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EL PREMIO NOBEL EN FISIOLOGIA O MEDICINA

El 7 de octubre de 2013, la Asamblea Nobel del Instituto Karolinska de
Estocolmo otorg6 el Premio Nobel en Fisiologia o Medicina conjuntamente a James
E. Rothman (1950, USA, Yale University), Randy W. Schekman (1948, USA,
University of California, Berkeley) y Thomas C. Stidhof (1955, Alemania, Stanford
University) “por sus descubrimientos de la maquinaria que regula el trafico de

vesiculas, un sistema de transporte principal en nuestras células”.

Como sefalaba el comunicado de prensa del Instituto Karolinska, el buen
funcionamiento de las células depende de conseguir que las moléculas correctas
estén en el lugar adecuado en el momento apropiado, teniendo en cuenta que
algunas de tales moléculas son exportadas fuera de las células mientras que otras
tienen que estar en lugares especificos de la propia célula.

Si fuéramos capaces de introducirnos fisicamente en el interior de una
célula nos quedariamos maravillados al visualizar todos los procesos moleculares
que ocurren en ella a gran velocidad y con total precision. Pensemos, por ejemplo,
en la replicacion del ADN, la transcripcion y sintesis del ARN mensajero, la sintesis
de proteinas en la maquinaria ribosémica. También nos asombraria ver cémo las
moléculas sintetizadas en la célula (enzimas, hormonas, neurotransmisores,
citokinas, etc.) son transportadas en vesiculas a lugares especificos (organulos) de
la propia célula o liberadas al exterior de la misma en el momento justo.

En los comentarios escritos para explicar en qué han consistido las
investigaciones de los tres cientificos galardonados se ha repetido el ejemplo de un
gran puerto en el que hay que distribuir ingentes cantidades de mercancias para
que lleguen al destino correcto en el tiempo preciso, para lo cual se requiere un
sistema de reparto adecuado que genera un denso trafico interior que tiene que
estar perfectamente regulado. Pues bien, volviendo al terreno bioldgico, las
moléculas son empaquetadas en vesiculas minusculas recubiertas con membranas
para su transporte a los diferentes lugares especificos de la célula o para ser
exportadas al exterior de la misma.
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Las investigaciones premiadas se refieren a tres aspectos diferentes, pero a
la vez complementarios, de la cuestion global: 1) la existencia de una regulacion
genética que controla el trafico de las vesiculas (Schekman): 2) la existencia de
complejos proteicos que permiten a las vesiculas anclarse en el lugar preciso y
fusionarse con las membranas celulares o intracelulares (Rothman); y 3) la
existencia de un mecanismo molecular dependiente del calcio en la transmision
entre células nerviosas (Stidhof).

De las tres investigaciones premiadas yo solamente me siento legitimado
para hacer un breve comentario sobre la aportacion de Randy W. Schekman quien
descubri6 los genes que codifican para las proteinas que son los reguladores clave
del trafico de vesiculas en levaduras, controlando el transporte tanto a los
diferentes compartimentos internos celulares (del reticulo endoplasmico al
aparato de Golgi) como a la superficie celular. Interesado por cdmo las células
organizan su sistema de transporte, Scheckman decidié iniciar en los afios setenta
un estudio genético utilizando como sistema modelo mutantes de levadura
sensibles a la temperatura (1). Posteriormente identifico 23 grupos de
complementacién implicados en los sucesos post-traduccionales de la ruta
secretora de la levadura (2) y establecid el orden de los sucesos que ocurrian en el
patron secretor de las células de levadura (3). En un estudio posterior, Scheckman
y colaboradores caracterizaron morfolégicamente y genéticamente las mutaciones
en siete genes SEC demostrando que pueden jugar un papel en la formacién o en la
fusion de vesiculas intermedias en el transporte de proteinas desde el reticulo
endoplasmico al aparato de Golgi (4).

Es interesante hacer constar que las investigaciones realizadas en células de
mamiferos por Rothman (5,6), con quien ha compartido el galardén Nobel, sobre
los complejos proteicos que permiten a las vesiculas fusionarse con sus dianas en
las membranas asegurando que las moléculas que las vesiculas transportan
(moléculas-cargo, moléculas-mercancia) sean liberadas en el lugar preciso han
demostrado que incluyen proteinas semejantes a las descritas por Scheckman
codificadas por genes homologos. Es decir, se trata de procesos del sistema de
transporte celular conservados en la evolucion.

Aunque la investigacion de los galardonados con el Premio Nobel 2013 en
Fisiologia o Medicina pertenece al campo de la Biologia y la Fisiologia Celular -de
hecho, es la tercera vez desde que George Palade, Albert Claude y Christian de
Duve obtuvieron el Premio Nobel en 1974 y GlinterBlobel en 1999 en que este
campo cientifico es galardonado con el Premio Nobel en Fisiologia o Medicina- sin
embargo en el caso del Dr. Scheckman me he permitido incluirlo también en el
campo de la Genética por la metodologia genética clasica que ha utilizado para
seleccionar los mutantes de levadura que han constituido su material de trabajo
imprescindible para llevar a cabo sus estudios citoldgicos. Confirma criterio el
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mismo hecho de que el Dr. Schekman eligiera como titulo de su Nobel Lecture
“Genes and proteins that organize the secretory pathway” (7 diciembre 2013).

Termino este breve comentario actualizando los datos numéricos que afio
tras afio vengo ofreciendo: hoy, en 2013, podemos estar orgullosos los amantes de
la Genética porque ya son 41 las veces en que el galardon Nobel ha correspondido
a 90 cientificos del campo de la Genética o ciencias afines. De los 41premios
considerados, 32 pertenecen al ambito de la Fisiologia o Medicina, 8 a la Quimica y
1 de la Paz y, a su vez, de los 90cientificos galardonados, 71 corresponden a
premios de Fisiologia o Medicina, 18 de Quimica y 1 de la Paz. Finalmente, me
gustaria destacar que en lo que va de siglo XXI se ha premiado la investigaciéon
genética en trece ocasiones: en 2001 (Hartwell, Hunt y Nurse, “por sus
descubrimientos de los reguladores clave del ciclo celular”), 2002 (Brenner,
Horvitz y Sulston, “por sus descubrimientos sobre la regulacion genética del
desarrollo de los érganos y la muerte celular programada”), 2004 (Axel y Buck,
“por sus descubrimientos de receptores olorosos y la organizacién del sistema
olfativo”), 2006 (Fire y Mello, “por su descubrimiento de la interferencia por ARN:
silenciamiento de genes por ARN de doble cadena”), 2006 (Kornberg, “por sus
estudios de la base molecular de la trancripcioneucariética”), 2007 (Capecchi,
Evans y Smithies, “por sus descubrimientos de los principios para introducir
modificaciones génicas especificas en ratones mediante el uso de células troncales
embrionarias”), 2008 (zurHausen, “por su descubrimiento de los virus del
papiloma humano causantes del cancer cervical”; Barré-Sinoussi y Montagnier,
“por su descubrimiento del virus de la inmunodeficiencia humana”), 2008 (
Shimomura, Chalfie y Tsien, “por el descubrimiento y desarrollo de la proteina
fluorescente verde, GFP”), 2009 (Blackburn, Greider y Szostack, “por el
descubrimiento de coémo los cromosomas son protegidos por los telomeros y la
enzima telomerasa”), 2009 (Ramakrishnan, Steitz y Yonath, “por los estudios de la
estructura y funcién del ribosoma”), 2011 (Bruce A. Beutler y Jules A. Hoffmann
“por sus descubrimientos en relacidn con la activacion de la inmunidad innata”; y a
Ralph M. Steinman “por su descubrimiento de la célula dendritica y su papel en la
inmunidad adaptativa”, 2012 a John B. Gurdon y ShinyaYamanaka “por el
descubrimiento de que las células diferenciadas pueden ser reprogramadas para
convertirse en pluripotentes” y en 2013 a Randy W. Schekman que compartio el
premio con James E. Rothman y Thomas C. Siidhof “por sus descubrimientos de la
magquinaria que regula el trafico de vesiculas, un sistema principal de transporte
en nuestras células”, demostrando que existe un control genético de la maquinaria
que controla el trafico de vesiculas en el interior y al exterior de las células.

Con mucho mayor conocimiento que yo, el Dr. José Antonio Esteban Garcia
glosara los trabajos de los tres cientificos galardonados con el Premio Nobel 2013
en Fisiologia o Medicina.
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EL PREMIO NOBEL EN QUIMICA 2013

El 9 de octubre de 2013, la Real Academia de Ciencias de Suecia en
Estocolmo acord6 conceder el Premio Nobel 2013 en Quimica conjuntamente a
Martin Karplus, Michael Levitt y Arieh Warshel “por el desarrollo de modelos
computacionales para sistemas quimicos complejos”.

Como decia la nota de prensa de la Real Academia Sueca de Ciencias, los
quimicos usaban bolas y bastones de plastico para crear modelos de moléculas.
Hoy, el modelado se realiza en computadores. En los afios setenta, Martin Karplus,
Michael Levitt y AriehWarshel pusieron los fundamentos de los poderosos
programas de computacidon que se usan actualmente para comprender y predecir
procesos quimicos complejos. El acierto de los galardonados con el Premio Nobel
ha sido poner a trabajar juntas la fisica newtoniana clasica y la fisica cuantica
cuando antes habia que decidirse por una u otra, cada una con sus fortalezas y
debilidades.

Asi como en la presentacion del Premio Nobel en Fisiologia o Medicina me
he sentido minimamente legitimado para hacer un brevisimo comentario sobre la
investigacion de uno de los galardonados, no es este el caso de las investigaciones
premiadas con el Premio Nobel en Quimica, por lo que cedo el testigo a la
Profesora Beatriz de Pascual-Teresa Fernandez que glosara las investigaciones de
los tres cientificos galardonados.
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El Premio Nobel de Fisiologia o Medicina del afio 2013 ha estado dedicado a
un problema biologico fundamental: ;como se transportan y distribuyen las
distintas sustancias y cargamentos en el interior de la célula? ;y como se dirigen
las sustancias destinadas a ser liberadas al exterior de la célula? Todas las células
contienen un complejo sistema de transporte interno, con carreteras primarias y
secundarias, con sefiales de parada y de avance, con estaciones de servicio y de
reparacion. La existencia de este sistema de transporte es conocida ya desde los
trabajos pioneros de George Palade en los afios 1960 (Premio Nobel en 1974),
pero solo en los ultimos 20 afios se ha conseguido un conocimiento
razonablemente completo de su organizacion y regulacion interna, en gran medida
gracias a las investigaciones de Randy Sheckman, James Rothman y Thomas
Stidhof, galardonados este afio con el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina.

