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SUMMARY

Theoretical methods for the description of macromolecular systems are reviewed. Me-
thods are classified according to the level of accuracy in the description of the atomic sys-
tem. Quantum mechanical and classical methods are compared not only from a methodolo-
gical point of view, but also from a «functional» point of view. The potential use of these
techniques in the study of the structure and function of proteins is discussed.

INTRODUCCIO

L’objectiu de les tecniques computacio-
nals aplicades a la biologia és proporcionar
una comprensi6 dels processos que tenen
lloc en els éssers vius d’acord amb les lleis i
els principis de la quimica i de la fisica. La
grandaria i la complexitat dels sistemes bio-
moleculars, aixd no obstant, dificulten la
consecucio d’aquest objectiu. A més, cal te-
nir present que les macromolecules biologi-
ques son sistemes dinamics i, per tant, no és
possible aprofundir en els fenomens biolo-
gics sense considerar el paper exercit per les

fluctuacions estructurals. Tanmateix, cal
considerar que els moviments macromole-
culars varien en un marge molt ampli, des
de centesimes d’angstrom fins a desenes
d’angstrom, i que l'escala temporal d’a-
questes fluctuacions també és molt amplia,
des de femtosegonds fins a segons. Es obvi,
doncs, que l'estudi dels processos biologics
requereix una gamma diversa de metodes
computacionals.

En els darrers quaranta anys les tecni-
ques computacionals han adquirit una posi-
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cio prominent dintre de la ciéncia, a causa
del vertiginés augment en la potencia de
calcul dels ordinadors, que actualment s’in-
crementa un ordre de magnitud cada cinc
anys. Tanmateix, aquesta evolucio sembla
seguir la mateixa progressio, de manera que
els recursos computacionals disponibles en
un futur seran sensiblement superiors en els
anys vinents. Per tant, cal esperar que la im-
portancia de les tecniques de simulacio per
ordinador esdevingui més gran, no tan sols
pel que fa al nombre de treballs publicats,
sino sobretot per la possibilitat d’analitzar
sistemes biomacromoleculars cada cop més
grans, i una gamma de processos biologics
més amplia.

El proposit del present capitol és oferir
una visio sobre les diverses técniques com-
putacionals disponibles actualment per a
I'estudi dels processos que tenen lloc en el si
de les biomolecules. Cal destacar que no
pretenem fer una analisi detallada dels di-
versos metodes de simulacio, siné que con-
siderem més adient proporcionar una des-
cripcio global del ventall de metodologies,
destacant Ilurs caracteristiques principals i
llurs aplicacions en el camp de les macro-
moleécules.

DEFINICIO DEL MODEL MOLECULAR

La simulacio per ordinador d’un sistema
quimic, bioquimic o farmacologic comporta
la consideracio de tres factors diferents: a) el
procés o la propietat del sistema real que ens
interessa examinar; b) la precisio requerida
per avaluar aquesta propietat; i c) els recur-
s0s computacionals disponibles. L’accio
conjunta d’aquests factors condiciona la de-
finici6 del model molecular que represen-
tara el sistema real (vegeu figura 1). Aquesta
€s una etapa clau, ja que la qualitat dels re-
sultats obtinguts amb el model escollit deter-
minara la comprensi6 del procés o de les
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'
'
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Model
Material
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o Recursos
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FiGura 1. Factors que determinen la definicio del model em-
prat en simulacions teoriques.

propietats del sistema. La definici6 del mo-
del molecular es realitza considerant tres as-
pectes:

a) Material. Defineix la porcié de materia
explicitament considerada en el model mo-
lecular. Ates I'elevat nombre d’atoms en les
biomolecules, i fins i tot en molts sistemes
d’interés purament quimic, cal considerar
nomes aquella part que és essencial per des-
criure el procés. Per exemple, en el cas d'una
reaccio enzimatica, el model material més
simple estaria constituit per aquells residus
directament que intervenen en el procés ca-
talitic. La seleccio del model material defi-
neix els graus de llibertat del sistema. Aixi, si
el nostre objectiu és I'estudi d’una reaccio
quimica, el model molecular haura de consi-
derar explicitament els nuclis i els electrons;
ara bé, sil’objectiu fos I'analisi de la flexibili-
tat conformacional d'una proteina, seria su-
ficient fer-ne una descripcié atomica.

b) Fisic. Un cop seleccionat el model ma-
terial, hem de definir quines lleis regulen la
interaccio entre les particules, és a dir, quina
relacio hi ha entre I'energia del sistema i els
graus de llibertat de les particules. En aquest
punt, caldra escollir, per exemple, entre 'e-
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quacio de Schrodinger o les equacions classi-
ques del moviment formulades per Newton.
¢) Matematic. Defineix les caracteristi-
ques tecniques i computacionals per al trac-
tament del model material i fisic. Dintre
d’un estudi de mecanica quantica, la selec-
ci6 de la base i del nivell de teoria emprat
per obtenir la funcié d’ona formarien part
del model matematic. Altres components
d’aquest model serien, per exemple, la se-
leccio d’algorismes d’optimitzacio de geo-
metria o bé d’exploraci6 de l'espai confor-
macional de proteines o d’acids nucleics.

