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EXcMO. SR. PRESIDENTE,

Excmos. E ILMOS. SRS. ACADEMICOS,
ExcMAS. E ILMAS. SRAS. ACADEMICAS,
DISTINGUIDOS COLEGAS,

SENORAS Y SENORES:

N ESTE MOMENTO y al presentarme a ustedes, son dos los senti-

mientos que me embargan. En primer lugar, un profundo res-
peto; respeto ante una institucién como la Real Academia de
Medicina y Ciencias Afines de la Comunidad Valenciana, que du-
rante casi doscientos afios, ha sido, diré mejor, es, el crisol que ha
acogido y acoge a destacados estudiosos, investigadores, pero sobre
todo profesionales de la practica médica en nuestro ambito territorial
contribuyendo asi a difundir sus saberes entre todos y propiciando
ademas su reconocimiento social. Respeto por tanto ante la Institu-
cibén, pero especialmente ante las académicas y los académicos cuya
dilatada labor profesional y dedicacién a la Academia me plantean

retos que, en todo caso, seran dificiles de superar.

Junto al respeto, me embarga en este momento una enorme gratitud
a cuantos han contribuido a promover mi candidatura y posterior-
mente a propiciar mi eleccién. En primer lugar haré mencién de los
Académicos la Doctora Maria Luz Terrada Ferrandis, y los Doctores
José Luis Moreno Frigols y Javier Hernandez Haba, quienes presen-
taron mi candidatura como académico. La Doctora Terrada es reco-
nocida como una de las mayores autoridades en Documentacién
Médica y Cientifica, en toda Europa con una amplia dedicacién a la
docencia y siendo autora de un elevado nimero de publicaciones
sobre esta materia. Ha sido Catedratica Numeraria de Documenta-
ci6n Médica en la Universidad de Valencia. El Doctor Moreno, espe-
cialista en Radiofarmacia, con una significativa produccion cientifica

en el campo de la inmunorradiometria, y la radiofarmacologia. Ha
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sido Catedratico numerario de Fisicoquimica Aplicada de la Univer-
sidad de Valencia. El Doctor Hernandez, microbidlogo de prestigio,
realiza su investigacién principalmente sobre microbiologia de los
alimentos, y ha desplegado una intensa labor formativa en ese campo
junto a una muy estimable produccion cientifica. Es Catedratico Nu-
merario de la Universidad Politécnica de Valencia. Es para mi un
honor haber sido presentado por tan distinguidos académicos y por

ello tendran mi gratitud por siempre.

También quiero expresar mi profunda gratitud a las académicas y
académicos, a todos ellos, quienes con una tremenda generosidad va-
loraron mis limitados méritos y me aceptaron en esta Academia con
su eleccion. Son para mi, un estimulo, un ejemplo y un reto que in-

formaran mi vida en esta Institucién.

Mi agradecimiento también, junto con mi reconocimiento a quienes
integran la Junta Directiva de la Academia, que tan dignamente pre-
side el Doctor Antonio Llombart Bosch, cuyo prestigio médico y cien-
tifico es emblematico, fruto de profundos conocimientos médicos, pero
también de una gran inquietud intelectual. En todos ellos, he encon-
trado apoyo, consejo, e incluso animos para abordar esta empresa

que hoy culmina, y un afecto que no desearia perder.

De un modo especial quiero expresar mi gratitud al Doctor Juan Vina
Ribes por haber aceptado pronunciar el discurso de recepcién a esta
Academaia. El Doctor Vifia retine en su persona un prestigio que tras-
pasa nuestras fronteras, prestigio como médico y como gran investi-
gador en aspectos fundamentales de las ciencias de la vida. Persona,
ademads que se preocupa por impulsar la existencia en nuestra casa
de infraestructuras de investigacién de propdsito general. Prueba de
ello son sus doce afios como Director General de la Fundacion de In-
vestigacion del Hospital Clinico Universitario de Valencia origen del
actual INCLIVA. Me siento profundamente honrado por ser presen-
tado por una persona tan significada, por un cientifico tan relevante

que ademas me distingue con su amistad.
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El sillon de la Academia para el que he sido propuesto fue ocupado
anteriormente por el Excelentisimo Doctor Don Vicente Dualde Pérez
desde 1976. Nacido en Villarreal en 1923, Doctor en Veterinaria y
posteriormente licenciado en Ciencias Bioldgicas, el Doctor Dualde
supo conjugar una extraordinaria dedicacién a la docencia, con el
ejercicio de su profesion de veterinario en muy diversos ambientes.
Su docencia se distribuyé entre los Institutos de Ensefianza Media
“Benlliure” y “San Vicente Ferrer” de Valencia como Catedratico Nu-
merario de Ciencias Naturales, y 1a Universidad en los primeros afos
de la puesta en marcha de los estudios de Biologia de la Universidad
de Valencia. Autor de libros y monografias es autor de numerosas
publicaciones cientificas sobre Hematologia animal e Historia de la
Veterinaria. De estas ultimas cabe resaltar las que se refieren a la
profesion de “albéitar” en el Reino de Valencia a lo largo de la histo-

ria. Doctor Dualde, maestro, profesor y cientifico, descanse en paz.

Al reflexionar sobre aquellos que nos han precedido como académi-
cos, quisiera recordar también a la persona del Doctor Adolfo Bena-
ges que no hace mucho nos dej6. Adolfo Benages fue un académico
cuyos méritos profesionales son conocidos por la mayoria de nosotros
y aqui no me extenderé. Le recordaré como la gran persona que era,
amigo de sus amigos que eran muchos, amigo de sus enfermos, un
gran médico. Estudiamos el bachillerato en el mismo Colegio, du-
rante los mismos anos, y finalmente tuve la suerte de que fuese mi

médico hasta que prematuramente nos dejo.

La actividad de la Academia de Medicina se despliega sobre el terri-
torio de la Comunidad Valenciana pero su sede se ubica en este edi-
ficio de la Facultad de Medicina, una de las Facultades m4s antiguas
de la Universidad de Valencia a la que pertenece desde su fundacién.
En esta Facultad fue donde por primera vez en mi carrera docente
asumi la plena responsabilidad de una asignatura. Fue en los cursos
1969-70 y 1970-71 donde tuve a mi cargo las ensefnanzas de la asig-
natura de Quimica Médica en un nuevo plan de estudios que se im-

planté entonces y cuya vida fue ciertamente efimera.

11



Tal vez porque en esos afios también inicié mi vida familiar diré que
entonces fui feliz porque nunca tuve un colectivo de alumnos tan mo-
tivado, tan atento y ... tan numeroso. En la Facultad de Medicina co-
noci ademés a muchos Profesores como los Doctores Carbonell,
Garcia Conde, Llombart, Lopez Pifiero, Smith, Vifia, Valdés y tantos
otros que aunque inmersos en una vision jerarquica de la Universi-
dad de entonces se preocupaban por desarrollar escuelas y por moti-

var la vocacion médica y cientifica de los estudiantes de Medicina.

Mi relacion con la Facultad de Medicina de la Universidad de Valen-
cia no termina aqui, sino que en el transcurso del tiempo y a medida
que fui adquiriendo responsabilidades de gobierno en la Universidad
he podido contribuir a hacer posibles iniciativas y proyectos promo-
vidos desde la Facultad de Medicina para desarrollar mejores estruc-
turas que permitieran una ensefianza mejor y una investigacion de

calidad en una institucion de fuerte arraigo en nuestra sociedad.

Quisiera referirme finalmente a la propia definicién de la Real Acade-
mia de Medicina, pero también de Ciencias Afines. Ciencias Afines,
no solamente por el hecho de que la Ciencia no conoce fronteras y
mucho menos en la actualidad donde el conocimiento es poliédrico y
se desarrolla sobre multitud de aspectos y de ramas de la Ciencia. El
enorme progreso alcanzado por la Medicina en este siglo no se enten-
deria sin las aportaciones de ciencias como la Quimica la Fisica o la
Biologia, pero creo entender y asi lo asumiré como académico que la
definicién de la Academia confiere un papel central a la Medicina que
es la que reclama a las otras ciencias su aporte para poder afrontar

los problemas que afectan a la vida y la salud de los seres humanos.

Porque es justo que en una época de progreso cientifico y tecnolégico rei-
vindiquemos para la Medicina su caracter de Ciencia, en su metodologia
y en su concepcion y asi lo hagamos valer. Pero ello no nos debe hacer
olvidar esa otra faceta que reclama el caracter de Arte, como parece re-
cordarnos con insistencia la estatua que corona la entrada a este noble
edificio. Arte que va mucho mas alla de la pura estética y que se plasma

en el cuidado con el que el médico atiende al ser humano que sufre.
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Estructura y dinamica de las proteinas
Los modelos multiescala aplicados a biomoléculas

13

... Y ;dudarés acaso cuanto importa
considerar la mezcla de los atomos,
su posicién y mutuos movimientos?...
Tito Lucrecio : “De Rerum Natura”

1. EL PLEGAMIENTO DE LAS PROTEINAS

1.1. Introduccion

La funcién de las proteinas celulares depende de su estructura tridi-
mensional que se ha configurado mediante los plegamientos de las ca-
denas polipeptidicas que las integran, fruto de la transcripcion del
Genoma nuclear o mitocondrial. La estructura funcional tridimensio-
nal de una proteina es consecuencia exclusivamente de la cadena po-
lipeptidica que la forma (Anfinsen, 1973). El proceso del plegamiento
de una cadena polipeptidica puede entenderse como la paulatina ad-
quisicién de las interacciones no enlazadas entre los aminoacidos que

la integran tal y como se dan en la proteina nativa.

La informacién que describe la estructura tridimensional est4 impli-
cita en la propia cadena proteinica, en la composicion y la ordenacién
de los aminoacidos que la integran. Las proteinas que se dan en la
naturaleza, obviamente adquiriran su conformacién nativa cuando

se forman en el entorno biolégico correcto.
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Ahora bien, como se consigue una estructura determinada de una
proteina en una célula viva que cumpla una funcién explicita, puesto
que estadisticamente para una cadena polipeptidica dada pueden
concebirse un nimero enorme de conformaciones posibles y de
acuerdo con la paradoja de Levinthal (Levinthal, 1968) una busqueda

aleatoria de la conformacién final podria suponer millones de afios.

Las proteinas deben alcanzar su estructura terciaria plegada “co-
rrecta” antes de que puedan desarrollar adecuadamente su funcién
en el lugar adecuado de la célula. Dicho de otro modo la estructura
correcta sera aquella que posibilite el ejercicio de la funcién especi-
fica. Teniendo en cuenta la paradoja de Levinthal, parece obvio que
las proteinas no pueden “explorar” todas las posibles combinaciones
de interaccién para alcanzar su conformacién nativa. Sin embargo,
investigaciones recientes han puesto de manifiesto que las cadenas
polipeptidicas de una proteina pueden seguir diferentes maneras de
alcanzar la misma conformacién nativa, o lo que es lo mismo no
existe un orden preestablecido para ir fijando las diferentes interac-

ciones entre los diferentes aminoacidos (Dinner y col. 2000).

1.2. El proceso del plegamiento

Diriase que la naturaleza no invierte “su” tiempo en busquedas ale-
atorias, de hecho utiliza un conjunto de “reglas” bioquimicas y ha ge-
nerado algunos compuestos asistentes que facilitan los procesos de
plegado y que se conocen con el nombre de chaperonas moleculares
(Ellis, 1990 y 2001) y también determinadas proteasas. Las chape-
ronas se han definido como las proteinas que contribuyen al ensam-
blaje no covalente de otras estructuras polipeptidicas in vivo, sin ser
componentes de esas estructuras que ensamblan (Ellis, 1993). Estas
chaperonas dirigen el plegamiento de las proteinas buscando una
conformaciéon que implique un minimo de energia libre. Es evidente
que dado el elevado nimero de grados de libertad que posee una ca-

dena polipeptidica, existirdn muy diversos minimos conformaciona-
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les en la superficie de energia potencial de la cadena. La seleccién de
ellos se producira mediante la accion de las chaperonas que dirigiran
a la maquinaria de sintesis hacia el minimo global de energia libre,
que en los procesos en vivo conduciran a la proteina nativa (Dill,
1985).Las chaperonas buscan en las cadenas polipeptidicas parcial-
mente plegadas la existencia de aminoacidos hidrofébicos que en una
proteina “correctamente” plegada quedaran recluidos en el nicleo de
la misma.

La energia libre de una proteina dependera de su conformaciéon que
sera el resultado de considerar junto con la estructura del esqueleto
polipeptidico las interacciones no covalentes entre los residuos de los
aminoacidos que la integran. Por esta razén, pequefias modificacio-
nes en la cadena de aminoacidos podran alterar la superficie de ener-
gia libre molecular que derivara hacia nuevos minimos locales de
energia y en casos extremos hacia una nuevo minimo global de ener-
gia que significara una nueva configuracién diferente a la proteina
nativa inicial, invalidando asi la funcién inicial de la misma, llegando
en algunos casos a propiciar la agregacién proteinica. En esta com-
petencia por retomar la conformacién nativa frente a otras que pu-
dieran plantearse juegan un papel crucial las chaperonas
moleculares, las interacciones con otras proteinas, o bien exponiendo
los residuos hidrofébicos al entorno de solvatacién, lo que implica
precisamente elevar la energia libre, lo que posibilita la busqueda de
un nuevo mecanismo de plegado hacia la estructura nativa (Bross y
Gregersen 2003, Gregersen y col. 2006).Se han descrito incluso cha-
peronas capaces de desplegar proteinas o recuperar proteinas agre-
gadas (Maurizi 2001).

Cabria preguntarse si es la estructura tridimensional de una prote-
ina la que determina su funcién en un ser vivo, o si ha sido la nece-
sidad de desarrollar una funcién la que ha motivado la busqueda de
una estructura proteinica que la haga posible. En todo caso esta dis-
yuntiva plasmada en el libro de la evolucién ha ido siendo resuelta a

lo largo de la historia del universo de forma pragmatica.
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1.3. El plegamiento anémalo de las proteinas. Algunas pato-
logias derivadas

La anomalia en los plegamientos de las proteinas se establece por
referencia a los plegamientos que se dan en las formas nativas de
éstas que posibilitan su funciéon. Puede deberse a modificaciones ge-
néticas adquiridas o heredadas, o bien a factores ambientales, que
producen alteraciones en la cadena de aminoacidos que concluyen en
proteinas con plegamientos anémalos, lo que puede derivar en con-

secuencias no deseables incluso patoldgicas.