Antes de entrar en mas detalle sobre estas investigaciones, incluyo aqui
unas pequefias notas biograficas. Randy Sheckman nacié en 1948, en Minnesota,
EEUU, y realiz6 casi todo su trabajo en la Universidad de California, en Berkeley,
donde en la actualidad es Profesor en el Departamento de Biologia Molecular y
Celular. Curiosamente, Randy Scheckman tiene una relacion de parentesco
cientifico con el Premio Nobel espafiol Severo Ochoa, ya que realizé su tesis
doctoral bajo la supervision de Arthur Kornberg, en la Universidad de Stanford
(EEUU), quien a su vez trabajé con Severo Ochoa en la Universidad de Nueva York
(Arthur Kornberg y Severo Ochoa recibieron conjuntamente el Premio Nobel de
Medicina o Fisiologia el afio 1959). Por tanto, Randy Scheckman puede
considerarse el “nieto cientifico” de Severo Ochoa. James Rothman nacié en 1950,
en Massachusetts, EEUU, e inici6 sus investigaciones relacionadas con este Premio
Nobel en la Universidad de Stanford, precisamente en el departamento en el que
unos afios antes Randy Scheckman realizaba su tesis doctoral. James Rothman
también ha trabajado en la Universidad de Princeton, en el Instituto de Cancer
Memorial Sloan-Kettering y en la Universidad de Columbia. En la actualidad, es
Profesor y Catedratico del departamento de Biologia Celular de la Universidad de
Yale. Thomas Siidhof nacié en Goéttingen, Alemania en 1955. Es por tanto el tnico
investigador no estadounidense de los tres galardonados con este premio. Realizé
su tesis doctoral y obtuvo el titulo de doctor en medicina por la Universidad de
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Gottingen. A continuacion se trasladé a la Universidad de Texas Southwestern, en
EEUU, donde realiz6 la mayor parte de su trabajo de investigacion. En la actualidad
es Profesor en el Departamento de Fisiologia Molecular y Celular en la Universidad
de Stanford.

Desde un punto de vista mas anecdético, Thomas Siidhof ha tenido una
conexion muy reciente y directa con la universidad espafiola, y en concreto, con el
autor de estas lineas. Ello se debe a la celebracidn de un congreso sobre transporte
de membrana en las neuronas, que tuvo lugar del 7 al 9 de octubre del 2013 en
Baeza (Jaén), auspiciado por la Universidad Internacional de Andalucia (UNIA) y
organizado por Juan Lerma (Instituto de Neurociencia de Alicante), Thomas
Schwarz (Harvard Medical School) y yo mismo. Este congreso se habia organizado
casi con un afio de antelacion, y Thomas Siidhof era uno de los ponentes invitados.
La feliz coincidencia fue que el dia que Thomas Siidhof llegaba a Espafia (desde los
Estados Unidos) para participar en este congreso, se le comunicaba la concesion
del Premio Nobel. El Instituto Karolinska tiene por costumbre anunciar el
resultado a los galardonados por teléfono. En este caso la llamada tuvo lugar
mientras Thomas Siidhof conducia, en un coche alquilado, desde el aeropuerto de
Barajas en Madrid a la sede del congreso en Baeza. Cuando Thomas Siidhof atendid
la llamada, después de la incredulidad inicial, tuvo que pedir a su interlocutor que
esperara un momento mientras detenia el coche, ya que se encontraba
“conduciendo por algin lugar en medio de Espafia”. La conversacion telefonica
completa, junto con su transcripcion al espafiol, puede seguirse en
http://www.youtube.com/watch?v=8cZnznOAZMY. Es realmente un testimonio de
la naturalidad y sorpresa con que Thomas Stidhof recibi6 la noticia.

Unas pocas horas mas tarde, Thomas Siidhof llegaba a Baeza. Para aquel
momento nosotros ya sabiamos de la concesidn del Premio Nobel, y esperabamos
con impaciencia su llegada, junto con los primeros periodistas que empezaban a

Nz = A

agruparse en la sede del congreso. Después de una rapida ducha en el hotel,
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Thomas Stidhof se reuni6é con nosotros y atendié a los periodistas, tanto locales
como nacionales, que a duras penas habian tenido tiempo para enterarse de la
noticia y preparar la entrevista. A pesar de lo improvisado de la situacidn, todo
transcurrié en un ambiente relajado y cordial. Thomas Siidhof se presté siempre
de buen animo y con una sonrisa a las sucesivas entrevistas y sesiones fotograficas
que le fueron pidiendo (conviene recordar que habia pasado la noche anterior
volando desde California a Madrid, para luego conducir durante tres horas por su
cuenta hasta Baeza). Quiza un ejemplo mas del buen talante y profesionalidad de
Thomas Stidhof fue que, concluidas la ronda de entrevistas; nos dispusimos a
continuar con el programa cientifico del congreso... jen el que él era el proximo
ponente! En efecto, Thomas Siidhof entr6 en la sala de conferencias, donde fue
recibido con aplausos y el publico en pie. Tras los agradecimientos de rigor, tuvo
lugar su conferencia, en la que nos present6 los ultimos trabajos que estan
realizando en el laboratorio, sobre los cuales hablaré un poco mas adelante. En
conclusion, esta feliz coincidencia, ademas de crear un poco de revuelo en la
tranquila ciudad de Baeza, sirvié para resaltar la importancia del tema de
investigacion que nos ocupa, y para que los estudiantes (y profesores) tuvieran la
oportunidad de conocer y charlar con un Premio Nobel “de carne y hueso”.

Como mencionaba al comienzo, el Premio Nobel de este afio reconoce las
investigaciones de Randy Sheckman, James Rothman y Thomas Stidhof sobre el
sistema de transporte en el interior de la célula. Cada célula es una pequefia fabrica
que produce y exporta moléculas, ya sean sefiales quimicas para la comunicacion
nerviosa, o enzimas degradativas en las células que rodean el tubo digestivo. Estas
moléculas (o cargamentos) se empaquetan en pequefios compartimentos de
membrana llamados vesiculas, que son luego transportados por el interior de la
célula de una manera exquisitamente dirigida para llegar al lugar correcto en el
momento adecuado. El trabajo de estos tres investigadores ha contribuido a
elucidar en gran medida cdmo este sistema de transporte se organiza y regula en el
interior de la célula. Un aspecto interesante de sus investigaciones es que fueron
fundamentalmente de indole basica, es decir, no estaban necesariamente
encaminadas u orientadas a resolver o tratar una enfermedad o problema social
determinado. Por supuesto, como comentaré al final, sus resultados han resultado
de gran utilidad para comprender, y en parte aliviar, multiples enfermedades. Pero
es importante resaltar, en estos tiempos de recortes presupuestarios, que la
investigacion basica siempre encuentra aplicaciones practicas, muchas veces
inesperadas, aunque generalmente a largo plazo. A continuacién paso a resefiar
brevemente algunos aspectos destacados de la investigacién llevada a cabo por
estos investigadores.

La aproximacién de Randy Sheckman fue fundamentalmente genética. La
hipdtesis basica es que si queremos entender el sistema de transporte de
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membrana en la célula, necesitamos conocer los genes que lo gobiernan. Y para
abordar este problema, utiliz0 un organismo cuya manipulacién genética es
relativamente sencilla, como es la levadura cervecera o Saccharomycescerevisiae.
Randy Sheckman estudi6é multitud de mutantes de levadura en los que el sistema
de transporte era defectuoso. Utilizando técnicas de bioquimica y microscopia,
observo como en algunas cepas de levadura se producian “atascos” en el trafico
intracelular, con lo que determinados cargamentos no llegaba al lugar adecuado. A
continuacidon, empleando estrategias de genética clasica, clasifico las cepas
mutantes y aisld los genes cuya mutacion producia los defectos de transporte. De
esta forma fue capaz de generar un mapa anatémico y funcional, en el que distintos
genes controlan pasos especificos en el transporte de membrana entre distintos
compartimentos en el interior de la célula. Esta cartografia disefiada sobre la célula
de levadura es esencialmente la que se utiliza hoy en dia para entender el
funcionamiento interno de células tan dispares como las neuronas o las células
secretoras de insulina en el pancreas.

El trabajo de James Rothman consistié fundamentalmente en la diseccion
bioquimica del proceso de fusién de membrana. La liberacion de moléculas al
exterior de la célula (como es el caso de los neurotransmisores en las neuronas o
las hormonas en las células de las glandulas endocrinas) requiere que las vesiculas
que las contienen se fusionen con la membrana exterior de la célula, produciendo
el volcado de su contenido. También para el transporte intracelular, distintas
vesiculas tienen que fusionarse con otras membranas internas, para transferir su
contenido de un compartimento a otro. Este transporte es extremadamente
especifico, para evitar la mezcla de cargamentos en los compartimentos
incorrectos y el caos intracelular. James Rothman descubri6 una serie de proteinas
que se anclan especificamente en distintas vesiculas o en la superficie de la célula,
y fuerzan la fusiéon de las membranas en los sitios adecuados. Para ello utilizé
células de mamifero, sobre las que empled técnicas de fraccionamiento y
purificacion de distintos compartimentos de membrana. De esta forma, por
primera vez, se identificaron componentes de la maquinaria molecular que ejecuta
el transporte y la fusion de las membranas. Quizd uno de los resultados mas
interesantes fue comprobar que algunas de las proteinas encontradas con estos
estudios bioquimicos con células de mamifero eran las mismas que se codificaban
por los genes que habia encontrado Randy Sheckman con sus estudios en levadura.
Esta coincidencia revela y refuerza la conservacion evolutiva de estos mecanismos
como procesos fundamentales en el funcionamiento de todas las células
eucariotas.