Un cop disposem dels resultats de la si-
mulaci6, cal finalment analitzar-los amb
una doble finalitat. D'una banda, cal pro-
porcionar una descripcio precisa del procés
d’interes, que permeti relacionar les noves
dades amb les propietats estructurals i qui-
miques, i a més oferir una interpretacio con-
duent a un aprofundiment en les bases
moleculars del procés. D’altra banda, cal
examinar la validesa de les hipotesis formu-
Jades en el moment de seleccionar el model
material, fisic i matematic, per tal de detec-
tar possibles errades o inconsistencies degu-
des a I'eleccio del model. En aquest darrer
cas, cal formular unes noves hipotesis de
treball i corregir el model molecular.

La comparacié entre les propietats me-
surades experimentalment i les dades teo-
riques és la prova final que determina la fia-
bilitat de la simulacié computacional. No
obstant aixo, cal tenir present que una bona
concordanca no implica necessariament la
validesa del model teoric. Aixi, és possible
que tingui lloc una compensacio d’errors, o
bé que la propietat d’interes sigui relati-
vament insensible a la seleccio del model
molecular. Es precisament la comparaci6
ponderada entre experiment i teoria la que
afavoreix una progressio més detallada en
la naturalesa dels processos biologics. Cal
remarcar en aquest punt que la finalitat dels
calculs de simulacié computacional no és

substituir la medicio experimental, sind
proporcionar uns mitjans complementaris a
I'experiment, ja que 1'obtenci6 de determi-
nades dades per experimentacio pot ser im-
possible o bé extremadament costosa.
Aquesta complementarietat és, doncs, la ve-
ritable poténcia que aporten les tecniques
computacionals.

CLASSIFICACIO DE LES TECNIQUES
COMPUTACIONALS

Tal com es va esmentar anteriorment, la
diversitat de processos i propietats d’interes
per a la comprensio dels éssers vius reque-
reix una gamma variada de técniques com-
putacionals. No obstant aixo, aquestes eines
poden classificar-se en tres grans grups d’a-
cord amb el model fisic escollit: a) tecniques
quantiques; b) tecniques classiques; i c) tec-
niques mixtes.

Les técniques quantiques consideren
explicitament els graus de llibertat nuclear i
electronics. En canvi, les tecniques classi-
ques no consideren els electrons, ja que els
atoms que componen el model material son
descrits com un conjunt de particules que
interaccionen entre si d’acord amb les lleis
classiques. En el primer cas €s necessari
recorrer a lleis de la mecanica quantica per
descriure el sistema quimic, mentre que en
el segon cas el moviment de les diverses
particules és descrit mitjancant la mecanica
classica. Des d’un punt de vista computa-
cional, el nombre d’atoms (nucli i electrons)
que poden compondre el model molecular
quan es fan servir les tecniques quantiques
¢s reduit, unes poques desenes d’atoms,
mentre que en el segon cas es pot tractar de
models formats per milers de particules.
Malgrat aquesta limitacio quant a la
grandaria del model, les tecniques quanti-
ques proporcionen una descripcio del
procés quimic o de les propietats molecu-
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lars més acurada que les tecniques classi-
ques.

Les tecniques mixtes es van desenvolu-
paramb la intencié de combinar els avantat-
ges propis de les tecniques quantiques de les
classiques. Aixi, doncs, la part del sistema
que té més rellevancia per a l'estudi del
proces quimic o biologic es descriu des del
punt de vista mecanoquantic fent servir un
model material reduit, mentre que es fa ser-
vir un tractament classic per a la resta del sis-
tema. D’aquesta manera, s’intenta optimit-
zar la precisi6 en la descripci6 de processos
reactius o enl’avaluacio de les propietats del
sistema, alhora que la representacio classica
de I'entorn permet augmentar la grandaria
delsistema i considerar la seva influéncia so-
bre el procés o les propietats d’interes.

Seguidament es fara una revisio de les
caracteristiques principals d’aquests tres
grups de tecniques computacionals, desta-
cant les seves aplicacions.

TECNIQUES QUANTIQUES
Metodes ab initio

Dintre del marc de la mecanica quantica,
la descripcioé d’un sistema molecular ve do-
nada per la seva funcio d’ona, que conté tota
la informacio assequible sobre el sistema. A
fi de coneixer el valor d’'una determinada
propietat (observable), només cal aplicar el
corresponent operador a la funcié d’ona.
L’objectiu essencial d’aquestes tecniques,
dongs, és determinar, per a un conjunt de

M
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nuclis i electrons, quina és I'expressio de la
funci6 d’ona, ¥=¥(R, r, t), que depen de les
coordenades nuclears (R) i electroniques (r),
idel temps (t).