El plegamiento anémalo de las proteinas se produce con cierta frecuen-
cia en las células vivas. En las células sanas, las proteinas mal plega-
das se eliminan por diferentes mecanismos o sistemas de control de la
calidad de las proteinas conocidos como PQC (Bross y col. 2003). Estos
sistemas han evolucionado de manera que supervisan el plegamiento,
impiden la agregacion, y eliminan las cadenas polipeptidicas dafiadas
o mal plegadas antes de que puedan producir los efectos no deseables.
Esencialmente los PQC constan de chaperonas moleculares junto a
proteasas y otros factores intracelulares. De este modo, las tareas fun-
damentales de los sistemas PQC seran la produccién y el manteni-
miento de las proteinas funcionalmente correctas, su renovacién, y la

eliminacién de proteinas dafiadas o aberrantes.

Normalmente los sistemas PQC pueden eliminar los productos defec-
tuosos debidos a la translaciéon desde los ribosomas, o bien proteinas
aberrantes producidas por modificaciones genéticas, o por dafos pro-
ducidos por acciones quimicas como las que provoca la presencia de es-
pecies reactivas del oxigeno (Dunlop y col. 2002). Las perturbaciones
de todo tipo que afecten a los sistemas PQC, podran desencadenar las

patologias motivadas por el plegamiento anémalo de las proteinas.

En células de cierta edad o de pacientes con diversas enfermedades
genéticas, la capacidad de los sistemas PQC puede verse superada
con el resultado de que se acumulen esas proteinas errdneas en los

diversos tejidos incluso produciendo agregaciones, con la consecuente
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alteracién del funcionamiento celular y su correspondiente patologia.
Estos diversos factores dan origen a un gran nimero de enfermeda-
des que, si bien son diferentes, como los desarreglos metabdlicos in-
natos o las enfermedades neurodegenerativas por ejemplo, pueden
considerarse en ambos como enfermedades derivadas del plegado
proteinico anémalo o mas cominmente conocidas como enfermedades
conformacionales, que cabe pensar tendran mecanismos patolégicos
y eventualmente tratamientos semejantes. Si bien cabria reunirlas
en dos grandes grupos: el de aquellas que se producirian por la pér-
dida de la funcién necesaria a causa de la deformacion de la proteina
que la hace inutil, como sucede con muchos desérdenes metabdlicos,
y que suelen ser hereditarias; y el de las que se producen por la apa-
ricién de nuevas funciones derivadas de la acumulacién de proteinas
anémalas que pueden ser toxicas o producir acumulaciones de pép-
tidos no deseados en las células.

En la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob, una forma humana de la lla-
mada enfermedad de las vacas locas, el cerebro de una persona se de-
teriora produciéndose huecos que dan lugar a un progreso rapido dela
demencia. Tras esta enfermedad se encuentran los priones, que son
proteinas con plegamiento anémalo que inducen a las proteinas de su
entorno a que se plieguen también de manera anémala, y se acumulen
en los tejidos. Se ha podido demostrar que este tipo de proteinas pato-
l6gicas que se autopropagan causan también algunos otros desérdenes
cerebrales como los producidos por el kuru en Papua Nueva Guinea.

Estas enfermedades se relacionan con desérdenes cuya caracteristica
principales la acumulacién dentro o fuera de las células de agregados
proteicos, al igual que se produce en las enfermedades de Alzheimer,
Parkinson y Huntington (Carrell y col. 1997 y 2002 y Crowther 2002).
En esencia la patologia de este tipo de enfermedades se debe a la in-
capacidad de las células para degradar las proteinas defectuosas o mal
plegadas, formandose agregados de polimeros u oligbmeros citotoxicos.
La patologia de este tipo de enfermedades surge por el dafo celular
asociado con el proceso de agregacion, que da origen a nuevas funcio-
nes en la célula. Junto a las patologias asociadas directamente con el
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plegamiento anémalo, las enfermedades conformacionales pueden des-
arrollar manifestaciones patolégicas especificas de las proteinas ple-
gadas andémalamente, que son determinantes en el desarrollo de
ciertas enfermedades, como es el caso de algunos desérdenes metabo-
licos producidos por la acumulacién de componentes en las células,
como sustratos para enzimas o ligandos de receptores u otras sustan-
cias. En resumen, la patologia de las enfermedades conformacionales,
vendra asociada bien a los efectos negativos producidos por la proteina
anémalamente plegada, entre los que esta la agregacién, o bien por la
acumulacién de productos téxicos.

Este tipo de enfermedades tienen una etiologia multifactorial, impli-
cando componentes genéticos asi como fisioldgicos o incluso ambien-
tales. Asi enfermedades como las de Alzheimer, Parkinson y
Huntington estan consideradas como desérdenes monogénicos clasi-
cos, otras como ciertas cardiomiopatias (Burch, 1999) son enferme-
dades hereditarias dominantes. Otras, en fin como la fibrosis cistica
(Riordan y col. 1999) o la fenilcetunoria (Waters 2000) son ejemplos
de desérdenes autosomales recesivos.

Lo expresado anteriormente no es sino una muestra de la importan-
cia que tiene la conformacién de las proteinas en el desarrollo co-
rrecto de la funcién de las mismas en las células de los seres vivos.
No el objetivo de esta exposicién explorar esas patologias enunciadas
u otras semejantes, antes bien, desde mi formacién quimica, desearia
profundizar un poco en aquello que esta ciencia viene aportando al
conocimiento de la estructura tridimensional de las proteinas y a la
dindmica de los procesos quimicos en los que intervienen en las cé-
lulas de los seres vivos.

2. LA DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA DE LAS PRO-
TEINAS

Desde el trabajo seminal de Pauling y Corey (Pauling y Corey 1951)
sobre la estructura de las cadenas polipeptidicas hasta el dia de hoy
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son multitud los trabajos que se han publicado acerca de la estruc-
tura tridimensional de las proteinas y su funcidén, trabajos que han
tenido como objeto de estudio un amplisimo abanico de estas molé-
culas. El extraordinario nimero de proteinas existentes en las célu-
las de un ser vivo, y las correspondientes funciones especificas de las
mismas, han sido origen de trabajos experimentales y posterior-
mente tedricos, de los que luego hablaré, con la finalidad de deter-
minar su estructura tridimensional y consiguientemente profundizar

en su funcién.

En 1951 Pauling y Corey predijeron la existencia en las cadenas po-
lipeptidicas de proteinas globulares de estructuras periddicas que
nombraron como hélices alfa y hojas beta plegadas (beta-sheet) que
se producen en muy diferentes proteinas, y que estan sustentadas
por un patrén regular de puentes de hidrégeno entre los grupos C=0
y N-H de los enlaces peptidicos que se encuentran préximos en la ca-
dena lineal. De este modo se introduce la importancia de las interac-
ciones no covalentes en la definicién de la estructura tridimensional
de las proteinas, y muy especialmente de los enlaces por puentes de

hidrégeno en las mismas.

Tuve la ocasién de conocer personalmente al Profesor Linus Pauling,
premio Nobel de Quimica en 1954 y premio nobel de la Paz en 1962,
a finales de la década de 1970 del pasado siglo con ocasién de un se-
minario que impartié en la Universidad Auténoma de Madrid, y pude
apreciar junto a su enorme valia cientifica su excepcional calidad hu-
mana y su compromiso social que se tradujo en su incesante campana
no s6lo contra las pruebas de armas nucleares, no sélo contra la di-
fusion de estas armas, no sélo contra su uso, sino contra la guerra
como medio de resolver los conflictos internacionales, tal y como se
dijo en la ceremonia de concesién del premio Nobel de la paz. Com-
promisos como el de Linus Pauling se revelan mas necesarios cada
dia.

Poco tiempo después, Watson y Crick descubrieron la estructura del

ADN, la doble hélice, analizando datos de diversas fuentes (Watson
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y Crick, 1953). Unos pocos afios mas tarde se hizo publico el descu-
brimiento de la estructura tridimensional de la mioglobina aislada
del musculo de ballena, por parte de Kendrew y colaboradores (Ken-
drew y col. 1960 y Kendrew 1961) haciendo uso de las técnicas de
cristalografia de rayos X que habia desarrollado Max Perutz, en el
laboratorio de Cambridge, donde también se desarrollé el trabajo de
Watson y Crick.

Estas técnicas experimentales hacian necesaria la cristalizacién de
las sustancias, y en particular de las proteinas para que la difraccién
de los rayos X permitiera determinar las posiciones de los dtomos.
Ello como mas adelante veremos representa un cierto inconveniente
en el estudio de la funcién de las proteinas pues en esta juega un
papel relevante su flexibilidad. No han transcurrido 60 afios desde
el trabajo de Kendrew cuando se han determinado mas de cien mil
estructuras moleculares que en el caso de las proteinas vienen reco-
gidas en el Protein Data Bank (Berman y col. 2003), que pone al al-
cance de los investigadores la estructura tridimensional de un
considerable nimero de proteinas. En el pasado mes de Octubre se

recogian 112.722 estructuras macromoleculares biolégicas en el PDB.

Entre ellas mencionaré la estructura cristalografica de la enzima li-
sozima que cataliza la escisién de cadenas de polisacarido, obtenida
por Phillips en 1966, a partir de la clara de huevo de gallina (Phillips
1967). A partir de ella modeliza el sustrato en el centro activo de la
enzima y propone un mecanismo de reaccion en el que el anillo de
seis miembros del azdcar es distorsionado por la interaccién estérica
con ese centro activo, mecanismo que posteriormente hubo de revi-
sarse como consecuencia de los resultados de los estudios de simula-

cién.

Tanto la cristalografia de rayos X, como mas recientemente el estudio
de los acoplamientos espin-espin en resonancia magnética nuclear
multidimensional han sido las técnicas experimentales mediante las
que se han basado y se basan los andlisis de la estructura de las pro-

teinas. Los sistemas informaticos modernos que dirigen estas técni-
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cas permiten ademas estimar de modo empirico la energia de la es-
tructura mediante potenciales empiricos o tedricos que describen la
Interaccion entre los atomos del sistema, lo que ha permitido refinar

las estructuras obtenidas directamente de la experiencia.

La informacién obtenida por las técnicas cristalograficas se suele re-
ferir a estructuras rigidas para las proteinas, al difractar rayos X sobre
cristales de las mismas. Pero cuando las moléculas se encuentran en
un medio bioldgico, la rigidez se pierde, y es mas cuando las proteinas
realizan su funcién, como seria el caso concreto de las enzimas, su es-
tructura experimenta modificaciones que en muchos casos sustentan

su actividad, y que la distancian de la rigidez de un cristal.

Hoy dia es mas importante si cabe investigar sobre la funcién que
sobre la estructura de las proteinas. En este contexto sabemos que
es muy dificil abordar las cuestiones referentes a la funcién haciendo
uso de técnicas experimentales. En algunos casos las técnicas de in-
tercambio isot6pico son de alguna ayuda, y mas recientemente la es-
pectroscopia de femtosegundos permite aproximarse a los estados de

transicion.

Pero rara vez llegan a conclusiones firmes en mecanismos de reacciéon
que implican a procesos y sistemas complejos como son los que se
dan en muchos procesos bioquimicos especialmente los enzimaticos;
en ellos se producen reacciones quimicas con ruptura o formacién de
enlaces que se desarrollan en una escala temporal. Esas técnicas
antes mencionadas apenas aportan informacién en lo que se refiere
a la caracterizacion y estudio de los estados de transicién que son de-
terminantes en la seleccién de mecanismos de reaccién alternativos,
y en la caracterizacion de la cinética de los procesos reactivos que se

desarrollan en multiples etapas.

Es en este punto, donde los métodos teédricos dirigidos al estudio y mo-
delado de las moléculas se revelan como instrumentos valiosos para
completar y en casos sustituir a las técnicas experimentales simulando

estructuras o situaciones que estan al alcance de la experimentacion.
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Asi, por ejemplo, los estados de transicién en las reacciones quimicas
no son accesibles experimentalmente. Sin embargo, si que se dispone

de métodos tedricos que permiten su modelizacién y estudio.

El ntucleo de mi discurso se concretara en este tipo de estudios, te-
niendo en cuenta que fueron motivo de la concesion del premio Nobel
de Quimica de 2013 conjuntamente a los profesores Martin Karplus,
Michael Levitt y Ariel Warshel “por el desarrollo de modelos multies-
cala para sistemas quimicos complejos” como explicitamente dice el
comunicado de la Fundacién Nobel (Nobel 2013).

3. METODOS DE CALCULO TEORICOS EN GRANDES MOLECU-
LAS

3.1. Mecanica Cuantica de sistemas polielectronicos

Las grandes moléculas bioldgicas, y las proteinas en particular, no
son sino compuestos quimicos, cuya dimensién implica un nimero
considerable de atomos que puede llegar a alcanzar incluso a los cen-
tenares de miles. Cabria pensar que para determinar teéricamente
sus propiedades moleculares, que resumiremos como su estructura
y su funcién, podrian emplearse los métodos tedricos que la Quimica

ha desarrollado.

Estos métodos tedricos, integrados en la ciencia conocida como Qui-
mica Cudntica se fundamentan en la Mecanica Cuantica desarrollada
en el primer tercio del siglo XX por todo un conjunto de genios entre
los que destacaré a los Premios Nobel M. Planck, N. Bohr, De Broglie,
H,W. Heisenberg y P. Dirac, entre otros, y que es la teoria cientifica
que describe el comportamiento de la materia desde las moléculas

hasta las mas pequenas de las particulas elementales.

En esencia, las moléculas, las proteinas lo son, son sistemas forma-
dos por los nucleos de los atomos que las componen, y los electrones

que aportan esos mismos dtomos. Son pues sistemas que formal-

22



mente pueden estudiarse completamente haciendo uso de la Teoria
Cuantica. El mismo Dirac, con una visién ciertamente optimista,
llega a decir (Dirac (1929)):

The underlying physical laws necessary for the mathematical theory of
a large part of physics and the whole of chemistry are thus completely
known, and the difficulty is only that the exact application of these laws

leads to equations that are much too complicated to be soluble.

