

https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/alphaFold2.ipynb. 

1.2.3. Parametrización de aldimina interna Lys-PLP (KLP) 

Para la construcción de la librería los datos de carga parcial fueron extraídos de Venhorst 

et al.97 A continuación se indican los pasos seguidos para la obtención de los parámetros 

restantes. Se incluyen en anexos la modificación de campo de fuerza (p. 108) y la librería (p. 

109) obtenidas. 

i. Se cargó en VMD un PDB conteniendo la aldimina interna (4CMD). 

ii. Seleccionamos la aldimina y extrajimos sus coordenadas a un nuevo PDB. 

Alternativamente esto puede hacerse a mano en un editor de texto. 

iii. Editamos las coordenadas de KLP en un editor de texto: 

a. Eliminamos los hidrógenos presentes. 

b. Modificamos la primera columna para que indique ATOM para todos los átomos 

(en lugar de HETATM). 

c. De la misma forma, la columna de nombre de molécula debe indicar KLP para 

todos los átomos y el número de residuo debe ser 1 para todos los átomos. 

iv. Abrimos la molécula editada en xleap y la editamos, creando los enlaces entre los 

átomos. 

https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb
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v. Agregamos los protones faltantes y verificamos que fuesen correctos de acuerdo con la 

hibridación de los enlaces. 

vi. Optimizamos la geometría de la molécula y guardamos las coordenadas. 

vii. Mediante el programa antechamber asignamos automáticamente los tipos de átomo de 

la molécula y los verificamos, obteniendo un archivo de salida mol2. 

viii. Sobre este archivo agregamos manualmente las cargas parciales de cada átomo extraídas 

de bibliografía, teniendo en cuenta que la carga neta debe ser cero (corregimos con 

pequeños diferenciales sobre los átomos más electronegativos). 

ix. Mediante el programa parmchk verificamos la disponibilidad de los parámetros 

necesarios en el campo de fuerza general de Amber (GAFF). Obtuvimos el archivo de 

modificación del campo de fuerza, FRCMOD. 

x. Generamos la librería mediante el programa tleap, empleando el Código 1 (anexo). 

xi. Modificamos el archivo de librería generado, indicando los átomos que conectan con la 

cadena peptídica y el tipo de residuo. 

xii. Probamos el sistema con una proteína conocida, por ej. 4cmd, empleando el Código 2 

(anexo). 

xiii. Buscamos en los campos de fuerza (e.g. PARM19 y GAFF) los parámetros detectados 

como faltantes y los añadimos al archivo FRCMOD. 

1.2.4. Preparación de estructuras para MD 

i. Depuramos el PDB de forma que solo quede la proteína y el cofactor. Empleamos para 

ello el Código 3 (anexo). 

ii. Verificamos que no existan residuos repetidos por multiplicidad de posiciones 

observadas en la cristalografía. En caso de existir, conservamos solo el más abundante. 

iii. Modificamos los residuos de lisina catalítica y PLP para que pasen a llamarse KLP, y 

de esta forma sean interpretados como un único residuo. 

iv. Cargamos el PDB resultante a la herramienta PDB2PQR98 del servidor de Poisson 

Boltzman que puede encontrarse en https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr para 

asignar estados de protonación correctos. 

v. Una vez obtenido el PQR (mismo formato que PDB) verificamos si el residuo KLP fue 

eliminado y en caso de que así fuese volvimos a agregarlo. 

vi. Ejecutamos tleap y procesamos el PQR o PDB obtenido para verificar que no existan 

errores empleando el Código 4 (anexo). 

https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr
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vii. Neutralizamos, solvatamos y ajustamos la fuerza iónica del sistema, también en tleap. 

Se adjunta script empleado para determinar el número de iones a agregar de acuerdo 

con la concentración deseada, ‘addionsrand.py’. Guardamos archivos de topología y 

coordenadas empleando el Código 5 (anexo). En el caso de simulaciones con urea, 

empleamos la caja equilibrada de urea 8 M disponible en el paquete Amber. 

viii. Verificamos en VMD que el sistema quedó bien construido. 

1.2.5. Preparación del sistema y corrida de MD de producción 

i. Minimizamos el sistema mediante pmemd, en tres secuencias sucesivas, con una 

restricción sobre la proteína de 25, 15 y 5 kcal/mol respectivamente, empleando 2000 

pasos de descenso pronunciado y 500 pasos de gradiente conjugado. Se adjunta script 

en Bash para este paso, ‘minimization.sh’. La forma del script de Amber se presenta en 

el Código 6 (anexo). 

ii. Calentamos el sistema a la temperatura deseada con una restricción de 5 kcal/mol sobre 

la proteína, a volumen constante, durante 100 ps. Se adjunta script en Bash para este 

paso, ‘heat.sh’. La forma del script de Amber se presenta en el Código 7 (anexo). 

iii. Equilibramos el sistema a temperatura y presión constante, durante 500 ps. Se adjunta 

script en Bash para este paso, ‘equilibrate.sh’. La forma del script de Amber se presenta 

en el  Código 8 (anexo). 

iv. Largamos la simulación de producción de dinámica molecular. Se adjunta a modo de 

ejemplo script en Bash para correr en local, ‘runMD.sh’. La forma del script de Amber 

se presenta en el Código 9 (anexo). 

1.2.6. Análisis de simulaciones 

El análisis de las simulaciones fue realizado mediante los programas VMD 

(principalmente visualización) y cpptraj (parámetros estadísticos). Las imágenes presentadas 

fueron generadas con YASARA. Para el gráfico de los datos obtenidos se empleó Jupyter 

Notebook, utilizando el lenguaje Python y las bibliotecas matplotlib, numpy y pandas. A modo 

de ejemplo se presentan en anexos los códigos Código 10 a Código 13. Para el caso de TACap 

el análisis de RMSD fue realizado excluyendo los extremos C-terminal (residuos 330-356), y 

el análisis de RMSF se hizo sobre una de las cadenas peptídicas, en ambos casos sobre los 

carbonos alfa. 
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1.2.7. Secuencia consenso 

Fue seguido en general el protocolo reportado por Sternke et al.99 En forma resumida, 

involucra los siguientes pasos: 

i. Realizamos una búsqueda de secuencias relacionadas a la proteína de interés. En este 

caso, dada la abundancia de secuencias reportadas, recurrimos a al servidor BLASTp 

con los parámetros predeterminados. 

ii. Determinamos la mediana de la muestra de secuencias y eliminamos aquellas que se 

desvían más de un 30% de esta. En este caso empleamos Geneious100. 

iii. Clusterizamos las secuencias con un porcentaje de identidad superior al 90% y 

continuamos el análisis solo con una secuencia representativa de cada clúster. Para este 

paso empleamos el programa UCLUST101. 

iv. Buscamos en estas secuencias aquellas que contienen los motivos conservados de 

interés. En este caso nos interesan los motivos reportados por Höhne et al.88 y Telzerow 

et al.102 para la identificación de R-transaminasas. Empleamos Geneious y la 

herramienta grep103 para la búsqueda y selección de secuencias. 

v. Alineamos las secuencias. En este caso empleamos el algoritmo MUSCLE104 como se 

encuentra implementado en el programa MEGA X105. También construimos un árbol 

filogenético, para lo que agregamos una enzima distante como outgroup y empleamos 

Geneious con los parámetros predefinidos. 

vi. Depuramos las secuencias por tres criterios más: 

a. Motivos buscados en (iv) no alineados con los correspondientes en la secuencia 

de interés. 

b. Ausencia de la lisina catalítica. 

c. Presencia de aminoácidos no estándar. 

vii. Cargamos el MSA resultante en la plataforma en línea ConSurf106 disponible en 

https://consurf.tau.ac.il/consurf_index.php. Esta plataforma provee el porcentaje de 

conservación de cada aminoácido para cada posición de la proteína de interés de acuerdo 

con el MSA cargado, así como el grado de confianza en este valor según el número de 

secuencias que tengan un aminoácido en esa posición. Con esta información y de 

acuerdo con el criterio del usuario se construye la secuencia consenso. 

https://consurf.tau.ac.il/consurf_index.php
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1.2.8. Cambio de energía libre de plegamiento tras mutación 

Fue seguido el protocolo computacional desarrollado y reportado por Wijma et al.107 

para la rápida mejora de la estabilidad de proteínas. Dicho protocolo se adjunta a este trabajo 

(‘FRESCO protocol.pdf’), así como su material suplementario (‘FRESCO protocol supp.pdf’) 

y el conjunto de scripts necesarios para su ejecución (‘FRESCO.zip’). El protocolo fue seguido 

tal cual, teniendo en cuenta: 

• En una primera etapa se partió de dos estructuras iniciales distintas: por un lado 

el modelo obtenido mediante AlphaFold2, relajado mediante una breve 

dinámica; por otro lado este mismo modelo, pero con el PLP incorporado como 

cosustrato mediante el programa AlphaFill29 y posteriormente relajado. Los 

resultados obtenidos fueron comparados. 

• En una segunda etapa se empleó este protocolo solo para realizar las MD de 

algunas de las mutaciones puntuales obtenidas experimentalmente, partiendo de 

la estructura relajada del modelo obtenido por homología, con el cosustrato 

como aldimina interna. 

  



 

35 

1.3. Resultados y discusión 

1.3.1. Obtención de estructura de TACap 

Se hizo una búsqueda de secuencias homólogas a TACap en la base de datos del PDB, 

seleccionándose aquellas con un porcentaje de identidad superior al 55% y un query cover 

superior al 90%, resultando en siete proteínas homólogas, todas R-ω-transaminasas (Tabla 2). 

Tabla 2 Proteínas homólogas a TACap. 

Estructura 
Porcentaje de 

identidad 

Query cover 

(%) 
Resolución (Å) Organismo 

4CMD 65 0.99 1.68 Nectria haematococca 

4CE5 64 0.92 1.63 Aspergillus terreus 

6XWB 63 0.94 2.20 Thermomyces stellatus 

6FTE 63 0.99 1.52 Exophiala Xenobiotica 

6SNL 61 0.94 3.13 Exophiala sideris 

4CHI 60 0.92 1.27 Aspergillus fumigatus 

6XU3 58 0.92 2.10 Shinella sp. 

 

A continuación, teniendo en cuenta los valores indicados en la Tabla 2 decidimos 

seleccionar 4CMD108 (‘4cmd.pdb’) y 4CE5109 (‘4CE5.pdb’) para realizar el modelado por 

homología. Para ello fue necesario preparar los modelos eliminando moléculas orgánicas, 

buffer e iones, optimizar la protonación de los residuos, y renombrar la lisina catalítica y el PLP 

para constituirlos en un único residuo “KLP”. Luego seguimos las instrucciones de 

MODELLER (ver sección 1.2.1) para la construcción del modelo por homología de TACap. 

Como puede observarse en la Figura 14 el extremo C-terminal (aminoácidos 330 a 356) de 

ambos monómeros no adopta una estructura definida. Esto se debe a que nuestra proteína 

presenta un extremo más largo que aquella de los moldes empleados y por tanto no hay una 

estructura sobre la que modelar (ver alineamiento en Figura 15). Si bien otras proteínas (6FTE 

y 6SNL) tienen un largo parecido al de TACap su estructura cristalográfica no presenta esta 

región por lo que probablemente nos encontremos ante una sección intrínsecamente 

desordenada. Las simulaciones posteriores de dinámica molecular parecen confirmar esta 

hipótesis. 

Mediante predicción de estructura intentamos producir una estructura más realista para 

el extremo C-terminal. Para esto recurrimos a los recientemente presentados (en septiembre 

2021) AlphaFold238 y RoseTTAfold110. En primera instancia modelamos únicamente los 
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aminoácidos del 330 en adelante (Figura 16). Buscando obtener mejores resultados probamos 

con el modelado de un monómero entero, seleccionando como mejor modelo el obtenido con 

RoseTTAFold, por tener una estructura secundaria mejor definida (Figura 17). Para incorporar 

este extremo C-terminal al modelo por homología obtenido anteriormente sencillamente 

alineamos las estructuras e intercambiamos las coordenadas del extremo C-terminal, 

obteniendo el modelo final para simular (‘TACap-HM.pdb’). 

 

Figura 14 Modelo por homología de TACap. En cyan, extremo C-terminal. 
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Figura 15 Alineamiento de secuencias molde 4CMD y 4CE5 con TACap. Los 

puntos representan aminoácidos iguales a TACap y los guiones gaps en el 

alineamiento. 

 

Figura 16 Predicción de estructura de los 28 aminoácidos terminales de TACap. a- 

AlphaFold2, b- RoseTTAFold. 
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Figura 17 Predicción de estructura de un monómero de TACap. a- AlphaFold2, b- 

RoseTTAFold. 

Durante el desarrollo del trabajo fueron incorporadas nuevas funciones en el ColabFold 

que implementa AlphaFold2, entre ellas, la posibilidad de predecir la estructura de dímeros. 

Cuando esto fue posible modelamos la TACap utilizando esta herramienta y el modelo obtenido 

fue sometido a simulaciones de MD. Una superposición de los modelos obtenidos por 

homología y por AlphaFold2 se ilustra en la Figura 18. Como puede observarse, las estructuras 

son muy similares, difiriendo principalmente en los loops y el extremo C-terminal. 

 

Figura 18 Superposición de los modelos alineados de TACap obtenido por 

homología + ab initio para el extremo C-terminal y el obtenido mediante 

AlphaFold2. La estructura secundaria se encuentra coloreada según el RMSD entre 

las estructuras, de menor (azul) a mayor (rojo). 
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1.3.2. Generación de librería para la aldimina interna Lys-PLP (KLP) 

En el ciclo catalítico de las ω-transaminasas en estudio participa el cofactor PLP. Éste 

se une a la enzima a través de un enlace covalente con una lisina del sitio activo, formando una 

aldimina interna Lys-PLP, a la cual denominaremos KLP. Para poder realizar simulaciones de 

una molécula cuyos parámetros no se encuentran en las librerías del campo de fuerza es 

necesario primero obtener dichos parámetros, i. e. coordenadas de átomos, su conectividad e 

hibridación, tipo de átomos y sus cargas parciales. En general la obtención de las cargas 

parciales es el paso computacionalmente más costoso ya que involucra cálculos de química 

cuántica; sin embargo, para esta molécula en particular contamos con los datos de carga 

proporcionados por Venhorst et al.97 Los restantes parámetros fueron obtenidos como fuera 

descrito en la sección 1.2.3. En la Figura 19 puede apreciarse la estructura de la aldimina 

interna, así como el nombre que recibe cada átomo; las coordenadas, tipo de átomo y carga 

parcial asignados se indican en la Tabla 3. 