L’obtenci6 de la funcié d’ona comporta
la resoluci6 de I'equacio de Schrodinger de-
pendent del temps (equacio 1). Aquesta és
una tasca formidable, i afortunadament es
pot simplificar moltissim perque molts sis-
temes d’interes quimic sén conservatius,
cosa que permet obviar la dependencia
temporal. Aleshores, la funci6 d’ona pot ob-
tenir-se resolent I'equacié de Schrodinger
independent del temps (equacio 2), on H és
I'operador hamiltonia i E és I'energia total
del sistema.

j R/ /t
Hy(R, r, ) = - 2L R/ 1.8
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[1]

Hy(R, r)=Ey(R, r)

2]

L'operador hamiltonia (eq. 3; en unitats
atomiques) compren la suma de les energies
cinetiques de nuclis i electrons, I'energia
electrostatica d’atraccié nucli-electrd, i les
energies electrostatiques de repulsio nucli-
nucli i electro-electré. En I'equacio 3, els in-
dexs A, B fan referencia als nuclis, mentre
que i, j descriuen els electrons, i M i N sé6n el
nombre total de nuclis i d’electrons. A més,
I'operador de segon ordre laplacia V? repre-
senta laderivadarespecte a les coordenades,
m, és la relaci6 de la massa del nucli A amb
lamassadel’electro,iZ, ésel nombre atomic
delnucli A. Finalment, R ir representen els
vectors posicio del nucli A idel’electro i,
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Obtenir la funcié d’ona a partir de I'e-
quaci6 2 és encara molt complicat. Per aixo,
s’apliquen aproximacions com la de Born-
Oppenheimer, que consisteix a deslligar el
moviment nuclear de I'electronic, ja que la
diferéencia de masses entre nucli i electr6
permet considerar que els electrons poden
adaptar la seva distribucié en cada moment
a la configuracié nuclear. Aquesta aproxi-
maci6 permet definir I'hamiltonia electro-
nic, H_, i obtenir la funci6 d’ona dels elec-
trons, ¥ =¥ ({R}, r), per a una determinada
configuracié nuclear {R} (equacio 4). En
aquest cas, I'hamiltonia electronic dnica-
ment conté els termes corresponents a I'e-
nergia cinetica dels electrons, I'atraccio
electrostatica nucli-electré i la repulsio
coulombica entre electrons, encara que s'hi
pot afegir el terme de repulsio entre nuclis,
ja que és constant per a cada disposicio dels
nuclis (equacié 5). Cal remarcar que tant la
funcié d’ona com l'energia electronica de-
penen paramétricament de les coordenades
nuclears.

HL,I\UCI({R%,r):EC,({R})WC,({R},r) [4]

tiu és l'aproximacio de Hartree-Fock, que
permet determinar els millors espins orbi-
tals que minimitzen I'energia del sistema.
Aquest tractament matematic condueix a
una equacié de valors propis (equacio 6), on
f(i) és un operador monoelectronic efectiu,
I'operador de Fock (equacio 7), {x} el con-
junt d’espins orbitals i {¢} el conjunt d’ener-
gies orbitals. El determinant de Slater for-
mat per aquests espins orbitals és la funci6
d’ona Hartree-Fock i és la millor aproxima-
ci6 monodeterminant de 1’estat fonamental
del sistema. L’aproximacio de Hartree-
Fock, doncs, permet transformar el tracta-
ment d’un sistema de molts electrons en un
problema monoelectronic en que es consi-
derala repulsio mitjana, v'(i), entre els dife-
rents electrons.

Q) (r) = & 1(r) (€]
1_,

M

; Z .

fQ)=--Vi-> ——A—+v"G)  [7]
2 A=1 \R/\ - rn\

Des del punt de vista practic, volem

destacar dues caracteristiques fonamentals

del tractament Hartree-Fock. D’una banda,

b

I SN Ry
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Un cop s’ha resolt 'equacio 4, es pot
abordar posteriorment el problema del mo-
viment nuclear. La idea essencial és substi-
tuir les coordenades explicites dels elec-
trons en I'equacio 3 pels seus valors mitjans,
mesurats sobre la funcié d’ona electronica.
Aixo permet construir un hamiltonia nucle-
ar efectiu per al moviment dels nuclis en el
camp mitja dels electrons.

El problema fonamental és, doncs, obte-
nir la funcié d’ona dels electrons en movi-
ment dins del camp electric creat pels nuclis
fixos. El primer pas per assolir aquest objec-

i i=1 j>1 i

els espins orbitals es descriuen com una
combinaci6 lineal d’orbitals atomics (apro-
ximaci6 MO-LCAQ). Aleshores, com més
gran i complet sigui el conjunt d’orbitals
atdmics, major sera la flexibilitat en I'ex-
pansio dels espins orbitals, i menor sera l'e-
nergia del sistema. En el cas de poder utilit-
zar una base d’orbitals atomics infinita, es
podria determinar el valor limit de I'ener-
gia Hartree-Fock. D’altra banda, ja que
cada electré es mou dins el camp mitja cre-
at per la resta d’electrons, les correlacions
instantanies entre electrons no es conside-
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ren explicitament. Per introduir aquest
efecte, és necessari prescindir de la descrip-
ci6 monodeterminant de la funcio d’ona,
que hauria de descriure’s com una combi-
nacio dels determinants de Slater correspo-
nents a 'estat fonamental i els estats exci-
tats del sistema. Aixo permet definir I'energia
de correlaci6 electronica, E_, com la di-
feréencia entre I'energia exacta no relativis-
ta, E , il’energia limit Hartree-Fock, E
(equacio 8).

