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Epistemologia e Histona de [a Ciencia * Volumen 16. 2010

Desmontando un experimento: la dindmica de reconocimiento quiral

Stlvia Polella™ * Penélope Lodeyra™

Introduccién

La quirabdad wene un rol esencial en la quimica orgénica por lo cual ha sido amphamente
estudiada desde su descubnimuento. El término “quiralidad™ refiere a figuras geométricas
asumétnicas tales que sus imigenes reflejas en el plano de un espejo no son superponibles, es decit,
son enantidmeras eafre si. Esta propiedad es dual (izquierda, levégira o derecha, dextrogira),
geomeétrica y tndimensional. Las moléculas orgimcas presentan.esta propredad cuando un carbono
se une a cuatro radicales disuntos, constituyendo un niicleo quiral o estereocentro (Fig. 1)

Este es el émbito donde la onentacién espacral tiene sigmficado. El cuerpo humano tene
mas de 107 moléculas con aproximadamente clen mil formas y funciones diferentes. Es notable
el hecho de que las moléculas orginicas con actividad bioldgica se presenten en una asimetria
determmnada. los aminoacidos, proteinas, azicares y dcidos nucleicos son quirales. Por ejemplo, los
azlcares que consumtmos, son dextrogiros: st inginéramos la varante levdgira, no la podrfamos
degradar. La dindmica biologica es altamente selectiva a distintos mveles en el reconocimento de
moléculas -extendiéndose a los receptores sensortales-. En la actuahdad, la investgactén sobre
catalizadores quirales, es un drea de inrensa invesogacién para la sintesis de prncipios actvos
altamente especificos, en las industnas farmacéutica y agroquimeca entre ofras.

Una invesngacion reclente realizada por Magali Lingenfelder ef 2/, (2007) sobre reconocinuento
quiral, logré determinar expetimentalmente que la dinamica del acoplamiento estereoselectivo
de enantddmeros nene lugar a wavés de cambios conformacionales mutuos inducidos a nivel
molecular, en concordancia con la teoria general de la especificidad biolégica propuesta por Linus
Pauling (1948) sesenta afios atras Il proceso dindmico obtenido mediante este expenmento
muestra como opeta ¢l reconocimiento desde los niveles mas bésicos, sefialando el curso gue
sigue la complejidad biolégica. Precisamente, Ia relevancia de la especificidad del reconocimiento
obedece a que la quiralidad se transfiere a las estructuras mds comnplejas y, dado que muchas
de ellas funcionan en base a este reconocimiento, se considera que la quirahdad es una parte
fundamenital en el desarrollo de la vida.

La umplementacion del experirnento antes mencioniado, requunié la utilizacidn de instrumentos
de alta tecnologia como el microscopio de escaneado dindmuco de efecto winel (STM, saanning
tunneling nicroscope), de modelos clentificos como el de ajuste inducido, el empleo de simulaciones
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computacionales -teoria del funcional de la densidad (DFT) y dindmica molecular (MD)-
otras técrnucas experimentales como la fotoemisidn de rayos X. Nuestro propésito es anahzar
l2 nica interaccion de los elementos intervimentes en este proceso experimental, en particular la
combinaci6n STM-DFT, dado que la nusma delnea un estlo de trabajo de laboratorio que se
ha instalado dentro de las pricucas cientificas de modo creciente constituyéndose pricocamente
ent una nueva metodologia para la determmnacién sin ambiguedad de la estructura de moléculas
sumples.

La filosofia de la expentmentacion ha focalizado su atencién en la complepizacion creciente de
los experumentos que incorporan wmstrumentos de alta tecnologia, simulaciones computacionales,
modelos y mediciones cada vez méds precisas. Algunos fildésofos de la ctencia como Tan Hacking
(1992) v Peter Galison (1988),-elaboraron taxonomias de los elementos consututivos del
laboratorio. No obstante, sélo. recientemente se ha tomado en consideracién el modo en que la
intervenicién de las compuiadoras esta modificando las pricuicas de laboratotio. En _este.c_onfexto,
suele utihzarse la nocién de “experimentos asisudos por computadoras”™ (Klaus Manzer 1999,
Ann Johnson 2006), para designar los roles que las mismas desemperfian. Consideramos que el
expenimento anabzado pone de manifiesto, en el pecuhar mterjuego de sus elemenitos, que la
caracterizacton en tértmnos de “expenmentos asistidos por computadoras” no logra capturar la
relevancia que las simulaciones computacionales tienen en el mismo. Ellas permutieron obtener
conocurento novedeso, precisamente, sin su mtervencién no se hubiese logrado determinar en
forma acabada la secuencia del proceso dindmico de reconocimiento qural. Con este ejernplo,
mtentamos mostrar la relevancia de atender a las pricucas clent{ficas para aproximarnos a estas
nuevas interacciones en la vida de Jos laboratorios donde se destaca el rol de las simulactones
computacionales en la produccién de nuevo conocimiento. '