 

Figura 19 Estructura de la aldimina interna Lys-PLP (KLP). Cada átomo figura 

con su nombre. Extraído de Venhorst et al.97 

 

Tabla 3 Valores de coordenadas, tipo de átomo y carga parcial asignada a cada 

átomo del KLP. Los valores de carga fueron extraídos de Venhorst et al.97 

Nombre de átomo X Y Z Tipo de átomo Carga parcial 

N 96.438 15.523 44.029 n2 -0.3479 

H 96.396 16.470 44.347 hn 0.2747 

CA 95.058 15.049 43.680 c3 -0.4419 

HA 95.103 14.101 43.365 h1 0.1102 

C 94.494 15.910 42.589 c1 0.7341 

O 94.445 17.337 43.050 o -0.5894 

CB 94.178 15.130 44.893 c3 0.4995 
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Nombre de átomo X Y Z Tipo de átomo Carga parcial 

HB2 94.563 14.559 45.618 hc -0.1147 

HB3 94.125 16.077 45.208 hc -0.1147 

CG 92.805 14.635 44.548 c3 0.0629 

HG2 92.406 15.212 43.836 hc -0.0782 

HG3 92.869 13.694 44.217 hc -0.0782 

CD 91.938 14.667 45.772 c3 0.1094 

HD2 92.354 14.099 46.482 hc -0.0058 

HD3 91.851 15.606 46.105 hc -0.0058 

CE 90.584 14.119 45.435 c3 0.1156 

HE2 90.017 14.096 46.258 h1 -0.0114 

HE3 90.147 14.696 44.744 h1 -0.0114 

NZ 90.739 12.824 44.928 n3 -0.1399 

HZ 91.285 12.677 44.103 hn 0.3819 

N1 90.782 8.050 44.076 na -0.2120 

H1 90.938 7.131 43.713 hn 0.3455 

C2 91.293 9.124 43.437 c2 0.2058 

C2A 92.039 8.954 42.265 c3 -0.2790 

H2A1 92.338 9.847 41.928 hc 0.0969 

H2A2 91.474 8.508 41.572 hc 0.0969 

H2A3 92.839 8.386 42.458 hc 0.0969 

C3 91.084 10.362 43.929 c2 0.3557 

O3 91.613 11.477 43.267 o -0.7655 

C4 90.364 10.529 45.058 c2 0.1020 

C4A 90.171 11.771 45.550 c2 0.1023 

H4A 89.636 11.905 46.384 h4 0.2054 

C5 89.855 9.456 45.700 c2 -0.1738 

C6 90.063 8.216 45.208 c2 -0.0992 

H6 89.689 7.420 45.683 h4 0.1919 

C5A 89.119 9.630 46.877 c3 0.3499 

H5A1 88.823 8.739 47.220 h1 0.0083 

H5A2 88.318 10.198 46.689 h1 0.0083 

O4P 89.979 10.304 47.906 os -0.5382 

P 89.195 10.491 49.171 p5 1.2439 

O1P 90.050 11.182 50.191 o -0.8970 

O2P 87.981 11.326 48.888 o -0.8970 

O3P 88.770 9.153 49.698 o -0.8970 

 

1.3.3. Simulaciones de dinámica molecular 

Los sistemas a simular fueron preparados como fuese indicado en las secciones 1.2.4 y 

1.2.5, en las condiciones que se indica en la Tabla 4. Se escogió la enzima 4CE5 como estructura 
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de referencia dados los numerosos reportes en que se aplicaron distintas aproximaciones para 

su estabilización.111–116 Precisamente, la mutación T130M fue una de las primeras en ser 

reportada como estabilizante para esta enzima; fue hallada a partir del cálculo de ΔΔGfold sobre 

las regiones flexibles de la proteína. Por este motivo fue incluida en este estudio para comparar 

su comportamiento contra la referencia. 

Tabla 4 Condiciones de simulación de las distintas enzimas. 

Enzima T (K) t (ns) urea Obs. 

4CE5 

298 

500 ✘ 
Enzima empleada como referencia. 

323 

348 

298 500 🗸 

4CE5-T130M 

298 
500 ✘ La estabilidad de este mutante fue reportada como 

superior a la de la enzima nativa por Huang et al.111 
348 

298 500 🗸 

TACap-HM 

298 
500 ✘ TACap obtenida por modelado por homología como 

fuese indicado en la sección 1.2.1. 
348 

298 500 🗸 

 

Como fue comentado en la introducción, uno de los métodos para verificar convergencia 

de una simulación de MD es evaluar el RMSD y/o su promedio acumulado. Como se observa 

en la Figura 20, para la enzima de referencia 4CE5 estos parámetros parecen haber alcanzado 

el equilibrio en las simulaciones a 298 y 323 K, no así para 348 K y la simulación con urea. 

Esto es entendible dado que tanto la alta temperatura como la urea son sumamente 

desestabilizantes117,118, y es esperable que estas dos simulaciones no converjan hasta que la 

proteína se haya desplegado. Dadas estas diferencias, decidimos realizar y analizar las 

siguientes simulaciones solo a dos temperaturas, 298 y 348 K, y en presencia de urea. Además, 

siendo 4CE5 nuestra referencia y teniendo en cuenta su convergencia, seleccionamos una 

ventana de análisis para todos los parámetros y todas las simulaciones entre los 300 y 500 ns, 

descartando así los primeros 300 ns de MD de producción. 
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Figura 20 Análisis de MD de 4CE5. RMSD (izq.) y RMSD promedio acumulado 

(der.) 

Los valores promedio de RMSD y su desviación estándar se resumen en la Tabla 5. 

Como se indica allí y podemos apreciar en la Figura 21, los valores de RMSD de las MD de 

TACap son más altos que los de 4CE5, lo cual es probable se relacione a la estructura de partida. 

La estructura de 4CE5 fue determinada experimentalmente, por lo que es probable se encuentre 

en una conformación cercana a la nativa, mientras que la estructura de TACap fue obtenida por 

homología y puede tener que recorrer subestados de mayor energía. 

Tabla 5 Resumen de valores de RMSD promedio y desviación estándar para las 

simulaciones corridas. 

Enzima T (K) Urea 𝐑𝐌𝐒𝐃̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ (Å) std 

4CE5 

298 
✘ 

1.99 0.14 

348 2.42 0.14 

298 🗸 2.15 0.13 

4CE5-T130M 

298 
✘ 

2.19 0.12 

348 2.33 0.16 

298 🗸 2.49 0.20 

TACap-HM 

298 

✘ 

2.89 0.14 

348 3.12 0.14 

298 🗸 3.12 0.28 
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Figura 21 RMSD vs. t para las MD de TACap, alineadas al primer marco a 298 K. 

Para el análisis de flexibilidad evaluamos el RMSF, clasificando los valores obtenidos 

como bajos (<1 Å), medios (entre 1 y 2 Å) o altos (>2 Å). Analizando primero la referencia, 

graficamos el RMSF en la Figura 22 y mapeamos las regiones de mayor flexibilidad sobre la 

estructura en la Figura 23. Podemos observar que en las simulaciones térmicas (sin urea) las 

regiones más flexibles son dos o tres residuos en los extremos y un loop entre los residuos 125-

133 (loop 1), lo cual no resulta extraño dada su naturaleza flexible41. Esto reproduce los 

resultados experimentales de cristalografía109, ya que este loop posee altos valores de factor B. 

Cabe mencionar que para dicho loop vemos un RMSF superior a 298 K que a 348 K, lo cual no 

podemos explicar con los datos disponibles. Por otro lado, al observar el RMSF de la simulación 

con urea el loop 1 es solo moderadamente flexible, y en cambio es el loop 149-157 (loop 2) el 

de alta flexibilidad. Esto implica que su presencia como agente desnaturalizante afecta la 

estructura y estabilidad de la enzima en forma diferente a como lo hace una alta temperatura, 

indicando que los mecanismos de desnaturalización térmica y química siguen caminos 

diferentes. A pesar de ser este un resultado esperable, ya que la primera debilita todos los tipos 

de enlace, mientras que la segunda intercambia enlaces de hidrógeno proteína-proteína por 

proteína-urea, es remarcable su detección in silico. 
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Figura 22 RMSF de 4CE5 en las distintas condiciones de MD. Se indica con línea 

punteada vertical el residuo 130. 

 

Figura 23 Estructura de 4CE5. En gris oscuro cadena A, gris claro cadena B. En 

rojo se señalan aquellas regiones con un RMSF superior a 2 Å en MD sin urea, 

junto a su nombre. Las regiones pertenecientes a la cadena B se señalan con un 

asterisco. En verde se señala el loop flexible en MD con urea. Es identificado el 

loop 3 por su relevancia en TACap. 
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En tanto, al analizar el RMSF de TACap (Figura 24) vemos en las simulaciones térmicas 

una alta flexibilidad en el loop 1 (residuos 129-134), loop 3 (215-218) y el extremo C-terminal 

(residuos 336-356). Es de destacar que el loop 3 y el extremo C-terminal son flexibles en 

TACap, y no así en el modelo de 4CE5, lo cual sea debido seguramente a que en TACap estos 

segmentos son más largos: loop 3, 7 aminoácidos más; extremo C-terminal 31 aminoácidos 

más. En la MD con urea vemos acrecentada esta flexibilidad, a no ser en el loop 1 donde es 

menor; esto mismo ocurría con 4CE5 y postulamos es debido a una diferencia en el mecanismo 

de desnaturalización. 

 

Figura 24 RMSF de las distintas simulaciones de TACap. 

El tercer parámetro que analizamos fue el radio de giro, el cual prácticamente no cambia 

para 4CE5 y su mutante T130M en las distintas condiciones ensayadas (Tabla 6). A 

temperaturas moderadas (25 a 75°C), un aumento del radio de giro puede ser un indicador de 

la pérdida de estructura terciaria y secundaria por ruptura de los enlaces de hidrógeno e 

interacciones de Van der Waals, pero requiere generalmente de simulaciones largas ya que es 

una propiedad cuyo cambio se empieza a notar cuando el proceso de desnaturalización está en 

una etapa avanzada. Para el caso de TACap, si bien en la Tabla 6 se observa un pequeño 

aumento del ROG en la simulación con urea respecto a las otras condiciones, al excluir los 

extremos C-terminal del análisis esta diferencia desaparece. Esto se ilustra en la Figura 25, e 

implica que el aumento percibido de ROG es debido exclusivamente al desordenamiento de los 

extremos C-terminal. 
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Figura 25 Radio de giro de TACap-HM y TACap-HM-ΔCtail. La línea anaranjada 

corresponde al cálculo de ROG sobre la enzima nativa, excluyendo los extremos 

del análisis (noTail). 

A continuación, evaluamos la superficie accesible al solvente. El análisis se hizo sobre 

los residuos hidrofóbicos, pudiendo de esta forma detectar cambios en la exposición del núcleo 

de la proteína al entorno, cuyo aumento es un claro signo de desnaturalización. En la Figura 26 

graficamos el valor de SAS para las cuatro simulaciones de 4CE5, y podemos verificar dos 

cosas: existe un aumento del SAS con cada incremento de temperatura, lo cual valida la ventana 

de análisis empleada; y la urea parece ser un agente mucho más poderoso que la temperatura 

para inducir el desplegamiento. Si calculamos el porcentaje de aumento de SAS para cada 

simulación respecto a la media de la simulación a 298 K de la enzima correspondiente (última 

columna de la Tabla 6) podemos observar que el aumento de temperatura afecta en distinta 

medida el SAS de 4CE5 (13%) y su mutante T130M (7%), lo cual es coherente con el aumento 

de estabilidad reportado para este mutante. En el caso de TACap los porcentajes de aumento de 

SAS son comparables a los de este mutante. 
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Figura 26 SAS vs. t para 4CE5. 

Tabla 6 Parámetros seleccionados promedio en la ventana de análisis, junto a su 

desviación estándar. En la última columna se presenta el porcentaje de aumento de 

SAS respecto a su MD a 298 K. 

Enzima T (K) Urea ROG (Å) std SASapolar (Å2) std %SAS 

4CE5 

298 

✘ 

26.79 0.07 8736 227 n/a 

348 26.94 0.08 9840 234 13 

298 🗸 26.90 0.06 10998 180 26 

4CE5-T130M 

298 
✘ 

26.90 0.08 8808 206 n/a 

348 26.98 0.09 9388 215 7 

298 🗸 27.29 0.06 10921 238 24 

TACap-HM 

298 

✘ 

27.44 0.11 9482 196 n/a 

348 27.25 0.08 10021 295 6 

298 🗸 28.44 0.06 12366 173 30 

n/a – no aplica 

Thompson y Eisenberg119 presentaron evidencia, hace más de dos décadas, de la 

tendencia en proteínas de organismos termófilos a presentar secuencias de loops más cortas que 

en sus homólogas de organismos mesófilos. Sin embargo, la incorporación de esta observación 

en una estrategia para la ingeniería de proteínas no parece haber sido extensamente utilizada, o 

al menos reportada, a no ser por el trabajo de Damnjanović et al.120 concerniente a la deleción 

de un loop de superficie para la mejora de estabilidad de una fosfolipasa. 
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Teniendo en cuenta esta información, los datos de flexibilidad obtenidos en la dinámica 

y el alineamiento de secuencias homólogas en el contexto de la determinación de la secuencia 

consenso (ver sección 1.3.5) propusimos la deleción de dos regiones: residuos 211-217 (loop 

3) y 332-356 (extremo C-terminal) (Figura 27). Decidimos no modificar los residuos 129-134 

(loop 1) ya que esta región ha sido sugerida como muy importante para el reconocimiento de 

sustrato87,121,122. 

 

Figura 27 Estructura de TACap. En gris oscuro cadena A, gris claro cadena B. En 

rojo se señalan aquellas regiones con un RMSF superior a 2 Å en MD sin urea, 

junto a su nombre. Las regiones pertenecientes a la cadena B se señalan con un 

asterisco. En verde se señalan las regiones solo flexibles en MD con urea. 

Se procedió entonces a la simulación de MD de estas dos variantes de TACap en las 

condiciones resumidas en la Tabla 7. Por cuestión de tiempo no pudieron ser corridas todas las 

simulaciones durante el período/en las condiciones deseadas, pero presentamos a continuación 

los resultados obtenidos para lo ensayado. Para aquellas simulaciones en que no fue posible 

simular 500 ns se emplearon ventanas más pequeñas, a sabiendas que la simulación puede no 

haber convergido. 
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Tabla 7 Resumen de condiciones empleadas en las simulaciones de MD de 

mutantes de TACap. 

Enzima T (K) t (ns) urea Obs. 

TACap - 

Δ211-217 

298 115 
✘ 

TACap-HM con deleción del loop 211-217. Fue 

seleccionada en base a los resultados de esta sección. 348 105 

TACap - 

ΔC-tail 

298 
500 ✘ TACap-HM con deleción del extremo C-terminal 

(residuos 331 en adelante). Fue seleccionada en base a 

los resultados de esta sección. 

348 

298 500 🗸 

 

Analizando el RMSF de estos mutantes (Figura 28) y el de la enzima nativa 

(Figura 24) podemos inferir el efecto de la temperatura sobre las regiones más 

flexibles. Para esto calculamos el porcentaje de aumento del RMSF a 348 K 

respecto a 298 K. Como se desprende de la  

 

 

Tabla 8 ambos mutantes se ven afectados en forma diferente por la temperatura respecto 

a la enzima nativa. El análisis de los datos de ROG y SAS no arroja diferencias significativas 

respecto a lo observado para la enzima nativa, por lo que consideramos deseable y necesario 

proceder a la evaluación in vitro de estas variantes. 

 

Figura 28 RMSF de los mutantes seleccionados de TACap, bajo distintas 

condiciones de simulación. A- N-terminal; B a E- loops 1 a 4; F- C-terminal. 
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Tabla 8 Porcentaje de aumento del RMSF observado en la MD a 348 K respecto a 

298 K, para la enzima nativa y los dos mutantes seleccionados. 

 loop 1 loop 2 loop 3 loop 4 

wt 124 22 17 138 

Δ211-217 80 59 n/a 49 

ΔC-tail 156 36 28 20 

 

Tabla 9 Resumen de los parámetros analizados en las dinámicas de TACap y sus 

variantes. 

Enzima T (K) Urea 𝐑𝐌𝐒𝐃̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ (Å) std rog (Å) std SASapolar (Å2) std %SAS 

TACap-HM 

298 

✘ 

2.89 0.14 27.44 0.11 9482 196 n/a 

348 3.12 0.14 27.25 0.08 10021 295 6 

298 🗸 3.12 0.28 28.44 0.06 12366 173 30 

TACap-HM 

Δ211-217* 

298 ✘ 1.90 0.09 27.00 0.07 9258 223 n/a 

348 ✘ 2.13 0.10 27.07 0.06 9773 232 6 

TACap-HM 

ΔCtail 

298 
✘ 

2.77 0.10 26.59 0.06 8954 166 n/a 

348 2.92 0.12 26.79 0.09 9301 283 4 

298 🗸 3.23 0.12 27.16 0.05 11633 149 30 

n/a – no aplica; *tiempos de simulación más cortos 

 

Finalmente, consideramos interesante comentar sobre un aspecto más de índole 

hipotético-teórico. Como reportaran Börner et al.123, la estabilidad del intermediario enzima-

PMP es clave en la estabilidad de estas enzimas: su disociación y la pérdida del cofactor, dando 

lugar a la forma apo, parecen desencadenar los cambios conformacionales que llevarán al 

desplegamiento de la estructura. Si bien el mecanismo por el que se da este reordenamiento en 

las transaminasas de clase IV no se encuentra aún dilucidado, Ruggieri et al.124 sugirieron un 

posible mecanismo para las transaminasas de clase I: luego de la pérdida del cofactor, la lisina 

catalítica rota sobre el eje de la estructura primaria debido a la tensión experimentada en la 

forma holo, provocando el desplazamiento de tres loops y dejando al descubierto hendiduras 

hidrofílicas, desencadenando de esta forma la disociación del dímero (Figura 29). 
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Figura 29 Disociación del dímero de una TA de clase I propuesta por Ruggieri et 

al.124 Adaptado de este reporte. 