HF-lim

B =E

corr no-rel

- EHI" lim [8]

D’acord amb el que s'ha exposat previa-
ment, la qualitat dels resultats obtinguts
per aquestes tecniques dependra de la fle-
xibilitat de la base d’orbitals atomics i del
nivell emprat per introduir la correlacié
electronica (vegeu figura 2). Obviament,
com millor sigui la base d’orbitals i el trac-
tament dels efectes de correlacio electroni-
ca, millors seran els resultats. No obstant
aixo, aquest fet comporta un increment

Energia exacta

no relativista
A

'
'
'
'

Metodes
multiconfiguracionals:
correlacio electronica

A
QUALITAT COST
DELS i COMPU-
RESULTATS ; TACIONAL

Energia limit
Hartree-Fock
A

Metodes
monodeterminants:
seleccio de la base

FiGura 2. Representacio esquematica dels nivells de teoria
en els metodes ab initio

enorme en I'esfor¢ computacional, cosa que
obliga a tractar models materials relativa-
ment reduits, de manera que a la practica
és necessari optimitzar el nivell de calcul i
la precisié desitjada en I'avaluacio de les
propietats moleculars amb els recursos
computacionals.

A fi de reduir I'enorme cost computacio-
nal i d’augmentar la grandaria del sistema,
s’han proposat diverses estrategies i forma-
lismes alternatius, alguns dels quals s’expo-
sen a continuacio.

Metodes semiempirics

Aquests metodes pretenen reduir Ielevat
cost computacional dels metodes ab initio
mitjangant la definicié d’un hamiltonia efec-
tiu, introduint tota una serie de simplifi-
cacions en el tractament matematic dels
metodes ab initio, i suplint aquestes simplifi-
cacions amb la parametritzacié empirica de
diversos termes, de manera que els resultats
reprodueixin les dades experimentals per a
unconjuntdeterminatde molecules. Les sim-
plificacions més importants s6n les segiients:

a) Aproximacio de «core». Consisteix a
considerar exclusivament els electrons de
les capes de valencia, suprimint el tracta-
ment explicit dels electrons situats en les ca-
pes internes, que conjuntament amb el nucli
formen el core de I’atom. Aleshores, aquests
metodes fan servir un hamiltonia electronic
efectiu de valencia, on aquests electrons es
mouen dins el camp creat pel conjunt de co-
res fixos.

b) Base minima. La descripcio dels elec-
trons de valéncia es realitza fent servir una
base minima d’orbitals atomics, és a dir,
cada espin orbital molecular es representa
amb una base formada pel nombre minim
d’orbitals atomics necessaris per descriure
els orbitals ocupats de I'atom.
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¢) Aproximaci6 de recobriment diferen-
cial nul. Consisteix a considerar que el reco-
briment diferencial de dos orbitals atomics
és zero si aquests dos orbitals son diferents
(equacio 9). Aquesta aproximacio comporta
una simplificaci6 molt gran en l'avaluacio
del terme v'(i) (vegeu equacio 7). Cal indi-
car, no obstant aixo, que segons el metode
considerat, I'aplicaci6 d’aquesta aproxima-
cio es realitza en un sentit més o menys es-
tricte.
¢, (D¢, (Ddr, =0 si p#v [9]

Aquestes simplificacions, especialment
la del recobriment diferencial nul, son prou
drastiques i, si bé augmenten sensiblement
|'eficacia computacional, comprometen se-
riosament la qualitat dels resultats ob-
tinguts. Per evitar aixo, és necessari ajustar
diversos parametres fent servir dades obtin-
gudes amb metodes ab initio o meés general-
ment dades experimentals, com geometries
d’equilibri, moments dipolars, calors de for-
macio i potencials de ionitzacio, entre d’al-
tres. A més, hom preveu que el procés d’a-
just d’aquests parametres permeti introduir
implicitament els efectes de correlacio
electronica.

Per ra6 de la parametritzacio, cal esperar
que aquests metodes reprodueixin les pro-
pietats moleculars no tan sols per a les mole-
cules considerades en el procés d’ajust, sind
també per a les molecules estructuralment
relacionades. No obstant aix0, no hi ha ga-
rantia sobre el comportament d’aquests me-
todes per a molecules diferents. A més, enel

U[p(n)] = ij—-—é‘* p_(rr)\ dr+%”-——p(r) o) g

A=1

cas que s’obtinguin resultats erronis, no hi
ha un procediment adient per millorar el
comportament d’aquests metodes.

Meétodes de densitat funcional

Aquests metodes es diferencien dels ante-
riors en el fet que la principal quantitat d"in-
teres no és la funcio d’ona, sino6 la densitat
electronica. El principal avantatge computa-
cional rau, doncs, en el fet que la descripcio
d’un sistema de N electrons, en lloc de fer-se
amb una funcié d’onade dimensio 3N, nomeés
necessita una funcio, la densitat electronica,
que depén detres coordenades espacials.