(“Las leyes fisicas fundamentales necesarias para la teoria matema-
tica de una gran parte de la Fisica y de la totalidad de la Quimica se
conocen completamente, y la dificultad estriba en que la aplicacién
exacta de esas leyes conduce a ecuaciones que son demasiado compli-

cadas para ser resolubles”)

Consciente de la dificultad expresada en su manifestacion anterior,

Dirac agrega no obstante:

It therefore becomes desirable that approximate practical methods of
applying quantum mechanics should be developed, which can lead to
an explanation of the main features of complex atomic systems without

too much computation.

(“Por tanto es deseable que se desarrollen métodos aproximados prac-
ticos que conduzcan a la explicacion de las principales caracteristicas

de sistemas atémicos complejos sin demasiada computacion”. )

Siguiendo la recomendacién de Dirac, se han desarrollado, de enton-
ces ac4a, multitud de métodos tedricos para resolver la estructura
electrénica de atomos y moléculas con muy altos niveles de aproxi-
macién a las soluciones exactas de la ecuacion de ondas para ellos.
No es objeto de esta presentacién hablar de ellos pues estan amplia-
mente descritos en la literatura (LEVINE 1991, Szabo y col. 1989),
simplemente diré que se basan en los desarrollos de la teoria de los
Orbitales Moleculares (Roothaan 1951) en muy diferentes niveles de
aproximacion pero que esencialmente representan los orbitales mo-
leculares como combinacion lineal de orbitales atémicos. Unos se fun-
damentan en la Teoria del Campo Autoconsistente de Hartree-Fock,
(SCF-MO) (Roothaan 1951)mientras que otros que se han desarro-
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llado posteriormente estan basados en la Teoria del Funcional de
Densidad (DFT) (Parr y col. 1989).

Con diferentes niveles de rigor y en casos haciendo uso de aproxima-
ciones, estos métodos han experimentado un gran desarrollo y en
base a ellos se han escrito muy diversos programas de computadora
como serian, por ejemplo, GAUSSIAN (Frisch y col. 2009), o Gamess
(Gordon y col. 2005), de muy amplio uso en la comunidad cientifica.
Dado el crecimiento exponencial de la capacidad y potencia de los
computadores electronicos, se han podido estudiar sistemas cada vez
mas complejos y de mayor tamano, calculando estructuras molecu-
lares, propiedades quimicas de los atomos en las moléculas, reacti-
vidad, espectros electrénicos y un sinfin de propiedades de interés.
Eso si siempre y cuando estemos hablando de moléculas de decenas
de atomos de dimensién y poco mas. Con todo, el impulso dado a la
Quimica por la Teoria de los Orbitales moleculares ha sido inmenso

y ha permeado todas las ramas del conocimiento de esta ciencia.

No obstante, cuando estamos hablando de sistemas moleculares que
pueden alcanzar y superar los centenares de miles de A&tomos, como
son muchas proteinas, estos métodos, basados en la teoria de los or-
bitales moleculares resultan inaplicables, ni atn con las mejores
computadoras existentes en la actualidad. Una molécula con NN ato-
mos y n electrones generaria sistemas de ecuaciones electrénicas de
3(IN+n) dimensiones, en el contexto de la teoria de los orbitales mo-
leculares, y qué decir de una molécula con centenares de miles de
atomos. Pudiera parecer pues que la sentencia de Dirac no seria apli-
cable en estos casos de ningun modo a las proteinas.

3.2. Modelos multiescala para sistemas quimicos complejos

3.2.1. Introduccion

Las aportaciones cientificas que han derivado en la concesion del pre-
mio Nobel a Martin Karplus, (Karplus 2013) Michael Levitt (Levitt
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2013) y Ariel Warshel (Warshel 2013), tienen como objeto romper el
nudo gordiano expresado en el capitulo anterior y seguir la segunda
recomendacién de Dirac, la de desarrollar métodos aproximados
practicos que conduzcan a la explicacién de las principales caracte-
risticas de sistemas complejos sin demasiada computaciéon. Son mu-
chos los investigadores que vienen aplicandose en esta linea de
trabajo en la actualidad, con aportaciones tan significativas como las
de los laureados con los premios Nobel de 2013 mencionados.

El problema de la estructura y funcién de las proteinas merece la pena
ser abordado tedricamente, por la necesidad de afrontar multitud de
problemas, y simular los procesos bioldgicos que se producen en las cé-
lulas que raras veces se pueden seguir. La cuestién se traslada ahora

al disefio de métodos que hagan accesibles los calculos tedricos.

Evidentemente habran de formularse aproximaciones que en todo caso
deben ser congruentes con la realidad de los sistemas a estudiar. En
todas ellas siempre se tuvo presente el aforismo atribuido a Einstein

y que recoge M. Karplus en su leccion Nobel (Karplus 2013)
Everything should be made as simple as it can be, but not simpler
(Todo debe hacerse tan simple como se pueda, pero no mas simple.)

Para comprender mejor el fundamento de los modelos desarrollados por
Karplus, Levitt y Warshel y que se conocen bajo la denominacion de Mé-
todos Multiescala utilizaremos una enzima como sistema de referencia.
Una enzima no es sino un catalizador que reduce la barrera de activa-
cién en la reaccion de ruptura (o formacién) de enlaces en medios biolé-
gicos. La mayor parte de las enzimas son proteinas adecuadamente
plegadas que contienen uno o varios centros activos en los que se pro-
duce la reaccién o reacciones. Estos centros activos estan rodeados por
la estructura plegada de la proteina, la cual a su vez esta rodeada por
las moléculas del disolvente, el agua en el caso de los medios celulares,
lo que motivara que los grupos hidréfobos de los aminoacidos de la pro-
teina se orienten preferentemente hacia el interior de la proteina ple-

gada, huyendo, por asi decirlo, de las moléculas polares de agua.
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Para que pueda producirse la reaccién enzimatica, el sustrato debe
situarse sobre el centro activo de la enzima, o abrirse paso hasta él
modificando de algin modo la conformacién de la proteina. A su vez,
como la proteina plegada esta rodeada por una distribucién estadis-
tica de moléculas de agua, esta cobertura acuosa podra verse afec-
tada si se producen modificaciones estructurales de la proteina

enzimatica durante la reaccion.

El sistema modelo para una reaccién enzimatica, podria desglosarse
en tres partes: el centro activo, el resto de la proteina que lo envuelve
y la esfera de solvatacion formada por las moléculas de agua que la

rodean (Figura 1.)

El centro activo (CA)

En él se produce la verdadera reaccion quimica donde se rompen o
forman enlaces del correspondiente sustrato, En la ruptura y forma-
cién de enlaces se ponen en juego importantes cantidades de energia.
El sistema a estudiar alli estara formado por los aminoacidos de la
cadena proteinica del centro catalitico, que alli se localizan, junto con
otras moléculas (alguna molécula de agua por ejemplo) u otros reac-
tivos y muy especialmente por el sustrato, o la parte del mismo, ob-
jeto de la reaccidn, y teniendo en cuenta la evolucién temporal, los
productos de la reaccién. La quimica del proceso catalitico y la can-
tidad de energia que se intercambia en el mismo impone que el sis-
tema centro activo-sustrato deba estudiarse con una metodologia que
estudie la reaccion con un cierto rigor. Ello se traduce en el empleo
de los métodos de la Quimica Cuantica (Quantum Mechanics = QM)
lo que resulta ser factible al constar este centro activo de un ntimero
relativamente reducido de atomos, que no va mas alla de unas dece-
nas. De hecho en esos estudios se emplean métodos rigurosos dado
el auge experimentado por la tecnologia de computadoras en la ac-
tualidad.
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Figura 1.- Segmentacién del espacio implicado en la accién enzimatica. CA, Centro
activo de la enzima donde se ubican ademds sustratos y productos. B Resto de la pro-
teina que no interviene directamente en la reaccién catalitica. W Caja de moléculas
del disolvente que rodean el sistema. En la region CA se emplean métodos quimico
cuanticos (QM). En la regién B y en la W se emplean métodos de mecanica molecular
(MM) y estadisticos. Entre las regiones CA y B no existe una separacién nitida lo que
se representa por el trazo de mayor grosor.

El conjunto de la proteina

Generalmente esta regién del sistema, que integra la mayor parte
de la proteina enzimatica y puede alcanzar incluso centenares de
miles de atomos, experimenta pocas modificaciones en el proceso ca-
talitico, en ella no se forman o rompen enlaces y inicamente se pro-
ducen pequenas deformaciones de los mismos y de la estructura
proteica de la enzima aprovechando la flexibilidad de la misma. El
elevado numero de atomos de esta parte del sistema hace que deba
descartarse un estudio quimico cudntico riguroso. Las metodologias
que se utilizan para su estudio se basan en la consideracién de que
la estructura molecular esta formada por atomos o grupos de atomos
cuyos movimientos estan limitados por simples leyes de la mecanica
relacionadas con las distorsiones de enlaces o de los angulos entre
los mismos, descritos por potenciales empiricos. Ello se consigue con
métodos de Mecanica Molecular (MM) basados en campos de fuerza

(Force Field) altamente eficientes a los que me referiré.
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La esfera de solvatacion

La interaccion entre las primeras capas de solvatacién y el conjunto de
la estructura proteinica se calcula mediante métodos de mecanica mo-
lecular con especial énfasis en la polarizaciéon a causa del caracter polar
de la molécula de agua. Las sucesivas capas de solvatacion son tenidas
en cuenta por métodos estadisticos y su efecto es poco significativo en
la cinética de la reacciéon catalitica enzimatica, al contrario de lo que
sucede en las reacciones aisladas. No obstante la esfera de solvatacién
condiciona de hecho los procesos de reestructuracion de la molécula de
proteina que pudieran producirse. Este efecto resulta ser significativo

en los procesos de desnaturalizacion de las proteinas, por ejemplo.

En esencia, los métodos multiescala se basan en estudiar diferenciada-
mente cada parte, con metodologias apropiadas a la naturaleza de las
mismas, y mediante procedimientos a los que posteriormente me referiré,
expresar la interaccion entre las partes, para alcanzar una comprension

global de la estructura de una enzima y de la reaccién enzimatica.

Realmente esta segmentaciéon del espacio que contiene la enzima es
muy util en el estudio de las propiedades moleculares, pero debe ser
considerado con cautela cuando se pretende estudiar una reacciéon
enzimaética en su integridad. Tal y como muestra la figura 1, en este
esquema se supone que el sustrato ya se encuentra situado en el cen-
tro activo del sistema donde se va a producir su transformacién, y
ésta es una buena hipdtesis si queremos analizar expresamente la
reaccién misma, donde se da a la proteina (B en la figura 1) un papel
esencialmente protector del mencionado proceso reactivo. Los proce-
dimientos de calculo que hacen uso de metodologias de QM para el
ntcleo y de MM para la proteina se recogen en la literatura cientifica
como calculos QM/MM (Senn y col. 2009).

Ahora bien, para que el sustrato acceda al centro activo, o los productos
de la reaccién lo abandonen deberan existir canales de acceso por los
cuales penetrar y salir o bien que la proteina de la cubierta “abra” esos

caminos con las deformaciones o cambios de plegamiento necesarios.
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Esos cambios, que se producen durante un tiempo determinado, son
susceptibles de ser estudiados mediante técnicas de Dinamica Molecu-
lar (DM) que necesariamente habran de acoplarse a los calculos
QM/MM que se emplean para el estudio de los diferentes fragmentos.

Este hecho es muy importante en la consideracion global del proceso
cinético. Frecuentemente las reacciones enzimaticas se desarrollan
en escalas temporales medibles, en milisegundos, segundos, horas
incluso; sin embargo, el paso reactivo donde se producen las transfe-
rencias electronicas, la formacién o ruptura de enlaces, a escala mo-
lecular transcurre en tiempos medibles en la escala de nanosegundos
o incluso femtosegundos (10*%s). En el analisis del proceso enzimatico
en su conjunto no habra que considerar inicamente el que podiamos
llamar el paso quimico donde se produce la reaccién, sino que nece-
sariamente deberan analizarse las etapas de acceso de reactivos y
salida de productos donde la estructura tridimensional de la proteina
y su capacidad para desarrollar movimientos internos son a su vez

esenciales en la descripcion del fendmeno catalitico en su integridad.

Es en este sentido en el que se orienta la definicién de los métodos
multiescala que seguidamente analizaremos, para hacer posible el
estudio de sistemas como el esquematizado en la figura 1, en los cua-
les se hace uso de una metodologia segregada, diferente para cada
una de las partes, y reuniendo los resultados de las partes con los al-
goritmos adecuados, en una solucion global al problema teniendo en
cuenta las interacciones entre esas partes que no se han tenido en

cuenta en los calculos realizados separadamente.

3.2.2. Métodos QM/MM

3.2.2.1. Los métodos mecano-cuanticos (QM) para sistemas
poliatomicos

La consideracion del sistema enzimatico en tres niveles distintos no

es sino una aproximaciéon en si misma para abordar su estudio pues
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en la naturaleza no se da una separacion nitida entre las tres regiones
o dominios, separacion que ademas seria diferente para cada enzima.
Las propiedades o las transformaciones quimicas que se producen en
el centro activo, ciertamente influiran sobre las regiones de la proteina
que la circundan, y a su vez las cadenas proteicas que circundan el
centro activo también afectaran a éste, puesto que entre ambas regio-
nes existen verdaderos enlaces quimicos que en casos hacen presente
la duda sobre si determinados atomos o grupos de atomos forman
parte del centro activo o de la cubierta proteinica. Lo mismo cabria
decir en la interfase entre el conjunto de la proteina y su esfera de sol-
vatacién, y en todo caso debemos tener siempre presente que los limi-
tes entre dos de estas regiones especialmente entre el centro activo y

el resto de la proteina no estan nitidamente definidos.

Por estas razones debe tenerse en cuenta que la energia del sistema
no sera pues la simple suma aritmética de la energia de cada uno de
los tres subsistemas, como pudiera pensarse en una visién simplista
de los métodos multiescala. Necesariamente deben ser tenidos en
cuenta también los términos de acoplamiento entre las partes, espe-
cialmente entre el centro activo de la enzima y el global de la molé-
cula. El calculo de los términos de acoplamiento en las interfaces de
las diferentes partes supone de hecho el reto mas significativo de este

tipo de metodologias.