En un estudio de carácter más cualitativo realizamos simulaciones de MD a alta 

temperatura para verificar la influencia de la presencia de PLP en la estabilidad de TACap. Al 

observar la película de la dinámica la lisina catalítica libre en la forma apo sufre una 

reorientación significativa respecto a la situación de la forma holo, como se aprecia en la Figura 

30. Si bien haría falta otro tipo de simulaciones y análisis para extraer conclusiones de estos 

resultados, es esperable que se den rearreglos por dos motivos: el conjunto de aminoácidos que 

conforman la cavidad de unión al grupo fosfato del PLP pierden al fosfato como grupo 

coordinador; y las características electrostáticas del entorno se ven modificadas al pasar de tener 

al PLP con carga -2 a la lisina con carga +1. Hay por tanto indicios de que el desensamblaje del 

homodímero podría ocurrir de forma similar que en las transaminasas de clase I. 
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Figura 30 Superposición de la lisina catalítica, luego de la MD, enlazada al PLP 

(forma holo, carbonos en gris) o libre (forma apo, carbonos en cyan). 

1.3.4. Reportes previos 

Como fuera mencionado anteriormente existen varios reportes sobre la mejora de 

estabilidad en la enzima 4CE5 a través de diferentes aproximaciones. Dada la similitud de esta 

enzima con la nuestra propusimos realizar algunas de las mutaciones que fueron reportadas 

como exitosas: L118T116, D235K115 y P264A115. La primera mutación reportada, T130M, si 

bien fue escogida para el análisis bioinformático, no fue propuesta como candidata para TACap 

ya que en esa posición nuestra enzima tiene una leucina, con características fisicoquímicas 

similares a la metionina. 

1.3.5. Secuencia consenso 

Para la obtención de un conjunto de secuencias inicial se hizo una búsqueda en BLASTp 

con los parámetros predeterminados, solicitando el máximo permitido de 5000 resultados. Estas 

secuencias fueron depuradas de acuerdo con lo indicado en la sección 1.2.7. La mediana de la 

longitud de secuencias resultó ser 302 residuos, por lo que aquellas secuencias que diferían en 

más de un 30% de este valor (<211 o >393 residuos) fueron eliminadas. De esta manera se 

descartan secuencias truncadas o inusualmente largas (a menudo por largas inserciones 

internas). 

A continuación, se hizo el clustering de las secuencias cuya identidad fuese superior al 

90% y se conformó un nuevo conjunto de secuencias constituido por una secuencia 
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representativa de cada cluster. Esto permite evitar una sobrerrepresentación de secuencias que 

tienen un alto porcentaje de identidad entre sí. 

Para seleccionar solo aquellas secuencias que sean R-amino transaminasas homólogas 

a TACap realizamos un filtrado66 en tres pasos: 

• primero se descartaron aquellas secuencias que no contenían los motivos: 

o motivo 1 = [HRK]-x(4)-[YQ]-x-[VTA]-x-[HSAPTG]; 

o motivo 2 = [YF]-[VIC]-[EAQSNWMD]; 

• en segundo lugar, se alinearon las secuencias y se descartaron aquellas que si 

bien tenían estos motivos, no se alineaban con los correspondientes en TACap; 

• en tercer lugar, fueron eliminadas las secuencias que no poseían la lisina 

catalítica del sitio activo. 

Luego de la depuración obtuvimos un alineamiento múltiple (MSA) con 919 secuencias 

alineadas. Un diagrama del proceso se ilustra en la Figura 31, y el árbol filogenético del MSA 

se muestra en la Figura 32. Este MSA fue cargado en la plataforma ConSurf para el cálculo del 

porcentaje de conservación de cada aminoácido en cada posición (Tabla 10, Figura 34). Esta 

plataforma también provee una escala de conservación del 1 al 9 para cada posición, yendo de 

más variable a más conservado (Figura 33). A los efectos de este trabajo solo tuvimos en cuenta 

los resultados con una puntuación del 7 al 9. 

 

Figura 31 Diagrama del proceso seguido para la obtención del MSA para secuencia 

consenso. 
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Figura 32 Árbol filogenético de las secuencias seleccionadas para el MSA, 

empleando la branched-chain amino acid aminotransferase de E. coli (ecBCAT) 

como outgroup. 

Tabla 10 Porcentaje de conservación del aminoácido nativo (col. 3) y el consenso 

(col. 5), por posición. En la última columna se presenta la diferencia de 

conservación entre el aminoácido consenso y el nativo. 

Posición wt % consenso % diferencia (%) 

48 M 3 V 39 36 

51 Q 20 W 55 35 

58 L 24 A 45 21 

63 P 21 V 61 40 

64 S 24 H 42 18 

80 L 20 F 78 58 

87 M 12 L 63 51 

101 T 5 I 66 61 

105 M 27 C 53 26 

106 L 2 V 90 88 

111 I 20 L 58 38 

115 F 20 Y 80 60 

118 L 18 M 62 44 

120 V 30 C 46 16 

125 R 4 S 31 27 
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Posición wt % consenso % diferencia (%) 

130 L 1 S 58 57 

131 S 3 R 77 74 

132 A 3 D 63 60 

133 A 2 P 87 85 

135 V 2 R 59 57 

142 L 29 F 61 32 

144 M 14 A 68 54 

145 W 10 F 61 51 

146 I 10 A 63 53 

153 M 23 A 45 22 

163 G 22 L 37 15 

165 A 30 L 36 6 

168 A 41 S 42 1 

174 T 8 I 75 67 

178 C 3 S 72 69 

179 M 6 V 60 54 

186 L 22 Y 56 34 

187 Q 27 H 68 41 

195 M 16 L 69 53 

205 Y 21 T 52 31 

206 P 25 A 38 13 

207 F 19 V 34 15 

220 A 11 G 76 65 

226 S 18 P 73 55 

231 V 15 F 77 62 

249 V 24 I 69 45 

253 S 34 T 62 28 

257 C 0 L 54 54 

258 C 44 A 52 8 

281 I 37 V 46 9 

284 C 20 T 46 26 

285 T 45 S 55 10 

293 I 37 V 54 17 

313 I 36 L 58 22 
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Debido a limitaciones prácticas para el análisis experimental seleccionamos como 

candidatos los 41 mutantes con un mayor porcentaje de diferencia entre la conservación del 

aminoácido consenso y aquella del nativo. 

 

Figura 33 Secuencia de TACap coloreada de acuerdo con el puntaje de 

conservación otorgado por ConSurf. 
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Adicionalmente, el MSA se empleó para investigar la conservación de aminoácidos en 

las regiones que decidimos remover en base a las simulaciones de MD. Como puede verse en 

la Figura 35, el loop que ocupa los residuos 211-217 no se encuentra conservado; de hecho, 

solo una proteína de las 919 (además de TACap) presenta una inserción en este segmento. En 

la misma figura se señala también el aminoácido Y332, que resulta ser el último con una alta 

conservación en el MSA. Por lo anterior, fueron definidos para su remoción los segmentos 211-

217 y 333-356. 

 

 

Figura 35 Extracto del MSA. La primera secuencia (fondo en amarillo) es TACap 

y se señala con las flechas el loop 211-217 y el último aminoácido conservado, 332. 

1.3.6. Cambio de energía libre de plegamiento tras mutación 

Esta aproximación fue incorporada en el protocolo FRESCO107, desarrollado por el 

grupo del Prof. Fürst donde se realizó una pasantía en el marco de la maestría. El protocolo 

FRESCO se divide en dos secciones, una primera bioinformática y una segunda experimental. 

Durante la pasantía se realizó parte de la primera sección, y es sobre lo que se reportará aquí. 

La sección bioinformática del protocolo FRESCO consiste en: 

i. Preparación de la estructura de partida. 

ii. Selección de residuos a mutar. 

iii. Cálculos de ΔΔGfold. 

iv. Selección de mutaciones a simular por MD. 
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v. Simulaciones de MD e inspección de estas. 

vi. Selección de candidatos a expresar experimentalmente. 

Si bien esta estrategia ha sido empleada exitosamente para la estabilización de 

oxidasas69–72, e incluso de una amino transaminasa68, todos estos reportes parten de una 

estructura cristalográfica de la enzima obtenida por medios experimentales y no existen 

antecedentes publicados en los que se parta de un modelo tridimensional obtenido in silico. Por 

tanto, nuestro interés estuvo focalizado en evaluar esta estrategia partiendo de dos estructuras: 

TACap-AF-apo y TACap-AF-holo. Decidimos emplear el modelo generado por AlphaFold2 

en lugar del de homología ya que, al momento de este análisis, el sistema había sido validado 

por la comunidad científica125. El modelo apo (sin PLP) fue generado por AlphaFold2 y, luego 

de la optimización de su protonación, fue minimizado mediante YASARA126–131. El modelo 

holo (con PLP) fue obtenido de igual forma, pero antes de ser minimizado fue procesado por 

AlphaFill, un algoritmo que basado en secuencia y estructura “trasplanta” cofactores y otras 

pequeñas moléculas desde estructuras determinadas experimentalmente hacia modelos 

predichos. 

Para verificar un correcto posicionamiento del PLP respecto al sitio activo superpusimos 

las estructuras de TACap-AF-holo y 4CE5, que fue cristalizado con PLP. Como puede 

observarse en la Figura 36 los aminoácidos del sitio activo que interactúan con el PLP se 

encuentran conservados y adoptan la misma conformación en ambas enzimas, por lo que 

consideramos el modelo obtenido apto para proseguir con los análisis. 
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Figura 36 Superposición de los sitios activos de TACap-AF-holo (carbonos en 

cyan) y 4CE5 (carbonos en gris). 

Para el cálculo de ΔΔGfold permitimos la mutación de todos los residuos, es decir, 356 

posiciones multiplicado por 19 aminoácidos distintos al nativo para dar un total de 6764 

mutaciones posibles. El ΔGfold de cada variante fue calculado, como indica el protocolo 

FRESCO, mediante dos algoritmos: FoldX132 y Rosetta-ddg133. Obtenidos todos los ΔΔGfold, 

fueron ordenados por su valor y seleccionadas como favorables todas aquellas mutaciones con 

una energía menor a -5 kJ/mol. A continuación, se exponen y discuten algunos de los resultados 

observados. 

En primer lugar, se pueden hacer una serie de comparaciones entre las estrategias 

utilizadas. Rosetta parece proveer valores de ΔΔGfold mucho más extremos que FoldX, lo que 

explica el número mucho mayor de mutaciones que predice como estabilizantes (Figura 37). 

Por otro lado, se puede ver una correlación entre las energías predichas para las estructuras apo 

y holo por medio de ambos algoritmos, lo cual puede deberse a que no hay cambios sustanciales 

en la estructura durante la minimización inicial. Si comparamos las mutaciones estabilizantes 

predichas por uno y otro algoritmo sobre una misma estructura (Figura 38) vemos que coinciden 

en menos de un 20%, lo cual se encuentra en acuerdo con reportes anteriores134,135. 



 

61 

 

Figura 37 A la izquierda se presentan diagramas de Venn con el número de 

mutaciones predichas como estabilizantes por FoldX (arriba) y Rosetta-ddg (abajo). 

A la derecha se comparan las energías de cada mutación calculada por FoldX 

(arriba) y Rosetta-ddg (abajo). 

 

Figura 38 Diagrama de Venn presentando el número de mutaciones predichas 

como estabilizantes de acuerdo con FoldX o Rosetta-ddg, partiendo de la estructura 

apo (izquierda) u holo (derecha) de TACap. 
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En segundo lugar, si representamos todas las energías calculadas por FoldX en un mapa 

de calor (Figura 39) podemos ver algunas tendencias interesantes: 

• Existen al menos tres regiones en las que casi ninguna mutación parece modificar el 

ΔΔGfold. Estas regiones son muy similares a las que observamos como flexibles en las 

simulaciones de MD, y puede que esta sea la razón por la cual mutaciones puntuales 

parecen no tener influencia en la estabilidad. 

• Las mutaciones por prolina (P) casi siempre dan un ΔΔGfold > 0 (también en Figura 40). 

La prolina es un aminoácido particular, ya que es el único cuya cadena lateral se une al 

nitrógeno de la cadena peptídica formando un anillo pirrolidina y restringiendo así la 

rotación del enlace Cα – N, otorgando mayor rigidez al esqueleto. Como explican Jung 

Choi y Mayo136, esto en principio debiera resultar en una mayor estabilidad, sin 

embargo, no es posible predecir al momento el efecto resultante: una prolina en una 

hélice alfa o una hoja beta puede romper la estructura secundaria. Por un lado, la prolina 

carece de un hidrógeno en el nitrógeno del enlace peptídico, perdiendo así la posibilidad 

de ser donor en un enlace de hidrógeno. Por otro, la restricción estérica generada por el 

anillo pirrolidina dificulta aún más la formación de estructuras secundarias. 

• Las mutaciones por L y M dan en su mayoría ΔΔGfold < 0 (también en Figura 40). Esto 

puede deberse simplemente a un sesgo del algoritmo por estos residuos. Este tipo de 

programas pueden tener sesgos inherentes; Usmanova et al.137 reportaron otro tipo de 

sesgo en FoldX, Rosetta y otros programas similares. 
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Figura 39 Arriba, mapa de calor de los ΔΔGfold calculados con FoldX para la forma 

apo. Se omite el equivalente para la forma holo por ser muy similar. Debajo, mapeo 

en la estructura 3D de las regiones señaladas con flechas en el mapa de calor. 

 

Figura 40 Mapa de calor de los ΔΔGfold calculados con Rosetta-ddg para la forma 

apo. Se omite el equivalente para la forma holo por ser muy similar. 
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1.4. Conclusiones 

Se obtuvo un modelo por homología de TACap. La estructura del extremo presentó un 

desafío ya que no se contaba con estructuras homólogas adecuadas, por lo que finalmente fue 

modelada de novo utilizando RoseTTAFold. 

Para realizar ensayos de dinámica molecular fue necesario generar una librería de 

parámetros para el residuo modificado KLP, correspondiente a la aldimina interna conformada 

por la unión covalente entre la lisina catalítica y el cofactor PLP, lo que se logró utilizando 

valores de carga descritos previamente.  

Utilizando el modelo de TACap obtenido y la estructura de referencia 4CE5 se corrieron 

dinámicas de producción a distintas temperaturas. El análisis de estas simulaciones permitió 

distinguir tres regiones de alta flexibilidad en nuestra enzima: loop 1 (residuos 129-134), loop 

3 (215-218) y el extremo C-terminal (residuos 336-356). Se decidió no modificar el loop 1 por 

encontrarse en la vía de entrada del sustrato, y remover el loop 2 y el extremo C-terminal 

buscando aumentar la rigidez del sistema. Los puntos de corte fueron determinados por 

comparación con secuencias similares utilizando un alineamiento múltiple. 

Las dinámicas moleculares clásicas permitieron también verificar una diferencia 

esperable entre los mecanismos de desnaturalización térmica y química. 

En forma paralela, se realizó un análisis de secuencia consenso en base a un conjunto 

de proteínas homólogas a TACap, seleccionadas por criterios de similitud de secuencia y 

presencia de aminoácidos clave. Se calculó el porcentaje de conservación de cada aminoácido 

y se comparó con el propio de los aminoácidos presentes en TACap. En base a estos resultados, 

se propusieron para el análisis experimental 41 mutantes puntuales, los cuales presentan una 

diferencia de conservación del aminoácido consenso respecto al aminoácido nativo de entre el 

15 y el 88%. Adicionalmente, en base a reportes previos de mutaciones estabilizantes sobre la 

enzima homóloga 4CE5 se seleccionaron tres mutaciones a probar experimentalmente en 

TACap. 

Fue aplicado parte del protocolo computacional FRESCO sobre nuestra proteína. Si 

bien por motivos de tiempo estos resultados no fueron utilizados para la selección de mutantes, 

esta información resulta valiosa tanto para analizar otros datos computacionales como para la 

discusión de los resultados experimentales.  