Els métodes de densitat funcional es ba-
sen en el teorema de Hohenberg-Kohn, se-
gons el qual 'energia total d"un sistema en el
seu estat fonamental és un funcional de la
densitat electronica del sistema, i que qual-
sevol altra densitat diferent de la densitat
verdadera condueix a una energia més ele-
vada. D’acord amb aquest teorema, el proce-
diment per determinar la densitat consisteix
simplement a minimitzar el funcional ener-
gia, E[p(r)]. Aquest funcional compren di-
versos termes (equacio 10), que corresponen
al'energia cinetica dels electrons no interac-
cionants amb la mateixa densitat p(r) que el
sistema real d’electrons, T[p(r)], I'energia
electrostatica entre els electrons amb un po-
tencial extern (corresponent generalment a
la distribucio6 dels nuclis) i a la repulsio entre
electrons, U[p(r)] (equacio 11), i finalment el
terme E_[p(r)], que conté les contribucions
d’intercanvii de correlacio electronica, ames
d’incloure la diferéncia entre T[p(r)] i la ver-
dadera energia cinética dels electrons del sis-
tema.

E[p(r)] = T[p(r)] + Ulp(r)] + E [p(r)] [10]

[11]

|r -1

El procediment practic per minimitzar
I'energia i obtenir la densitat del sistema va
ser proposat per Kohn i Sham i es basa en la
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descripcio de la densitat a partir d’un con-
junt d’orbitals moleculars. Si bé no entrarem
en més detalls, cal dir que, encara que el for-
malisme de Kohn i Sham és en principi exac-
te, la seva aplicacio és inexacta ja que no es
coneix la dependéncia funcional exacta del
terme d’intercavi-correlaci6 amb la densi-
tat. Actualment les diverses definicions dis-
ponibles permeten classificar els metodes
de densitat funcional en dues categories:
a) local, quan aquest terme és funcié tinica-
ment de la densitat; i b) no local, quan
depen, a més, del gradient de la funci6 den-
sitat. Altres metodes, tanmateix, incorporen
el terme d’intercanvi determinat des del
punt de vista Hartree-Fock en la descripcio
del funcional d’intercanvi electronic.

Es important tenir present la inexactitud
del terme Exc[p(r)] amb vista a I"aplicacio
d’aquests metodes per al calcul d’estructu-
res i propietats de sistemes moleculars, ja
que la seva precisio depén directament de
les aproximacions fetes en la construccié
d’aquest funcional. En aquest sentit, doncs,
la teoria de Kohn-Sham no és variacional
respecte a l'energia de l'estat fonamental,
encara que si que ho és respecte al sistema
model emprat per definir el terme Exc[p(r)].
Per comparacio amb els metodes ab initio, es
podria dir que els metodes basats en I'equa-
cio de Schrédinger proporcionen una apro-
ximacio a la funcio d’ona real un cop cone-
gut I'hamiltonia exacte del sistema, mentre
que els metodes de funcional densitat pro-
porcionen la densitat optima per a un fun-
cional aproximat.

Aplicacions i limitacions

Magrat les diferencies en el formalisme i
el tractament matematic dels metodes res-
senyats anteriorment, tots ells descriuen un
sistema quimic considerant els graus de 1li-
bertat de nuclis i electrons. Per tant, aquestes
son les eines computacionals que cal fer ser-

vir per analitzar qualsevol procés en que es
produeixi un canvi o una reorganitzacio
electronica, és a dir, la formacio i el trenca-
ment d’enllacos covalents, i en general per a
I'estudi de la reactivitat quimica. En aquest
context, la informacié proporcionada per
aquests metodes és moltdiversa, sibés’espe-
cifica de forma esquematica a continuacio:

a) Parametres geometrics. Es pot deter-
minar la geometria de minima energia ca-
racteritzant les coordenades internes de la
molecula. Més important és el fet que pot
obtenir-se la geometria d’estats de transi-
€io, que no son assequibles amb tecniques
experimentals, i es poden comprendre els
mecanismes de reaccio, com també es pot
aprofundir en factors cinetics de les reac-
cions quimiques i, en particular, es poden
analitzar els factors que determinen Iefi-
ciencia catalitica dels enzims.

b) Parametres energetics. La resolucio
de I'equaci6 de Schrodinger o de Kohn-
Sham permet avaluar I'energia del sistema i
construir les superficies d’energia potencial
dels processos reactius. Mitjangant el perti-
nent tractament per mecanica estadistica
dels termes corresponents, de les vibra-
cions, de la rotacio i de la translacié molecu-
lars, poden estimar-se diverses magnituds
termodinamiques, com I'energia lliure, que
al seu torn permet avaluar I'equilibri termo-
dinamic entre reactius i productes; o bé es
pot examinar la poblacio de diferents
conformers o tautomers. Aquests estudis te-
nen rellevancia per al'estudi del procés d'u-
nio entre molecules, i per a la identificacio
d’especies moleculars bioactives.