Para los estudios en la region del centro activo se utilizan los métodos
de célculo que la Quimica Cuantica (QM) ha desarrollado en el campo
de la teoria de los orbitales moleculares preferentemente. El calculo
tedrico conduce al conocimiento de la energia de un sistema quimico.
Como consecuencia de ello, la minimizacién de la energia nos dara
la estructura geométrica mas estable de la molécula. También los
calculos teodricos permiten deducir propiedades quimicas, como pue-
dan ser las cargas eléctricas de los Atomos o grupos de atomos, que
forman la molécula, y por ende la reactividad de los mismos. Asi-
mismo, y ello es muy importante en el estudio de los procesos enzi-
maticos, los calculos QM permiten el analisis de los mecanismos de

reaccidn incluyendo los estados de transicién y las trayectorias de re-
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accién, en el proceso en el que el sustrato es transformado en pro-

ductos.

Estos métodos se basan mayoritariamente en la teoria de los orbita-
les moleculares cuyos fundamentos estan ampliamente descritos en
la literatura cientifica (Roothaan 1951), Levine 1991). Inicialmente
se desarrollaron en el marco de la teoria del campo autoconsistente
o de Hartree-Fock dentro de la aproximacién de representar los or-
bitales moleculares como combinacién lineal de orbitales atémicos
(Roothaan 1951). En una gran parte de los calculos multiescala los
métodos QM deben formularse de manera que permitan realizar el
tratamiento del campo autoconsistente (SCF: Self Consistent Field)
sobre el centro activo, teniendo en cuenta ademas el campo eléctrico
externo producido por las cargas y dipolos del entorno molecular de
la proteina que le rodea; en el caso del modelo enzimatico antes in-
dicado, de las cargas del resto de la molécula proteinica contigua al
centro activo, y que habran sido obtenidas por los métodos de Meca-

nica Molecular que seguidamente veremos.

En la practica una gran parte de los estudios que realizan calculos
QM/MM sobre biomoléculas hacen uso de la teoria del Funcional de
Densidad (DFT) como método de calculo mecanocuantico (Pople
1999, Parr 1989). Es éste un método ab-initio, o en casos semiempi-
rico, que ofrece una ratio precision/esfuerzo de calculo muy favorable
frente a los mas rigurosos de Hartree-Fock, y cuyo c6digo esta im-
plementado en muchos programas de célculo cientifico como GAUS-
SIAN (Frisch y col.2009) GAMESS (Gordon y col. 2005) y otros
muchos que permiten realizar calculos QM/MM.

Para sistemas moleculares mas complejos y especialmente en los cal-
culos de Dinamica Molecular, se ha venido haciendo uso de métodos
de Quimica Cuantica (QM) semiempiricos entre los que cabe consi-
derar el SCC-DFTB (Self Consistent Charge Density-Functional
Tight-binding (Elstner 1998)), cuya utilizacién en estudios QM/MM
sobre biomoléculas se viene realizando de manera creciente. (Cui y
col. 2001 y Otte y col 2007).

31



El extraordinario progreso en las tecnologias de la computacién ha
permitido, por una parte, extender este tipo de estudios a sistemas
cada vez mas grandes, a la vez que ha hecho accesibles el uso de mé-
todos post-Hartree-Fock mucho mas rigurosos (Szabo y col. 1989).
Estos ultimos, sin embargo, con algunas aproximaciones han podido
aplicarse a sistemas de varias decenas de atomos, si bien sélo en lo
que se refiere al calculo de la energia para una determinada configu-

racion de geometria fija (Claeyssens y col. 2006 y Mata y col. 2008).

Con todo estas metodologias han permitido conocer las propiedades
quimicas y la reactividad de incontables moléculas, entre cuyas propie-
dades estan la geometria molecular de minima energia, las propiedades
de los atomos que las integran, especialmente sus cargas eléctricas y
su reactividad en reacciones quimicas. Se han analizado mecanismos
de reaccidn, caracterizando los estados de transicién, y determinado la
cinética de infinidad de reacciones quimicas. La Quimica Cudantica es
hoy una ciencia consolidada bien fundamentada teéricamente y des-
arrollada en multiples sistemas de calculo soportados por una tecnolo-
gia informatica en permanente desarrollo. Una parte importante de
mis investigaciones se han desarrollado en este campo.

Como hemos dicho anteriormente, en la metodologia multiescala pro-
puesta por Lewitt, Warshell y Karplus que les condujo a recibir el
galardén del premio Nobel en 2013, este tipo de métodos tedricos son
los que se emplearan en la regién correspondiente al centro activo
dela enzima, tanto en el estudio molecular de esa region, es decir del
fragmento de proteina inmediato al mismo y del sustrato ubicado

sobre él, como la misma reaccién enzimadtica.

3.2.2.2. La expresion de la energia potencial molecular en el
marco de la Mecanica Molecular

En el modelo multiescala, para el estudio del bloque de la proteina ex-
cluido el centro activo se hace uso de metodologias de Mecanica Mole-
cular (MM). La mecanica molecular surge de los trabajos pioneros de
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Westheimer (Westheimer 1946) desarrollados posteriormente por
Allinger y colaboradores (Allinger y col. 1965, 1967) que fueron los pri-
meros investigadores que hicieron uso de los ordenadores electrénicos
para optimizar la estructura de moléculas organicas, utilizando poten-
ciales empiricos clasicos, a través de los conocidos como métodos de
Mecanica Molecular en diferentes niveles de aproximacién. Inicial-
mente estos métodos se utilizaron para sistemas de moléculas organi-
cas de tamafio mas bien reducido. En este marco la energia de una
molécula se expresa como la suma de términos asociados a todos los
enlaces, a los angulos entre ellos para los que se proponen potenciales
armonicos, a los angulos diedros que se determinan entre los mismos,
asi como a las interacciones no enlazadas para las que se proponen ex-
presiones tipo Lennard Jones o de Van der Waals, ademas de las inter-
acciones electrostaticas asociadas a las regiones moleculares cargadas
no enlazadas entre si. En la férmula siguiente se explicitan de un modo

simple las contribuciones de todos estos términos:

Buw = Y ka@=d)P+ Y ke (d— o)+

enlaces angulos
Z ko [1 4 cos(nf + §)] +
diedros

Z { [(UAB>12 <UAB)6l 1 QACIB}
SAB — -\ +
S e AR TaB TaB Amey T4p

no enlazados

En ella el simbolo d corresponde a las longitudes de los enlaces, ¢ re-
presenta al angulo entre dos enlaces contiguos y 0 representa el diedro
de torsién que implica a tres enlaces contiguos. El subindice, designa
los valores de estas magnitudes en el equilibrio, mientras que n repre-
senta la multiplicidad de la torsién y 8 la fase de ésta. Finalmente, r,,
es la distancia que separa a dos a&tomos, Ay B no enlazadosy ¢,,y 0,,
son los parametros de Lennard-Jones para esos pares de atomos cuyas
cargas parciales son g, y gy respectivamente. k, K o ¥ K sOn las cons-

tantes de fuerza asociadas a las deformaciones de la longitud de los
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enlaces, de los angulos entre ellos y de los angulos de torsién o angulos
diedros, respectivamente. Estas constantes dependen del tipo de los
enlaces y de la naturaleza de los atomos que se unen, por lo que para

un unico atomo pueden darse diversos valores.

Como puede apreciarse, los diferentes términos de la expresion 1 de-
penden de los parametros geométricos que relacionan a los Atomos
de una molécula y de un conjunto de parametros empiricos que sue-
len determinarse ajustando por métodos estadisticos las propiedades
moleculares calculadas con las observadas experimentalmente. Mas
adelante, S.Lifson y Wharshell depuraron estos métodos de Mecanica
Molecular mediante el desarrollo del método CFF (Self Consistent
Force Field) (Lifson y col. 1968). Alternativamente se han desarro-
llado campos de fuerza cuyos parametros se han determinado a par-
tir de resultados obtenidos aplicando métodos mecanocuanticos. En
la literatura cientifica puede encontrarse informaciéon sobre campos
de fuerza mas elaborados (Mckerell Jr. 2001 y 2004, Maple 1998 y
Ponder y col. 2003).

Con las capacidades de calculo hoy disponibles es posible realizar cal-
culos de MM con campos de fuerza como los descritos en sistemas de
decenas o centenares de miles de atomos. Los cddigos necesarios para
realizar esos calculos y la experiencia acumulada con el paso del
tiempo han sido implementados en sistemas de calculo como AMBER
(Cornell y col. 1995, Duan y col. 2003), CHARMM (McKerell Jr. y col.
1998 y 2001), GROMOS (Van Gunsteren y col. 1998 y Scott y col.
1999), OPLS-AA (Jorgensen y col. 1996 y Kaminski y col. (2001) y
muchos otros en los que se contienen campos de fuerza aptos para el

estudio de biomoléculas
3.2.2.3. La expresion de la energia total en los métodos mul-
tiescala

Al considerar separadamente las dos regiones moleculares, el ntcleo

activo en el caso de las proteinas enzimaticas, que se estudia por mé-
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todos QM, y el resto de la molécula (junto a la solvatacién general) que
se estudia por métodos MM, la imagen que tenemos de la molécula
biolégica es incompleta, pues en las regiones contiguas de ambas par-
tes, se producen interacciones entre las mismas que se habran de tra-
ducir en contribuciones a la energia que no han sido tenidas en cuenta
al realizar los calculos de ambas regiones por separado. Asi, deberemos
tener en cuenta el potencial creado por las cargas de la regién del cen-
tro activo sobre la estructura del conjunto molecular, los enlaces qui-
micos existentes entre ambas regiones, que se han segregado
empiricamente, las interacciones no enlazantes entre atomos de una
y otra region asi como el potencial creado por las cargas del conjunto
molecular sobre el nicleo central y viceversa, entre otros. Todas estas
contribuciones deberan tenerse en cuenta en el hamiltoniano QM que
se aplica en la zona central, y en la expresion de la energia potencial
MM correspondiente al resto del sistema.

Para determinar el valor de la energia de acoplamiento entre ambas
regiones se han disenado diversas estrategias de calculo. La primera
de ellas parte de un esquema sencillo que permite determinar la
energia de la molécula segun el procedimiento siguiente que se des-
arrolla en tres pasos. En primer lugar se realiza un calculo de Meca-
nica Molecular para el conjunto completo es decir toda la molécula,
integrada por el centro activo mas el resto de la proteina, que nos
dara una energia que notaremos como E37". En un segundo paso se
realiza el calculo mecanocuantico (QM) de la regién del nicleo, que
nos proporciona la energia EZ)M’ y en una tercera etapa, se realiza un
calculo de Mecanica molecular sobre la regién del ntcleo exclusiva-
mente que nos conducira a una energia E7 . La expresion para la

energia molecular seria pues:

ts n+m

Eommm = Egu + ExiM™ — Etim

Donde E#

QM/MM
supraindice s se indica por el caracter sustractivo de la metodologia),

expresa la energia total multiescala de la molécula (el

Ef,, es la energia del nucleo de la molécula calculada por métodos
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mecanocuénticos (QM), y E3" expresa la energia de toda la molécula,

centro activo mas resto, calculada por métodos de Mecanica Molecu-
lar (MM).

Esta estrategia que se conoce como la estrategia sustractiva dado
que conduce a una expresion de la energia que resultaria de calcular
todo el sistema por metodologia MM que es mds sencilla, “cortar” la
regiéon del nucleo y calcular ésta por métodos de Quimica Cuantica
(QM) No necesita introducir términos de acoplamiento, y su imple-
mentacion en sistemas de calculo es mas sencilla. Tiene el inconve-
niente que hay que hacer uso de un campo de fuerza diferente para
la regién nuclear del utilizado para el resto de la molécula y plantea
algunas inconsistencias al considerar las interacciones electrostati-
cas entre los atomos de las dos regiones. De este tipo es el método
IMOMM (Integrated Molecular Orbital and Molecular Mechanics)
desarrollado por Morokuma y colaboradores (Maseras y col. 1995),
que 1do siendo mejorado con modificaciones y nuevas aportaciones
(Humbel y col. 1996, Dapprich y col. 1999 y Vreven y col. 2006), y
que se utiliza con profusién en muchas investigaciones.

Aun cuando la metodologia sustractiva ha sido determinante en la
consideracion del sistema en su integridad, no permite la estimacién
de los términos de acoplamiento entre las dos regiones enzimaticas.
Para abordar esta cuestién se han desarrollado metodologias aditi-
vas, en las cuales expresamente se aborda el calculo de los términos
de acoplamiento entre las dos regiones, lo cual conduce a la siguiente
expresion para la energia molecular.

Eé‘i/z/MM = Eqm + Eum + Egﬁ;;\l/m

Donde E‘gM L €Xpresa la energia total multiescala de la molécula (el
supraindice a se indica por el caracter aditivo de la metodologia) EE)M
expresa la energia del centro activo calculada por métodos de Qui-
mica Cuantica (QM), E7,, es la energia del resto de la molécula, sin
el centro activo, calculada por métodos MM, y EX-" expresa la energia
de acoplamiento entre ambas regiones.
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La mayoria de los esquemas de calculo de la energia multiescala que se
utilizan hoy en el cdlculo biomolecular se desarrollan dentro de este es-
quema aditivo. Sus diferencias se centran en la expresion concreta del
término de acoplamiento que deberan tener en cuenta necesariamente
las interacciones electrostaticas, las de van der Waals, y los enlaces
entre atomos de les regiones del ntcleo y del resto de la proteina. De
todas ellas, las interacciones electrostaticas son las mas importantes, y
las que han originado un mayor nimero investigaciones con diferentes
niveles de sofisticacion (Bakowies y col 1996y Antes y col. 1998).

En el caso de las contribuciones a los acoplamientos debidas a los en-
laces covalentes entre atomos de las dos regiones se han desarrollado
diferentes estrategias, la mas sencilla de las cuales seria la de esta-
blecer los limites entre las dos regiones donde no existan esos enlaces.
Ello raramente es posible, sin embargo, y ha determinado la necesidad
de poner en marcha metodologias como la de los atomos ligados (link
atoms) (Field y col. 1990 y Singh y col. 1986), que en esencia consisten
en saturar la valencia que quedaria libre al considerar roto el enlace
desde el nucleo hacia el resto de la molécula, por un atomo o grupo
monovalente, mayoritariamente hidrégeno, y rehacer el calculo meca-
nocuantico del ntcleo con esta saturaciéon. Esta metodologia ha resul-

tado ser de amplia aceptacién en la comunidad cientifica.