Finalmente, al comparar dinámicas de las formas holo y apo de TACap notamos en la 

segunda un reordenamiento de la lisina catalítica coincidente con un reporte anterior acerca del 



 

65 

mecanismo de desplegamiento en transaminasas de clase I, y postulamos que en esta enzima 

puede suceder algo similar. 

A modo de resumen, se señalan en la Tabla 11 las modificaciones que fueron 

seleccionadas para analizar experimentalmente sus efectos sobre la estabilidad de TACap. 

Tabla 11 Resumen de las mutaciones seleccionadas para ensayar 

experimentalmente, junto con el método y el motivo por el que fueron postuladas. 

Mutación Método Motivo 

Δ211-217 
MD 

Alta flexibilidad. Las posiciones de corte fueron fijadas de 

acuerdo con MSA. ΔC-tail 

L118T 

reporte 

Coevolución de residuos. 

D235K 
Interacciones carga-carga. 

P264A 

mutaciones consenso sec. consenso 41 mutaciones. 
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2.1. Introducción 

Superado el primer capítulo es hora de levantarse y pasar a la mesada. Aquí 

comentaremos sobre el clonado de TACap en un vector de expresión y cómo fueron obtenidos 

los mutantes propuestos en el capítulo anterior. Luego, analizaremos los datos de estabilidad 

termodinámica de estos mutantes y discutiremos sobre la correlación entre los resultados in 

silico e in vitro (spoiler alert: ni tan buena como se promociona, ni tan fantasiosa como dice el 

reviewer #2). 

Finalmente, conjugamos los resultados de estabilidad y actividad para producir 

variantes de mejores características que podrán ser empleados para la síntesis del L-

nordeuterodeprenil. 

2.2. Materiales y métodos 

2.2.1. Cepas bacterianas y plásmidos 

La cepa utilizada en este trabajo fue E. coli TOP10 obtenida de New England Biolabs, 

cuyo genotipo es F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 nupG recA1 

araD139 Δ(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 λ-. Los vectores utilizados fueron 

pKK223-3 de GenScript (‘pKK223-3.geneious’), pBAD-myc-HisA (‘pBAD-myc-

HisA.geneious’) y pBAD-C-term-His (‘pBAD-C-term-His.geneious’), cedidos por el Prof. 

Fürst (RUG). 

Se utilizaron técnicas estándar de microbiología para el manejo de los 

biocatalizadores138. Para su mantenimiento a largo plazo, las cepas fueron conservadas en 

freezer a -70°C en glicerol 20%, partiéndose para cualquier experimento del primer repique de 

estos. En el corto plazo fueron mantenidas a 4°C en placas de medio de cultivo sólido (LB-

kanamicina), selladas con Parafilm. Los plásmidos construidos son mantenidos en la cepa 

indicada, pudiendo ser purificados utilizando kits comerciales de miniprep, de acuerdo con el 

protocolo establecido por el proveedor. 

2.2.2. Medios de cultivo y enzimas 

Triptona, extracto de levadura y agar para la preparación de medios de cultivo fueron 

adquiridos de Oxoid. La ampicilina, L-arabinosa, sales, glucosa, y otros componentes de los 

medios de cultivo se adquirieron de Sigma-Aldrich y Droguería Industrial Uruguaya. Todas las 

enzimas fueron obtenidas de Thermo Scientific o New England Biolabs: RNAsa, lisozima, 
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ADNasa, polimerasas, ligasa, enzimas de restricción, al igual que los marcadores en escalera 

de ADN (GeneRuler 1 kb DNA ladder SM0311; GeneRuler 1 kb plus DNA ladder SM1331) y 

proteínas (PageRuler prestained protein ladder 10-180 kDa #26616). 

Medio Luria Bertani (LB): triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L y 

agua destilada c.s.p. 1 L. Agregar agar (15 g/L) para la preparación de medio sólido. Autoclavar 

y suplementar con antibiótico al momento de uso de ser necesario. 

Medio TB: triptona 12 g/L, extracto de levadura 24 g/L, glicerol 4.8 g/L y agua 

destilada c.s.p. 900 mL; autoclavar. Por separado preparar fosfato monobásico de potasio 

(KH2PO4) 2.3 g/L, fosfato dibásico de potasio (K2HPO4) 12.5 g/L y agua destilada c.s.p. 100 

mL; autoclavar. Mezclar antes de usar. 

Medio L-broth: triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 5 g/L y agua 

destilada c.s.p. 1 L.  

Medio SOB: triptona 20 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 0.5 g/L y agua destilada 

c.s.p. 1 L.  

Medio SOC: suplementar el SOB con MgSO4 y MgCl2 ambos en una concentración 

final de 10 mM. 

2.2.3. Soluciones y materiales 

Los materiales de trabajo estériles fueron preparados siguiendo técnicas estándar de 

laboratorio microbiológico (escarbadientes, tips, tubos de microcentrífuga, etc.) Los buffers 

cuya composición no se indica fueron preparados de acuerdo con lo indicado en el manual 

Sambrook138. Los geles de poliacrilamida para electroforesis de proteínas fueron adquiridos de 

GenScript (ExpressPlus 4-12%, Bis-Tris M41215), así como el buffer de corrida MOPS. 

Buffer HEPES 100 mM: HEPES 26 g/L y agua destilada c.s.p. 1 L. Ajustar pH con 

HCl a pH 8. 

Buffer Tris: Tris base 12 g/L y agua destilada c.s.p. 1 L. Ajustar pH con HCl a pH 8. 

Buffer de lisis: lisozima 1 g/L, DNAsa I 5 mg/L, RNAsa A 5 mg/L, SigmaFast (S8830) 

10 tabs/L, MgCl2·6H20 10 mM, PLP 0.01 mM, HEPES pH 8 50 mM y agua destilada c.s.p. 1 

L. 

Buffer isopropilamina 3 M (IPAm): HEPES 26 g y agua destilada 50 mL. Agregar en 

campana isopropilamina 34 mL. Muy lentamente y con agitación llevar a pH 8-9 con HCl 

concentrado (aprox. 23 mL). 
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2.2.4. Extracción de ADN (miniprep) 

Se siguieron las instrucciones del proveedor. A modo de ejemplo se adjunta el protocolo 

empleado para la mayoría de las minipreps de esta tesis del proveedor Qiagen (‘Qiagen 

miniprep.pdf’). 

2.2.5. Electroforesis de ADN en gel de agarosa 

i. Suspendimos la agarosa en buffer TBE 0.5x para una concentración de 0.8%. 

ii. Calentamos en microondas a máxima potencia a intervalos de 30 segundos, agitando y 

revisando hasta que la agarosa se haya disuelto. 

iii. Agregamos 2 μL de intercalante cada 100 mL de solución (o lo sugerido por el 

fabricante). 

iv. Mezclamos y vertimos en placa para gel dentro del molde correspondiente. 

Incorporamos la peineta y dejamos solidificar durante 20 minutos. 

v. Removimos con cuidado la peineta y transferimos el gel junto con su placa a la cuba 

para electroforesis. Llenamos la cuba con buffer TBE 0.5x. 

vi. Sobre Parafilm mezclamos 5 μL de cada muestra con 1 μL de loading buffer. 

vii. Sembramos el marcador escalera de ADN (2 μL) y las muestras (6 μL). 

viii. Corrimos la electroforesis a 100 V durante 30 minutos. 

ix. Tomamos foto del gel en cámara UV. 

2.2.6. Purificación de ADN por gel 

Seguimos en general mismo procedimiento que para la electroforesis normal, pero en 

lugar de agregar loading buffer, agregamos 1/5 del volumen de muestra a purificar de glicerol 

30%. Calculamos el volumen que puede agregarse de muestra por pocillo, y de ser necesario 

unimos con cinta algunas púas de la peineta para generar pocillos más grandes. Tuvimos la 

precaución de dejar al menos un pocillo libre entre muestras y entre la muestra y el marcador. 

i. Una vez corrido el gel llevamos a placa UV, tomando las precauciones necesarias para 

evitar la exposición directa del operador. El gel también debe ser expuesto a la luz UV 

la menor cantidad de tiempo posible. 

ii. Cortamos con un bisturí limpio la sección de ADN a purificar. Eliminamos de la sección 

cortada todo el gel posible que no contuviese ADN. 
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iii. Transferimos a un tubo de centrífuga y empleamos un kit comercial para eluir el ADN 

desde la matriz de agarosa. A modo de ejemplo se adjunta el protocolo del kit de Bio-

Rad (‘Bio-Rad freeze '‘n squeeze.pdf’). 

2.2.7. Restriction Free Cloning (RFC) 

i. Amplificamos la secuencia de ADN de interés por PCR empleando una polimerasa de 

alta fidelidad. 

ii. Purificamos el producto por gel de agarosa. 

iii. Verificamos la purificación por electroforesis en agarosa. Cuantificamos por gel o 

nanodrop. 

iv. Amplificamos el vector objetivo utilizando 30 ng de ADN molde y 120 ng del 

megaprimer o amplicón obtenido en ii. Ajustamos el tiempo de extensión de la PCR de 

acuerdo con el largo del molde a amplificar. Incluimos un blanco sin primers que será 

el control negativo hasta la transformación. 

v. Digerimos muestra y blanco con DpnI de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

vi. Precipitamos con ARNt. 

vii. Transformamos células competentes de E. coli por electroporación. 

2.2.8. Concentración de ADN 

i. Estimamos el volumen de solución a concentrar = Vi. 

ii. Agregamos Vi x 0.025 volúmenes de NaCl 4 M. 

iii. Agregamos Vi x 2.5 volúmenes de EtOH abs. Frío. 

iv. Incubamos a -20°C overnight. 

v. Centrifugamos a 13 000 xg, 20 min, 4°C. 

vi. Transferimos el sobrenadante a otro tubo por vertido por la cara opuesta al pellet y 

conservamos hasta verificar que se recuperó el ADN. 

vii. Agregamos sobre el pellet un volumen = Vi de EtOH 70% frío. 

viii. Repetimos v-vi. 

ix. Dejamos secar el pellet a temperatura ambiente. 

x. Retomamos en un volumen adecuado de buffer Tris, Tris-EDTA o agua ultrapura. 
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2.2.9. Precipitación de ADN con ARNt 

Cuando se cuenta con muy poca cantidad de ADN (por ej. luego de una ligación o RFC) 

puede realizarse el procedimiento de concentración de ADN indicado arriba, añadiendo ARNt 

como co-precipitante. De esta forma suele aumentar significativamente la eficiencia de 

transformación. Seguimos estos pasos: 

i. Estimamos el volumen de solución a concentrar = Vi. 

ii. Agregamos Vi volúmenes de ARNt de levadura (solución de uso). 

iii. Agregamos Vi x 2 volúmenes de agua ultrapura. 

iv. Agregamos Vi x 10 volúmenes de EtOH abs. Frío. 

v. Incubamos a -20°C 1 h u overnight. 

vi. Centrifugamos a 13 000 xg, 20 min, 4°C. 

vii. Transferimos el sobrenadante a otro tubo por vertido por la cara opuesta al pellet y 

conservamos hasta verificar que se recuperó el ADN. 

viii. Agregamos sobre el pellet 100 μL de EtOH 70 % frío. 

ix. Repetimos vi-vii. 

x. Dejamos secar el pellet a temperatura ambiente. 

xi. Retomamos en 2 μL de agua ultrapura y utilizamos para transformar. 

2.2.10. Golden Gate Cloning 

Se adjunta el protocolo empleado (‘GoldenGateCloning.pdf’). 

2.2.11. Mutagénesis sitio-dirigida 

Los primers a utilizar deben seguir las recomendaciones habituales para su diseño 

(longitud, contenido GC, extremos, etc.)139 y deben ser complementarios a la región a 

modificar. Si bien el manual de QuikChange140 indica que los primers sean completamente 

complementarios, algunos autores recomiendan cierto grado de desfasaje para lograr un mejor 

resultado: la región 5’ será complementaria y contendrá la mutación a realizar, mientras que la 

región 3’ no será complementaria (primers desfasados, ver Figura 41)139,141. 
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Figura 41 Mutagénesis sitio-dirigida mediante QuikChange, empleando primers 

desfasados. Extraído de Fürst et al.141 

Si van a realizarse varias mutaciones puntuales puede utilizarse un programa para el 

diseño de los primers que tiene en cuenta estos requisitos: Aascan142. Un manual paso a paso 

para su uso fue elaborado por Fürst et al.141 Este manual fue seguido también para generar los 

mutantes puntuales en lote, en placas de 96 pocillos para PCR; el procedimiento a continuación 

es para la realización de mutantes puntuales individuales. 

i. Preparamos la reacción de PCR de forma habitual, siguiendo las instrucciones del 

proveedor de la polimerasa, pero por duplicado. En una de las reacciones agregamos el 

primer forward, y en la otra el reverse. Agregamos agua ultrapura para llevar a volumen. 

ii. Corremos un programa adecuado, con 5 ciclos de amplificación. 

iii. Unimos las reacciones forward y reverse, y volvemos a largar el programa esta vez con 

25 ciclos de amplificación. 

iv. Verificamos amplificación por electroforesis en agarosa. 

v. Digerimos con DpnI siguiendo las instrucciones del fabricante. 

vi. Purificamos el ADN mediante kit de purificación de PCR. 

vii. Transformamos en células competentes. 

2.2.12. Deleción de regiones 

Los primers deben diseñarse de forma tal de ser complementarios a las secuencias 

adyacentes a la región a eliminar.143 Proceder de igual forma que para la mutagénesis sitio-
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dirigida, es decir, comenzando con los primers forward y reverse por separado y luego uniendo 

las reacciones para la amplificación final. El producto obtenido es luego tratado con NEB HiFi 

DNA Assembly MasterMix, que contiene una exonucleasa, una polimerasa y una ligasa para el 

ensamblaje de los fragmentos in vitro. 