¢) Propietats moleculars. El coneixe-
ment de la funci6 d’ona permet avaluar
qualsevol element observable a partir del
seu corresponent operador, com per exem-
ple el moment dipolar. Amb vista a I'estudi
de sistemes bioquimics i farmacologics, cal
remarcar l'aplicacio d’algunes d’aquestes
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propietats com a indexs de reactivitat, que
permeten identificar els determinants mole-
culars que modulen el reconeixement entre
substancies, o bé la definici6 de grups far-
macoforics. Entre aquestes propietats, cal
fer especial esment del potencial electrosta-
tic molecular, que correspon al valor esperat
del'operadorr?, i que proporciona l'energia
d’interaccio entre la distribucio de carrega
molecular amb la unitat de carrega positiva.
La identificacié de regions de potencial po-
sitiu i negatiu pot relacionar-se amb zones
susceptibles a I'atac de nucleofils i electro-
fils, respectivament. Tanmateix, els minims
de potencial electrostatic poden relacionar-
se amb la capacitat d’actuar com a acceptors
de pont d’hidrogen, o bé amb les afinitats
protoniques. Altres indexs derivats del po-
tencial electrostatic molecular, com el po-
tencial d’interacci6 molecular generalitzat,
proporcionen una descripcié més precisa de
la reactivitat molecular. Altres propietats
emprades com a indexs de reactivitat son la
densitat de carrega, que pot distribuir-se en-
tre els diversos atoms a fi d’obtenir carre-
gues atomiques, i els orbitals frontera, que
son utilitzats en estudis de relacio estructu-
ra-activitat de farmacs.

Les tecniques quantiques permeten ob-
tenir una visio molt acurada dels sistemes
moleculars, i permeten estudiar qualsevol
tipus de sistema (inclosos els sistemes reac-
tius com els enzims). No obstant aixo, tenen
dos inconvenients que limiten llur aplicacio
al camp de les macromolecules: a) son molt
costoses computacionalment; i b) en el seu
actual formalisme no proporcionen una vi-
sio dinamica dels sistemes moleculars.

TECNIQUES CLASSIQUES

Aquestes tecniques tracten els atoms com si
fossin particules que interaccionen d’acord

amb les lleis classiques. Donat que no es consi-
deren explicitament els graus de llibertat
electronics, no poden aplicar-se per al'estudi
de I'enllag quimic, que haura de ser descrit
mitjancant la introduccié de diversos para-
metres empirics. D’altra banda, son técniques
molt menys costoses computacionalment, fet
que permet la seva aplicacio a I'estudi dina-
mic de grans sistemes moleculars, inaborda-
blesamb les tecniques quantiques.

Camp de forca

L’element comu és la descripcio classica
de les interaccions entre particules classi-
ques fent servir un camp de forga, és a dir,
un conjunt d’equacions que descriu les di-
ferents contribucions energetiques a la in-
teracci6 entre particules del sistema. La
utilitzaciéo d’un camp de forga es pot racio-
nalitzar amb la separaci6 de Born-Oppen-
heimer, ja que els nuclis es mouen dintre
del camp mitja creat pels electrons. Ates
que no hi ha una expressio exacta per a
aquest tipus d’hamiltonia, una limitacio es-
sencial dels metodes classics consisteix en
la precisio de la funcié empirica emprada
per avaluar I'energia potencial, que depen
de com s’hagin definit les diverses contri-
bucions energetiques i de com s’hagi dut a
terme la parametritzaci6 d’aquests termes
energetics. Al seu torn, aquestes caracteris-
tiques depenen de I'aplicaci6 desitjada pel
camp de forga.

Un camp de forca es caracteritza per un
conjunt d’atributs, que es detallen breument
ala figura 3:

a) Sistema de coordenades. L’energia
potencial pot avaluar-se tenint en compte
diversos conjunts de coordenades, com ara
els modes normals de vibracié o bé coorde-
nades internes. Actualment s’acostuma a
emprar un conjunt de coordenades inter-
nes altament redundant, format per stret-
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CARACTERISTIQUES D'UN CAMP DE FORCA

Sistema de coordenades

Coordenades normals de vibracio, internes

Restriccio de coordenades internes (longituds i angles d’enllac)

Nivell d’expansio

Quadratic, cubic, quartic, etc.
Termes creuats

Formes funcionals

Longituds: harmonic, Morse, addicio de termes cubics, etc.
Angles: harmonic, termes cubics, Urey-Bradley, etc.

Torsions: trigonometric, out-of-plane

Van der Waals: Lennard-Jones 6-12, exp[-6], utilitzacio d"altres potencies, etc.
Electrostatic: coulombic, moments dipolars, constants dielectrica

Termes especifics: pont d’hidrogen, polaritzacio

Tipus d’atoms

Nombre i identificacié
Models united, all-atom

Parametritzaci6 i camp d’aplicacio

Dades de referencia: geometries, vibracions, calors de formacio, dades ab initio, etc.
Compostos objecte d"aplicacio, propietats d’interes, precisio

FiGura 3. Atributs principals d’un camp de forga

ching i bending d’enllagos, torsions, i inte-
raccions no enllacants. A vegades, deter-
minades coordenades poden adoptar va-
lors fixos, com ara les longituds i els angles
d’enllagos.

b) Nivell d’expansio. Un cop escollit el
conjunt de coordenades {C}, I'energia en un
punt determinat (L"), caracteritzat per un
conjunt de valors {(}), pot expressar-se com
una expansio en serie de Taylor al voltant
d’un minim local (1), (equaci6 12).