Precisamente el trabajo de Thomas Siidhof esta encaminado a entender
estos mecanismos en una de las células mas evolucionadas y especializadas que se
conocen, como son las neuronas en el cerebro. Aqui el proceso que se estudio fue la
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liberacion de neurotransmisor, que permite la comunicaciéon de una neurona a
otra. Todos los requerimientos de regulacién y especificidad de la fusion de
membranas, estan llevados al maximo en el caso de la comunicacién neuronal. Asi,
las vesiculas que contienen los neurotransmisores pueden permanecer inmdviles,
ancladas durante horas o dias en las terminales nerviosas, conocidas como
sinapsis. Luego, cuando llega el estimulo nervioso (potencial de accion), la fusion
de la vesicula con la membrana sinaptica se dispara a gran velocidad, en tiempos
inferiores a un milisegundo. Esta precision y rapidez son fundamentales para la
comunicacién nerviosa, y son la base del funcionamiento cerebral, desde la
percepcion de estimulos del exterior, hasta la ejecucion de complicados
movimientos o los procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria.
Curiosamente, cuando Thomas Studhof comenzé estos estudios, en los aflos 1990,
se desconocia practicamente en su totalidad la maquinaria molecular de las
vesiculas de neurotransmisor. Y aunque era de esperar que parte de esta
magquinaria fuera comun y compartida con la que opera en otros tipos celulares
para la fusion de membranas, parecia obvio que tenia que haber adaptaciones y
especializaciones que “acoplaran” esta maquinaria a los estimulos nerviosos. Antes
del comienzo de estas investigaciones ya se conocia que un factor fundamental en
este acoplamiento son los iones de calcio (Ca?*). La llegada del potencial de accién
a la terminal sinaptica provoca la entrada de Ca?* a través de unos canales ionicos
especificos, y esta acumulacién de Ca?* es necesaria para la liberacion del
neurotransmisor. Una de las contribuciones fundamentales del laboratorio de
Thomas Stidhof ha sido la identificacion de una serie de proteinas en las vesiculas
de neurotransmisor que unen Ca?* y actian como sensores que detectan la llegada
del potencial de accion y disparan con gran rapidez la fusién de membrana. De esta
forma ha sido posible entender la exquisita precision temporal de la comunicacién
nerviosa. Ademas, estas investigaciones supusieron un cambio conceptual, al
descubrir que la fusion de membrana podia ocurrir de forma regulada, en
respuesta a estimulos determinados. Ahora se sabe que este no es soélo el caso de
las neuronas, sino también el de la mayor parte de las células endocrinas, del
sistema inmune y otros tipos celulares.
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bastones célula beta
en la retina

En conclusion, los estudios distinguidos con el Premio Nobel de Medicina de
este afio nos han llevado en dos direcciones complementarias. Por un lado, nos han
permitido entender los mecanismos basicos del transporte intracelular de
membrana, que operan en todas las células eucariotas y son fundamentales para su
organizacion interna y correcto funcionamiento. Por otro lado, nos han ofrecido un
ejemplo de como estos mecanismos pueden adaptarse a los requerimientos
especificos de distintos tipos celulares, como es el caso de la liberacién de
neurotransmisor en las neuronas. De hecho, la mayoria de las investigaciones
actuales en este campo se concentra en entender las distintas especializaciones y
mecanismos de regulacion del transporte de membrana en distintos tejidos y tipos
celulares. Algunas de estas adaptaciones son realmente notables. Por ejemplo, las
células fotorreceptoras en la retina, conos y bastones (arriba a la izquierda), estan
tremendamente polarizadas. En su segmento externo forman unos discos de
membrana donde se concentra la proteina sensible a la luz, la rodopsina. La mayor
parte de la energia de esta célula se destina a la formacidn de estos discos de
membrana y al empaquetamiento de la rodopsina, en concentraciones casi
cristalinas, en su interior. Ademas, esta especializacion esta sometida a una
continua renovacion, al irse perdiendo los discos de membrana mas externos y ser
sustituidos por discos mas internos que se van desplazando hacia el exterior. Otro
ejemplo notable son las células productoras de insulina en el pancreas (células
beta). Estas células son auténticas factorias, en las que casi la totalidad de su
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sistema de transporte de membrana estd destinado a la sintesis,
empaquetamiento, procesamiento y liberacion de insulina. De hecho, gran parte de
su contenido celular esta ocupado por los granulos de secreciéon (arriba a la
derecha).

Dada la importancia del sistema de transporte de membrana para los
distintos tipos celulares, no es sorprendente que su alteracion dé lugar a una gran
variedad de enfermedades. De hecho, es gracias al conocimiento de este sistema
que hemos podido entender la base genética y molecular de multiples
enfermedades en humanos. A continuacién menciono s6lo unos pocos ejemplos
para poner de relieve la variedad de patologias que pueden producirse.

Tejidos estructurales como los huesos o cartilagos estan basados en la
produccion de una compleja matriz extracelular, que es la que da consistencia al
tejido. En su mayor parte, esta matriz esta compuesta por proteinas altamente
modificadas que son producidas por osteoblastos y condrocitos (células
generadoras de hueso y cartilago, respectivamente). Estas proteinas tienen que ser
empaquetadas y secretadas al medio exterior utilizando esencialmente los mismos
mecanismos de transporte descritos anteriormente. Cuando estos mecanismos
fallan, la formacién de huesos y cartilagos es defectuosa, lo que da lugar a graves
malformaciones durante el desarrollo. Es el caso, por ejemplo, de mutaciones en la
proteina GMAP-210, que se encarga de organizar el aparato secretor y anclarlo al
citoesqueleto de los condrocitos. Al fallar el aparato secretor, se produce la
acumulacidn intracelular de una proteina de la matriz del cartilago, el perlecan, lo
que impide la correcta formacion del cartilago (acondrogénesis tipo IA).

Otro 6rgano que depende en gran medida de los sistemas de trafico
intracelular es el rifion. Aqui se produce una intensa actividad de filtracion e
intercambio de sustancias, que depende de la correcta localizacién de multitud de
proteinas que actian como transportadores moleculares. En el caso del sindrome
de Lowe, se encuentra mutada la proteina OCRLI1. Esta proteina se encarga del
metabolismo de unos lipidos de membrana especificos, los fosfoinositidos, cuya
correcta localizacion es fundamental para la organizacion del sistema de
transporte intracelular. La falta de esta proteina da lugar a alteraciones oculares,
cerebrales y renales, que constituyen el sindrome de Lowe (de ahi el nombre de la
proteina, OCRL).

Finalmente, un oOrgano que depende criticamente del transporte de
membranas, como mencionaba anteriormente, es el cerebro, debido a los
requerimientos de la comunicacion neuronal. Hay multitud de enfermedades
mentales debidas, directamente o indirectamente, a defectos en el proceso de
transporte intracelular de membrana. Por ejemplo, mutaciones en la proteina
Rab39b da lugar a una acumulacidn defectuosa de vesiculas de neurotransmisor en
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la terminal sinaptica, lo que conduce a una forma de retraso mental asociada al
cromosoma X. Las disfunciones pueden ser mas sutiles. Por ejemplo, la proteina
Rab7a se encarga de dirigir cargamentos para su degradacién en el interior de la
célula, en un organulo especializado llamado lisosoma. Cuando esta proteina esta
mutada se produce una acumulaciéon de “basura intracelular” que no puede
eliminarse, lo que acaba desencadenando la degeneracion neuronal. Es el caso de
la neuropatia Charcot-Marie-Tooth tipo 2B (la neuropatia Charcot-Marie-Tooth es
muy compleja, con mas de 60 genes asociados). Pero no todas las alteraciones
cerebrales se deben a defectos en el funcionamiento de las neuronas. Por ejemplo,
en la transmisidn nerviosa, el neurotransmisor es liberado y se une a receptores
especificos en la neurona adyacente. A continuacién, es importante eliminar el
exceso de neurotransmisor con gran rapidez, para terminar la transmision y
permitir que la neurona se prepare para el siguiente estimulo. Ademas, un exceso
de neurotransmisor en el medio extracelular puede dar lugar a una excitacion
excesiva de la neurona, en un proceso conocido como excitotoxicidad. Pues bien, la
eliminacién del exceso de neurotransmisor se lleva a cabo por otro tipo celular, los
astrocitos, que se encuentran en gran proximidad a la terminal sinaptica. Estas
células presentan en su membrana unos transportadores que se encargan de
captar el neurotransmisor y transportarlo al interior de la célula. Es por tanto muy
importante que estos transportadores especificos se encuentre localizados
correctamente en la membrana del astrocito. Cuando esto no ocurre, puede dar
lugar a distintas formas de epilepsia, y finalmente, a la muerte neuronal.

Este es s6lo un pequefio “muestrario” de las enfermedades humanas que
pueden producirse cuando el sofisticado trafico intracelular se encuentra alterado.
Como decia, esta informacién nos ha ayudado notablemente a entender mejor
estas enfermedades. Pero ;ha sido esto ttil para el disefio de nuevos tratamientos
para estas enfermedades? Si, sin duda ha sido util, pero hay que reconocer que lo
ha sido fundamentalmente para aliviar o paliar los sintomas de estas
enfermedades, mas que para corregir sus causas. Esto es asi porque en gran
manera nuestro conocimiento es todavia demasiado incompleto, y sobre todo,
porque carecemos de herramientas lo bastante finas como revertir los procesos
moleculares defectuosos que originan estas enfermedades. Aun asi, el progreso es
continuo, y hay multiples terapias en fase experimental para el tratamiento de
alguna de estas enfermedades. Por ejemplo, la enfermedad de Niemann-Pick se
debe a la acumulacién intracelular de distintos lipidos de membrana, como la
esfingomielina, fundamentalmente en los lisosomas. Esto se debe a deficiencias en
la enzima que degrada la esfingomielina, la esfingomielinasa. Basado en este
conocimiento, se estan ensayando dos tipos de terapias moleculares. Por un lado,
se intenta prevenir la acumulacién excesiva de esfingomielina reduciendo su
produccion. Para ello se estan utilizando inhibidores especificos de las enzimas
que regulan su sintesis. Por otro lado, se esta intentado recuperar la capacidad de
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degradar esfingomielina por la célula, utilizando activadores de enzimas
alternativas.

Otro ejemplo importante es el de la fibrosis quistica. Esta enfermedad se
debe a mutaciones en un canal de cloruro que se encuentra en la membrana de las
células que recubren los alveolos pulmonares. Cuando este canal no esta presente,
se producen alteraciones osmaticas en estas células que dan lugar a una secrecion
excesiva de mucosidad. Ademas de problemas respiratorios cronicos, esta
condicion produce graves peligros de infeccion pulmonar, que pueden llegar a ser
mortales. En multiples casos de esta enfermedad, las mutaciones en el canal de
cloruro no eliminan completamente la proteina, sino que producen defectos en su
plegamiento molecular, lo cual provoca su retencibn en compartimentos
intracelulares. El plegamiento de proteinas de membrana en el interior de la célula
es un proceso muy complejo, que viene asistido por multiples proteinas conocidas
como “chaperonas moleculares”. Por tanto, para el tratamiento de esta
enfermedad, se estan ensayando distintas aproximaciones farmacoldgicas que
mejoren en cierta medida el plegamiento molecular, y por tanto, conseguir que una
mayor proporcion de canales mutados lleguen a la superficie celular y lleven alli a
cabo sus labores de transporte idnico.