El caso experimental

Linus Pauling (1948) especulé acerca de un mecamismo dindmico para explicar el proceso de
reconocimiento biomolecular, que luego desarrollara Dantel Koshland jr (1958) en su modelo
de ajuste inducido (uaduced fi) para las reacciones enziméincas. Esta teotfa se oponia al modelo
de lave-cerradura (lck and key) de Emul Fischer! (1894), segin el cual ranto la enzima como el
sustrato posefan formas geometticas especificas complementarias que encastraban exactamente
unas con otras. Y a su postenior adaptacién, el modelo de tres puntos que presentara Ogston en
1948, que postulaba tres sitios activos de enlace en la enzima los cuales especificarian el sustrato.
Koshland por su parte planted una modificacton a los modelos anteriores, dado que las enzimas
eran bastante flexibles y presentaban en sus sitios activos cambios de forma en 1ateraccidn con
el sustrato. Bisicamente, Pauling y Koshland consideraban que el reconocirmento molecular

especifico dependia de arreglos precisos de los dtomos en estructuras complementanas que
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Interactian pot fuerzas de corto rango. En 1997 Booth, Wahnon y Watner describleron una posible
secuencta del proceso de reconocimuento. 1) formacién de un complejo selector-seleccionado;
2) posictonamiento del complejo selector-seleccionado para optumizar las mteracciones (ajustes
conformactonales), 3) formacén de una interaccidn secundana {actvacion del complejo) y
4) expresién del ajuste molecular (reconocuniento quiral} S embargo, ante la imposibilidad
experimental de capurar la dindmica conformacional de enantiémeros, interactuando a nivel
molecular, el reconocimiento quiral contimué siendo tratado dentro de modelos estaticos como
el modelo de enlace de tres puntos.

La investigacién experimental de Magali Lingenfelder ez 2/, {2007) logrd seguir la mteraccion
de moléculas individuales procurando “observar’” el mecanismo subyacente al reconocimento de
moléculas de diferulalanina montadas sobze una superficie de cobre. Por medio del microscopio.
de escaneado dinamico de efecto tinel (STM) y de simulaciones computacionales consiguieron
mostrar cémo la dindmuca de interaccidn, altamente especifica, induce el ajuste conformacional
de las moléculas.

Las imigenes del STM mostraron que las moléculas simples aisladas se adsorbian al sustrato
de cobre con un mismo dngulo pero con omentaclones opuestas segun cran  dextrogas o
levégiras (sentido horanio y anuhorario respectivamente) (Fig. 2). Asumismo, dada una mezcla
de moléculas de disunta quiralidad en proxinudad, se observé la discrimumacion de levégiras y
dextrogiras entre si, y la produccién de una organizacién supramolecular en forma de cadenas

homodquirales.
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1) Dubujo esquemdtico de las moléculas de 2) Imagen del STM de moléculas mdividuales
di-fenilalanma  Levo-difenilalamina v Dexwo-  mostrando quelos dos enantdmeros son smdgenes
difenilalamina, los  asteriscos idican los  reflejas respecto al plano perpendicular del plano
CSTELE0CENIos. de cobre {110}
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La gmrakdad de las moléculas adsorbidas evidente en las topografias del STM, mdicé que sus
estereocentros estin mmplicados en la mteracadn de la superficie molecular. Significanvamente,
el sisterna mostré también que la quiralidad se transferia de los dipéptidos a las cadenas, es decir,
exhibia gueralidad supramolecular como consecuencia del auto-acoplamiento estereoselectivo de dos
o mas dipéptidos en cadenas homoquirales (Fig, 3 — 4; Video 2). En este caso, se observo que el
eje molecular principal de Jas moléculas sumples rotaba nuevamente parael acoplazménto —COmo
antes, en direcciones opuestas para las cadenas de Levo-difenil y Dextro-difeml respectvamente-,
Cabe destacar, que nunca se observaron cadenas heteroquurales estables (Video 3).

3), 4) Imagenes de DFT y STM tespectivamente de la geometda de adsorcién de dlpePudos de
Levo- difenilalanina en cadenas homoquirales.