El segon terme, de fet, s’anul-la, per con-
dici6 de minim a A". Tanmateix, en el segon
sumatori, que descriu la contribucié qua-

dratica a l’energia, hi intervenen dos termes
diferents: els diagonals, en els quals la dife-
rencial ve donada respecte a una mateixa
coordenada ((), i els termes creuats, que
involucren la diferenciacio respecte a dues
coordenades diferents (C,C). Els termes
creuats descriuen l’acoblament entre les
deformacions en longituds i els angles
d’enllag, o bé I'acoblament entre longituds i
torsions, entre angles i torsions, entre lon-
gituds i longituds, entre angles i angles 1 fi-
nalment entre torsions i torsions. Tots ells
plegats descriuen I'expansié quadratica ge-
neral de I’energia tenint en compte les coor-

o 5?2
E(L'")=E(M) + Z(%) Al + %Z[%) (AX?) + termes superiors [12]
C A (@ A
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denades internes. Finalment, els termes de
tercer ordre i els superiors en I'expansio de
Taylor introdueixen els efectes d’inharmo-
nicitat.

Aquests, doncs, son dos dels aspectes
que cal considerar en escollir un camp de
forca. D’una banda, és usual tallar I'expan-
si6 en el segon terme, obviant les possibles
desviacions del comportament harmonic,
fet raonable sempre que es produeixin de-
formacions petites. D"altra banda, els termes
creuats generalment no es consideren en els
camps de forga dissenyats per a 'estudi de
macromolecules, encara que poden ser pre-

TERMES ENLLACANTS

Stretching

K,»\B(l - ]u):

D, {exp[—A(l - l',)] - 1}2

Bending
K.‘\m (9 - 9)_
Torsio propia
\
Z—"(l +cos(nd — o))
2 a:angle de fase
Torsi6 impropia

K

ABCD
ABCD®

TERMES NO ENLLACANTS

van der Waals

4 oL 8*[CAB o D,\BJ

sents en camps de forca parametritzats per a
I'estudi de molecules organiques petites.

¢) Forma funcional. Si bé I'equaci6 12 li-
mita la forma funcional de les contribucions
energetiques pel que fa a potencies de A%,
poden emprar-se altres formes funcionals.
Un exemple classic és la funcié de Morse, en
comptes de I'expressiéo harmonica, per des-
criure les desviacions en la longitud d’en-
llag. De fet, hi ha diverses expressions per als
diferents termes que componen el camp de
forca, tant les interaccions enllagants (stret-
ching, bending i torsions) com les no
enllacants (electrostatic i Van der Waals). La

1 distancia d’equilibri entre els atoms A i B
k,,: constant de forca de stretching

D,: profunditat del minim d’energia

0,:angle d’equilibri entre els atoms A, Bi C
k,, : constant de forca de bending

V,:barrera torsional
n: periodicitat de la torsio

H2 H: distancia de l'atom D al pla ABC
K, .., constant de forca de torsi6 impropia

£*: parametre dependent de les «dureses» dels atoms A, B
C,, D, parametres dependents dels radis dels atoms A, B

R 1\2[; R, R, distancia entre atoms AiB
Electrostatic
qa9s q,: carrega parcial de I'atom A
R e constant dielectrica

AB

FiGura 4. Expressions emprades per avaluar les diferents contribucions energétiques en el camp de forga
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figura 4 mostra de forma esquematica algu-
nes de les expressions emprades per avaluar
les diferents contribucions energetiques.

d) Tipus d’atoms. La identificacié dels
atoms és important en la definici6 i la para-
metritzacié d'un camp de forga, ja que la di-
ferenciacio de diversos entorns quimics
s’especifica mitjancant I"assignaci6 de dife-
rents tipus d’atoms. Pot considerar-se con-
venient agrupar diversos atoms com un
unic grup (model united atoms), com es fa
per exemple en la descripcio de metilens i
metils. Un conjunt petit de tipus d’atoms
proporciona menys complexitat i redueix el
nombre de parametres, pero pot esdevenir
insensible als detalls de les caracteristiques
quimiques.

¢) Parametritzacié i camp d’aplicacio.
La seleccié d'un camp de forga ve condicio-
nada per les dades de referencia que s’han
fet servir en l'assignacioé dels parametres
per als diversos tipus d’atoms. Dos camps
de forca similar parametritzats amb dades
diferents poden portar a solucions diverses.
Obviament, la selecci6 de les dades —experi-
mentals o teoriques- emprades en la para-
metritzacié depen de la previsible aplicacio
del camp de forca. Pot ser facil derivar un
camp de forca acurat per a l'estudi d'un
grup de molecules determinat; no obstant
aix0, aquesta tasca esdevé molt més delica-
da, iel camp de forca ha de ser més complex,
quan es vol obtenir resultats acurats per a
un conjunt divers de molecules.