2.2.13. Primers utilizados 

2.2.13.1. Subclonado de TACap desde pKK223-3 a pBAD 

atnei32-fw gctaacaggaggaattaacc 

atnei32-rev caaaacagccaagctggag 

 

2.2.13.2. Subclonado de TACap desde pKK223-3 a pBAD con deleción de 

extremo C-terminal 

atnei33b-fw gctaacaggaggaattaaccatgaccactatggaaaagattttctctg 

atnei33b-rv tttaaactcaatgatgatgatgatgatgcacggcgaatgaaaaaccgt 

 

2.2.13.3. Deleción de extremo C-terminal de TACap clonada en pBAD 

atnei33a-fw tttttcattcgccgtgcatcaccatcaccatcac 

atnei33a-rv gtgatggtgatggtgatgcacggcgaatgaaaaac 

dCtail-Fw gtggattatcatcaccatcaccatcac 

dCtail-Rv atggtgatgataatccacggcgaatgaaaaac 

dCtail2-fw accggcctgcatcaccatcaccatcactaacg 

dCtail2-rv atggtgatgcaggccggtttcgtcttc 

 

2.2.13.4. Deleción de loop 211-217 

d211-217-Fw tgaccgatgcagacgcgaatattactg 

d211-217-Rv cgtctgcatcggtcaggaaaggatatc 

 

2.2.13.5. Mutaciones puntuales 

primer forward reverse 

M48V ccctGTGttggaccaaggcttcctg ggtccaaCACagggatctgagcttcatg 

Q51W gttggacTGGggcttcctgcacagc gccCCAgtccaacatagggatctgagc 

L58A gcacagcgatGCGacttacgacgttcc CGCatcgctgtgcaggaagccttgg 



 

76 

primer forward reverse 

P63V cgacgttGTGagtgtgtgggatggtag actCACaacgtcgtaagtcaaatcgctgtgc 

S64H gacgttccgCATgtgtgggatggtag cATGcggaacgtcgtaagtcaaatcgctg 

L80F ccatctggaacgtTTTgagagaagttgtgc acgttccagatggtcatccaggcggaaaaatc 

M87L CTGagactgcgttgccctttgccaag caacgcagtctCAGctttgcacaacttctc 

T101I cacATCctgtgtgctatgttggccag cacacagGATgtgacgaacctgtgc 

M105C cctgtgtgctTGCttggccagatctgg GCAagcacacagggtgtgacgaacctg 

L106V gGTGgccagatctggtattcgcgac agatctggcCACcatagcacacagggtg 

I111L gatctggtCTGcgcgacgcatttgtgg gcgCAGaccagatctggccaacatagc 

F115Y gcgacgcaTATgtggaactgatcgtc ccacATAtgcgtcgcgaataccagatc 

L118M ggaaATGatcgtcactcgcggcttg gacgatCATttccacaaatgcgtcgcgaatac 

L118T ggaaACGatcgtcactcgcggcttg gacgatCGTttccacaaatgcgtcgcgaatac 

V120C gatcTGCactcgcggcttgcgtg cgcgagtGCAgatcagttccacaaatgc 

R125S ggcttgAGCggagtcagaggtctg ctccGCTcaagccgcgagtgacg 

L130S cagaggtAGCtctgctgccgaggttg cagaGCTacctctgactccacgcaagc 

S131R ggtctgCGTgctgccgaggttgatg ggcagcACGcagacctctgactcc 

A132D GATgccgaggttgatgcgctgc caacctcggcATCagacagacctctgac 

A133P ctgctCCGgaggttgatgcgctgc acctcCGGagcagacagacctctgac 

V135R gccgagCGTgatgcgctgcctaac cgcatcACGctcggcagcagacag 

L142F gctgcctaactccTTTtatatgtggattgtg ggagttaggcagcgcatcaacctc 

M144A aactccttgtatGCGtggattgtgccatacg Catacaaggagttaggcagcgcatcaacc 

W145F gTTTattgtgccatacgtttgggttatggaac tggcacaatAAAcatatacaaggagttaggcag 

I146A gtggGCGgtgccatacgtttgggttatgg tatggcacCGCccacatatacaaggagttagg 

M153A gggttGCGgaaccggctgttcagc cggttcCGCaacccaaacgtatggcac 

T174I ATTccaccggtttgcatggatccgac caaaccggtggAATtctatgcactgtacg 

C178S ccggttAGCatggatccgacagtg ccatGCTaaccggtggcgttctatg 

M179V cggtttgcGTGgatccgacagtgaaaaatc gatcCACgcaaaccggtggcgttc 

L186Y TATcaatggggcgacttgacgagagg cgccccattgATAatttttcactgtcggatc 

Q187H ctgCATtggggcgacttgacgag cgccccaATGcagatttttcactgtcg 

M195L tgacgagaggaCTGtttgaagctaacgatc AGtcctctcgtcaagtcgccccattg 

Y205T gccggaACCcctttcctgaccgatag aaggGGTtccggcgccgcgatcg 

A220G aaccgcagacGGCaatattactgaaggttcc ttGCCgtctgcggtttcttcgctaattgatc 

D224K actAAAggttccggctttaacatcgttgtg ccggaaccTTTagtaatattcgcgtctgc 

S226P ctgaaggtCCGggctttaacatcgttgtgg ccCGGaccttcagtaatattcgcgtctgc 

V231F cTTTgtggtcaaagatggcaccttgcac tttgaccacAAAgatgttaaagccggaacc 

V249I cctggagggcATTacaagagaatctgtg gtAATgccctccaggacaccacg 

P253A gagaaGCGgtgttcgagtgttgccgtag gaacacCGCttctcttgtaacgccctcc 

S253T gagaaACCgtgttcgagtgttgccgtag gaacacGGTttctcttgtaacgccctcc 
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primer forward reverse 

C257L cgagTTAtgccgtagattgggtgtcc ctacggcaTAActcgaacacagattctcttg 

C284T ACCacaacggccggtggtattatgccgatc cggccgttgtGGTcataaaaatctcatcggcttc 

I293V gccgGTGaccactctggatggaaaacc agtggtCACcggcataataccaccggccgttg 

V306P gacggtgccCCGggtccaattactcg ccCGGggcaccgtctcccacagg 

I313L tcgccaaCTGtgggatgtttattggcgtttg ccaCAGttggcgagtaattggaccgacg 

 

2.2.13.6. Mutantes múltiples 

L106V_fw ggtggccagatctggtattcgcgac 

T101I+L106V_rev agatctggccaccatagcacacaggatg 

 

2.2.13.7. Secuenciado 

pBAD-FP atgccatagcatttttatcc 

pBAD-R atgccatagcatttttatcca 

 

2.2.13.8. Verificación de presencia de inserto por PCR 

pBAD-Forward atgccatagcatttttatcc 

pBAD-Rv atccgccaaaacagccaag 

 

2.2.14. Condiciones de PCR 

2.2.14.1. Subclonado de pKK223-3 a pBAD 

Primera PCR. Inicio: 98°C, 1 min 30 s; Amplificación x 30: 98°C, 10 s; 60°C, 30 s, 

72°C, 33 s; Fin: 72°, 7 min. Phusion DNA polymerase. 

Segunda PCR. Inicio: 98°C, 1 min 30 s; Amplificación x 30: 98°C, 10 s; 62°C, 30 s, 

72°C, 1 min 58 s; Fin: 72°, 7 min. Phusion DNA polymerase. 

 

2.2.14.2. Subclonado de TACap desde pKK223-3 a pBAD con deleción de 

extremo C-terminal 

Inicio: 98°C, 1 min 30 s; Amplificación x 30: 98°C, 10 s; 62°C, 30 s, 72°C, 29 s; Fin: 

72°, 7 min. Phusion DNA polymerase. 

 



 

78 

2.2.14.3. Verificación de presencia de inserto 

Inicio: 94°C, 5 min; Amplificación x 25: 94°C, 30 s; 43°C, 30 s, 68°C, 1 min 14 s; 

Fin: 68°, 5 min. OneTaq Hot Start polymerase. 

 

2.2.14.4. Deleción de extremo C-terminal desde pBAD-TACap 

Primera PCR. Inicio: 98°C, 30 s; Amplificación x 5: 98°C, 10 s; 61°C, 30 s, 72°C, 2 

min 31 s; Fin: 72°, 3 min. Q5 Hot Start High Fidelity polymerase. 

Segunda PCR. Inicio: 98°C, 30 s; Amplificación x 30: 98°C, 10 s; 68°C, 30 s, 72°C, 

2 min 31 s; Fin: 72°, 3 min. Q5 Hot Start High Fidelity polymerase. 

 

2.2.14.5. Deleción de loop 211-217 de TACap 

Primera PCR. Inicio: 98°C, 30 s; Amplificación x 5: 98°C, 10 s; 62°C, 30 s, 72°C, 2 

min 32 s; Fin: 72°, 3 min. Q5 Hot Start High Fidelity polymerase. 

Segunda PCR. Inicio: 98°C, 30 s; Amplificación x 30: 98°C, 10 s; 71°C, 30 s, 72°C, 

2 min 32 s; Fin: 72°, 3 min. Q5 Hot Start High Fidelity polymerase. 

 

2.2.14.6. Mutagénesis sitio-dirigida en lote 

Inicio: 95°C, 2 min; Amplificación x 26: 95°C, 20 s; 55°C, 20 s, 72°C, 2 min 33 s; 

Fin: 72°, 10 min. Pfu Ultra II Hot Start polymerase. 

 

2.2.14.7. Mutagénesis sitio-dirigida individual 

Inicio: 98°C, 1 min; Amplificación x 26: 98°C, 10 s; 60°C, 10 s, 72°C, 2 min 32 s; 

Fin: 72°, 5 min. Phusion Plus polymerase. 

2.2.15. Preparación de células electrocompetentes 

Para la producción de células electrocompetentes y su transformación se siguió el 

protocolo de Bio-Rad (‘Bio-Rad electroporation.pdf’), con algunas modificaciones. 

i. Tomamos un inóculo de la cepa correspondiente a partir de su stock conservado a -70°C 

y realizamos un aislamiento por estrías en placa de LB-agar. Incubar a 37°C overnight. 
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ii. Inoculamos un tubo con 5 mL de LB con una sola colonia del aislamiento obtenido. 

Incubamos overnight a 37°C con agitación. 

iii. Inoculamos 150 mL de L-broth con 1/100 volúmenes de cultivo fresco crecido de 

acuerdo con el paso anterior. 

iv. Incubamos a 37°C hasta OD600 entre 0.3 y 0.5. 

v. Colocamos el cultivo en hielo durante aproximadamente 20 minutos; de aquí en más 

mantuvimos las células frías en baño de hielo, al igual que todos los recipientes y 

soluciones a utilizar. Transferimos el cultivo a un tubo de centrifuga frío y centrifugar 

a 4000 xg durante 15 minutos a 4°C. 

vi. Descartamos todo el sobrenadante. 

vii. Resuspendimos el pellet en 100 mL de glicerol 10%. Centrifugamos a 4000 xg durante 

15 minutos a 4°C y descartamos el sobrenadante. 

viii. Resuspendimos el pellet en 50 mL de glicerol 10%. Centrifugamos a 4000 xg durante 

15 minutos a 4°C y descartamos el sobrenadante. 

ix. Resuspendimos el pellet en 10 mL de glicerol 10% y pasamos a tubo de centrifuga más 

pequeño. Centrifugamos a 4000 xg durante 15 minutos a 4°C y descartamos el 

sobrenadante. 

x. Resuspendimos el pellet en 200 µL de glicerol 10%. Alicuotamos de a 40 µL en tubos 

de microcentrífuga estériles y usamos en el día o guardamos a -70°C. 

2.2.16. Transformación de células electrocompetentes 

i. Agregamos a cada tubo con células competentes hasta 4 μL de solución del ADN que 

se quiere transformar en la célula. Si las células estaban congeladas primero dejamos 

descongelar durante algunos minutos en hielo. Incluimos un control positivo con un 

plásmido de concentración conocida para calcular la eficiencia de transformación. 

ii. Transferimos a una celda de electroporación fría, bajamos las células al fondo 

asegurándonos que toquen ambas placas metálicas y que no haya presencia de burbujas. 

Colocamos en el equipo de electroporación. 

iii. Aplicamos pulso de 2.5 V e inmediatamente agregamos 1 mL de SOC. 

iv. Transferimos a tubo de microcentrífuga e incubamos a 37°C durante 1 hora con 

agitación. 

v. Centrifugamos durante algunos segundos para bajar las células (excepto para el control 

positivo), descartamos el sobrenadante y resuspendemos en 200 μL de SOC. 
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vi. Sembramos en placas de LB-antibiótico 200 µL de cada muestra y una dilución 

adecuada del control positivo para obtener placas contables de acuerdo con la 

concentración de ADN de este. Incubamos 24 horas a 37°C. 

vii. Al día siguiente contamos las colonias obtenidas en el control positivo y calculamos la 

eficiencia como 
colonias

μg ADN
. Es deseable una eficiencia superior a 1x106. 

2.2.17. Preparación y transformación de células quimiocompetentes 

Ver guía por Fürst et al.141 

2.2.18. Guardado de cepas en freezer 

i. Inoculamos un tubo de LB con una colonia aislada de la cepa a conservar. 

ii. Incubamos con agitación overnight a 37°C. 

iii. Tomamos 1 mL del cultivo y transferimos a un criotubo. 

iv. Agregamos 0.5 mL de una solución estéril de glicerol 60%. Mezclamos bien y llevamos 

a freezer -70°C. 

2.2.19. Envío de cepas en papel de filtro 

i. Se largó un cultivo en tubo de LB-ampicilina de cada cepa a enviar. 

ii. Se prepararon cuadrados de papel de filtro (2-3 mm espesor) de aprox. 5 mm de lado y 

fueron desinfectados mediante exposición a luz UV. 

iii. Se cargaron 20 μL del cultivo overnight en los papeles de filtro. Pueden dejarse secar 

en cabina de flujo o guardarse en tubos de microcentrífuga. 

iv. Para la reconstitución de las cepas se cargaron 20 μL de medio LB estéril en el papel de 

filtro, y luego de dejar hidratar por unos minutos se estrió en placas de LB-ampicilina. 

2.2.20. Expresión de TACap 

La producción de la enzima se realizó a partir de la cepa E. coli TOP10 pBAD-TACap 

aplicando un protocolo clásico de crecimiento de la cepa en medio sólido y luego medio líquido. 

Para los ensayos subsiguientes la biomasa fue lisada y bien el sobrenadante o la enzima 

purificada fueron utilizados. Como fuera mencionado anteriormente, las técnicas utilizadas, con 

pequeñas modificaciones, fueron descritas por Sambrook et al.138 

i. Estriamos una placa de LB-ampicilina con un inóculo de la cepa guardada freezer. 

ii. Incubamos en estufa 37°C overnight. 
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iii. Inoculamos un tubo de LB-ampicilina con una colonia aislada de la placa anterior. 

iv. Incubamos con agitación 37°C overnight. 

v. Inoculamos un volumen adecuado de medio TB-ampicilina (20 mL para ensayos en 

pequeña escala) con 1/10 volumen del inóculo anterior. 

vi. Incubamos con agitación 37°C hasta alcanzar un OD600 0.6-0.8 (aprox. 2 h 30 min). 

vii. Inducimos la expresión de la proteína con L-arabinosa a una concentración del 0.02%. 

viii. Incubamos con agitación 24°C, 24 h. 

ix. Medimos el OD y transferimos el cultivo a un tubo de centrífuga. Centrifugamos a 4000 

xg, 15 min. 

x. Descartamos el sobrenadante y congelamos el pellet a -70°C, 1 h. 

xi. Descongelamos y resuspendimos el pellet en buffer de lisis (10 mL/g biomasa). 

xii. Incubamos con agitación suave, 30°C, 30 min. 

xiii. Centrifugamos a máxima velocidad, 4°C, 20 min. 

xiv. Filtramos el sobrenadante por un filtro estéril de 0.45 μm hacia un tubo limpio. Este 

sobrenadante contiene la enzima lista para ensayar como lisado o para purificar. 

2.2.21. Electroforesis de proteínas PAGE-SDS 

i. Se preparó una dilución 1/10 del lisado a analizar con agua destilada y buffer de carga 

en tubos de microcentrífuga o PCR. 

ii. Se desnaturalizaron las proteínas mediante calentamiento a 99°C, 10 min, tomando la 

precaución de agujerear la tapa de los tubos o agregando un bloque sobre los mismos 

para evitar que se abra la tapa. 

iii. Fueron cargados 10 μL de esta solución por pocillo del gel de poliacrilamida. 

iv. El gel se corrió a 80 V durante 20 min y a 120 V durante 50 min más. Alternativamente,a 

120 V durante 1 h. 

v. Para el revelado se empleó colorante Coomasie blue siguiendo el método estándar. 

2.2.22. Medida de Tm 

i. Colocamos en tubos de real-time PCR 20 μL de lisado o enzima purificada. 

ii. Agregamos 5 μL de SYPRO Orange 50x y mezclamos. 
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iii. Cargamos los tubos en el equipo de real-time PCR y corrimos una curva de melting 

desde 25°C hasta 80°C, aumentando 0.5°C cada 30 s, tomando medidas en este mismo 

intervalo. Las longitudes de excitación y emisión pueden consultarse en la guía de Bio-

Rad adjunta (‘Bio-Rad fluorophore reference guide.pdf’). 

iv. La fluorescencia de cada muestra varía a lo largo del calentamiento, presentando un 

gran aumento relativo cuando se desnaturaliza la proteína de interés. La derivada 

primera de esta curva proporciona el punto de pendiente máxima de este proceso, y 

define la temperatura de melting aparente de la proteína. 

2.2.23. Medida de actividad enzimática 

El ensayo se basa en la reacción de transaminación entre la metilbencilamina y el 

piruvato, catalizada por la enzima. La medida de actividad implica la detección 

espectrofotométrica de uno de los productos de reacción, la acetofenona, a una λ = 245 nm. 

Este ensayo se encuentra descripto y reportado por Schätzle et al.144 y fue utilizado en trabajos 

anteriores para determinar los parámetros cinéticos de TACap87,89. Esta técnica permite medir 

la actividad en una placa de 96 pocillos de 12 muestras distintas, por triplicado. Definimos la 

unidad de enzima como la cantidad de enzima que produce 1 mmol de acetofenona por minuto. 

Buffer S: R-α-metilbencilamina 3 mM; piruvato 6 mM; PLP 0.1 mM; HEPES 50 mM 

pH 8; agua destilada c.s.p. 8 mL. 