Un extenso andlisis de las diferentes contribuciones a los acopla-
mientos puede encontrarse en la literatura en revisiones como la de
Senn y Thiel (Senn y Thiel (2009) donde se desarrolla ampliamente
esta cuestion que aqui omitiremos por razoén de brevedad.

4. TECNICAS DE OPTIMIZACION Y SIMULACION EN QM/MM

Los métodos que acabamos de describir se dirigen a calcular la ener-
gia o las propiedades de una molécula para una determinada estruc-
tura geométrica, pero precisamente la estructura geométrica de la
configuracién de minima energia es la que en muchos casos habra

que localizar mediante el calculo teérico. Esta configuraciéon ademaés
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puede utilizarse como punto de partida para realizar optimizaciones
de sistemas reactivos en los que intervenga, o para calculos de Dina-

mica Molecular o técnicas de Montecarlo.

Una molécula formada por N atomos posee M=3N-6 grados de liber-
tad, por lo que la representacién de la energia en términos de sus co-
ordenadas normales seria una hipersuperficie de M coordenadas
independientes. En esa hipersuperficie existiran diferentes minimos
o pozos de energia potencial, cada uno de los cuales correspondera a
una conformacién geométrica diferente, siendo la de minima energia
la configuracién fundamental que se debera corresponder con la ge-
ometria nativa de una proteina en su caso. En cada uno de esos mi-
nimos las fuerzas sobre todos los &tomos son cero estando el sistema
en equilibrio. Los métodos de minimizacién de la energia (EM) con-
duciran a esas conformaciones de minimos, mediante un nimero de

pasos de calculo hasta alcanzar la convergencia.

Realmente la Mecanica Cuantica demuestra que los atomos no estan
nunca en reposo en esas configuraciones de minimo sino que estan
vibrando segin los modos normales de vibraciéon de la molécula en-
torno a esas posiciones de equilibrio aun en el nivel vibracional mas
bajo, con lo que se conoce como dinamica de modos normales (NMD).
La rigidez es la gran ausente del mundo de las moléculas. Entre dos
de esos minimos contiguos existe una barrera de potencial que los
separa que permite caracterizar un estado de transicién (punto de
silla) entre ambos. Este movimiento permanente de los atomos en-
torno a sus posiciones de equilibrio es el que determinara la necesi-
dad de introducir las metodologias de la Dindmica Molecular en
aquellos procesos en que se analice la evolucion de los sistemas con
el tiempo, y muy especialmente cuando se producen modificaciones

conformacionales o reacciones quimicas.

Para la localizacién de los puntos estacionarios sobre la superficie de
energia potencial se hace un amplio uso de métodos que se conocen
como cuasi newtonianos que se aplican haciendo uso de coordenadas
internas moleculares (Monard y col. 2003, Schlegel 1995, 2003). En
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esencia abordan la construccién de la matriz Hessiana de las segun-
das derivadas de la energia respecto de las coordenadas normales,
para localizar los minimos de energia o los maximos relativos en el
caso de los estados de transicidn, o puntos de silla (TS). Este proce-
dimiento es impracticable para grandes sistemas y sélo puede abor-
darse mediante una serie de simplificaciones que se describen

ampliamente en la literatura.

En la optimizacién en el marco de las téenicas multiescala QM/MM
la principal idea que se pone en juego es la de aplicar el fracciona-
miento del sistema molecular en las dos regiones: el centro activo y

el resto de la molécula.

Pueden llevarse a cabo dos optimizaciones separadamente; por una
parte la optimizacién del centro activo, que se desarrollaria en lo
que se conoce como macroiteraciones (Maseras y col. 1995) y que
por la dimensién relativamente reducida puede hacerse con meto-
dologia de tipo cuasi newtoniana. Por otra parte, la de la regién del
entorno que permite el uso de metodologias de optimizaciéon mas
simples y adaptadas a dimensiones moleculares considerables dada
la expresién de la funcién de la energia MM, y cuyo desarrollo se
conoce como microiteraciones. Con esta divisién in mente, en la li-
teratura se describen dos modos de alcanzar la convergencia al mi-
nimo de energia. En primer lugar, la aproximaciéon adiabatica; en
esencia consiste en que en cada macroiteracioén se relaja completa-

mente el entorno molecular (Maseras y col. 1995, Ryde 1996).

En segundo lugar un esquema alternante en el que las optimizacio-
nes del centro activo y del entorno se hacen separadamente pero en
un modo alternante, manteniendo fijos los Atomos del centro activo
mientras se realiza la microiteracion, y realizada ésta se fijan los ato-
mos del entorno para realizar la macroiteracién, hasta alcanzar la
convergencia. Este método de optimizacién fue implementado pronto
en el esquema de Calculo IMOMM (Maseras y col. 1995), y de él se

ha hecho un amplio uso en este campo cientifico.
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La mayor dificultad de este procedimiento reside en la consideracién
de los términos de acoplamiento en las sucesivas iteraciones. Se han
descrito trabajos que han hecho uso de este tipo de técnicas, inclu-
yendo los términos electrostaticos. Citaré el de referencia (Prat-Re-

sina y col. 2004) para el analisis de una reaccién enzimatica.

Precisamente, cuando se aplican las técnicas de analisis de caminos
de reaccion dentro del esquema multiescala QM/MM hay que hacer
especial hincapié en la seleccién de las coordenadas internas que de-
terminan la definicién de este camino, y el perfil del mismo respecto

de esas mismas coordenadas.

4.1. Simulacion y Dinamica Molecular

Los métodos de dinamica molecular (MD) (Frenkel y Col. 2002) se
fundamentan en simular el movimiento molecular sobre la hipersu-
perficie de energia potencial de manera que la conformaciéon molecu-
lar se modifica siguiendo las fuerzas netas que dirigen a los 4tomos
de la molécula hacia un minimo local. En ese proceso, la energia po-
tencial que se pierde en el proceso se transforma en energia cinética
de los atomos que adquieren una velocidad que les puede permitir
incluso superar barreras energéticas. Los métodos basados en la téc-
nica de Montecarlo (MC) introducen la consideracion de trayectorias
aleatorias sobre la superficie para el estudio de los procesos de reac-

cién y cambios conformacionales.

La aplicacién de este tipo de métodos permiten superar una visiéon
estatica de la estructura de las proteinas y nos permiten a la vez que
determinar las propiedades de las mismas considerar diversas con-
formaciones moleculares dentro del espacio de configuracién a fin de
calcular valores promedios estadisticos de propiedades del conjunto
tales como diferencias de energia libre de solvatacion, de reaccién, o
de activacién del conjunto, e incluso refinar la estructura geométrica
de las proteinas en medios biolégicos y especialmente en forma sol-
vatada, a diferencia de la estructura cristalografica rigida. Del
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mismo modo pueden analizarse procesos cinéticos en los que se pro-

ducen cambios que implican la formacién o ruptura de enlaces.

Asi como la metodologia QM/MM permitia obtener la energia del sis-
tema y generar la conformacién caracteristica, la desarrollada por
Németry y Scheraga (Némethy G. y Scheraga H. A. Y col. 1965) con
el apoyo de métodos de mecanica estadistica como la MD o el de MC
(Frenkel y Col. 2002) permite generar multiples configuraciones con

el adecuado peso estadistico, en principio.

La seleccion de las trayectorias que conducen a estados de transicién
hace uso de la técnica de muestreo de Montecarlo en el espacio de las
trayectorias de reaccién que conectan el pozo de energia de los reac-
tivos con el de los productos, (Chandler D. 1998). Este procedimiento
no requiere un conocimiento previo del camino de reaccién o del es-
tado de transicién y ha sido aplicado al estudio de reacciones enzi-

maticas (Basner y col. 2005).

Todas estas metodologias deben hacer frente a un problema funda-
mental que es el que se deriva del elevado ntimero de grados de li-
bertad del conjunto de los 4tomos de una proteina de decenas o
centenares de miles de 4&tomos. Aun cuando los algoritmos que per-
miten optimizar geometrias moleculares se conocen, su aplicacién
practica rigurosa, demandaria recursos informaticos y tiempos de

calculo desmesurados que no es posible disponer.

En segundo lugar, a diferencia de los estudios mecanocuanticos en mo-
léculas pequenias, para sistemas de reacciones enzimaticos, conocer el
reactivo, el estado de transicién y los productos no es suficiente. Como
pusieron de manifiesto Warshel y colaboradores (Klédhn y col. 2005),
en los estudios de optimizacion QM/MM deben ser tenidos en cuenta
diversos estados de transiciéon entre diferentes minimos que a su vez
habra que caracterizar. Se han desarrollado multitud de técnicas para
seleccionar estas configuraciones. Citaré como ejemplo las descritas
por Zhang y colaboradores (Zhang y col. 2003) que toman instantaneas

de una trayectoria clasica de MD y las utilizan como estructuras de
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prueba en calculos QM/MM, o aquellas basadas en la aproximacién de
Car y Parinello (Car y col. 1985) que articulan estudios de Orbitales

Moleculares junto a los de Dindmica molecular.

4.2. Simulacion del plegamiento de las proteinas

La complejidad de estas dos cuestiones se resumiria en la que se co-
noce como la paradoja de Levinthal (Levinthal, 1968). Como ya co-
mentamos en el primer capitulo esta paradoja plantea que encontrar
la configuracién nativa de una cadena polipeptidica de una proteina
mediante la bisqueda aleatoria en su astronémicamente grande es-
pacio de configuracién implicaria un tiempo superior a la edad de la
tierra. Por el contrario, en la naturaleza, una proteina se pliega a su
estructura propia en escalas de tiempo comprendidas entre 10¢ y 1
segundos. Una vez mas, la Naturaleza muestra ser mucho mas sabia

que los seres humanos.

Las proteinas son moléculas que alcanzan a tener centenares de
miles de atomos, Estas maquinarias moleculares constan de diferen-
tes cadenas proteicas en las que existen partes que permanecen fijas
y otras que se mueven en los procesos biolégicos en los que intervie-
nen. Si quisiéramos estudiarlas, por métodos de dindmica molecular
a escala de sus atomos, seria imposible, pues, por ejemplo 100.000
atomos suponen cerca de 300.000 grados de libertad, y un estudio de
dindmica molecular de 1 microsegundo de duracién (a pasos de 1 fem-

tosegundo) demandaria mil millones de iteraciones (Levitt 2013).

Estas cifras y datos parecieran plantear dificultades insuperables que
incitaran a abandonar este tipo de estudios de dinamica molecular en
biomoléculas. Sin embargo, desde un principio se comenzaron a des-
arrollar aproximaciones y modelos simplificados que hicieran factibles
este tipo de estudios, a fin de aplicarlos a biomoléculas cada vez mas

complejas y que han dado respuesta a muchos problemas.

Inicialmente estas aproximaciones fueron bastante drasticas, en
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parte a causa de las reducidas prestaciones de los ordenadores elec-
tréonicos de la época en que se formularon. Afortunadamente el des-
arrollo de estas aproximaciones ha ido en paralelo a la generacion de
sistemas de calculo electronico mas y mas potentes cada dia, si bien
sus hip6tesis basicas se han mantenido permitiendo abordar cada

vez sistemas mas complejos.

En el estudio del plegamiento de las proteinas se realiza una explo-
raciéon del espacio conformacional en busca de conformaciones de baja
energia que no sean precisamente minimos de energia locales. Tra-
bajos pioneros como el desarrollado por Lewitt y Warshel en este sen-
tido, se hicieron uso de lo que se conoce como aproximaciéon de “grano
grueso” (“coarse grained” CG) (Levitt y col. 1975). En esencia esta
aproximacion consiste en simplificar la cadena polipeptidica, de modo
que los atomos de las cadenas laterales se consideren como un unico
centro de interaccién en cada caso, y los atomos de la cadena princi-
pal como un segundo centro. A ello se unen estrategias simplificado-
res en el tratamiento de los angulos de torsién. De este modo pueden
obtenerse minimos de energia locales en relativamente poco tiempo,
y ademads, analizar el pozo de energia potencial en su entorno para
poder predecir como salir del mismo para dirigirse a otra conforma-
cién con plegamientos diferentes, todo ello en un tiempo de calculo

razonable.

En sistemas muy complejos en los que existen varias cadenas protei-
nicas, este modo de actuar se extiende a considerar a los fragmentos
de cadenas helicoidales como un tinico centro de interaccién, como se
viene haciendo en el modelo de difusién-colision de plegamiento de
las proteinas desarrollado por Weaver y Karplus (Karplus y col. 1976,
1974 y 1994), lo que indirectamente conduce a pensar que esos frag-
mentos se mantendran invariables en los estudios de dindmica mo-
lecular. Estas simplificaciones deben basarse en evidencias
experimentales que asi lo justifiquen, como puedan ser estudios cris-
talograficos por ejemplo.
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4.3. Consideraciones finales

La realizacion de calculos sobre grandes sistemas, como las proteinas
o las reacciones enzimaticas, dentro del esquema QM/MM hasta el dia
de hoy ha puesto de manifiesto la necesidad de disponer de programas
de calculo de la mayor funcionalidad. Ello se ha ido consiguiendo por
una incorporacién paulatina de nuevas rutinas de célculo a sistemas
de programas preexistentes a medida que se iban implementando nue-
vos algoritmos. Realmente ello ha ido produciéndose de un modo mo-
dular de manera que el mayor esfuerzo se ha dirigido hacia el disefio
de las interfaces entre las estructuras troncales de los sistemas de cal-
culo y las nuevas incorporaciones de técnicas o procedimientos, man-
teniendo médulos de caracter general como puedan ser las técnicas de
optimizacién o de Dinamica Molecular. De este modo resulta sencillo
implementar interfaces a nuevos programas que pudieran disefarse
en los dominios de la QM o MM o cualesquiera otros. Un ejemplo de
este tipo de implementacion de este tipo de sistemas de calculo lo cons-
tituye el “ChemShell” (Sherwood 2003, Metz y. col. 2014).