Otros casos notables son las enfermedades debidas a acumulaciones o
agregados proteicos, como son la enfermedad de Alzheimer, Huntington o
Parkinson, que acaban produciendo la muerte neuronal. En estos casos se estan
ensayando distintas aproximaciones para “disolver” estos agregados, con la
esperanza de que asi se recupere el normal funcionamiento de las neuronas
afectadas. Sin embargo, estas estrategias no carecen de riesgos. Por ejemplo, en el
caso de la enfermedad de Alzheimer, los agregados son conocidos como placas de
amiloide, y estan producidas por la agregacion extracelular de un pequefio péptido
(péptido beta-amiloide) debido a la excesiva secrecion por parte de las neuronas.
En un principio se consider6 que el principal agente patologico eran las placas de
amiloide, y por tanto, la estrategia consistia en su disgregacion. Sin embargo, ahora
sabemos que el agente toxico fundamental es el propio péptido, antes de formar
agregados. Este péptido altera el correcto funcionamiento de la sinapsis, dando
lugar a problemas de memoria mucho antes del comienzo de la muerte neuronal.
De hecho, se ha comprobado en modelos animales que la disolucién de las placas
de amiloide produce la movilizacidon de grandes cantidades del péptido amiloide,
con el consiguiente empeoramiento de la funcidon cognitiva. Sirva esto como
ejemplo de la importancia del conocimiento de los mecanismos basicos de una
enfermedad para el correcto disefio correcto de posibles intervenciones
terapéuticas.

Por tanto, como decia, el conocimiento de los mecanismos de transporte de
membrana en la célula ha abierto multiples avenidas terapéuticas para el

406




Sesion cientifica Premios Nobel 2013

tratamiento de enfermedades. Sin embargo, hay que reconocer que la mayoria se
encuentran todavia en fases tempranas de desarrollo. No por ello hemos de
minimizar las aplicaciones practicas de este conocimiento. En la mayor parte de los
casos estamos hablando de resultados cientificos generados en los ultimos 10
afios, y por tanto creo que podemos ser optimistas acerca de las aplicaciones
clinicas que en un futuro préximo estaran basadas en este conocimiento. Estoy
seguro de que esto servira de gran regocijo para investigadores basicos como
Randy Schekman, James Rothman y Thomas Siidhof, que dificilmente podrian
haber imaginado, al comienzo de sus investigaciones, la gran relevancia que
acabaria teniendo su trabajo para la salud humana.
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RESUMEN

La Real Academia Sueca de Ciencias ha decidido otorgar el Premio Nobel de
Quimica 2013 al investigador austriaco Martin Karplus, Profesor de la
Universidad de Strasbourg, Francia y Profesor Emérito de la Universidad de
Harvard, USA, al sudafricano Michael Levitt, Profesor de la Universidad de
Stanford, USA, y al israeli AriehWarshel, Profesor de la Universidad del Sur de
California, USA, por “el desarrollo de modelos multiescala para sistemas quimicos
complejos”. Los trabajos galardonados con el Premio Nobel de Quimica de este
afio se centran en el desarrollo de métodos que utilizan tanto la mecanica
molecular como la mecanica cuantica. Sin embargo, a pesar del impresionante
avance en software y hardware, el estudio de sistemas complejos, con un elevado
numero de atomos, como es el caso de las biomoléculas, presenta bastantes
dificultades. Para poder llevar a cabo el modelado de las reacciones enzimaticas y
otras procesos biomoleculares que implican cambios en la estructura electroénica,
tales como formacion y ruptura de enlaces covalentes o transferencia de carga, la
utilizacién combinada de mecanica cuantica y mecanica molecular (QM/MM) se
ha convertido en el método de eleccion, siguiendo una idea inicialmente
formulada por los investigadores premiados este afio.

Palabras clave:Mecanica Molecular; Dindmica Molecular; Mecinica Cuantica;
QM/MM; Reactividad Quimica

ABSTRACT

Nobel Prize in Chemistry 2013: combination of molecular mechanics and quantum
mechanics for understanding and predicting complex chemical processes

The Royal Swedish Academy of Sciences has decided to award the Nobel Prize in
Chemistry for 2013 to Austrian researcher Martin Karplus, Professor of the
Université de Strasbourg, France and Emeritus Professor at Harvard University,
USA, to Southafrican Michael Levitt, Professor at Stanford University, USA, and
Israeli AriehWarshel, Professor at University of Southern California, USA “for the
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development of multiscale models for complex chemical systems”. The work
awarded with the Nobel Prize in Chemistry this year focuses on the development
of methods that use both molecular mechanics and quantum mechanics. However,
despite the impressive advances in software and hardware, the study of complex
systems with a large number of atoms, such as biomolecules, is quite challenging.
To carry out modeling of enzymatic reactions and other biomolecular processes
involving changes in electronic structure, such as formation and breaking of
covalent bonds or charge-transfer processes, the combined use of quantum
mechanics and molecular mechanics (QM/MM) has become the method of choice,
following an idea originally formulated by this year’s awarded researchers.

Keywords:Molecular Mechanics; Molecular Dynamics; Quantum Mechanics;
QM/MM; Chemical Reactivity.

1. INTRODUCCION

La quimica y la bioquimica se han desarrollado muy rapidamente en los
ultimos 50 afios. En la primera mitad de este periodo ha sido especialmente
llamativo el desarrollo de la determinaciéon estructural de macromoléculas,
primero a través de la cristalografia de rayos X y después con el desarrollo de los
métodos de resonancia magnética nuclear. Ambas metodologias han sido
galardonadas con premios nobel en quimica. Sin embargo, la estrategia menos
conocida es la aplicaciéon de métodos computacionales para analizar el patron de
difraccion de rayos X, los acoplamientos spin-spin obtenidos a partir de un
experimento de RMN, la energia de un estado de transicidn, la reactividad de una
enzima, etc. En estas situaciones no existe suficiente informacidn experimental que
permite determinar la estructura del sistema. La teoria es un complemento
necesario para experimentar.

Los ordenadores y los modelos teoricos se han convertido en herramientas
esenciales para el quimico experimental. Como resalta la Real Academia de
Ciencias de Suecia, “hoy en dia el ordenador es tan importante para un quimico
como un tubo de ensayo”. Estos modelos informaticos se han convertido en uno de
los avances mas cruciales para la quimica del siglo XXI.

Los trabajos galardonados con el Premio Nobel de Quimica de este afio se
centran en el desarrollo de métodos que utilizan tanto la mecanica molecular como
la mecanica cuantica. Sin embargo, a pesar del impresionante avance en software y
hardware, el estudio de sistemas complejos, con un elevado nimero de atomos,
como es el caso de las enzimas, presenta bastantes dificultades. Para poder llevar a
cabo el modelado de las reacciones enzimaticas y otras procesos biomoleculares
que implican cambios en la estructura electronica, tales como formacion y ruptura
de enlaces covalentes o transferencia de carga, la utilizacion combinada de
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mecanica cuantica y mecanica molecular (QM / MM) se han convertido en el
método de eleccion, siguiendo una idea fue inicialmente formulada por los
investigadores premiados este afio. El elemento basico de esta idea consiste en la
siguiente aproximacion: el sistema en estudio se divide en dos partes, la parte
reactiva y el entorno. La parte reactiva, asociada a los procesos de formacién y
ruptura de enlaces quimicos, se trata mediante métodos mecanico cuanticos, QM,
mientras que para el entorno (disolvente o resto de la proteina), que constituye la
parte que consumiria mayores recursos computacionales, se aprovecha la
eficiencia computacional de la mecanica clasica. Debido a que las dos regiones en
general interaccionan fuertemente, no es posible escribir la energia total de todo el
sistema simplemente como la suma de las energias de los subsistemas. Los
términos de acoplamiento tienen que ser considerados, y es necesario tomar
precauciones en el limite entre los subsistemas, especialmente si la frontera de
separacion corta a través de enlaces covalentes.

La quimica computacional nacié con los primeros ordenadores, a mediados
del siglo XX, aplicando los conceptos de la mecanica cuantica para caracterizar
moléculas sencillas. Los calculos de este tipo requieren mucho tiempo de calculo y
ordenadores potentes, lo que hace que aun hoy su ambito de aplicacion sea
generalmente el estudio detallado de moléculas pequefias (el sustrato de una
enzima, un farmaco, etc.). Esta limitacién se debe a la elevada precision de los
meétodos cuanticos, que consideran todos los atomos presentes en las moléculas,
pero que ademas describen de forma explicita el comportamiento de los
electrones.

El primer paso para poder aplicar la quimica computacional al estudio de
procesos biologicos vino a través de una simplificacion: describir las moléculas
Unicamente a nivel atomico, sin tener en cuenta los electrones. Nacia asi la
mecanica molecular a finales de los afios sesenta, en el grupo del fallecido Lifson,
en el Weizmannlnstitute de Israel, donde AriehWarshel estaba haciendo su tesis
doctoral y adonde Michael Levitt llegd como estudiante predoctoral. Dos
jovencisimos investigadores que escribieron el primer programa de mecanica
molecular al inicio de la década de los setenta, con el que pocos afios después
realizarian la primera simulacion computacional de una proteina. Finalmente
podian describirse algunas propiedades de proteinas o acidos nucleicos, como su
movilidad en condiciones fisioldgicas, 1a dinamica molecular.

Sin embargo, quedaba por resolver el problema de los sistemas complejos,
como la reactividad o la asociacién entre moléculas (reconocimiento molecular) y
aqui vino la principal contribucién de los galardonados. Cuando AriehWarshel hizo
su estancia posdoctoral en la Universidad de Harvard con Martin Karplus a
principios de los afios 70, utilizaron un nivel de detalle mayor para el centro
reactivo, mientras el entorno donde sucede la reaccion, tipicamente una proteina
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catalitica o enzima, era descrito de forma mas aproximada. Nacia asf la simulacién
multiescala, o hermanamiento de las diferentes escalas de descripcion molecular
como pueden ser la quimica cuantica y la mecanica molecular.