Buffers E: Se prepara un buffer por cada muestra a analizar. Lisado o proteína cantidad 

necesaria (generalmente dilución 1/100), PLP 0.1 mM; HEPES 50 mM pH 8; agua destilada 

c.s.p. 0.5 mL. 

Buffer PLP: PLP 0.1 mM; HEPES 50 mM pH 8; agua destilada c.s.p. 4.8 mL. 

i. Teniendo la precaución de utilizar pipeteo inverso en todos los pasos a continuación 

para evitar la formación de burbujas, se llenó la microplaca de 96 pocillos como se 

indica en la Figura 42. 

ii. En el lector de placas fijamos la temperatura en 31°C y termostatizamos la placa durante 

3 minutos. 

iii. Transcurrido este tiempo extrajimos la placa y transferimos con pipeta multicanal 100 

μL desde la fila H a las filas B, D y F. 

iv. Se transfirieron 100 μL desde la fila G a las filas A, C y E. 

v. Inmediatamente se introdujo la placa en el lector y se comenzaron las medidas de 
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cinética en los pocillos A1:F12. 

vi. Luego de la toma de datos se procesaron los mismos para obtener la pendiente de cada 

pocillo. 

 

Figura 42 Distribución de buffers en microplaca de 96 pocillos para ensayo de 

actividad. 

2.2.24. Cinética de inactivación térmica 

En este ensayo se incuba la enzima a una temperatura definida y se toman muestras a 

determinados tiempos. La actividad de estas muestras se mide y, siendo la actividad de la 

enzima sin incubación el 100%, se grafica el porcentaje de actividad remanente vs. tiempo. 
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2.3. Resultados y discusión 

2.3.1. Clonado 

Como fuese indicado en los antecedentes nuestra enzima de interés se encontraba 

clonada en el vector pKK223-3 (‘pKK223-3 TACap.geneious’). Para facilitar la generación, 

expresión y análisis en lote de mutantes se decidió emplear el sistema pBAD expresado en E. 

coli TOP10. Este sistema permite realizar tanto clonado como expresión en la misma cepa, y la 

inducción puede ser finamente regulada de acuerdo con la cantidad adicionada de arabinosa 

(inductor), ya que TOP10 es una cepa incapaz de degradarla (araABCD-). Por lo anterior se 

procedió al subclonado de TACap desde pKK223-3 hacia pBAD-myc-HisA. Se aisló el ADN 

de la cepa original (E. coli TOP10 pKK223-3 TACap) mediante miniprep, y se realizó la técnica 

de Restriction Free Cloning con primers diseñados para el subclonado de la enzima nativa 

(2.2.13.1), así como para el subclonado y el corte del extremo C-terminal en simultáneo 

(2.2.14.2). En la primera PCR de estas reacciones (obtención de megaprimer) solo se logró 

obtener producto con los primeros (Figura 43b). Cumplidos los pasos requeridos para obtener 

el producto final y transformar células competentes, luego de varios intentos, se logró obtener 

transformantes, sin que se observara ninguna colonia en el control de digestión con DpnI. Sin 

embargo, al verificar el plásmido obtenido por PCR (Figura 44) no se detectó ningún inserto. 

Estas muestras fueron también secuenciadas, verificando así una diferencia de tres pares de 

bases entre la secuencia esperada del vector pBAD-myc-HisAy aquella secuenciada, en el 

extremo 3’ del primer atnei32-fw, lo que puede haber imposibilitado la segunda PCR del 

Restriction Free Cloning (Figura 45). 
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Figura 43 Elecroforesis en gel de agarosa. a- marcador de PM (2); miniprep del 

vector pKK223-3 TACap (3). b- amplificación de TACap con primers 2.2.13.1 (1, 

2, 3); marcador de PM (5). 

Finalmente, optamos por emplear una estrategia alternativa para el clonado: Golden 

Gate cloning. El gen de TACap fue encargado a GenScript en dos segmentos, ya que es más 

económico que encargarlo entero. Se incorporó al gen una mutación silenciosa sustituyendo 

una G por A en la posición 1005 para eliminar un sitio de restricción para BsaI, con el objetivo 

de hacer posible el uso de esta enzima en el clonado. El gen comercial fue sometido al protocolo 

de Golden Gate cloning (2.2.10) junto con el vector pBAD-C-term-His. Con esta estrategia no 

se presentaron inconvenientes y obtuvimos el plásmido deseado pBAD-TACap (‘pBAD-

TACap.geneious’). 

 

Figura 44 a- Electroforesis del ADN extraído de algunas de las colonias 

transformadas con presunto pBAD-TACap; b- PCR sobre dicho ADN con primers 

linderos a la zona de inserción. 
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Figura 45 Secuencia esperada del vector pBAD-myc-HisA (arriba) y aquella 

obtenida por secuenciado (abajo). 

2.3.2. Construcción de variantes 

2.3.2.1. Mutantes puntuales 

Los primers para la mutagénesis sitio-dirigida fueron generados mediante el programa 

AAScan, como fuese indicado en la sección 2.2.11. Fueron encargados en placa de 96 pocillos 

y tanto las PCR como su digestión y posterior transformación en E. coli fueron realizados en 

formato placa. En la Tabla 12 se indican las mutaciones propuestas (44) y las que pudieron ser 

obtenidas en el laboratorio (29). De las mutaciones de reporte, dos fueron diseñadas por error 

para posiciones/aminoácidos que no correspondían con los planeados. Por otro lado, varias 

mutaciones propuestas no pudieron ser obtenidas experimentalmente. Esto puede deberse a un 

pobre diseño de los primers dada la generación automática de los mismos, lo que podría 

revisarse a futuro para obtener el resto de los mutantes. En esta etapa se decidió continuar con 

los ensayos experimentales sobre las 29 variantes obtenidas. 

Tabla 12 Resumen de los mutantes puntuales propuestos y obtenidos. En negrita 

aquellos a partir de reportes previos; en romana las mutaciones consenso; con fondo 

verde las mutaciones que pudieron ser obtenidas en el laboratorio; con fondo blanco 

las que no fueron obtenidas; con letra en rojo las que fueron mal diseñadas. 

reportes consenso obtenido diseño incorrecto 

 

M48V Q51W L58A P63V S64H L80F 

M87L T101I M105C L106V I111L F115Y 

L118M L118T V120C R125S L130S S131R 

A132D A133P V135R L142F M144A W145F 

I146A M153A T174I C178S M179V L186Y 

Q187H M195L Y205T A220G D224K S226P 

V231F V249I S253A S253T C257L C284T 

I293V I313L  
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2.3.2.2. Deleciones 

Intentamos emplear los primers atnei33a-fw y rv (2.2.13.3) para la eliminación del 

extremo C-terminal, sin éxito. Estos primers estaban dirigidos a zonas completamente 

complementarias de la secuencia de ADN, ya que fueron diseñados inicialmente según las 

indicaciones del manual QuikChange145. Dado que esta aproximación no dio resultado, se 

decidió diseñar primers que fueran parcialmente complementarios en sus extremos 3’, de 

acuerdo con lo recomendado por algunos autores.139,141 Finalmente, con los primers 

parcialmente complementarios dCtail-Fw y Rv (2.2.13.3) logró obtenerse el constructo de 

interés, lo que fue verificado por secuenciación. Se siguió esta misma estrategia para la deleción 

del loop 211-217 (primers 2.2.13.4), exitosamente. 

2.3.2.3. Mutantes múltiples 

De acuerdo a los resultados obtenidos con los mutantes simples (ver 2.3.4) se decidió 

construir nuevas variantes que combinaran las mejores mutaciones. Dada las posiciones de las 

mutaciones a combinar (T101I, L106V y Δ211-217) fue necesario encargar un primer adicional 

para la generación del mutante T101I+L106V (primer 2.2.13.6). Mediante el protocolo habitual 

todos los mutantes fueron obtenidos exitosamente. A continuación se indica la estrategia 

seguida en cada caso. 

Tabla 13 Estrategia seguida para la generación de los mutantes múltiples. Se indica 

mutante a obtener, molde empleado y primers correspondientes. 

Mutante Molde primer fw primer rv 

M1 T101I + Δ211-217 Δ211-217 T101I_fw T101I_rv 

M2 L106V + Δ211-217 Δ211-217 L106V_fw L106V_rv 

M3 T101I + L106V T101I L106V_fw T101I+L106V_rev 

M4 T101I + L106V + Δ211-217 M1 L106V_fw T101I+L106V_rev 

 

2.3.3. Expresión de proteínas 

Para el análisis de la estabilidad y actividad de las variantes enzimáticas de TACap 

procedimos a expresarlas, para lo cual seguimos el protocolo indicado en la sección 2.2.20. En 

primera instancia realizamos esto para TACap sin modificar y evaluamos su expresión en estas 

condiciones, así como la efectividad del método de lisado, utilizando electroforesis de proteínas 

en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). La enzima, con un peso molecular por 
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monómero de ~ 40 kDa, se expresa correctamente en forma soluble como se observa en la 

Figura 46. Si bien realizamos un control de lisis mediante sonicado (asumiendo por este método 

una lisis del 100%), este falló, dando un nivel de lisis inferior a aquel con lisozima. De todas 

formas, observando solo la expresión de la muestra lisada con lisozima podemos concluir que 

las condiciones de expresión son satisfactorias para el trabajo a desarrollar. Vale recordar en 

este momento que los experimentos se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos, haciendo 

inadecuada la lisis por sonicado. 

Luego, evaluamos también la expresión de Δ211-217 y ΔC-tail. Como se aprecia en la 

Figura 47 poseen una expresión similar a aquella de la enzima nativa. En base a este 

comportamiento decidimos emplear estas condiciones de expresión y lisado con las 

subsiguientes variantes a analizar. 

 

Figura 46 Electroforesis de proteínas en gel de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes. Proteína TACap. Carriles 1-2: fracciones soluble e insoluble 

luego del lisado por sonicación. Carriles 3-4: fracciones soluble e insoluble luego 

del lisado por lisozima. Carril 5: marcador de peso molecular. 
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Figura 47 Electroforesis de proteínas en gel de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes. Carriles 1-2, 3-4 y 5-6: TACap, Δ211-217 y ΔC-tail, 

respectivamente, fracciones soluble (s) e insoluble (i). Carril 7: marcador de peso 

molecular. 

2.3.4. Determinación de Tm 

La determinación de la temperatura de melting aparente de los mutantes evaluados fue 

realizada sobre el extracto libre de células. Si bien pueden existir diferencias considerables entre 

la Tm determinada sobre este extracto y sobre la enzima purificada, la diferencia de Tm respecto 

a la enzima nativa es un parámetro que suele conservarse.72 A modo de ejemplo, en la Figura 

48 se presentan los gráficos de la curva de melting a partir de los cuales se calculó el Tm para 

las distintas enzimas. Para uno de los mutantes consenso, L58A, no pudo obtenerse una curva 

de melting, probablemente debido a una pobre expresión del mutante. 

Como podemos ver en la Tabla 14, de los 27 mutantes consenso obtenidos 5 resultaron 

tener una Tm superior a aquella de la enzima nativa. Esto refleja un índice de éxito de casi 20%, 

superando el <1% de la evolución dirigida135 y siendo comparable al logrado con el protocolo 

FRESCO71. Además, concuerda con los hallazgos reportados por Jones et al.146 en cuanto al 

notable porcentaje de éxito logrado en relación a la eficiencia del diseño y al esfuerzo 

experimental requerido. 
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Figura 48 Curva de melting para análisis de Tm. Fluorescencia vs. T (izq.) y -dF/T 

vs. T (der.) TACap nativa en azul, Δ211-217 en verde y ΔC-tail en rojo. 

Tabla 14 Temperatura de melting aparente de todos los mutantes evaluados y ΔTm 

respecto a la enzima nativa (wt). 

Mut. Tm (°C) ΔTm (°C) Mut. Tm (°C) ΔTm (°C) 

P63V 44.5 4.5 M179V 38.5 -1.5 

S64H 42.5 2.5 I146A 38.5 -1.5 

W145F 42.0 2.0 C284T 38.3 -1.8 

Δ211-217 42.0 2.0 S131R 38.0 -2.0 

L106V 40.8 0.8 I293V 38.0 -2.0 

T101I 40.5 0.5 R125S 37.8 -2.3 

wt 40.0 0.0 L80F 37.8 -2.3 

F115Y 39.8 -0.3 A220G 37.8 -2.3 

M87L 39.5 -0.5 L118M 37.0 -3.0 

Q51W 39.0 -1.0 L130S 37.0 -3.0 

M48V 39.0 -1.0 V135R 36.5 -3.5 

Q187H 39.0 -1.0 ΔC-tail 36.0 -4.0 

C178S 39.0 -1.0 S253A 35.5 -4.5 

L186Y 38.8 -1.3 C257L 31.0 -9.0 

T174I 38.5 -1.5 Y205T 30.0 -10.0 

M195L 38.5 -1.5 
   

n/a- no aplica 

Si contemplamos los valores de ΔTm obtenidos para las mutaciones consenso, los 

cruzamos con los porcentajes de conservación calculados (Tabla 15) y los graficamos (Figura 
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49) no podemos observar ningún tipo de correlación entre los mismos. Sullivan et al.147 

demostraron que si bien un 50% de las posiciones más conservadas suelen ser estabilizantes, la 

existencia de interacciones entre la posición mutada y otros aminoácidos de su entorno pueden 

hacer que se produzca una desestabilización. Sería necesario realizar un estudio de correlación 

estadística de las posiciones en el MSA de TACap para detectar posibles vinculaciones entre 

los aminoácidos que permitan explicar este resultado. 

Tabla 15 ΔTm de los mutantes consenso evaluados respecto a la enzima nativa (wt) 

y porcentaje de conservación del aminoácido consenso en esa posición. 

Mut. ΔTm (°C) conservación (%) Mut. ΔTm (°C) conservación (%) 

P63V 4.5 61 M195L -1.5 69 

S64H 2.5 42 M179V -1.5 60 

W145F 2.0 61 I146A -1.5 63 

L106V 0.7 90 C284T -1.8 46 

T101I 0.5 66 S131R -2.0 77 

wt 0.0 n/a I293V -2.0 54 

F115Y -0.3 80 R125S -2.3 31 

M87L -0.5 63 L80F -2.3 78 

Q51W -1.0 55 A220G -2.3 76 

M48V -1.0 39 L118M -3.0 62 

Q187H -1.0 68 L130S -3.0 58 

C178S -1.0 72 V135R -3.5 59 

L186Y -1.3 56 C257L -9.0 54 

T174I -1.5 75 Y205T -10.0 52 

n/a- no aplica 
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Figura 49 Gráfico de porcentaje de conservación del aminoácido consenso vs. ΔTm. 

Por otra parte, si corroboramos los valores de ΔTm de los mutantes puntuales evaluados 

junto a los valores de ΔΔGfold obtenidos mediante FoldX y Rosetta-ddG sobre las estructuras 

apo y holo (Tabla 16) y los graficamos (Figura 50), en principio tampoco vemos una correlación 

clara entre los datos calculados y experimentales. Esto puede atribuirse, por un lado, a que la 

estructura evaluada no fue determinada experimentalmente; por otro, a las limitaciones 

inherentes de estos algoritmos, los cuales si bien pueden resultar exitosos cuando se evalúan 

cientos de mutantes, aún presentan un amplio margen de mejora para ser considerados 

herramientas efectivas en escalas más reducidas.148,149 

A pesar de lo mencionado anteriormente, sí podemos ver cierta correlación entre el ΔTm 

y el ΔΔGfold para las mutaciones desestabilizantes, lo que parece indicar que estos algoritmos 

presentan un mejor comportamiento al predecir este tipo de mutaciones, lo cual ya ha sido 

reportado73,150. 

La deleción del extremo C-terminal (residuos 333-356), altamente desordenada, al 

contrario de lo esperado redujo la Tm de la enzima. Nos propusimos otro corte, ΔC-tail2 

(residuos 339-356), pero tampoco tuvimos éxito, con un Tm de 39.0°C (ΔTm -1.0°C). Si bien 

estos extremos se observaban móviles en las simulaciones de dinámica molecular, quedan 

dudas con respecto a la estructura y la función de las mismas, ya que son secuencias poco 

conservadas. Puede resultar interesante a futuro estudiar más en profundidad estos aspectos.  