Una linea de trabajo que paulatinamente va adquiriendo mayor im-
portancia consiste en la aplicacién de métodos QM/MM en conjuncién
con el andlisis de datos estructurales experimentales. En esta linea
cabe mencionar los trabajos pioneros de Ryde y colaboradores (Ryde y
col. 2002 y 2003) que integran calculos QM en el refinamiento de la
estructura molecular frente a los datos experimentales. De este modo
se contribuye a hacer frente al problema acerca de la fiabilidad de las
estructuras experimentales de los centros activos en los procesos re-
activos en que se ven implicados, y también a obtener una mejor des-
cripcién de substratos, cofactores y productos que no forman parte de
la proteina de la enzima. Este procedimiento se ha utilizado en el re-
finado de estructuras de difraccién de rayos-X en monocristales (Ryde
y col. 2002, Hersleth 2006) de RMN (Hsiao y col. 2005) y EXAFS
(Hsiao y co0l.2006) con notable éxito.

Durante bastante tiempo las aplicaciones de las metodologias
QM/MM a biomoléculas se dirigieron casi exclusivamente al estudio
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de la reactividad enzimatica. Sin perder de vista que este es el campo
de una mayor aplicacién de estas técnicas, se han venido aplicando
también al estudio de propiedades como: a) las energias verticales
de transicion entre estados electronicos (Espectros UV/Vis, absorcién,
emision, o fluorescencia), b) propiedades de espectroscopia de Reso-
nancia Magnética Nuclear, como desplazamientos quimicos, y c) re-
actividad de estados excitados.

Mas all4 del estudio de sistemas formados por biomoléculas los mé-
todos QM/MM o multiescala son apropiados para tratar otros muchos
sistemas complejos en el campo de la Quimica. Seran aquellos en los
que sea necesario modelizar un fenémeno quimico localizado en un
centro activo, del orden de unos cien atomos, sometido a la influencia
de un entorno mucho mas grande. Lo descrito hasta ahora para la
catalisis enzimAatica es transferible a otros muchos dominios de la
Quimica. La catdlisis en general, y los fendmenos superficiales, las
grandes moléculas de sintesis, y las reacciones que se producen en
las superficies surgen como nuevos campos en los que los métodos
multiescala podran aplicarse a la comprension de los fendmenos que

en ellos se producen.

En la actualidad se han venido realizando millares de simulaciones
de dindmica molecular de biomoléculas por centenares de cientificos.
Sin ninguna duda nos encontramos en el umbral de una nueva era
en la comprension de los sistemas biolégicos a escala molecular donde

la teoria y la experimentacién se dan la mano y se complementan.

5. ALGUNOS ESTUDIOS EN BIOQUIMICA COMPUTACIONAL

Desde sus inicios a principios de la década de los anos 70 del pasado
siglo hasta el dia de hoy el progreso de los métodos multiescala ha
sido constante. Se han optimizado los potenciales que se utilizan en
los estudios de Mecanica Molecular y Dindmica Molecular (Ponder
2003, Liljefors 2004). Se han mejorado sustancialmente los métodos

Quimico Cuénticos que permiten estudiar el centro activo de la mo-
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lécula y los mecanismos de reaccién enzimaéticos con un rigor cre-
ciente, fortaleciendo de este modo la calidad de los resultados de las
técnicas multiescala. De especial relevancia en este campo ha sido el
importantisimo progreso de las técnicas informaticas. Por una parte
el imparable desarrollo tecnolégico de los sistemas de calculo con pro-
cesadores cada vez mas rapidos, con memorias de gran capacidad, y
con arquitecturas de computadores que permiten la realizacion de
numerosos procesos simultaneos. Ello ha permitido la escritura de
sistemas de programas que permiten desarrollar de un modo com-
pleto las técnicas multiescala, ampliamente difundidos en la litera-
tura cientifica y de un amplisimo uso en la comunidad cientifica, y a
los que nos referimos en el capitulo anterior. En paralelo las técnicas
experimentales de determinacién estructural, como la difraccién de
Rayos X, y muy particularmente la Resonancia Magnética Nuclear
también en gran expansién, permiten muchas veces apoyar o con-

trastar de los resultados de simulacién.

En la actualidad se han realizado millares de simulaciones de dindmica
molecular de biomoléculas por centenares de cientificos. A titulo de
ejemplo indicaré que segun refieren Senn y Thiel (Senn y col. 2009)
entre 2006 y 2007 solamente, se han publicado cerca de doscientos es-
tudios implicando métodos QM/MM en Oxidoreductasas y proteinas de
transporte electrénico, Transferasas, Hidrolasas, Lyasas, Isomerasas,
Proteinas fotoactivas, asi como Oligonucleétidos y aductos. En este ca-
pitulo final haré referencia a unos pocos estudios que muestran en un
caso los origenes de estas técnicas multiescala, y en otros casos el al-

cance de estas técnicas en la comprension de los sistemas biolégicos.

5.1. Estudios pioneros

5.1.1. Simulaciones sobre la lisozima

Uno de los primeros laboratorios del mundo donde se comenzaron a

realizar estudios sobre simulaciones de estructuras tridimensionales
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de polipéptidos fue el que dirigia el Profesor Shneior Lifson en el
Weizmann Institute de Rehovot, Israel. Alli se desarrollaron las
ideas basicas del campo de fuerzas consistente (Lifson y col. 1968)
gracias a las aportaciones de A. Warshel y la posterior incorporacién
de M. Levitt. Sin duda alguna del laboratorio de Lifson surgen las
primeras aportaciones en el modelado multiescala de macromolécu-

las complejas.

En 1969 se publico la primera minimizacién tebrica de la estructura
de una proteina enzimatica con todos sus atomos pesados, la lisozima
(Levitt y col. 1969), tomando como punto de partida los datos de la
estructura cristalografica obtenidos por Phillips para la lisozima de
la clara de huevo de gallina (Phillips 1967). Los datos cristalograficos
de Phillips proporcionaron la geometria de partida para iniciar los

estudios de minimizacién.

Posteriormente estas primeras aportaciones fueron mejorandose,
permitiendo estudiar el plegamiento de la cadena proteinica de la li-
sozima utilizando procedimientos de “grano grueso” (CG) (Lewitt
1975 y 1976), e introduciendo cambios en los dngulos de torsién en
el modo que lo hace Scheraga (Gibson y Scheraga 1967), lo cual per-
miti6 reducir el tiempo para el calculo de la energia unas 100 veces
respecto del calculo no simplificado al haberse reducido unas 30 veces
el namero de grados de libertad. De este modo hicieron converger la
energia hacia un minimo local, a la vez que ajustaron el pozo de po-
tencial entorno a ese minimo para poder asi determinar la energia
necesaria para poder “salir” del mismo y poder pasar a otra confor-
macién préoxima, pero ligeramente diferente, interpretando de este
modo los ligeros cambios conformacionales que determinan la flexi-

bilidad de la proteina.

La utilizacion de la técnica CG y la calidad de sus resultados debe
situarse en el momento histérico en que se realizaron estos estudios
donde la disponibilidad de recursos informaticos y las prestaciones
de los mismos eran escasos. No debemos olvidar que en las simula-

ciones de geometrias moleculares no existe la limitaciéon que impone

47



la rigidez de las estructuras cristalinas, aproximandonos mejor a la
flexibilidad de las proteinas en disolucion y especialmente de las en-

zimas en medios biolégicos.

La metodologia multiescala utilizada en la simulacién permitié tam-
bién una mejor interpretacién del mecanismo de accién de la lisozima
sobre los azucares. Asi, Phillips planteo inicialmente un mecanismo
en el que la estructura de la enzima originaria una distorsién del
azucar desde una estructura en silla a una semibote, como paso pre-
vio a la ruptura del enlace (Phillips 1967). Con sus calculos multies-
cala Lewitt demostré que la enzima era en si misma demasiado
“blanda” como para forzar esa deformacién, demostrando ademas que
la enzima, en el centro activo, lo que producia era una distorsion elec-
trostatica del sustrato (Levitt 1974). Posteriormente, Warshel y Le-
vitt con la introduccién de la metodologia multiescala aplicando
métodos de la mecanica cuantica (QM) sobre el centro reactivo de la
enzima con el sustrato sobre él, confirmaron ese resultado y corrobo-
raron cuantitativamente que es la deformacién electrostatica del sus-
trato por la enzima la determinante del mecanismo de reaccién
catalitica (Warshel y col 1976), quedando asi acreditada la potencia
de la metodologia multiescala en el estudio de sistemas de un nimero
de atomos importante y de los procesos que en ellos se producen, al
analizar el sistema en su globalidad considerando todos los factores

que intervienen en el proceso catalitico.

5.1.2. Inhibidor de la tripsina en el pancreas Bovino (BPTI)

En 1977 J. Andrew y colaboradores, entre los que se encontraba M.
Karplus McCammon y col. 1977) publicaron los primeros resultados
obtenidos empleando la metodologia de trayectorias clasicas sobre la
proteina BPTI para analizar su flexibilidad. Esta proteina consta de
58 residuos y 458 seudoatomos y su estructura cristalina de alta re-
solucién se habia determinado no hacia mucho (Deisenhofer y col.
1975).
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Estos autores hicieron uso de una funcién de potencial desarrollada
por Gelin, para una simulacion de Dinamica Molecular del BPTI de
9.2 ps (1 ps = 102 g), poniendo de manifiesto que los movimientos
Iinternos confieren a la proteina un caracter fluido en contraposicién
a la rigidez de la estructura cristalografica (Gelin y col. 1975). Apa-
recen asi nuevas consideraciones a tener en cuenta acerca de las pro-
piedades moleculares como resultado de los estudios de dindmica
molecular. Asi, por ejemplo, podemos vislumbrar coémo una enzima
desarrolla movimientos internos que le permiten funcionar como un
catalizador biolégico, adaptando su conformaciéon a una correcta si-

tuacién del sustrato, cuando éste se sitie sobre el centro activo.

Unos 10 afios después ya con mayores y mejores instrumentos de cal-
culo, Lewitt y Sharon realizan una nueva simulaciéon del BTPI, cuya
novedad méas importante fue la consideracién de la molécula en el
seno de una capa de moléculas de agua, introduciendo asi el estudio
de la influencia de la tercera esfera que configura el modelo multies-
cala de las proteinas (Levitt y col. 1988). Surge aqui una dificultad
adicional pues han de hacerse compatibles los campos de fuerza uti-
lizados en la proteina con los empleados para el agua. Si bien los re-
sultados fueron semejantes a los obtenidos en ausencia de las
moléculas de agua, la dindmica molecular puso en evidencia que los
desplazamientos de los residuos eran menores y algo mas lentos a
causa de la friccién y reubicacién de las moléculas de agua. Simulta-
neamente la introduccién de este nuevo elemento en el sistema de
calculo ralentiza significativamente los calculos en los procesos, tanto

de optimizacién de la energia como en los de dindmica molecular.

Con todo, siendo el BTPI una de las moléculas pioneras sobre las que
se desarrollaron estudios multiescala, todavia no se conoce un estu-
dio completo de la simulacién del proceso de plegamiento molecular
en el cual la cadena lineal polipeptidica se pliega hacia su estructura
nativa. Lewitt y Warshell hicieron un estudio muy simplificado de
este problema., que es necesario actualizar (Levitt y col. 1975). En
su trabajo, Smith resume el estado actual de analisis de esta proble-
matica (Smith 2013).
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5.1.3. El papel del agua de solvatacion

La introduccién de los potenciales debidos a la presencia de las mo-
léculas de agua externas resulta ser determinante en muchos de los
estudios de modificaciones estructurales. En un primer trabajo rea-
lizado en 1979 Rossky y colaboradores realizaron estudios de simu-
lacién del dipéptido de alanina contenido en una “caja” de moléculas
de agua (Roskky y col. 1979). En estos estudios junto al potencial cre-
ado por el conjunto de la caja de moléculas de agua, constataron los
efectos de proximidad que ponen de relieve las diferencias de com-
portamiento del agua entorno a grupos hidréfobos como los metilos,
0 a grupos polares como los enlaces carbonilos o NH presentes en los

aminodcidos.

Particularmente importante resulta ser el potencial creado por el
agua del entorno en muchos procesos, como es el caso de la desnatu-
ralizacién de proteinas. En 1992 V.Dagget y M. Lewitt realizaron es-
tudios sobre la desnaturalizacion de formas helicoidales de las
proteinas (Dagget y col. 1992). Concretamente su estudio se centrd
en una hélice alfa de 13 residuos alanina. A temperatura ambiente
la simulacién en vacio mostré que la hélice alfa era estable. Si se in-
troducia el potencial de las moléculas de agua del entorno, obtuvieron
que la hélice alfa era estable a temperatura ambiente, pero a medida
que se iba incrementando la temperatura la estructura se iba ines-
tabilizando llegando a la desnaturalizacién. Los resultados de este
trabajo tedrico muestran la necesidad de tener en cuenta los poten-
ciales del agua en los estudios en que se analicen modificaciones es-
tructurales, sobre todo si se van a estudiar simulaciones o dindmicas

a temperatura fisiolégica.

La presencia del agua introduce nuevos elementos de reflexiéon sobre
el origen de la catdalisis enzimatica. Asi, Warshel lo relaciona con un
efecto que él llama “preorganizacién electrostatica” (Warshel 1978).
En ausencia de catalizador y en medio acuoso, las reacciones quimi-
cas demandan un exceso de energia que se invierte en parte en la re-
organizacion de las moléculas de agua entorno al estado de transiciéon
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lo que incrementa la barrera de activacién, tal y como deduce de sus
calculos. Por contraposicion, en la reaccién enzimatica, los grupos po-
lares que estabilizan el estado de transicién en la enzima adecuada-
mente plegada no tienen que modificar su configuracion, y ademas
la capa exterior de agua queda alejada del centro activo. El mismo
autor (Warshel 2006) muestra con sus calculos multiescala que en la
escasa entidad de la energia electrostatica de reorganizacién, au-
sente en la reacciéon enzimatica, frente su importante valor en au-
sencia de la enzima, reside la potencia catalitica de las enzimas.

Mais recientemente una simulacién de 1 milisegundo realizada sobre
el BTPI en 2010 por Shaw y colaboradores ha puesto de manifiesto
que esta proteina es estable en esa escala de tiempo (Shaw 2010).
Este resultado es muy importante pues pudiera haberse pensado que
los célculos tedricos aproximados y en especial la dinamica molecular
pudieran derivar hacia una desnaturalizacién de la proteina, lo que
no es asi. De este modo podemos afirmar que estas metodologias son
aplicables en una escala temporal en la que se producen muchos pro-
cesos bioldogicos.