E1 STM brinda informacién a nivel de la superficie, pero no permute ver dentro de fa molécula
la actividad de cada grupo quimico en partncular. Por este motivo, se recurné al empleo de
simulaciones computacionales, donde se presentaron dos conformaciones moleculares para la
Levo-difentl, una en forma de C coti los dos grupos funcionales del mismo lado respecto del eje
moleculat, y otra, en forma de S (Ver Fig 3) con los grupos funcionales sefialando direcciones
opuestas. Las ssmulaciones clasicas de dindmrca molecular (MD) indicaron que la conformacién
C era mds estable que la conformacidn § v las simulaciones de teoria del funcional de Ja densidad
(DTT) mostraron que ¢l dipépude adsorbido de conformacién C aslado en la superficie de
cobre se iga a la rmsma a través de un enlace de tres puntos, hecho frecuentemente registrado en
sistemnas andlogos. Tin las simulaciones, el dngulo entre el eje molecular y la direccién del plano de
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cobre resulté acorde con el valor medido por el STM, asi como la canudad de energia calculada
para la interaccidn de la superficie molecular. Por contraste, los calculos sobre moléculas asladas
adsorbidas en la conformacion S predecian una energfa de interaccién mas baja y una orentacién
del eje molecular que no fueron observadas en las imagenes-del STM.

Estos resultados de las simulaciones indicaros que las moléculas assladas debfan adsorberse
en la conformacién C, sin embargo, solamente la geometriz de adsorcion S era compauble con
el enlace necesano para formar las cadenas supramoleculares observadas, Por ello, se realizaron
nuevas sumulaciones DEFT en las cuales se adsorbieron moléculas de Levo-diferul en conformactdn
S repeudas pentécdicamente a una distancia compatible con la otentacién de la cadena como lo
observado en las tmigenes del STM. Estas nuevas stmulaciones mostraron que, en la estructura
de energia minima, ¢l eje molecular resultaba inclinado con respecto a la direccidn del plano. del
cobre con un dngulo 1gual al detectado por el STM. Asimismo, exhibreron que

la principal mnteraccién mtermolecular era un enlace hrdrégeno entre los disuntos grupos
funcionales de las moléculas adyacentes (Video 1). Notablemente, la simulacion reveld ademds,
gue ocurriz una transferencia espontinea de protones entre los dos gripos funcionales, la cual
gencraba la produccién de una cadena de moleculas polares que fortalecia el enlace ludrégeno
estabilizando la cadena Estos resultados, fruto de las stmulaciones computacionales y que no
habian sido observados con el STM; fueron contrastados mediante otra técnica expersmental, la
fotoemision de rayos X.

Un andhsis detallado de los modelos estructurales de las sumilaciones, reveld que Ia rotacién
del eje molecular observado mediante el STM después del ensamble es solamente la consecuencia
mas evidente de un arreglo conformacional mas complejo. A saber, para formar cadenas
supramoleculates el dipéptido necesitaba cambtar desde la conformactén C a la S, modificando
las posiciones selativas de los grupos funcionales. La evidencia expenmental de este cambio
conformactonal fue dada por las imégenes de alta resolucién det STM. '

Ia figura rigida del modele de Have-cerradura suponia que el proceso de formaadn de
cadenas consistia en una meta yustaposicadn de moléculas, en contraposicién con el proéeso
dindmico determinado por esta experimentacién. “En conclustdn, nuestros resultados muestran
a mivel de molécula simple que el reconocimiento és un, proceso dindrmco que involucra ajustes
conformacionales muruamente inducidos”  (Lingenfelder 7 o/, 2007. 2) '

Lectura acerca de las facetas del experimento
Los estudios en torno a las simuiaciones computacionales en filosoffa de la quimica
han proliferado en los tltmos afios, sin embargo son escasos los que tratan  su rol dentro

del laboratono. En general se caracteriza a los expernimentos que emplean simulaciones
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computacionales como “expenimentos asistidos por computadora”. Por ejemplo, Mamnzer en su
artdcalo “Computational Models and Virtnal Reality” abotda el tema del modelado molecular en las
mvestgaciones de la quimica, focalizindose en los programas que emplean métodos de disefio
molecular computacionalmente asisndo (CAMD), entre ellos, las simulaciones computacionales.
Plantea que, a grandes rasgos, los hay para visualizar v comparar moléculas, para construtr nuevas
moléculas a parur de 4tomos o fragmentos, o para calcular las mnteracciones en el acoplamiento
de dos moléculas. Mainzer sosnene que. “El objetivo [de estos programas] es que el aentifico
comprenda la canudad de informacidn producida por modelos basados en teoras, y enfocar
Ia bisqueda de una manera mis productiva.” {p117) “Sus programas proveen estrateglas para
refinar concepaones aentdficas (...) Ellos ayudan a evitar y a seleccionar expenmmentos en el
laboratorto menos productivos, costoses o ain peligrosos.” (p125), Mainzer estudia los métodos
de disefio molecular computacionalmente asistdos per se, es decr en forma independiente
del experimento. Por ello, considera a las smulaciones computacionales como hetramentas
auxthares que se desarrollan de modo paralelo a la expetimentacién, y cuyos resultados focalizan
Ias mnvestigaciones de manera productiva.