0.0

20.0

40.0

60.0

80.0

100.0

-12.0 -9.0 -6.0 -3.0 0.0 3.0 6.0

co
n

se
rv

ac
ió

n
 (

%
)

ΔTm



 

93 

Tabla 16 ΔTm de los mutantes puntuales evaluados respecto a la enzima nativa (wt) 

y ΔΔGfold obtenido mediante FoldX (F) y Rosetta-ddG (R) sobre las estructuras apo 

y holo. 

Mut. ΔTm (°C) F-apo (kJ/mol) F-holo (kJ/mol) R-apo (kJ/mol) R-holo (kJ/mol) 

P63V 4.5 33.4 39.4 -59.6 -66.0 

S64H 2.5 -3.8 47.7 -13.8 6.3 

W145F 2.0 17.8 14.8 33.8 36.3 

L106V 0.7 33.4 36.4 24.5 28.3 

T101I 0.5 -16.6 -13.9 -42.7 -44.3 

wt 0.0 n/a n/a n/a n/a 

F115Y -0.3 -5.8 -9.2 1.5 -1.0 

M87L -0.5 -1.5 0.1 -12.7 -12.4 

Q51W -1.0 16.9 10.9 0.4 -3.9 

M48V -1.0 20.6 23.3 10.3 15.0 

Q187H -1.0 35.2 35.6 26.8 17.8 

C178S -1.0 -4.0 -2.7 51.5 50.1 

L186Y -1.3 13.6 18.8 40.5 38.3 

T174I -1.5 -19.2 -15.7 -20.9 -25.8 

M195L -1.5 1.0 0.6 -6.2 -7.8 

M179V -1.5 7.6 12.9 6.6 1.5 

I146A -1.5 33.2 33.4 79.8 82.8 

C284T -1.8 10.2 6.2 12.2 6.8 

S131R -2.0 3.3 -0.3 1.1 0.2 

I293V -2.0 7.4 6.6 6.8 5.8 

R125S -2.3 9.8 8.7 17.1 15.4 

L80F -2.3 11.9 17.3 13.4 21.1 

A220G -2.3 10.3 9.6 34.1 30.1 

L118M -3.0 -0.2 0.0 4.7 11.4 

L130S -3.0 26.7 24.1 64.3 67.8 

V135R -3.5 23.4 54.1 59.4 56.9 

S253A -4.5 -1.8 -1.7 -24.8 -25.2 

C257L -9.0 5.7 0.9 -18.8 -17.9 

Y205T -10.0 30.0 32.3 43.0 46.3 

n/a- no aplica 
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 Figura 50 Gráfico de ΔΔGfold vs. ΔTm. La línea horizontal cruza en -5 kJ/mol, la 

cual es la mejora en ΔΔGfold sugerida por el protocolo FRESCO para seleccionar 

mutaciones estabilizantes. 

2.3.5. Análisis de algunas mutaciones estabilizantes 

Mediante inspección visual intentamos dar una explicación racional a algunos de los 

resultados obtenidos con las mutaciones puntuales. Para la mutación P63V (Figura 51) la 

sustitución de prolina por valina elimina la tensión resultante del anillo pirrolidina y permite al 

nitrógeno de la cadena peptídica establecer un enlace de hidrógeno con Val-116 en la hoja β 

vecina. Este es un tipo de sustitución que ya habíamos mencionado como potencialmente 

estabilizante en la sección 1.3.6. 
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Figura 51 Comparación entre estructura nativa (izquierda) y mutante P63V 

(derecha). 

En el caso de la mutación S64H (Figura 52) la serina nativa establece enlaces de 

hidrógeno con Tyr-149 e His-321, mientras que la histidina resultante pierde estas 

interacciones. Dado que no parecen haber otros cambios, en principio no es posible definir el 

motivo por el cual el mutante es más estable que la enzima nativa. 

 

Figura 52 Comparación entre estructura nativa (izquierda) y mutante S64H 

(derecha). 

En la enzima nativa la Thr-101 es capaz de formar un enlace de hidrógeno con el anterior 

residuo de la hélice alfa (Q97) tanto a través del oxígeno lateral como del nitrógeno de la cadena 
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peptídica, lo cual puede alterar la conformación de la hélice151 (Figura 53). Cuando la treonina 

es sustituida por isoleucina, la interacción por enlace de hidrógeno entre el residuo 101 y el 

anterior en la hélice (Q97) pasa a ser exclusivamente a través del nitrógeno de la cadena 

peptídica, recuperando la hélice su conformación normal. Vale aclarar que la conformación 

alterada de la hélice no implica per se una desestabilización de la proteína, y es más una 

observación de las diferencias entre la estructura nativa y la de T101I. 

 

Figura 53 Comparación entre estructura nativa (izquierda) y mutante T101I 

(derecha). 

El cambio de Leu-106 por valina (Figura 54) disminuye el largo de la cadena lateral 

hidrofóbica en un carbono, lo cual no debiera tener mayores consecuencias en el entorno 

relativamente hidrofóbico en que se encuentra este residuo. Es cierto también, sin embargo, que 

este residuo no se encuentra demasiado lejano a la superficie, por lo que quizás una cadena 

lateral apolar más pequeña resulta beneficiosa para la estabilidad. 
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Figura 54 Comparación entre estructura nativa (izquierda) y mutante L106V 

(derecha). 

2.3.6. Ensayos de actividad y estabilidad 

Una vez determinados los ΔTm de las variantes obtenidas procedimos al análisis de la 

actividad de aquellos que demostraron una mejora de estabilidad respecto a la enzima nativa. 

Para la medida de la actividad enzimática empleamos el ensayo desarrollado por Schätzle et 

al.144 Previo a esto fue necesario realizar una curva de calibración para la acetofenona 

simulando las condiciones de reacción, es decir, variando la concentración de acetofenona 

desde 0 mM hasta 0.5 mM, y las correspondientes de piruvato, D-alanina y (R)-

metilbencilamina (Figura 55). También hicimos un escaneo del espectro de los componentes 

de la reacción para verificar posibles interferencias a la longitud de onda de medida, las cuales 

no fueron detectadas (Figura 56). 
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Figura 55 Curva de calibración de acetofenona. 

 

Figura 56 Espectro (230-300 nm) de los componentes de reacción en el análisis de 

actividad. 

Previo al análisis de los mutantes evaluamos algunas características de la enzima nativa. 

Dado un reporte reciente sobre la necesidad de tener PLP en el medio para mantener la 

estabilidad de transaminasas152, quisimos evaluar el comportamiento de nuestra enzima. Por 

tanto, la incubamos a 40°C durante 45 min en presencia de diferentes concentraciones de PLP 

y luego evaluamos la actividad remanente respecto a la enzima sin incubación. Los resultados 

se observan en la Figura 57 y son sumamente claros en cuanto reflejan una notable influencia 

de la concentración de PLP en la estabilidad de la enzima. 
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Figura 57 Gráfico de actividad remanente de TACap vs. t al ser incubada a distintas 

concentraciones de PLP durante 45 min a 40°C. 

A continuación, evaluamos en las mejores condiciones del ensayo anterior ([PLP] = 1 

mM) la estabilidad de TACap frente a la incubación a distintas temperaturas. Como podemos 

corroborar en la Figura 58, midiendo hasta 45 min solo a 40°C mantiene un 100% de actividad, 

mientras que a 50 y 60°C la actividad se pierde casi o totalmente apenas transcurridos 5 

minutos. Esto es concordante con la Tm obtenida para la enzima nativa. 

 

Figura 58 Gráfico de actividad remanente de TACap vs. t al ser incubada a distintas 

temperaturas. 

Pasando al análisis de mutantes, realizamos la determinación de actividad sobre el lisado 

enzimático, asumiendo un nivel de expresión similar para todas las enzimas. La actividad de la 
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enzima nativa fue considerada como un 100%, mientras que para los mutantes se calculó la 

actividad relativa a esta. En la Tabla 17 podemos ver los resultados de las enzimas ensayadas, 

donde se consideró una actividad relativa superior al 50% como aceptable para pasar a la etapa 

de combinación de mutantes. 

Tabla 17 Actividad relativa de las enzimas con un ΔTm positivo respecto a la 

enzima nativa. 

Mutante ΔTm (°C) act. relativa (%) 

P63V 4.5 35 

S64H 2.5 13 

T101I 0.5 73 

L106V 0.7 91 

W145F 2.0 59 

Δ211-217 2.0 139 

 

Si mapeamos las mutaciones con un ΔTm positivo en la estructura tridimensional de 

TACap (Figura 59) podemos observar que P63 y S64 se encuentran en la entrada al sitio activo. 

Esto, sumado a su baja actividad relativa nos llevó a descartar las mutaciones en estos residuos. 

En la misma situación se encuentra W145, que, si bien tuvo una actividad relativa superior al 

50%, es inferior al de los restantes mutantes. Para la combinación de mutaciones se decidió 

tomar hasta tres candidatos con el fin de mantener un número bajo de variantes para su 

screening, por lo que estos resultaron ser: T101I, L106V y Δ211-217. 

 

Figura 59 Mutaciones con ΔTm positivo mapeadas en la estructura de TACap. Vista 

frontal (izq.) e inferior (der.) 

Los cuatro mutantes resultantes fueron: M1 (T101I + Δ211-217) M2 (L106V + Δ211-

217), M3 (T101I + L106V) y M4 (T101I + L106V + Δ211-217). Estas variantes fueron 
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construidas exitosamente y expresadas para evaluar su estabilidad y actividad, resultando los 

ΔTm y actividades relativas que se observan en la Tabla 18. Los valores obtenidos parecen 

indicar que la combinación de un mutante puntual con la deleción tiene un efecto sinérgico, 

mejorando tanto estabilidad como actividad respecto a la enzima nativa, mientras que la 

combinación de los mutantes puntuales tiene un efecto perjudicial. Se observa que los mutantes 

M1 y M2 presentan un aumento en su Tm de 4.7 y 6.0 ºC respectivamente, mostrando ambos 

un aumento en la actividad relativa. En el caso de M2, la actividad aumenta a más del doble de 

lo observado para la WT. Este resultado resulta muy prometedor para su futura aplicación a la 

síntesis de radiofármacos.  

Tabla 18 Tm, ΔTm y actividad relativa a la enzima nativa de los mutantes 

combinados. 

Mut. Tm (°C) ΔTm act. relativa (%) 

M2 46.1 6.0 213 

M1 44.8 4.7 123 

M3 43.4 3.4 39 

M4 43.4 3.4 88 

M1: T101I + Δ211-217; M2: L106V + Δ211-217; M3: T101I + L106V; M4: T101I + 

L106V + Δ211-217  
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2.4. Conclusiones 

Se intentó subclonar la enzima TACap desde el vector pKK22-3 hacia el vector pBAD 

mediante Restriction free cloning, sin embargo, probablemente debido a diferencias entre la 

secuencia esperada del vector de destino y la secuencia real, determinada por secuenciado más 

tarde, esto no fue posible. Alternativamente, a partir del gen sintético de TACap aplicamos la 

técnica Golden gate cloning, con lo cual logramos el clonado exitosamente. 

Fueron desarrollados los mutantes puntuales propuestos en el Capítulo I mediante 

mutagénesis QuikChange, incorporando las recomendaciones de algunos autores respecto al 

desfasaje de primers. Se lograron obtener 29 de los 44 mutantes seleccionados, lo cual marca 

un índice de éxito del 66%. Los mutantes que involucraban una deleción fueron obtenidos sin 

inconvenientes empleando una PCR en dos etapas, la primera de ellas con los primers forward 

y reverse por separado, y la segunda con ambos. Lamentablemente, por errores en el diseño de 

primers o por no haber logrado amplificación, no fue posible obtener los mutantes 

seleccionados en base a reportes previos. Dada la similitud de nuestra enzima con 4CE5 sería 

conveniente en el futuro analizar la influencia de estas mutaciones en la estabilidad. 

Fue evaluada la expresión de la enzima nativa y dos mutantes en condiciones habituales 

de trabajo, obteniendo niveles de expresión y solubilidad adecuados, por lo que se decidió 

mantener estas condiciones para todas las variantes. 

La temperatura de melting de todas las variantes desarrolladas fue determinada mediante 

el ensayo de desplazamiento térmico, un ensayo de alta eficiencia que facilita enormemente la 

selección de mutaciones estabilizantes. La generación de esta capacidad en nuestro grupo es un 

saldo positivo de esta tesis, ya que podrá aplicarse a futuro para el mejoramiento de otras 

enzimas de interés. 

De las 30 variantes ensayadas seis resultaron tener una Tm superior a la de la enzima 

nativa, lo cual representa un índice de éxito del 20%. Si bien no pudo establecerse una 

correlación entre el porcentaje de conservación de los aminoácidos consenso y el Tm obtenido, 

ni una correlación general entre esta y el ΔΔGfold calculado, se corroboró que los cálculos de 

ΔΔGfold suelen ser mejores predictores de mutaciones desestabilizantes que de aquellas 

estabilizantes. 

En base a las simulaciones de MD corridas en el marco del protocolo FRESCO 

postulamos algunos motivos por los que las mutaciones estabilizantes resultaron serlo, lo que 

se convierte en un insumo para trabajos futuros. 
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Logramos obtener tres mutantes con una estabilidad y actividad superiores a las de la 

enzima nativa: Δ211-217 (ΔTm 2.0°C, act. rel. 139%), M1 (ΔTm 4.7°C, act. rel. 123%) y M2 

(ΔTm 6.0°C, act. rel. 213%). 

En total, entre mutantes puntuales y múltiples obtuvimos diez variantes con una 

estabilidad superior a la de la enzima nativa, la mayoría de ellas presentando una actividad 

comparable o incluso mejor, lo cual confirma el éxito de las estrategias de diseño racional en el 

desarrollo de biocatalizadores. Las herramientas adquiridas en este trabajo, tanto intelectuales 

como técnicas, podrán ser aplicadas al diseño y aplicación de nuevas enzimas de relevancia en 

el marco de nuestro país. 
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Conclusiones generales y perspectivas 

Una de las virtudes de la escritura de una tesis de maestría es que lo obliga a uno a 

revisitar todo el trabajo realizado durante un lapso de, siendo conservativo, dos años. Con el 

diario del lunes es sencillo afirmar que si tuviésemos que hacerlo todo de vuelta, no nos llevaría 

más de seis meses.153 Más allá de lo ilusorio de esta afirmación, no podemos dejar pasar que si 

llegamos a pensarlo es porque adquirimos un vagón de conocimiento, en base a errores y 

aciertos (especialmente los primeros), que nos permite haber llegado a este punto. 

Hemos comprobado a través de este trabajo que el empleo de herramientas 

bioinformáticas para el diseño racional de mutantes estabilizados de TACap, así como la 

capacidad de análisis eficaz de estos mutantes en el laboratorio húmedo permiten, en conjunto, 

el desarrollo de variantes enzimáticas mejoradas a una fracción del costo y esfuerzo requerido 

en otras aproximaciones. En este caso, reportamos la obtención de al menos tres variantes 

enzimáticas de TACap con una estabilidad y actividad superiores a las de la enzima nativa. 

Teniendo esto en cuenta, hay algunos hotspots que consideramos de relevancia para la 

continuación de este trabajo. 

Un estudio más completo a nivel molecular del sistema TACap podría lograrse mediante 

un método de Replica Exchange Molecular Dynamics (REMD). Esta metodología simula varias 

copias de la proteína a distintas temperaturas en paralelo, y estas copias se intercambian 

periódicamente, permitiendo así una mayor exploración de la superficie de energía potencial. 