A mitad de los 70, Warshel y Levitt extendieron esta aproximacién a
sistemas moleculares mas grandes, como la accion de un inhibidor de la tripsina
pancreatica y a la formacion del ién carbonio en el sitio activo de la lisozima. (1)

Esta metodologia ha sido posteriormente utilizada con éxito para estudiar
los procesos complejos no so6lo en quimica organica y bioquimica, sino también en
catalisis heterogénea, calculos de valores de pKa, propiedades redox, prediccion de
propiedades espectroscdpicas. Pero lo mas importante es que ha abierto una
cooperacion fructifera entre los quimicos experimentales y tedricos, permitiendo
solucionar problemas que hace unos afios no podrian ser abordados con detalle y
han contribuido de forma especialmente importante en muchos campos, entre
otros el del disefio de farmacos.

2. MECANICA CUANTICA

La quimica cuantica aborda la dinamica y distribucién de electrones en un
sistema molecular, en forma de funcién de onda molecular,Y. Esta, se relaciona con
la energia del sistema mediante la ecuacion de Schrodinger, que si consideramos
su formulacién independiente del tiempo, toma la forma de la siguiente ecuacion
diferencial:

Hy. =Ey,
1)

H es un operador (llamado Hamiltoniano) asociado a la energia cinética y
potencial de nucleos y electrones. Esta ecuacion es una “ecuacion de valores
propios” (eigenvalue), debido a que el operador H, actuando sobre la funciony,
produce un multiplo de la funcion, en este caso, multiplicada por el valor de la
energia, E, correspondiente al estado descrito por la funcion de onda. La resolucion
de esta ecuacion nos llevara a varias soluciones posibles, correspondientes a
estados estacionarios de la molécula, cada uno caracterizado por una determinada
funcién de onda Y con un valor de E asociado a ella. La soluciéon que obtiene el
menor valor de energia corresponde al estado basal (groundstate). La obtencion de
soluciones de esta ecuacidn, salvo para casos muy sencillos, es compleja, y requiere
la introduccién de una serie de aproximaciones:

. Aproximacion de Born-Openheimer: asume que el movimiento de los
nucleos se puede desacoplar del movimiento de los electrones, debido a la
pequefia masa de estos respecto a los nucleos.

. Descripcion de los orbitales atdmicos mediante un determinante de
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Slater (para cumplir el principio de exclusion de Pauli).

. Aproximacion de Roothaan, en la que cada orbital molecular
monoelectrénicof se construye de acuerdo con la aproximacion LCAO (Linear
Combination of AtomicOrbitals), como una combinacion lineal de N orbitales
atomicos (c), también llamados funciones de base:

w(r) :¢1(r1)¢2 (rz) """ ¢n (rn)
2)

en el que cada orbital molecular monoelectrénicof se expresa, de acuerdo
con la aproximacién LCAO (Linear Combination of AtomicOrbitals), como una
combinacién lineal de N orbitales atdémicos (c), también llamados funciones de
base:

N
¢ = ECMX# 3)

=1
A su vez, cada funcién de base se puede expresar de forma analoga como
una combinacion lineal de una serie de funciones matematicas de tipo gaussiano.
La calidad de la aproximacion dependera del conjunto de funciones utilizado para
dichas combinaciones lineales (basis set). Actualmente es frecuente utilizar una
funcion de base 6-31G* para calcular propiedades de moléculas organicas
pequefias (tipo farmaco). 6-31G* indica que se utilizan seis funciones gaussianas
para representar los orbitales atdmicos internos, mientras que los externos -capa
de valencia- se representan mediante tres funciones para la parte “contraida” y
una para la parte “difusa”, mas una funcién de polarizacién para atomos pesados
(indicada mediante el asterisco *), que representa el efecto de los orbitales tipo d.
Existen, no obstante, otras funciones de base menos costosas, que se pueden
utilizar para la busqueda de la geometria 6ptima, como son las bases STO-3G 6 3-

21G.

Debido a que cada electrén se halla bajo el campo eléctrico del resto, cada
orbital molecular monoelectrénico dependera de los demas, con lo que la
busqueda del mejor conjunto de coeficientes se hara de forma iterativa. Esta
aproximacion recibe el nombre de campo autocoherente (Self-Consistent Field,
SCF). Dentro de los métodos que utilizan calculos SCF cabe destacar el método
Hartree-Fock (HF), que es el de mayor difusién en el disefio de farmacos. Las
ecuaciones de Hartree-Fock buscan la funcién de onda que produzca el minimo de
energia de un sistema molecular, es decir, imponen la condicidén de que la energia
sea cero (JE=0) sujeta a su vez a la condicién de que los orbitales moleculares sean
ortonormales (teorema variacional).

Todos estos métodos, debido a que consideran toda la estructura atomica y
no introducen parametros empiricos en la resoluciéon de la ecuacién de
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Schrodinger, se denominan métodos ab initio. En cuanto a los programas con los
que se realizan calculos quimico-cuanticos ab initio, entre los mas comunes estan
el paquete GAUSSIAN(2) y GAMESS.(3)

Cuando se introducen parametros ajustados empiricamente que sustituyen
alguna de las integrales de los métodos ab initio, pero aun consideramos la
estructura electrénica de la molécula, nos hallamos ante los denominados métodos
semiempiricos. Estos métodos omiten los calculos relativos a los electrones de
capa interna (core) que se tratan como si formasen parte del nucleo, y se centran
Unicamente en los electrones de capas de valencia, partiendo de la base de que son
estos electrones los responsables de la reactividad y de la mayoria de las
propiedades moleculares. No obstante, no existen parametros validos para todos
los sistemas moleculares, lo cual hace aconsejar prudencia en su utilizacion. Se han
desarrollado multitud de métodos semiempiricos, entre los cuales destacan, por lo
comun de su utilizacién en el campo del disefio de farmacos, MNDO(4) o AM1.(5)

De la funcién de onda se pueden derivar multitud de descriptores
moleculares, que pueden ser utilizados en la caracterizacion de moléculas. Entre
estos cabe citar:

. Potencial electrostatico molecular (MEP): Esta propiedad es de gran
interés en el modelado molecular ya que describe las caracteristicas electrénicas
de las moléculas y se puede utilizar en el analisis y prediccién de interacciones
moleculares.

. Entalpia de formacion (DHf): derivada del calculo de la energia, da
cuenta de la estabilidad de un compuesto. Puede ser calculada en distintos
entornos (agua, solventes organicos, etc...) en los métodos que consideran medios
distintos del vacio.

. Momento dipolar (m): es una magnitud vectorial relacionada con la
asimetria de la distribucién de carga de un compuesto; da una idea de su
polaridad.

. Energia de los orbitales moleculares: tienen especial interés la del

orbital ocupado de mayor energia (HOMO, highestoccupied molecular orbital) y la
del desocupado de menor energia (LUMO, lowestunnoccupied molecular orbital).
Ambos estan implicados en interacciones intermoleculares de transferencia de
carga.

. Cargas puntuales: Los electrones de valencia de las moléculas no
estan fijados a un atomo en particular y se pueden mover alrededor de la molécula
como un conjunto. Debido a que los electrones suelen estar mas tiempo en las
proximidades de los atomos electronegativos que en la de los electropositivos, esta
distribucidn electronica no es uniforme y tiene como resultado que unas regiones
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de las moléculas posean una densidad de carga positiva y otras partes una
densidad de carga negativa. La carga puntual es una estimacioén del promedio de
carga de cada atomo que se deriva del numero de electrones presentes a su
alrededor.

Haciendo referencia a los avances en el area de la quimica computacional,
Martin Karplus, en un articulo autobiografico publicado en 2006(6), menciona:

“Ahora, pueden ser calculadas apretando un botén de un programa, como
el ampliamente utilizado Gaussian. El alto nivel de calculos ab initio que se utilizan
hoy en dia de forma rutinaria posee el inconveniente de que aunque los resultados
sean exactos, la visibn que se tenia con las aproximaciones anteriores
simplificadas, se pierden con frecuencia en la complejidad del calculo”

2.1. Aplicaciones de la quimica cudntica:
2.1.1. Reaccion de fotoisomerizacion del retinal para la excitacion visual.

Un ejemplo de utilizacidon de esta metodologia para el estudio de sistemas
bioldgicos, fue el realizado por Barry Honig, bajo la direccién de Martin Karplus, el
cual consider6 que era un sistema bioldgico en el que los efectos cuanticos eran
suficientemente interesantes y que podria ser tratado con los medios disponibles
en ese momento. Ademas, contaba en su grupo de investigacién con la persona
preparada para realizar ese tipo de calculos.

Mediante este estudio, fueron capaces de predecir que la conformacion mas
estable era 12-s-cis. Este trabajo, a pesar de ser un trabajo tedrico y no sin ciertas
dificultades, fue finalmente publicado en la revista Nature(7).

Unos meses mas tarde, se resolvid la estructura de rayos-x, practicamente
coincidente con los estudios teoricos(8).

2.1.2. Desarrollo de anticuerpos cataliticos

Existen miles de ejemplos de la utilizaciéon de estos métodos, sin embargo
he seleccionado una estrategia que supuso, en los afos 90, una nueva
aproximacion en la busqueda de anticuerpos cataliticos para catalizar diferentes
reacciones organicas.

Los anticuerpos cataliticos se presentan como una herramienta con un
futuro prometedor en campos como la sintesis quimica, la farmacologia e incluso la
medicina, gracias, entre otras cosas al gran progreso de las técnicas de generacion
de anticuerpos monoclonales. En ellos se combina la excepcional capacidad del
sistema inmune para generar grandes colecciones de moléculas con gran afinidad
por las moléculas que las inducen -antigenos-, con el poder catalitico de las
enzimas. La principal complejidad que presenta el desarrollo de esta técnica esta
en el diseno de haptenos -pequefias moléculas inmunogénicas- que han de ser
analogos de los estados de transicion de las reacciones quimicas que deseamos
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catalizar. Los estudios en el campo de la elucidacién de los complejos enzima-
sustrato en los estados de transicion aportan, sin embargo, datos esenciales para el
desarrollo de este campo de investigacion(9).

Una de las reacciones que ofrece un especial atractivo para el desarrollo de
esta estrategia es la reaccion de Diels-Alder. Los anticuerpos, con sus sitios de
unidn especificos y quirales, deberian de ser catalizadores ideales para controlar
por completo esta reaccion de cicloadicidn.

La reaccion de Diels-Alder seleccionada para este trabajo, es aquella en la
que se hace reaccionar el trans-1-N-acilamino-1,3-butadieno con la N,N-
dimetilacrilamida. Los productos de esta reaccién pertenecen a una familia de
compuestos utiles en la sintesis de alcaloides.

En ausencia de catalizador se obtiene a 1102 en tolueno una mezcla
endo/exo 66:34. En presencia de catalizador se obtiene una mezcla 85:15. Ambas
reacciones son totalmente regioselectivas obteniéndose unicamente los
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Figura 1.- Reaccidén Diels-Alder seleccionada.