5.2. Simulaciones de movimientos moleculares

La dimensién y caracteristicas de los sistemas de calculo que hoy
existen, sistemas de multiprocesadores, grandes cantidades de me-
moria accesibles, incluso informatica distribuida por todo el planeta,
comienza a hacer posible el escalado en la complejidad de los proble-
mas que es accesible abordar con las metodologias multiescala antes
discutidas.

La estructura de las proteinas es de tal complejidad que, en muchos
casos, podemos considerarlas como formadas por unidades o frag-
mentos que pueden considerarse cuasi rigidos en si mismos, pero en-
lazados entre si de tal modo que unos puedan moverse respecto de
los otros. Particularmente es importante esta situaciéon en muchos
de las enzimas donde la presencia de un determinado sustrato puede
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modificar la posicion relativa de un fragmento respecto de los otros,

explicando en cierto modo la actividad enzimatica.

5.2.1. Accidon de la enzima adenilato-kinasa

En su leccién Nobel, Martin Karplus describe sus estudios de simu-
lacion basados en la Dinamica Molecular sobre la accién dela enzima
adenilato-kinasa (Karplus 2013). La funcién de esta enzima consiste
en la transferencia de un grupo fosfato de una molécula de difosfato
de adenosina (ADP) a otra molécula de ADP produciendo como re-
sultado trifosfato de adenosina (ATP) y monofosfato de adenosina.
En ausencia de sustrato, los calculos multiescala realizados para el
conjunto de la enzima muestran una estructura en la que se distin-
guen claramente una parte nuclear y una parte por encima de aque-
lla, unidas por enlaces que pueden actuar a modo de bisagra. Entre
ambas existe un canal que permite el acceso del sustrato y la libera-

cion de los productos de reaccién.

Cuando se anaden dos moléculas de ATP, la dindmica molecular con-
duce a una forma en la que las “bisagras “ cierran ese canal, quedando
las dos moléculas de ATP atrapadas en el interior de la cavidad o ca-
mara de reaccién situadas de modo que la reacciéon de transferencia
sea posible, lo cual puede comprobarse con los calculos QM incluidos
en los métodos multiescala. A su vez, al cerrarse la cavidad el sistema
reactivo queda protegido de cualquier accién externa. Progresando la
dinamica molecular en el tiempo se puede observar como la enzima
vuelve a abrirse liberando los productos de la reaccién y recuperando
su estructura inicial. Al trabajo citado se acompafia una animacién
con el detalle de las etapas y los tiempos, donde se observa el compor-

tamiento descrito por los calculos de dinamica molecular.

En esta reaccién enzimatica y en otras muchas las técnicas de simu-
lacion muestran que la etapa determinante en la cinética de la reac-
cién no es la propia reacciéon quimica como pudiera pensarse, para la

cual el tiempo es muy pequenio, del orden de los femtosegundos, sino
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que es precisamente la etapa de apertura de la enzima para liberar
los productos la que resulta ser la etapa limitante de la cinética de
la reaccion (Henzler-Wildman 2007). El comportamiento descrito an-
teriormente podria asemejarse al de una maquina molecular con mo-
vilidad suficiente en sus partes como para captar un sustrato y
transformarlo en productos de manera indefinida.

5.2.2. RNA Polimerasa II

Los estudios de simulacion de este tipo de maquinas moleculares crecen
de dia a dia. Comentaremos como otro ejemplo significativo el estudio
realizado sobre la RNA Polimerasa II, por Silva y Colaboradores (Silva
2014). La RNA Polimerasa II funciona como una miquina que trans-
cribe el DNA nuclear a una copia de RNA que se utilizara para dirigir
la sintesis de proteinas. Cuando la enzima actia, el objeto de estudio
pasa a ser la propia enzima que contiene 10 cadenas de proteina, la
plantilla de DNA y la cadena de RNA que se va formando sobre el cen-
tro activo. Ello supone un sistema de mas de 426.000 atomos.

La simulacién se realizé considerando que todo el sistema esta con-
tenido en el seno de un disolvente integrado por mas de 122.000 mo-
léculas de agua, haciendo uso del modelo MSM (Markow State
Model) de Dinamica molecular (Chodera y col 2007). En este estudio
se aprecia como una base de la plantilla del DNA se mueve sobre el
puente de la hélice para que pueda ser reconocida por el trifosfato
del nucleésido que se aproxima. La simulacién, que se desarrolla en
microsegundos, ha sido recogida en un video que se incluye como ma-
terial suplementario en el trabajo referenciado, en el que se aprecian
los movimientos de las diferentes partes implicadas en al proceso ge-
nerados por la dinamica molecular.

5.2.3. Kinesinas

Particularmente interesantes son los estudios de Hwang, y colabo-
radores sobre las kinesinas, simulando, mediante técnicas de dina-
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mica molecular el mecanismo por el cual estas sustancias transpor-
tan los vesiculas a grandes distancias a lo largo del citoesqueleto mi-
crotubular de la célula (Hwang 2004, Khalil 2008). Omitiré los
detalles de estos trabajos pero simplemente diré que han permitido
comprender el mecanismo por el cual el dimero de kinesina, que lleva
acoplada la correspondiente vesicula, se desplaza a lo largo del cito-
esqueleto. Las simulaciones se realizaron tomando como referencia
para la simulacién la estructura de rayos X del dimero de kinesina
(Kozielski 1997).

Tal y como muestran los autores citados, el desplazamiento se ase-
mejaria al movimiento de un paseante donde primero avanzaria una
de las dos partes del dimero, que luego seria alcanzada por la se-
gunda parte y asi sucesivamente en una sucesién indefinida de pasos
que propiciaria el movimiento. En este mecanismo por pasos, el papel
del ATP (trifosfato de adenosina) es esencial, asi como el de los pro-
ductos de su hidrdlisis ADP (difosfato de adenosina) y P (fosfato). Asi
cuando se une una molécula de ATP al fragmento trasero de kine-
sina, se produce el impulso hacia delante iniciando el paso. Y ello es
asi pues aprovechando la falta de rigidez de la kinesina la adicién de
la molécula de ATP sobre ella produce una modificacién de ésta con-
figurando una estructura rica en energia que, de acuerdo con la si-
mulacién, se comportaria como un muelle que impulsaria hacia
delante la “pata” trasera, a la vez que se libera una molécula de ADP,
dejando el sistema de tal modo que pueda reproducirse el proceso in-
definidamente cuando se le adjunte una nueva molécula de ATP.
Este movimiento descrito no corresponde a ninguna interpretacion;
no es otra cosa sino el resultado de la realizacion de calculos de di-

namica molecular sobre el sistema.

Los motores de kinesina son muy importantes en posibilitar la vida
misma (Mandelkow 2002). Cuando por diversas causas, como muta-
ciones perjudiciales por ejemplo, las kinesinas no funcionan adecua-
damente se inhiben la mitosis y como consecuencia la divisién
celular. Su incidencia en la division celular hace a las kinesinas ob-

jetivo de estudio en la quimioterapia del cancer. Del mismo modo las
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kinesinas son esenciales en el trasporte intracelular cuando hay que
liberar materiales a diferentes distancias. Algunos investigadores
han apuntado incluso que determinados virus han “aprendido” a ace-
lerar su transporte en el interior de la célula uniéndose a kinesinas
como si fuesen vesiculas para asi ser transportados a través de los
microtibulos celulares en cuestién de minutos, mientras que por sim-

ple difusiéon consumirian bastantes horas.

Me atreveria a calificar estos trabajos como un verdadero hito en los
logros de la dindmica molecular en la interpretacion del funciona-
miento de la maquinaria molecular celular en sus diferentes facetas.
Cabria hacer referencia a estudios similares realizados sobre otros
“motores” como la Miosina V (Cecchini y col. 2008) y Ovchinnikov y
col. 2010) o la ATP’asa (Pu y col. 2008), a cuyas publicaciones remi-

timos.

5.2.4. Ribosomas

Las técnicas de simulacion de dindmica molecular se han extendido
incluso al estudio de organulos celulares completos, como es el caso
del estudio realizado por Jenelle Bray Junjie Zhang y M L.ewitt (Levitt
(2013)) sobre la dinamica de modos normales de un ribosoma completo.
Se trata de un sistema de grandes dimensiones con 4500 nucledtidos
en 7 cadenas de RNA y 6000 aminoacidos en 49 cadenas proteinicas.
El estudio concierne al movimiento de baja frecuencia correspondiente
a 538 grados de libertad, 6 para cada cadena mas 202 grados de liber-
tad internos (Ramakrishnan (2009) y Steitz (2009)).

Los grados de libertad internos que utilizan los autores se eligen de
modo que cada cadena de proteina o de RNA se mueve como un
cuerpo rigido. Los grados de libertad adicionales fueron elegidos de
manera arbitraria considerando un angulo de torsién adicional cada
50 aminoacidos o nucledtidos en cada una de las cadenas. Este estu-
dio muestra los movimientos para los modos de frecuencias mas

bajas, de las diferentes cadenas entre si, lo que permite explicar como

55



se mueve y como opera el ribosoma. Este estudio puso a su vez de
manifiesto que los movimientos descritos eran muy similares tanto
si se obtenia con métodos de todos los 4tomos o bien métodos de
“grano grueso” CG con un centro de interaccion por cada aminodacido
o nucleétido, mucho menos costosos. En este ultimo caso el estudio
tenia una duracién de entorno a un dia en un ordenador personal, lo
que abre un sinfin de posibilidades en la realizacién de estudios ana-

logos sobre estructuras celulares.

5.2.5. La F,F -ATPS

La F F -ATPS es un nanomotor que es ubicuo en todas las células
vivas y donde se generan las moléculas de ATP esenciales para el
mantenimiento de multiples funciones celulares. Su estructura es
ciertamente compleja lo que ha supuesto un reto a lo hora de generar
un modelo molecular basado en la estructura, que conduzca a la in-
terpretaciéon racional del movimiento de las partes de la enzima, en
conjuncién con el flujo de protones a través de la membrana donde
se inserta la enzima. Este flujo de protones se considera que es el
responsable de los movimientos de las partes de la enzima que posi-
bilitan la sintesis del ATP a partir del ADP que se producira sola-
mente para una determinada orientacion relativa de ambas partes
de la enzima. Mukerjee y Warshell haciendo uso de técnicas de mo-
delizaciéon CG han simulado la energética del sistema F -ATPase en
el espacio definido por la coordenada que determina la rotaciéon de
una parte de la enzima y el transporte de protones hacia el interior
del citoplasma (Mukherjee y col. (2012)).

El modelo simulado establece que el origen de la rotacién molecular
es debido preferentemente a la asimetria en la energética del reco-
rrido de los protones relacionando de este modo la actividad el cata-
lizador con la migracién de los protones a través de la membrana y
especialmente la relacién de esta asimetria con la rotacién molecular

para facilitar el proceso de sintesis. Este estudio viene ampliamente
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descrito en el trabajo de Mukerjee y col. (Mukherjee y col. (2012). En
el se contienen fundamentos conceptuales que permitiran la explo-
racién de las bases electrostaticas de sistemas quimico-mec4anicos,

impulsados por movimientos de protones.

5.2.6. Modelado computacional de anticuerpos

Las técnicas de simulacién se han empleado también en estrategias
de lucha contra diversas enfermedades y particularmente en la lucha
contra el cancer. En algunas de ellas se pretenderia disefiar un an-
ticuerpo que se fijase sobre células cancerosas o sobre receptores na-
turales de las mismas. Estos anticuerpos se obtienen en el
laboratorio, en algunos casos, inoculando ratones con moléculas o cé-
lulas diana a fin de que se generen los mismos. Desafortunadamente
los anticuerpos asi producidos no pueden ser utilizados en la terapia
tumoral sobre los seres humanos dada la severa reacciéon inmunolé-

gica que producen.

La estrategia se basaria en tomar la secuencia proteinica del anti-
cuerpo del ratén, como punto de partida, introduciendo luego las mo-
dificaciones necesarias en la misma para que mantenga su actividad
fisiol6gica sin que por ello sea rechazada por el sistema inmunolégico
humano. Winter y colaboradores acometieron el trasplante de los
fragmentos de anticuerpo de raton efectivos contra los tumores sobre
anticuerpos humanos (Jones y col. 1986). Los resultados obtenidos,
aunque esperanzadores condujeron a anticuerpos “humanizados” que
si bien no daban lugar a reacciones inmunoldgicas no eran tan po-

tentes como mostraron ser los generados en los ratones.

En esa misma linea, C. Queen y colaboradores haciendo uso de téc-
nicas de simulacién como las descritas anteriormente, pudieron
tomar decisiones sobre qué residuos deberian cambiarse sobre el an-
ticuerpo original proveniente de ratones para hacerlo amigable al ser
humano (Queen y col. 1989). Drogas anticancerosas como el Avastin

y la Herceptina son fruto de estrategias de este tipo, pero no hay que
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perder de vista que todavia deben transcurrir décadas para que la
investigacion basica genere una droga clinicamente til, por no refe-
rirnos ademads a los elevadisimos costes implicados en alcanzar esos

objetivos.

5.3. Perspectivas de futuro

La implementacion de las metodologias multiescala en los programas
y sistemas de calculo que hoy existen, pareciera indicar que no exis-
ten limites para abordar y en su caso resolver cualquier problema
que pueda plantearse en las ciencias biomédicas. Las simulaciones
permiten acelerar las comprobaciones de hipdtesis, lo cual solo sera
util si los calculos conducen a una prediccién precisa de lo que pro-
bablemente mostrara una experiencia. Las técnicas de simulacién
descritas, obtienen sus mejores resultados cuando se aplican en con-
cordancia con el trabajo experimental sobre los problemas objeto de
estudio, lo que exige la coordinacién entre experimentadores y tedri-
cos. Ello es necesario y es posible en nuestro ambito cientifico pro-

pio.

Existen amplias expectativas en el campo del disefio de mejores dro-
gas que sean més especificas para terapéuticas sobre determinadas
proteinas diana. También se dirigen muchos esfuerzos al andlisis de
la estructura de anticuerpos, su secuencia de aminoacidos y las con-
secuencias de modificar estos cuerpos afectando a su estructura de
manera que los haga mas efectivos en la destruccién de células can-

cerosas, por ejemplo.