Por nuestra parte, pensamos que atendera las simulaciones computacionales dentro del proceso
expertmental permite apreciar que desempefian un rol que excede el de meros auxihares. Como se
pone de manifiesto en nuestro caso de estudio, las sumulaciones aportaron informacién novedosa
que no era posible obtener mediante el STM mdividualmente y que surgié de la 1nteraccion de
ambos. De hecho, la combinacién DFT - STM se petfila de modo creciente como una nueva
metodologia para la deternunacién sin ambigtedad de la estructura de moléculas simples.

Como hemos visto en el apartado antetior, las rmagenes del STM exhibieron la dindmica del
acoplarmiento estereoselectivo y la discrirminacion de las moléculas de difenilalaning de disunta
quirahdad. Al mismo nempo, ofrecieron mformacion suficiente para trazar un mapa topolégico
de la estructura de las moléculas, como los angulos de contacto, la posicion de las mismas con
respecto al sustrato metilico, 2 qué distancia estdn entre siias moléculas, etc. Lomas sobresahiente de
este Instramento es que posibilita observar [a hibre mteraccién, es decir, las moléculas individuales
son depositadas sobre un sustrato metilico a temperatura ambiente y se observa su evolucién
de manera dmamuca. Sin embargo, come no permute determinar la configuracion, ni la actividad
mterna de las musmas fue necesano recurtir 4l empleo de las simulaciones computacionales, MD
y DFT. Las simulactones aportaron esta nueva mformacién a nrvel interno de las molécuilas y
grupos functonales. En pnimer Jugar, determunaron dos conformaciones posibles para el dipépudo
de diferuialanina, en forma de C y de S. La mis estable era la conformacion C v cabe destacar que
la S nunca se habfa observado con el microscopio, sin embargo, esta ultirna conformacién, con los
grupos funcionales en lados opuestos, posibihitaba ¢l enlace necesario para el acoplamiento. Por
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ello, se realizaron las nuevas simulaciones DFT que combinaban los indicios con que se contaba:
se dispusieron moléculas en conformacién S ubicadas perniddicamente con la ortentacion y la
distancia que indicaba el STM. Ellas mostraron que la principal interaccion intermolecular era un
fuerte enlace hidrégeno entre los distintos grupos funcionales-de las moléculas adyacerites (Video
1). Y fundamentalmente, revelaron aspectos no esperados a partr de la observacién con el STM:
la transferencia espontinea de protones entre los dos grupos que fortalecian el enlace hidrégeno
estabihizando la estructura de las cadenas homoquirales. Es decir, las simulactones exhibieron que
el hidrégeno “salta” de un grupo funcional de una molécula al otro grupo de la molécula que estd
al lado (Video 1). En una ultima lectura, mostraron. el despliegue del proceso de acoplamiento;
las moléculas sufren un wénsito, desde la conformacién C a S para el acoplarmento, en el cual los
grupos funcionales cambian sus posiciones relatvas a lo largo de la direccion del plano del eobre,
al uempo que rota el gje de la cadena principal del péptido.

Muchios de los resultados de las simulaciones se fueron cotejando con las mediciones realizadas
por e STM, por ejemplo, en la estructura de energia minuma el eje molecular estaba inchnado
en aproximadamente 74° en senudo antt horato (para Levo-diferul) con respecto 4 la direccién
del sustrato de cobze tal como indicaban las mediciones del STM. Del musmo modo, 1a evidencia
experimental del cambio conformacional fue dada por el STM que en el anahists de la secuencia
del video, confirmé que esos cambios conformacionales son inducidos por {a interaccidn
mntermolecular murtua, ya que ocurren solamente cuando dos moléeulas estan cerca una de Iz
otra, Sin embargo, Iz 1nformacion novedosa.arrojada por las sumulaciones correspondia a un nivel
interno 1naccesible al STM, por lo cual debi6 ser contrastada con otra técnica experimental, la
fotoermsion de rayos X, en esta instancia Ios valores de energia obtemdos concordaban con los
valores correspondientes a los grupos funcaonales indicados por la simulacion. De esta manera,
se pone de relieve que la mformacidn obtentda por las simulaciones computacionales no tiene el
mismo estarus que la.obtentda por el STM Dado que este nstrumento determina en forma derecta
la superficie de la estructura tridimensional de las moléculas 2 nivel ardmico podemos decir que
esta instancia soporra el peso de la prueba del proceso experimental.