La idea era obtener dos “diles-alderasas” capaces de catalizar la reaccion
para obtener tanto el producto de cicloadicion favorecido endo o, lo que era mas
complicado el cicloaducto desfavorecido exo. Para ello era necesario disefiar un
hapteno, analogo estable del estado de transicién, que permitiese la obtencion de
los dos anticuerpos (Figura 2).
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Figura 2.-Haptenos disefiados para obtener el producto "endo" y "exo" de la reacciéon Diels-Alder
por similitud con el estado de transicién.

Con el fin de llevar a cabo el disefio racional de los haptenos, se localizaron
los correspondientes estados de transicion, para poder obtener datos
estereoelectrdnicos de la reaccion que se deseaba catalizar. Se utiliz6 el método ab
initio y el nivel de calculo RHF/3-21G para localizar los estados de transicion en un
sistema modelo constituido por acrilamida y el acido N-(1-butadienil) carbamico.
Previamente se realiz6 un estudio conformacional de los reactivos. Se localizaron
los cuatro estados de transicion correspondientes a los cuatro estereo (endo/exo)-
y regioisomeros (orto/meta) (orto endo, orto exo, meta endo y meta exo) y como
era de esperar predicen una mayor estabilidad para los estados de transicion endo.

A partir de estos estudios se disefié el correspondiente hapteno teniendo en
cuenta que este deberia mimetizar algunas de las caracteristicas importantes del
estado de transicion. El anticuerpo generado mediante la administracién del
hapteno disefiado ha de ser capaz de reconocer y estabilizar s6lo uno de los cuatro
posibles estados de transicidon. Los haptenos fueron sintetizados y cristalizados y
su estructura cristalina fue comparada con la estructura calculada del estado de
transicion correspondiente, observandose una similitud estructural apreciable.
(Figura 3)

La utilizacion de estos haptenos asi disefiados permitid el desarrollo de los
anticuerpos capaces de catalizar esta reaccion y obtener de forma selectiva no solo
el producto de adicion favorecida, producto endo, sino también el producto
desfavorecida, producto exo(10).
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C3-C4-C5-C6: 1.1° C3-C4-C5-C6: 0.7°
C2-C3:2.35 A C2-C3:1.55 A
C6-C1: 2.05 A C6-C1:1.55 A

Figura 3.- Comparacién entre las geometrias del estado de transiciéon de la orto-endo (izquierda)
con la estructura cristalina del hapteno disefiado para mimetizarlo (derecha).

Afios mas tarde el estudio de Xu(11) de 1999 constituy6 un nuevo avance
en la ampliacién del campo de utilidad de los anticuerpos cataliticos. Utilizando
técnicas de rayos X y computacionales avanzadas pudieron estudiar la evolucién
de la complementariedad -ya que la unién antigeno-anticuerpo no es algo estatico,
sino dindmico- entre las moléculas, y extraer conclusiones acerca de cémo debe ser
el hapteno que genere el anticuerpo que catalice, por ejemplo, cicloadiciones tipo
Diels-Alder. (Figura 4, codigo pdb=1cle)

Figura4.- Estructura cristalina de la Diels-Alderasa en complejo con un hapteno.

Quiza aquello que se afirmaba en 1996 sobre el disefio de haptenos “es
todavia mas un arte que una ciencia”’(12) se ha quedado ya obsoleto, derivando
hacia lo que puede ser el empujon definitivo al avance decidido en este campo del
conocimiento.

Ademas, estos estudios iniciales, sobre los anticuerpos cataliticos han
derivado hacia un campo apasionante como son las theozymes
(theoreticalenzymes), permitiendo disefar de forma teorica la enzima necesaria
para catalizar un determinado proceso(13).

3. MECANICA MOLECULAR

Las técnicas de mecanica molecular se basan en un modelo simplificado de
las moléculas, entendidas como un sistema clasico de masas (los nucleos atémicos)
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conectadas por unos resortes (los enlaces formados por los electrones) que
verifican la ley de elasticidad de Hooke. Frecuentemente esta simplificacion es a
menudo comparada como un sistema de bolas y muelles. Esta analogia responde a
las siguientes caracteristicas: cada bola encierra las propiedades de un atomo,
propiedades que dependen en realidad de su distribucién electronica. En la
mecanica molecular, en lugar de calcular la funciéon de onda en cada sistema, se
estima el valor de las propiedades derivadas de esta a través de una serie de
parametros. La primera consideracion es definir un conjunto de tipos de atomos,
cada uno de los cuales viene determinado no sélo por el elemento a que se refiere
(oxigeno, carbono...) sino por los diferentes estados en que este se puede encontrar
en un sistema molecular (carbono con hibridacién sp?, carbono con hibridacion
spd...).

Una vez definido el conjunto de atomos, el efecto de la distribucion
electronica se puede aproximar a través de la inclusion de una serie de cargas
parciales (partialcharges) para cada atomo. Estas cargas se habran de definir para
cada molécula con la que se trabaja, puesto que dependen no solo del tipo de
atomo sino del entorno molecular. El método de calculo de carga parcial varia
desde aproximaciones topolégicas, como las cargas de Gasteiger-Marsili,(14) a
métodos tedricamente mas exactos, como el restrainedelectrostaticpotentialfitting
(RESP)(15) empleado para definir las cargas parciales mediante un ajuste que
pretende reproducir lo mejor posible la distribucién del potencial electrostatico
molecular, calculada ab initio con una base 6-31G*. Existen otros métodos
intermedios, como por ejemplo los basados en el analisis de Mulliken de la
distribucién electronica sobre el hamiltoniano AM1. Es comtn el empleo de los
meétodos de calculo de cargas rapidos (Gasteiger, AM1) en los estudios de docking,
mientras que procedimientos mas elaborados como el RESP se reservan para
estudios de dinamica molecular o para el calculo de energia libre de union. Las
cargas parciales son necesarias para calcular interacciones de tipo electrostatico
que se dan entre dos atomos i y j que no estan enlazados, a través del término de
interacciéon culémbica:

_ 1 qggq;
Vein == :
dme 1, 4)

siendo q la carga parcial de cada atomo, r la distancia que los separa y e la
constante dieléctrica del medio, que representa la oposicion del entorno (agua y
proteina) a la interaccion entre ambas cargas. El valor de esta constante es de e =
80 para el agua, mientras que los valores tipicos de proteinas son mucho menores
(entre 2 y 5). Sin embargo, pueden existir microentornos proteicos mas polares
donde el valor de e se incremente. Se puede afirmar que el uso de esta constante
pretende incorporar todos aquellos efectos que no han sido explicitamente
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considerados en el modelo (como el solvente acuoso o la membrana celular),
tomando valor unidad cuando todos estos efectos se consideran de manera
explicita. La optimizacion de su valor en calculos referidos a proteinas es motivo
de continuas revisiones. Una aproximacién generalizada es asignar valores de e
dependientes de la distancia ry.

Es necesario tener en cuenta los términos de repulsion y atracciéon de la
funcion de van der Waals, la cual evalua la interaccidn no electrostatica entre pares
de 4&tomos no enlazados. Estos términos vienen representados por las constantes A
y B.

v =B
vdW (i, j)

12 .6
i~ T 5)

Estos valores se obtienen empiricamente para cada tipo de atomo
interaccionando consigo mismo (4; y Bjj). Los valores para cada par ij se obtienen

mediante la media geométrica A=V ARy (v de manera analoga para B). La
formulacién de la ecuacion 5 recibe el nombre de potencial de Lennard-Jones
aunque existen otras formas alternativas de formular la funcién de van der Waals,
basandose en variaciones en el valor de los exponentes de los términos r;;.

Los términos electrostatico (Ve;) y de van der Waals (Vvaw) se calculan para
cada par de atomos no enlazados que se encuentren a una distancia r menor que
una distancia de corte rcuof. Esta aproximacion se utiliza para ahorrar tiempo de
calculo, ya que si no, habria que evaluar N? interacciones (siendo N el numero de
atomos del sistema). Es posible evaluar la interaccion electrostatica cuando r >rey
offen un tiempo razonable de tiempo, como por ejemplo mediante el método local
reactionfield.(16)

Se asume que los enlaces entre atomos son flexibles alrededor de unas
distancias de equilibrio (ry), de forma que pueden vibrar como lo hace un muelle.
Esta vibracidn se representa mediante un potencial harménico cuadratico del tipo:

Venlace = kr (r - ro)2
6)
Este potencial cumple estrictamente la ley de Hooke. k- es una constante de
fuerza definida para cada par de tipos de atomo (ij) que puedan estar enlazados, y
ro la distancia de equilibrio del enlace ij.

De forma andloga, el angulo q que forma cada par de enlaces contiguo
también puede variar alrededor de un valor de equilibrio qo, siendo la constante de
fuerza kq:

Véngulo = kH (0 - '90)2
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7)

Los angulos torsionales f (que definen la rotacién sobre los enlaces) varian
de forma distinta, ya que dicha rotacion ha de pasar una barrera periédica. Por
tanto, su variacidon se modela a través de una funcion periodica del tipo:

1
Vtorsién - E kn (1+ COS(n¢ - 7)) 8)

siendo ky, la barrera de rotacién, n la periodicidad (nimero de veces que
aparece la barrera en un giro completo) y g la fase (la localizacion de la primera
barrera).

Adicionalmente se pueden modelar los enlaces de hidrogeno de forma
especifica, a través de un potencial anadlogo al de Lennard-Jones con
modificaciones de los parametros. Esta consideracion explicita de los enlaces de
hidrégeno aparecia en la primera version del campo de fuerzas del programa
AMBER,(17), por ejemplo. En otros programas, su efecto ya esta incluido
indirectamente en los términos electrostatico y de van der Waals. También hay
que considerar los llamados angulos torsionales impropios, que se refieren a la
planaridad de un sistema de cuatro atomos en los cuales uno de ellos, en posicion
central, esta enlazado a los otros tres (por ejemplo en anillos tipo naftaleno). Estos
pueden ser modelados de forma analoga a los angulos torsionales a través de
potenciales periddicos, como sucede en CHARMM,(18) GROMOS(19) y AMBER(17)
o bien a través de potenciales harmonicos. Por ultimo, existe la posibilidad de
simplificar la representaciéon molecular mediante los modelos unitedatom, que no
consideran explicitamente los hidrogenos no polares, de forma que sus
caracteristicas (masa, carga) se afladen al atomo al que estén unidos(20). Esta
aproximacion se usa en los programas GROMOS, GRID y AutoDock.