En el bien entendido que las simulaciones no van a reemplazar a las
experiencias, cada vez es mas notorio en la literatura cientifica ob-
servar como investigadores experimentalistas comienzan a hacer uso
de técnicas de simulaciéon como complemento a sus estudios experi-
mentales (Young y col. (2001)). Cada vez se estudian, mediante si-
mulaciones, sistemas mas y mas complejos, como virus, organulos
celulares, incluso células, para profundizar en los diferentes aspectos
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de su funcionamiento. Incluso hay investigadores como Karplus que
contemplarian en un futuro no muy lejano el funcionamiento del ce-

rebro como objeto de estudio (Karplus (2013)).

El mismo Karplus formula la cautela de que las simulaciones tienen
sus limitaciones al igual que los experimentos, y que cuando descu-
bramos algo nuevo y excitante nos habremos de asegurar que no
hemos cometido ningin fallo en lo que hemos hecho. No habra que

echar en saco roto esta ensefianza.

No ha sido mi prop6sito abrumarles con tecnicismos excesivos ni de-
talles computacionales abrumadores. Mi propdsito ha sido el de ex-
poner la potencialidad de estas técnicas de Quimica Teorica en el
estudio de sistemas bioldgicos y de procesos bioquimicos lo que po-
driamos como Bioquimica Computacional. Resulta de todo punto im-
posible sintetizar en este corto espacio todo cuanto se ha realizado
en este campo, en el que multitud de investigadores e investigadoras
vienen desarrollando su callada labor solamente interrumpida por
la concesion del premio Nobel de Quimica de 2013 a los doctores Kar-
plus Levitt y Warshell.

6. CONCLUSION

Al finalizar mi exposicién, quisiera dedicar las ultimas palabras de
mi discurso a recordar a aquellas personas que estuvieron conmigo
en el transcurso de mi vida académica y cientifica, que me ayudaron,
que de algin modo han contribuido a ir formando mi personalidad y
que han hecho posible mi comparecencia hoy ante ustedes en este es-

trado.

Recordaré en primer lugar a mi maestro, el Profesor José Ignacio
Fernandez Alonso quien me introdujo en el apasionante mundo de
la ciencia. Pionero de la Quimica Cuantica en Espana, en estrecho
contacto con la escuela de pensamiento de De Broglie en Paris, con

la que nos puso en contacto a sus colaboradores. El trabajo de Tesis
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Doctoral que me propuso podria considerarse como un anticipo de los
métodos multiescala que les he comentado, al referirse al estudio de
la estructura electrénics de hidrocarburos deslocalizados dentro de
la aproximacion m-electronica que estudiaba separadamente los elec-
trones m de los o. De él aprendi ciencia, pero también supo despertar
en mi inquietudes que dirigian hacia el compromiso institucional y
social, y con su respeto hacia mi, me ensené a respetar a los demaés.
En él cobra para mi todo su sentido la palabra maestro. Maestro que
me ensend Ciencia, pero que también me ensefi6 a aprender, y final-

mente me ensefid a ensenar.

Con él quiero recordar a los profesores D. José Beltran, Francisco
Bosch, D. Joaquin Catala, D. Agustin Escardino, D. Lorenzo Ferrer,
D. Maximino Rodriguez y D. José Maria Viguera de quienes aprendi
conocimientos e inquietudes de lo largo de mi Licenciatura en Qui-

mica.

También quiero recordar aqui a quienes compartieron conmigo res-
ponsabilidades y saberes en el Departamento de Quimica Fisica en
mis inicios como docente de esta Universidad de Valencia. los Profe-

sores Rosario Domingo, Juan Palou y Peregrin Olcina.

Mi recuerdo mas afectuoso para aquellos doctores y doctoras que se
Iniciaron conmigo en sus tareas investigadoras y que con su trabajo
han conseguido formar parte de los cuerpos docentes de la Universi-
dad. Una parte esencial de mi actividad investigadora no hubiera
sido posible sin el esfuerzo de los doctores Josep Maria Aull6 e Igna-
cio Nebot primero, a los que siguieron Armando Codoner, Ratl
Crespo, Piedad Medina, Manuela Merchan, Salvador Monz6, Amparo
Olba, Enrique Orti, Maria Carmen Piqueras, Josep Planelles, Al-
fredo Sanchez, Pedro Viruela, Rafael Viruela, José Sanchez, Fran-
cisco Vicente, e Isabel Zabala quienes han sabido ser mas amigos que

companeros.

No puedo olvidar aqui a quienes compartieron conmigo responsabi-

lidades, cargos y cargas y me prestaron su ayuda en los periodos que
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desempené cargos de gobierno en la Universitat de Valéncia. Con
ellos y ellas tengo contraida una deuda que dudo poder pagar algtn
dia.

A todos cuantos he mencionado les dedico mi mejor recuerdo, mi
amistad y mi méas profundo agradecimiento por haber compartido
una parte de su vida conmigo en la nave de la Ciencia y de la Uni-

versidad.

Llegado este momento deseo expresar mi gratitud y mi afecto a quie-
nes han compartido conmigo toda su vida, y en quienes siempre he
encontrado todo el apoyo y todo su carifo sin necesidad de pedirselo,

mi esposa Beatriz y mis tres hijos, quienes me lo han dado todo.

Quiero dedicar un ultimo recuerdo a mis padres quienes supieron in-
culcarme el rigor y el sentido de la responsabilidad, pero también el
afecto y el respeto a los demads, y a quienes les hubiera complacido

estar hoy aqui con nosotros.

Finalizo exposicién agradeciendo de nuevo a los sefiores y sefioras
académicos por su generosidad al recibirme en esta venerable, pero
vigorosa institucién depositaria de saberes y de hacer servir esos sa-

beres para beneficio de los hombres.

Y a todos ustedes les quedo muy agradecido por su atencién.

He dicho.
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DISCURSO DE CONTESTACION DEL ACADEMICO NUMERARIO
ILMO. SR. DR.

D. Juan Vina Ribes






ExcMO. SR. PRESIDENTE DE LA REAL ACADEMIA DE MEDICINA,
TLMAS. SRAS. ACADEMICAS E ILMOS SRS. ACADEMICOS,
DIGNISIMAS AUTORIDADES UNIVERSITARIAS, SANITARIAS Y CIVILES,
ILMo. SR. D. FrRANCISCO TOMAS VERT, FAMILIARES Y AMIGOS,
SENORAS Y SENORES:

EL ACTO DE RECEPCION de un nuevo Académico es uno de los mo-
mentos de mayor esplendor de nuestra corporacién. El haber
sido elegido por el Prof. Tomas y aceptado por el Presidente de la
Academia y su Junta Directiva para contestar su discurso de entrada
y darle la bienvenida supone para mi un reto y una gran satisfaccion.
Desde mi primera juventud siempre le oi a su maestro el Prof. Fer-
nandez Alonso, que fue uno de los cientificos pioneros de la Quimica
Cudntica en Espafa, que tenia un discipulo llamado Paco Tomaés que
era brillante, inteligente, con gran vocaciéon cientifica, con un gran
compromiso social y con un gran futuro universitario por delante.

Claramente D. José Ignacio acerté en todas sus predicciones.

Quiero destacar tres aspectos de la personalidad de nuestro nuevo
académico: el docente, el cientifico y el del compromiso social y uni-
versitario. Cuenta Bertrand Russell que cuando ingreso en la Uni-
versidad de Cambridge los estudiantes inconformistas le dijeron que
encontraria tres tipos de profesores llamados Don en Oxford y Cam-
bridge: personajes de chiste; profesores técnicamente competentes,
pero no interesantes; y un pequeno grupo de hombres a quién los j6-
venes estudiantes admiraban de corazén y con entusiasmo (Russell,
1956). El Prof. Tom4as pertenece a éste tltimo grupo, como muy saben

los estudiantes de medicina que tuvieron la suerte de tenerlo de pro-
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fesor durante unos afios. Nuestro nuevo Académico obtuvo la Licen-
ciatura de Quimicas con Premio Extraordinario en 1965, el doctorado
en 1971 también con Premio Extraordinario y obtuvo la Catedra de
Quimica Fisica en 1982. Ha sido Director del Departamento de Qui-
mica Fisica, del Centro de Informatica, Decano de la Facultad de Qui-
micas, Vicerrector y Rector de nuestra Universidad. Pero es digno de
destacar que entre sus discipulos hay ocho Catedraticos y once Pro-
fesores Titulares de Universidad, ademas de un gran nimero de in-

vestigadores.

Su carrera cientifica la empez6 como Becario de Iniciacién a la investi-
gacion y posteriormente con la beca mas prestigiosa en la Espana de la
década de los sesenta del siglo pasado, que era la beca de la Fundacién
Juan March. Ha publicado mas de ciento cincuenta articulos de su es-
pecialidad, y una gran mayoria en revistas que se encuentran en el pri-
mer cuartil en su area de especializacion. Ha dirigido méas de diecinueve
tesis doctorales y toda esta labor ha sido reconocida con un nimero ele-
vado de distinciones entre los que destacan el Doctorado “Honoris
Causa” por la Universidad Nacional de San Luis (Argentina) en el 2010
y la Medalla de nuestra Universidad en el 2011.

En su discurso de entrada a la Academia el Prof. Tom4s ha disertado
sobre la estructura y dindmica de las proteinas que es un area de
gran interés en la actualidad. Desde la década de los cincuenta del
siglo pasado estudios bioquimicos y biofisicos nos han permitido co-
nocer el comportamiento de las proteinas cuando estan altamente
purificadas, lo que ha facilitado realizar estudios in vitro que han es-
clarecido el comportamiento molecular de las mismas. Sin embargo,
las proteinas en el mundo celular y tisular se encuentran rodeadas
por muchas otras moléculas que pueden modificar su comporta-
miento (Foffi y cols 2013). Ademas, otro aspecto muy interesante del
discurso del nuevo académico es poner de manifiesto la importancia
del conocimiento detallado de las macromoléculas y de sus estructu-
ras en las investigaciones biomédicas del siglo XXI, lo que pone de
relieve la importancia de la biologia de estructuras. El desarrollo de

la criomicroscopia electrénica junto con el desarrollo de nuevos de-
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tectores de electrones y una mejora sustancial del software, nos per-
mite obtener estructuras a nivel casi atémico de ribosomas a partir
de una cantidad pequena de particulas (Bai y cols 2013;Brown y cols
2014). Esta nueva metodologia esta revolucionando la biologia de
complejos grandes y elimina la necesidad de usar cristalografia de
rayos X. La nueva tecnologia de criomicroscopia asociada a sistemas
computacionales complejos necesita cantidades de muestra varias
6rdenes de magnitud menor que lo que se necesita con la vieja técnica
de la cristalografia y permite esclarecer la heterogeneidad conforma-
cional y bioquimica en una muestra, lo que hace que esta técnica sea
ideal para estudiar complejos dinamicos. (Ramakrishnan 2014). No
debemos de olvidar que la vida es una red muy compleja de macro-
moléculas a diferentes niveles de organizacién y que siempre esta en

estado dinamico.

Ademas de su excelente trabajo investigador a lo largo de los afos es
muy importante destacar la aportacion del Prof. Tomés a la medicina
valenciana en otros aspectos de la misma. Nuestro nuevo académico ha
gestionado con gran acierto parte de los retos de modernizacién de la
medicina valenciana. Su aportacién a la remodelacion de la Facultad de
Medicina de nuestra Universidad no hubiera sido posible sin su tesén,
ayuda incondicional y visién de futuro. Su pasién por la investigacién
biomédica quedd demostrada con su apoyo a la creacién de la Fundacion
de Investigacién del Hospital Clinico/ Instituto INCLIVA y con la cesion
temporal por parte de la Universidad del solar para la construccion del
edificio central de la Fundacién. Por ultimo, durante su periodo como
Rector nuestra Academia tuvo por fin una sede definitiva.

Pero sobre todo quiero destacar su compromiso civico mas alla de las
creencias personales cuando sali6 en defensa de nuestra Facultad de
Medicina. Esto se puso de manifiesto cuando una persona relevante de
la sociedad del momento nos acuso veladamente de acciones inacepta-
bles. Este exceso verbal lo combatié con elegancia, serenidad y pulcri-
tud en un articulo publicado en un periédico influyente en el mundo de
lengua hispana (Tomas, F. 2007). En él destacé que generaciones y ge-
neraciones de médicos formados en la Universidad de Valencia han de-
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dicado su vida a la salvacién de vidas humanas con esfuerzo, sabiduria
y respeto durante mas de quinientos afos. También ha luchado por la
calidad de la docencia y por la investigacién cientifica, en una época
donde algunas de las sociedades mas avanzadas han iniciado un pro-
ceso de retirada econémica del mundo de la ensefianza y la investiga-
cién basica por parte del Estado. Un proceso que ha determinado
también en paralelo la secundarizacién de las universidades (Ordine,
2015). La importancia que tiene la financiacién publica y que con tanto
tesén ha luchado nuestro nuevo académico durante afios es un tema
de gran actualidad; ya que ha merecido una editorial de la revista Na-
ture Medicine (2015) con el sugerente titulo: “Dejemos que la investi-
gacion florezca”.

Para acabar quiero traer a colacién unas ideas expuestas por el gran
pedagogo francés Alain, que relata George Steiner en su libro Lec-
ciones de los maestros. Se cuenta, que este gran profesor en una me-
morable clase en el Liceo Enrique IV en el Paris de 1928 ante un
centenar de alumnos y de oyentes procedentes de la Sorbona escribid
en la pizarra: “La felicidad es un deber” y “La ley mas hermosa de
nuestra especie es que lo que no se admira se olvida”. Prof. Tom4s te
admiramos porque de una forma completamente desinteresada, al
dedicar parte de tu tiempo a la organizacién universitaria, nos hiciste
la vida facil a todos para poder realizar nuestro trabajo de forma efi-
ciente. Ademas, nos facilitaste ser mas felices al poder hacer lo que
mas nos gusta, que es ser parte del mundo de la docencia universi-
taria, de la asistencia sanitaria y de la investigacién basica, clinica
y traslacional. Por lo tanto, Prof. Tom4s nunca te olvidaremos.

Muchas gracias por su atencion.
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