Esto podría darnos pistas, por ejemplo, sobre los resultados obtenidos con ΔC-tail o el camino 

de desnaturalización de la enzima en su forma apo. Debe tenerse en cuenta, sin embargo, que 

lamentablemente en Uruguay no contamos con los recursos de cómputo suficientes para correr 

este tipo de simulaciones. Alternativamente, al menos para comprender la mecánica de 

disociación del dímero podrían emplearse simulaciones de grano grueso. Este método 

representa la estructura proteica a un nivel más abstracto, de menor detalle, en el que las 

partículas involucradas pasan a ser residuos, en lugar de átomos. De esta forma el costo 

computacional es muy inferior al de las dinámicas clásicas, y permite simular escalas de tiempo 

bastante más grandes.154 

Sería deseable verificar la expresión, mediante SDS-PAGE, de aquellos mutantes con 

un ΔTm positivo para los que se halló una baja actividad. Es posible que estos mutantes tengan 

una expresión diferencial respecto a las variantes cuya expresión evaluamos, y este sea el 

motivo de la menor actividad medida. También sería ideal purificar algunas de las enzimas y, 
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por un lado, verificar los valores de Tm, y por el otro determinar la actividad específica y 

continuar con su caracterización. 

Debe ensayarse la actividad de las mejores variantes en la síntesis de L-anfetamina, 

precursor del marcador frío L-nordeuterodeprenil. Para esto será primero necesario poner a 

punto la analítica de la reacción. Aquella/s variantes con actividad frente al sustrato de interés 

deberán ser evaluadas en cuanto a su estabilidad cinética, para finalmente optimizar las 

condiciones de reacción. Cumplidos estos pasos debe ser prioritaria la evaluación de su 

estabilidad en el guardado (congelado, liofilizado). En última instancia, desarrollado el proceso 

de síntesis de L-anfetamina utilizando una variante estabilizada de TACap, este método estará 

listo para su implementación a nivel de producción en el CUDIM, constituyendo una síntesis 

alineada con los principios de la química verde y con un costo inferior para el país. 
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Anexos 

Secuencia de ADN de TACap 

La siguiente secuencia corresponde a la enzima nativa, pero los codones fueron 

optimizados para E. coli por la empresa GenScript. Adicionalmente fueron incorporadas dos 

mutaciones silenciosas para permitir el clonado por Golden Gate (eliminación de sitios para 

BsaI) y una cola de histidinas C-terminal. 

>TACap_wt_optimized_E._coli 

atgaccactatggaaaagattttctctgcttatcaggcccgcgtgtcaacactgacggcaagtcgtgcgtctaatccattcgcagatggta

tcgcgtgggtccaaggcagagttacaccgattcatgaagctcagatccctatgttggaccaaggcttcctgcacagcgatttgacttacg

acgttccgagtgtgtgggatggtagatttttccgcctggatgaccatctggaacgtttggagagaagttgtgcaaagatgagactgcgtt

gccctttgccaagagcacaggttcgtcacaccctgtgtgctatgttggccagatctggtattcgcgacgcatttgtggaactgatcgtcac

tcgcggcttgcgtggagtcagaggtctgtctgctgccgaggttgatgcgctgcctaactccttgtatatgtggattgtgccatacgtttggg

ttatggaaccggctgttcagctggccggatctggttccgcaatcgttgcgcgtacagtgcatagaacgccaccggtttgcatggatccg

acagtgaaaaatctgcaatggggcgacttgacgagaggaatgtttgaagctaacgatcgcggcgccggatatcctttcctgaccgata

gatcaattagcgaagaaaccgcagacgcgaatattactgaaggttccggctttaacatcgttgtggtcaaagatggcaccttgcacactc

caaagcgtggtgtcctggagggcgttacaagagaatctgtgttcgagtgttgccgtagattgggtgtcccttacgcactggacacggtc

ccagttcgcctggctttggaagccgatgagatttttatgtgtacaacggccggtggtattatgccgatcaccactctggatggaaaacctg

tgggagacggtgccgtcggtccaattactcgccaaatctgggatgtttattggcgtttgcattacgaagacggtttttcattcgccgtggat

tatgaagacgaaaccggcctggagggagttgcaaacggaaatgcgaacggtactgtgagcgtcaatggtaaagcacatcaccatcac

catcactaa 

Secuencia aminoacídica de TACap 

>TACap_wt_HisCterm 

MTTMEKIFSAYQARVSTLTASRASNPFADGIAWVQGRVTPIHEAQIPMLDQGFLHSD

LTYDVPSVWDGRFFRLDDHLERLERSCAKMRLRCPLPRAQVRHTLCAMLARSGIRD

AFVELIVTRGLRGVRGLSAAEVDALPNSLYMWIVPYVWVMEPAVQLAGSGSAIVAR

TVHRTPPVCMDPTVKNLQWGDLTRGMFEANDRGAGYPFLTDRSISEETADANITEGS

GFNIVVVKDGTLHTPKRGVLEGVTRESVFECCRRLGVPYALDTVPVRLALEADEIFM

CTTAGGIMPITTLDGKPVGDGAVGPITRQIWDVYWRLHYEDGFSFAVDYEDETGLEG

VANGNANGTVSVNGKAHHHHHH 
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Códigos empleados 

 
Código 1 Generación de la librería con tleap. 

 

Código 2 Detección de los parámetros faltantes en el campo de fuerza con tleap. 

 
Código 3 Curado de PDB en lenguaje Bash para conservar las entradas ATOM, las 

HETATM que contienen al PLP y los finales de cadena. 

1  

2

3

4

5

6

7

source leaprc.protein.ff19SB 

source leaprc.gaff 

loadamberparams 4_klp.frcmod 

KLP = loadmol2 3_klp_ch.mol2 

check KLP 

saveoff KLP 5_klp.lib 

quit 

 

1

2

3

4

5

6

7

8

9

source leaprc.protein.ff19SB 

source leaprc.gaff 

loadoff 5_klp_mod.lib 

loadamberparams 4_klp.frcmod 

4cmd = loadpdb 4cmd.pqr 

check 4cmd 

savepdb 4cmd 4cmd.pdb 

saveamberparm 4cmd 4cmd_dry.prmtop 4cmd_dry.inpcrd 

quit 

 

1 mv 4cmd.pdb 4cmd_ori.pdb 

2 grep -E "^ATOM|^HETATM.*PLP|^TER|^END" 4cmd_ori.pdb | sed 

's/HETATM/ATOM  /g' > 4cmd.pdb 
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Código 4 Verificación de errores en el PDB mediante tleap. 

 
Código 5 Generación de archivos de topología y coordenadas del sistema mediante 

tleap. 

1 source leaprc.protein.ff19SB 

2 source leaprc.gaff 

3 loadoff klp.lib 

4 loadamberparams klp.frcmod 

5 4cmd = loadpdb 4cmd.pqr 

6 check 4cmd 

7 savepdb 4cmd 4cmd_leap.pdb 

8 quit 

1 source leaprc.protein.ff19SB 

2 source leaprc.gaff 

3 source leaprc.water.tip3p 

4 loadoff klp.lib 

5 loadamberparams klp.frcmod 

6 4cmd = loadpdb 4cmd_leap.pdb 

7 addions 4cmd Na+ 0 

8 solvateoct 4cmd TIP3PBOX 10 

9 addionsrand 4cmd Na+ 54 Cl- 54 

10 savepdb 4cmd s4cmd.pdb 

11 saveamberparm 4ce5 s4ce5.prmtop s4ce5.inpcrd 

12 quit 
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Código 6 Minimización del sistema con pmemd. 

 
Código 7 Calentamiento del sistema con pmemd. 

1 Minimizing the system with 25 kcal/mol restraints on PROTEIN, 

2 2000 steps of steepest descent and 500 of conjugated gradient. 

3   &cntrl 

4     imin=1,ntmin=1,ncyc=2000,maxcyc=2500, 

5     ntr=1,restraintmask=':1-${res}',restraint_wt=25.0, 

6     cut=9.0, 

7     nsnb=10, 

8     ntpr=50, 

9   / 

1 Heating the system with 5 kcal/mol restraints on PROTEIN, 

2 V = const., 100 ps 

3   &cntrl 

4     t=0.0,dt=0.002,nstlim=50000, 

5     ntr=1,restraintmask=':1-${res}',restraint_wt=5.0, 

6     tempi=100.0,ntt=3,ig=-1,gamma_ln=5.0, 

7     ntc=2,ntf=2, 

8     nscm=5000, 

9     cut=9.0, 

10     ntpr=500,ntwr=0,ntwx=500, 

11     nmropt=1, 

12   / 

13   &wt 

14     type='TEMP0', 

15     istep1=0,istep2=5000, 

16     value1=100.0,value2=${temp}, 

17   / 

18   &wt 

19     type='TEMP0', 

20     istep1=5001,istep2=50000, 

21     value1=${temp},value2=${temp}, 

22   / 

23   &wt type='END', 

24   / 
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Código 8 Equilibración del sistema con pmemd. 

 
Código 9 Corrida de la MD del sistema con pmemd. 

1 Equilibrating the system during 500 ps at constant T, 

2 P = 1 bar and coupling = 0.2 ps. 

3   &cntrl 

4     ntx=5,irest=1, 

5     t=0.0,dt=0.002,nstlim=250000, 

6     temp0=${temp},ntt=3,ig=-1,gamma_ln=5.0, 

7     pres0=1.0,ntp=1,barostat=1,taup=0.2, 

8     ntc=2,ntf=2, 

9     nscm=5000, 

10     cut=9.0, 

11     ntpr=500,ntwr=500,ntwx=500, 

12   / 

1 Molecular dynamics production of 50 ns 

2   &cntrl 

3     ntx=5,irest=1, 

4     t=0.0,dt=0.002,nstlim=25000000, 

5     temp0=${temp}.0,ntt=3,ig=-1,gamma_ln=5.0, 

6     pres0=1.0,ntp=1,barostat=1,taup=5.0, 

7     ntc=2,ntf=2, 

8     iwrap=1, 

9     nscm=5000, 

10     cut=9.0, 

11     ntpr=500,ntwr=500000,ntwx=5000, 

12   / 
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Código 10 Cálculo del RMSD de la simulación en base al movimiento de los 

carbonos alfa con cpptraj. 

 

1 ############################################## 

2 prmtop='./4ce5/4ce5.prmtop' 

3 traj='./4ce5/4ce5-298K-4000ns.nc' 

4 ns='last' 

5 res='1-650' 

6 name="rmsd-`basename $traj .nc`" 

7 ############################################## 

8  

9 cat << EOF > $name.in 

10 parm $prmtop 

11 trajin $traj 1 $ns 

12 autoimage :$res 

13 rmsd :$res@CA \ 

14     first \ 

15     out $name.dat 

16 run 

17 EOF 

18  

19 cpptraj -i $name.in 

1 ############################################## 

2 prmtop='./4ce5/4ce5' 

3 traj='./4ce5/4ce5-298K-4000ns.nc' 

4 from=51 

5 to=100 

6 res='1-325' 

7 name="rmsf-`basename $traj .nc`" 

8 ############################################## 

9  

10 cat << EOF > $name.in 

11 parm $prmtop.prmtop 

12 trajin $traj $from $to 

13 autoimage 

14 rmsd :$res@CA first 
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Código 11 Cálculo del RMSF por residuo en una ventana dada de la simulación. 

 

15 average :$res@CA \ 

16     crdset AVG 

17 run 

18 rmsd :$res@CA \ 

19     ref AVG 

20 rmsf :$res@CA \ 

21     byres \ 

22     out $name.dat 

23 run 

24 EOF 

25  

26 cpptraj -i $name.in 

1 from matplotlib import pyplot as plt 

2 import pandas as pd 

3  

4 # Title 

5 title='ca.rmsd-tacap-apo' 

6  

7 # Set sources 

8 files = {'tacap-HM-holo-400K':'./tacap/rmsd/rmsd-tacap-HM-

400K.ref.400.dat', 

9          'tacap-HM-apo-400K':'./tacap/rmsd/rmsd-tacap-HM-apo-

400K.ref.holo-400.dat'} 

10  

11 # Plot data 

12 for label, file in files.items(): 

13     df = pd.read_csv(file, delim_whitespace=True) 

14     start = 0 

15     step = 1 

16     stop = len(df) 

17     averages = [] 

18     for i in range(start, stop, step): 

19         averages.append(df.iloc[:,1].iloc[:i].mean()) 

20     plt.plot(range(start, stop, step), averages, label=label) 



 

122 

 
Código 12 Gráfico del RMSD promedio acumulado. 

 

21 # Add legend 

22 plt.legend() 

23  

24 # Set axes label 

25 plt.xlabel("tiempo (ns)") 

26 plt.ylabel("RMSD promedio acumulado (Å)") 

27  

28 plt.ylim(top=None, bottom=None) 

29 plt.xlim(left=None, right=None) 

30  

31 # Save fig 

32 plt.savefig(title+'.svg') 

1 from matplotlib import pyplot as plt 

2 import pandas as pd 

3  

4 # Title 

5 title='rmsd-4ce5.ref.298' 

6  

7 # Set sources 

8 files = {'4ce5-298K':'./4ce5/rmsd/rmsd-4ce5-298.ref.298.dat', 

9          '4ce5-323K':'./4ce5/rmsd/rmsd-4ce5-323.ref.298.dat', 

10          '4ce5-348K':'./4ce5/rmsd/rmsd-4ce5-348.ref.298.dat', 

11          '4ce5-298K-urea':'./4ce5/rmsd/rmsd-4ce5-298-

urea.ref.298.dat'} 

12  

13 # Plot data 

14 for label, file in files.items(): 

15     df = pd.read_csv(file, header=0, delim_whitespace=True) 

16     plt.plot(df.iloc[:,0], df.iloc[:,1], label=label) 

17     print(df.iloc[301:500,1].mean(), df.iloc[301:500,1].std()) 

18  

19 # Add legend 

20 plt.legend() 
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Código 13 Gráfico de datos de RMSD. 

Archivos adjuntos 

Tabla 19 Lista y descripción de archivos adjuntos. 

klp.frcmod 
Archivo de modificación del campo de fuerza para el procesado 

de KLP. 

klp.lib Librería con parámetros del residuo KLP. 

4ce5.pdb Estructura procesada de 4CMD. 

4cmd.pdb Estructura procesada de 4CE5. 

addionsrand.py 

Script para calcular el número de iones a agregar a un sistema de 

simulación dados el número de moléculas de agua en el sistema y 

la molaridad deseada. 

Bio-Rad electroporation.pdf 
Guía de Bio-Rad para la preparación de células 

electrocompetentes, así como para su transformación. 

Bio-Rad fluorophore reference guide.pdf Guía de fluoróforos disponibles para el marcado de proteínas. 

Bio-Rad freeze 'n squeeze.pdf Kit para la purificación de ADN desde gel de agarosa. 

equilibrate.sh 
Script para la equilibración de un sistema antes de la MD de 

producción. 

fasta2pir.sh 
Script para la conversión de secuencia del formato FASTA al 

PIR. 

FRESCO protocol supp.pdf Guía suplementaria al protocolo FRESCO. 

21 # Set axes label 

22 plt.xlabel("tiempo (ns)") 

23 plt.ylabel("RMSD (Å)") 

24  

25 # Set Y axis limits 

26 plt.ylim(top=4.2, bottom=None) 

27 #plt.xlim([-5,500]) 

28  

29 # Save fig 

30 plt.savefig(title+'.svg') 
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FRESCO protocol.pdf 
Protocolo computacional para la mejora de estabilidad de 

proteínas mediante cálculos de energía libre. 

FRESCO.zip 
Conjunto de scripts para la aplicación del protocolo 

computacional FRESCO. 

GoldenGateCloning.pdf Protocolo para el clonado por Golden Gate. 

heat.sh 
Script para el calentamiento del sistema luego de la 

minimización. 

minimization.sh Script para la minimización del sistema luego de su creación. 

pBAD-C-term-His.geneious Vector pBAD empleado para el Golden Gate cloning. 

pBAD-myc-HisA.geneious 
Vector pBAD donado por el Prof. Fürst (RUG) para el 

subclonado por Restriction Free Cloning. 

pBAD-TACap.geneious Vector pBAD conteniendo el inserto TACap de interés. 

pKK223-3 TACap.geneious 
Vector pKK223-3 conteniendo TACap, obtenido en un trabajo 

anterior. 

pKK223-3.geneious Vector pKK223-3. 

Qiagen miniprep.pdf 
Protocolo del kit de purificación de ADN a partir de E. coli de 

Qiagen. 

runMD.sh Script para correr una MD de un sistema ya equilibrado. 

TACap-HM.pdb 
Archivo PDB de la proteína TACap obtenido por modelado por 

homología.  
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