El sumatorio de los términos formulados en las ecuaciones anteriores da
lugar a la expresion de la energia potencial de un sistema molecular:

Vpct = Zvenlace + 2 Vargulo + E Vt(rsion + E(Vel +VvdW)
enlace argulos torsiorales I <Foupooft 9)

El modo de formular cada uno de los términos comentados anteriormente,
el método de obtencién de cargas parciales y parametros Lennard-Jones, el
numero de tipos de atomos (atomtypes) y el conjunto de parametros (constantes k
y valores de equilibrio en cada ecuacién) constituye lo que se denomina un campo
de fuerzas de mecanica molecular (force-field).

Existen numerosos campos de fuerza como MM2, Amber, POLS, CVFF,
GROMOS o CHARMM, entre otros. Sin embargo, mencionaremos de forma especial
CHARMM porque la contribuciéon de los galardonados al desarrollo de este
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programa ha sido fundamental. Los trabajos conducentes al desarrollo de este
campo de fuerzas, estan basados en uno inicialmente desarrollado por Lifson y
AriehWarhsel, denominado ConsistentForceFielc (CFF), que incluia interacciones
no enlazantes.(21) También fueron fundamentales los trabajos pioneros de
Michael Levitt en el calculo de energias de proteinas, (22) asi como los trabajos de
Harold Scheraga.(23)

Inicialmente se le dio el nombre de HARMM (HARvardMacromolecular
Mechanics), sin embargo, debido a que su significado en inglés no resultaba muy
atractivo, se introdujo el término Chemistry, resultando con el nombre con el que
actualmente se conoce CHARMM (ChemistryHARvardMacromolecular
Mechanics)(18).

3.1. Dinamica Molecular

En la dinamica molecular (Molecular Dynamics, MD) se generan las
conformaciones sucesivas del sistema integrando las leyes de Newton del
movimiento. El resultado es una trayectoria en la que las posiciones y las
velocidades de los atomos del sistema varian a lo largo del tiempo de simulacién.
La trayectoria del sistema se obtiene resolviendo la segunda derivada de la
Segunda Ley de Newton. F=ma:

d’i _ F,
@ m (10)

Esta describe el movimiento de un atomo de masa m; a lo largo de las
coordenadas (x;) con una fuerza determinada (Fi) que viene dada por el campo de
fuerzas, y un tiempo t. En el punto inicial de la dinamica, la energia total del
sistema es la suma de las energias cinética y potencial para las coordenadas (xo) y
velocidades (vo) iniciales:

Etot = Epot (o) + Ex (Vo) (11)

Este es un método determinista ya que el resultado final es dependiente de
la posicidn inicial de los atomos del sistema (de ahi la recomendacion de partir de
varias conformaciones iniciales para comprobar que los resultados convergen, asi
como la necesidad de realizar una minimizacién previa para evitar que haya
gradientes de energia muy grandes que distorsionen el comportamiento del
sistema).

La evolucion del sistema a lo largo del tiempo se obtendra mediante
integracion numérica. Esta integracion se realizara en fracciones de tiempo
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separadas por el valor de dt. La fuerza total de cada particula en el tiempo t (que se
asume que es constante) se calcula como la suma vectorial de las interacciones con
los demas atomos y se determina mediante la derivada de la energia potencial con
respecto a las coordenadas:

PO 10)

A partir de las fuerzas se puede determinar la aceleracion de los atomos de
modo que, conociendo sus posiciones y velocidades a tiempo t, podemos calcular
sus posiciones y velocidades en la siguiente fraccion de tiempo, t+dct.

Este proceso se repite sucesivamente para generar la trayectoria completa
para todos los atomos del sistema.

Los algoritmos empleados en MD para generar las trayectorias asumen que
las propiedades de estas se pueden aproximar mediante series de Taylor:

xi(t+0t)=xi(t)+otvi(t)+ yzatza,- (H)+...
vit+0t)=vi(t)+ tai(t)+ 15 087 bu(t)+ .. i
ai(t+0t)=ai(t)+dthi(t)+ Vo or'ci(r)+ ..

donde v es la velocidad (primera derivada de las posiciones con respecto al
tiempo), a es la aceleracion (segunda derivada), c es la tercera derivada, etc.

Estas ecuaciones se integran mediante el algoritmo de Verlet(24), que usa
las posiciones y aceleraciones a tiempo t y las posiciones en la etapa previa, x(t-dt),
para calcular las nuevas posiciones a t+dt, x(t+d).

El tiempo de integracion dt elegido es de vital importancia ya que si es
demasiado pequefio la trayectoria apenas cubrira una parte de todo el espacio
conformacional, mientras que si es demasiado grande puede provocar
inestabilidades debidas a solapamientos energéticos entre atomos. Los
movimientos de mayor frecuencia son aquellos que corresponden a la vibracion de
los enlaces con hidrégenos. Se sabe que estas vibraciones ocurren en la escala del
femtosegundo (fs) y su inclusion en el calculo no haria mas que afiadir una carga
computacional extra innecesaria ya que no influyen en el movimiento global del
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sistema. Es por ello que se suele fijar la longitud de los enlaces covalentes a sus
valores de equilibrio mediante el algoritmo SHAKE(25). De esta forma se aumenta
el tiempo de integracion a 2 fs y se acelera la velocidad del calculo.

La dinamica molecular permite, entre otras aplicaciones dentro del campo
de la quimica:

. Predecir estructuras y propiedades de proteinas que se diferencian
s6lo en unos pocos aminoacidos.

. Refinar un modelo resuelto por homologia.

. Estudiar la estabilidad de una proteina frente a variaciones de pH,
temperatura o disolvente.

. Estudiar cambios conformacionales asociados con las propiedades
cataliticas de una enzima (estabilizacion de un estado de transicidon).

. Estudiar las aperturas y cierres de sitios activos de biomoléculas.

. Estudiar la estabilidad del modo de unién de un ligando a una
proteina.

. Estudiar selectividad y afinidad de un ligando por una proteina.

3.2. La primera dindmica molecular de una biomolécula

Si las aplicaciones de la quimica cuantica son numerosisimas, el uso de la
mecanica molecular es quizas ain mayor en todos los campos de la quimica.

Una vez mas los galardonados fueron pioneros en la utilizacion de esta
metodologia para el estudio de sistemas biologicos. Asi, seleccionaron la BPTI
(Inhibidor de la tripsina pancratica bovina) para llevar a cabo la que se considera
la primera simulacién de dinamica molecular de una biomolécula.

Seleccionaron esta proteina por ser de pequefio tamafio, poseer una
estabilidad relativa bastante razonable y porque se disponia en ese momento de
una estructura cristalina con buena resolucion (1.5 A), disponible(26).

Esta dindmica dur6 tan sélo 9.2 ps, sin embargo fue fundamental para
reemplazar la vision generalizada de las proteinas como estructuras rigidas(27).

4. QM/MM

Para el modelado de reacciones enzimaticas y otros procesos
biomoleculares que involucran cambios en la estructura electrénica, como ruptura
y formacion de enlaces, transferencia de carga o excitacion electrénica, la
metodologia mixta QM /MM se ha convertido en el método de eleccidn.
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El trabajo pionero en esta area se debe a Warshel y Levitt.(1) En este
trabajo, los investigadores presentaban por primera vez la combinacion de ambos
meétodos para describir la formacién de un intermedio de tipo i6n carbonio en el
sitio activo de la lisozima.

Esta técnica permite combinar potenciales de la mecanica cuantica (QM) y
de la mecanica molecular (MM) en un potencial hibrido QM/MM.

Permite combinar la simplicidad y velocidad del tratamiento MM con el
potencial de la QM que permite el estudio de la formacion y ruptura de enlaces, asi
como la inclusién de la polarizaciéon electronica debida al medio. Este tipo de
aproximacion nos va a permitir el estudio de reacciones quimicas en el seno de
grandes sistemas ya que las regiones del sistema implicados en la reaccién se
analizan mediante una funciéon QM mientras que el potencial de los demas atomos
del sistema se examina por calculos clasicos de MM en los que las interacciones
atomicas estan regidas por el campo de fuerzas.

| 4y

Figura 5. Representacion de la divisién de un sistema molecular en zona QM y zona MM.

La energia total (Etot) para este tipo de sistemas se puede escribir de la
siguiente forma:

Etot = Eqm + Emm + Eqm /MM

donde Eqm y Emm corresponden a la energia de aquellas partes del sistema
tratadas exclusivamente con mecanica cudntica y mecanica molecular,
respectivamente. Mientras que Eqm/mm es la energia de interaccion entre las partes
mecanicocuanticas y mecanico-moleculares.

Los atomos de la region QM se representan como electrones y nucleos. El
Hamiltoniano asociado a esta regidn, en la aproximaciéon de Born-Oppenheimer.

1 5 1 Z Z,Z
Hou =-3 Vit 2 "2 2R,
i 1] o Y [vi
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donde i y j representan las coordenadas electronicas, a y 3 las coordenadas
nucleares, r la distancia electréon-electrén o electréon-nucleo, R las distancia ntcleo-
nucleo, V es el operador de energia cinética electrénica y Z es la carga nuclear.

La zona MM contiene el resto de los atomos del sistema. Estos se describen
clasicamente, y sus interacciones se determinan mediante funciones de energia
potencial empiricas, de modo que dichos atomos no pueden estar implicados en
procesos de formacion o ruptura de enlaces, ni de transferencia de carga. La
energia de la region MM depende inicialmente de las posiciones de los atomos o
centros tratados mediante mecanica molecular, si ignoramos la polarizacion de
este subsistema:

Emm=Eentace + Eno enlace
Eenlace= Eenlaces + Eéngulos + Ediedros

Eno enlace= Eelectrostética + Evan del Waals

Por ultimo, el término Equ/vm describe cémo interaccionan los atomos QM
con los centros MM. El Hamiltoniano, en unidades atémicas, viene dado por la
siguiente ecuacion

H _ Z aMm Z Zy9m Z Aa\[ _ B |
QM/MM ~ | RE ’
M UM oM Rowm aM oM J

donde los subindices i,j hacen referencia a los electrones de los atomos QM,
los subindices a a los nucleos de los atomos QM y los subindices M a los atomos
MM. El primer término de la ecuacidn representa las interacciones electrostaticas
entre los atomos MM vy los electrones de los atomos QM. El segundo término
representa las interacciones electrostaticas entre los atomos MM y los nucleos de
los atomos QM, y el tercer término describe interacciones de van der Waals entre
centros QM y MM. Los dos ultimos términos de esta ecuacién no incluyen
coordenadas electronicas, de modo que pueden ser calculados y sumados
directamente a la energia total. Sin embargo, el primer término si que incluye
coordenadas electronicas por lo que debe tratarse en el procedimiento
autoconsistente.