Las simulaciones contribuyeron a racionalizar y refinar los datos obtenidos por el STM y
aportaron mformacién novedosa que no era posible obtener mediante este mnstrumento. S1 blen,
‘guraron la mvestigacion de manera productiva’ consideramos que, en este caso; desempefiaron
un rol que excede ef de meros auxiiares Porque, aportaron informacién novedosa que formé
patte constitunva del resultado final del expetimento. Fueron patte activa en la eluadacion del
proceso, incorporando un nuevo nivel de especificidad 2] modelo. mostraron el despliegue del
mecanismo de reconocuntento quital, Creemos que acercarnos a las pracocas crentificas nos

osthilitd encontrar nuevas interacciones en la vida de los laboratorios en las que se destaca el
q
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rol protagdénico que tienen las sumulaciones computacionales en la produccién de este nuevo
conocimiento.

Elestudio de la dindmica molecular practicamente se ha converndo en una disciplina, Dentro de
este campo, las sunulaciones computacionales, como las del experimento en cuestidn, constituyen
una potente herramienta de modelado dindmico y tdimensional que pesmite nuevos modos de
mvestigacion. Y la interaccién STM-DFT, que hemos estudiado, se ha 1do establectendo como
una nueva metodologia para la determmnacién sin ambigiedades de la estructura de moléculas
simples.

Consideraciones finales

El experimento de estos mvesagadores logrd corroborar que el reconocumento quiral
obedece a un proceso dindmico en el que las moléculas simples se amoldan entre si para €l
acoplamuento -ajuste mducido- y, fondamentalmente, determiné que esta informacidn estructural
se transfiere a miveles mas altos de complejidad. Los resultados obteaidos por el experimento son
de fundamental importancia para los desarrollos tedricos en torno de la estereoespecificidad, y
una guia heurisuca en la elucidacion del curso que sigue la complepdad de la materia viva.

Entendemos que para el experimento la intucién de Pauling y Koshland constituyé el
telén de fondo, mientras que el modelo del mecanismo fue el propuesto por Booth ¢ o/ qué
marcaba esquematicamente puntos del proceso. El STM confirmé esta secuencia e mcorpord un
nuevo nivel de detalle de la dindmica del reconocitmuiento: rotaciones opuestas para los distintos
enanadmeros con sus respectyos dngulos, la distancia enire moléculas, las cadenas, las osalaciones,
las formaciones estables e mesrables en los acoplamientos, etc. Ahora bien, las simulaciones,
ademis de contrsbuir a ractonalizar y refinar los datos provistos por el STM, dieron a conocet
nueva mnformactén, aportando aspectos del proceso a nivel mterno de las moléculas, como el
1ntercambio proténico entre las moléculas que reforzaba el enlace hudrégeno estabilizando las
cadenas homoquwrales formadas. En este senttdo, consideramos que més que un papel suxiliar
desempediaron un rol activo en el desentrafiamiento del mecanismo de reconocuniento quiral v
sus resultados se integraron a la informacién provista por el STM pasando a formar parte del
despliegue completo del proceso de acoplamiento estereoselectevo.

Del anflisis del proceso expenmental se desprende que la mcorporacidn de las simulaciones
computacionales conjugadas con el microscopio de escaneo dindmico efecto tinel permitid un
discernimiento pormenotizado de la dindmuca del mecanmsmo, que devino en un modclo del
fenémeno mucho mis neo y complejo, con lo cual se pone en evidenaa el rol protagénico que
tenen las mismas en el experimento.
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Nota
1 Para explicar la especificidad del sustrato, E. Fischer (1894) propuso el modzlo de llave-cerradura como anélogo
a los fenémenos representativos de la estereoselectividad. En 1948 Ogston presenta su modelo de enlace de tres
punios, para explicar la enantioselectividad, sefialando que sdlo un enantidmero se une a una enzima y se involucra
en la reaccion, ef modelo se basz eri T idea dé que Ia molécula quiral, cuando es vista en una de sus fases tetraédricas
representada como una pudamide, uene diferentes arreglos de los elementos consaimyentes en las “esquinas de la
pirarmde” para cada enanddmero, de tal modo que sélo uno de ellos puede acoplarse a la misma enzirma
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