Se han implementado distintos métodos con el fin de estudiar un sistema
mediante QM /MM. Estos difieren entre si (i) por el nivel de teoria utilizado para la
mecanica cuantica (semiempirico, ab initio, enlace de valencia o funcional de
densidad), (ii) por el modelo de mecanica molecular empleado o (iii) por el modo
de representar el disolvente (disolvente explicito o modelo simplificado).

Un punto importante, y que también constituye una diferencia entre
métodos QM /MM, es el modo de tratar la union entre las dos regiones. En general,
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es preferible cortar enlaces no polares (como enlaces sencillos C-C) que cortar
enlaces insaturados o polares.

La particiéon del sistema en subsistemas QM y MM resulta especialmente
problematica cuando la division tiene lugar, necesariamente, a través de la ruptura
de un enlace covalente entre ambos subsistemas (Figura 6). En estos casos hay que
recurrir a algun tipo de aproximacion que permita satisfacer las valencias de los
atomos cuanticos que definen el enlace entre la regién cuantica y la region clasica
por donde se producira la division.

Froptera

MM QM

Figura 6. Representaciéon esquematica de la divisiéon de un sistema molecular en subsistemas en los
métodos QM /MM cuando la frontera corta necesariamente un enlace covalente.

Actualmente existen varias aproximaciones para resolver este problema. En
una primera aproximacion, se establece un orbital hibrido sp? que contiene un
electron a lo largo de la region QM/MM(1).

La opcidén mas popular es, probablemente, el uso de &tomos de unién “link
atoms”: en este métodos se saturan las valencias de los atomos QM pertenecientes
al enlace fluctuante con un atomo QM mas, normalmente hidrdgeno,
convenientemente parametrizado, que asegura la conservacion de la valencia. Este
atomo se describe a nivel QM y es invisible para los atomos MM, porque no se
tienen en cuenta las interacciones entre el atomo de union y los atomos del
subsistema clasico(28).

Froptera

MM Qm

Figura 7.- Representacion esquematica de la aproximacion del “link atom” para el tratamiento de
los &tomos frontera en los métodos QM /MM.
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Otro método es el denominado LSCF (Local Self consisten Field), basado en
el formalismo del campo local auto-consistente, donde los enlaces QM/MM
frontera son descritos mediantes orbitales de enlace localizados. Estos orbitales,
llamados orbitales congelados, son excluidos del calculo SCF y se encuentran
definidos por sus coeficientes de hibridacidn y por su poblacion electronica. Estos
dos parametros son determinados mediante calculos QM sobre sistemas pequefios
y se supone que estos resultados son transferibles a los sistemas de interés. Este
método es mas ajustado desde el punto de vista tedrico, pero mas complejo de
implementar.

Frohtera

Orbitales
incluidos en el
célculo SCF

S,

Orbital
congelado

MM QM

Figura 8.- Representacidon esquematica de la aproximaciéon LSCF para los atomos frontera en los
métodos QM /MM.

El método GHO (GeneralizedHybrid Orbital), hace uso del orbital atémico
hibrido, similar al método anterior LSCF, pero en este caso los orbitales pueden
dividirse en orbitales auxiliares y orbitales activos. Estos ultimos se optimizan
junto con el resto de orbitales de la regiéon QM en el calculo SCF, mientras que la
union entre el atomo frontera y la region MM se define mediante los campos de
fuerza MM. A diferencia del método LSCF, el método GHO no necesita de un
proceso de parametrizacion cada vez que se estudia un nuevo sistema.

Frorlltera
1

Orbitales A |

auxiliares. 7, \! Orl?ital
% activo
7 b
MM QM

Figura 9.- Representacidon esquematica de la aproximaciéon GHO para los d&tomos frontera.

En general se recomienda que, en el caso de ser necesario, la particion entre
el sistema QM y MM esté lo mas alejada posible de los atomos implicados
directamente en la reaccién. De esta manera se evita que las aproximaciones
utilizadas en las metodologias influyan sobre el resultado final.
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Existen numerosos programas que permiten realizar este tipo de calculos,
uno de los mas utilizados es el programa ONIOM (OurownN-LayeredIntegrated
molecular Orbital and molecular Mechanics), que en su nombre hace alusion
precisamente a la construccién en capas, como la cebolla. El desarrollo de las
primeras versiones de este programa se debe a un Espafiol, Feliu Masera, que la
Academia Sueca de Ciencias menciona en su comunicado tras la concesiéon del
Premio Nobel de este afio(29).

4.1. La primera simulaciéon QM/MM aplicada a una enzima

Una vez mas los galardonados fueron pioneros en la utilizacion de esta
metodologia para el estudio de sistemas bioldgicos. Consideraron que el estudio
detallado del mecanismo de una reaccion enzimatica era un problema importante.

Seleccionaron para este primer estudio la lisozima, una conocida enzima,
sobre la que se habian realizado ya numerosos estudios sobre su posible
mecanismo de reaccién(30) y habia diversas estructuras tridimensionales del
complejo entre la lisozima y un inhibidor tri-N-acetyl glucosamina (tri-NAG) y en el
modelo de hexa-NAG, sustrato natural dentro del sitio activo de la enzima(31).

En concreto estudiaron la estabilidad del ion carbonio intermedio formado
en la ruptura por la lisozima de un enlace glucosidico. Se encontré que la
estabilizacion electrostatica constituia un factor importante que podria justificar el
incremento en la velocidad de la reaccién que conduce a la formacién de este
intermedio. Los factores estéricos, tales como la tension del sustrato al unirse a la
lisozima, no parecen contribuir significativamente.

El método descrito en este trabajo considera todo el sistema enzima-
sustrato. La energia y la distribucion de carga de los atomos directamente
involucrados en la reaccidn se evaluaron mediante quimica cuantica, mientras que
la superficie de energia potencial del resto del sistema, incluyendo el disolvente se
evalué con métodos clasicos. Un detalle importante del método es que el
tratamiento del efecto dieléctrico debido tanto a los atomos de la proteina, como al
disolvente (agua). Su modelo dieléctrico se basé en un calculo directo del campo
electrostatico debido a los dipolos inducidos al polarizar los atomos de la proteina
y los dipolos inducidos al orientar las moléculas de agua del entorno(1).

4.2. Otras aplicaciones de QM/MM

Durante mucho tiempo los calculos QM/MM estuvieron dominados por el
estudio de reactividad enzimatica. Sin lugar a duda este es uno de los principales
campos de aplicacion, pero no solo la formacion y ruptura de enlaces requiere
QM/MM, sino también otros procesos asociados a reorganizacion de la estructura
electronica. Por ejemplo las propiedades espectroscopicas.
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Refinamiento de estructuras.

Una aplicacién especialmente interesante es su combinaciéon con datos
experimentales como el refinamiento de la estructura. Una técnica prometedora
utilizada por primera vez por Ryde y colaboradores(32) aplica el método QM/MM
para refinar los datos estructurales a partir de un solo cristal de difracciéon de
rayos X(33), RMN(34) o EXAFS(35). La idea basica es usar un QM/MM, en lugar de
s6lo MM, y el modelo obtenido se refina teniendo en cuenta los datos
experimentales. Esta aplicacion alivia el problema que surge con la fiabilidad de los
datos experimentales alrededor del sitio activo, porque los métodos MM han sido
cuidadosamente desarrollados para describir las proteinas, pero son menos fiables
para los sustratos o cofactores.

Reactividad

Las reacciones enzimaticas han sido el objetivo principal de los métodos
QM/MM.

Dentro de la gran variedad de sistemas estudiados uno de los mas
representativos es el de la corismatomutasa.

La corismatomutasa es una enzima que cataliza la transposicion de Claisen
de corismato a prefenato (Figura 10), un paso clave en la via del acido siquimico
que da lugar a la sintesis de aminoacidos aromaticos en plantas, hongos y
bacterias. Esta reaccion constituye un raro ejemplo de una reaccion periciclica en
un sistema biolégico y ha sido el objeto de numerosos estudios tedricos.

COOH HOOC o
HOOC,
@\ J]\ corismato mutasa \"'COOH
O COOH \ \ T
OH :  conformacion : OH

ac. corismico | de bote HO ac. prefénico

Figura 10.-Reordenamiento de claisen de &cido corismico a prefénico por medio de la
corismatomutasa.

Lyne, Mulholland y Richards publicaron en 1995 el primer estudio QM/MM
(AM1/CHARMM) de la corismatomutasa(36). Optimizaron la estructura del
reactivo y el perfil de la reaccion e identificaron residuos esenciales dentro del
sitio activo de la enzima. Observaron que el complejo enzima sustrato esta
distorsionado comparado con los calculos previos en fase gaseosa, pareciéndose
mas al estado de transicion, de forma que un residuo de arginina y otro de
glutamico estabilizan esta disposicion. Llegaron a la conclusion de que la
estabilizacion electrostatica del estado de transicion es la contribuciéon mas
importante al proceso de catalisis, en este caso.
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Un gran numero de estudios posteriores,(37) incluyendo trabajos de
Warshel,(38) utilizando diferentes métodos y aproximaciones de calculo han
permitido confirmar esta primera hipoétesis.

5. CONCLUSION

En este trabajo he pretendido resumir los hallazgos mas importantes que
han conducido a la concesiéon del Premio Nobel de Quimica en 2013, al haber sido
pioneros el desarrollo y utilizacion de diversos métodos computacionales basados
tanto en la mecanica cuantica, como en la mecanica clasica con el fin de desvelar, al
nivel de detalle atdbmico, numerosos misterios acerca de como funcionan las
biomoléculas y sobre todo por haber sido los primeros en combinar ambos
métodos permitiendo un estudio mas detallado y preciso de estos procesos
quimicos complejos.

Recomiendo al lector la lectura detallada del articulo autobiografico escrito
por uno de los galardonados, Martin Karplus (6), titulado “Spinach on the Ceiling:
A theoreticalChemist’'sReturntoBiology”, donde describe las experiencias que le
condujeron desde la quimica y la fisica de nuevo a su “primer amor”, la biologia y
en el que describe algunas de las contribuciones realizadas durante su trayectoria
investigadora. En esta trayectoria sus trabajos se cruzan con frecuencia con los de
los otros investigadores galardonados con el Premio Nobel de este afio.
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