Mecanica molecular

Un cop seleccionat un camp de forga, la
seva aplicacio a una configuracié nuclear
determinada permet avaluar I'energia del
sistema. Aix0 permet portar a terme una ex-
ploraci6 de I'espai conformacional accessi-
ble mitjancant algorismes d’optimitzacio6 de
geometria, que constitueix la finalitat més
senzilla i directa del camp de forca.

Coordenades inicials (Xo)

!

Avaluacio de I'energia
potencial inicial: E(Xo)

l

Determinar derivada primera
(i segona) de I'energia
respecte a les coordenades

!

Estimar la direccio del
minim, i determinar les
noves coordenades (X')

!

‘ Avaluar E(X") ‘

NO
‘ Convergencia? }———
si l

I Geometria optimitzada

Figura 5. Algorisme basic dels metodes de mecanica mole-
cular

Tal com s’indica a la figura 5, donada
una configuracioé nuclear inicial, el camp de
forca permet obtenir la geometria que mini-
mitza l'energia. L'eficacia de I'exploracio
conformacional depén del procediment em-
prat en la recerca del minim d’energia, que
pot venir determinat pel gradient d’energia
(metode steepest descent), o bé pel gradient
corregit amb la informacio obtinguda en
etapes anteriors del cicle iteratiu de mini-
mitzacié (metode de gradients conjugats), o
bé, finalment, calculant la matriu de deriva-
des segones de I'energia (métode de New-
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ton-Raphson). Tanmateix, una limitacio és
que l'algorisme de minimitzacié condueixi
cap a un minim local d’energia, sense que
s’hagi identificat el minim global del siste-
ma. Aquest problema s’agreuja molt a me-
sura que augmenta el nombre de graus de
llibertat del sistema, fet que dificulta la pos-
sibilitat de dur a terme una exploracio ex-
haustiva de tot I'espai configuracional.

Aquest tipus de metodologia és adient
per examinar les conformacions de minima
energia i obtenir la seva geometria, i permet
duratermeel refinamentd’estructures mole-
culars, com també fer una exploracio delafle-
xibilitat conformacional. Una altra aplicacio
consisteix a analitzar el fitting entre biomole-
cules, com el reconeixement entre lligands i
receptors, i facilita I'exclusio d’aquelles inte-
raccions que son estericament desfavorables
o permet estimar les afinitats de diversos
substrats per a un receptor comu. Malaura-
dament, aquesta metodologia proporciona
unicament una visio estatica del sistema mo-
lecular, que no es correspon amb la situaci6
real, ja que a una temperatura determinada
qualsevolsistema potadoptarunampli nom-
bre de microestats, el conjunt dels quals defi-
neix les propietats moleculars. A més, cal re-
marcar el fet que les fluctuacions estructurals
degudes a I'energia termica poden desenvo-
lupar un paper primordial pel que fa a la fun-
cio de les biomolecules; és necessari conside-
rar aquests efectes per comprendre les
implicacions funcionals en determinats pro-
cessos biologics. Aixo pot aconseguir-se mit-
jancantles tecniques de dinamica moleculari
Monte Carlo.

Dinamica molecular

Aquesta metodologia es basa en l'apli-
cacio directa de les equacions de moviment
de Newton o de Langevin per descriure
I'evolucié temporal d’un sistema. La idea
essencial és que el camp de forca permet

avaluar no tan sols I’energia per a una confi-
guracio nuclear, sind també la forca que ac-
tua sobre cada particula a partir del gradient
del’energia potencial. Fent servir les lleis de
la mecanica classica, hom pot predir alesho-
res la posici6 que ocupara i la velocitat que
tindra cadascuna de les particules en un
temps determinat. Avaluant successiva-

Velocitats
inicials (Vo)

Coordenades
inicials (Xo)

v

Avaluaci6 de
I'energia potencial —
inicial: E(Xo)

\J
F=-dEp/dX a=F/m
Determinar la posicio (X) i la
velocitat (V) per un increment
de temps At

l NO
Determinaci6 de T 1
T constant? l

sil

’ Escalat de velocitats (V)

l<
v

Determinacio de P NO
P constant? |
Si l

Escalat de posicions (X) ‘

i:
Avaluar E per a la nova
configuracio

F

FiGura 6. Algorisme basic dels metodes de dinamica mole-
cular
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ment en el temps la forga sobre cada particu-
la i estimant la posici6 i la velocitat futures,
és possible obtenir un conjunt d’estructures
que representen I'evolucié temporal del sis-
tema a una temperatura determinada.

El procediment esquematic de la dina-
mica molecular es mostra a la figura 6. Per
iniciar la dinamica, cal indicar les coordena-
des i les velocitats inicials. Les coordenades
poden obtenir-se a partir, per exemple, de
I'estructura cristal-lografica determinada
per raigs X, mentre que les velocitats es de-
terminen aleatoriament seguint una dis-
tribuci6 de Maxwell a la temperatura de
referéncia. Seguidament, es determina I'e-
nergia potencial i el seu gradient, la forca
que actua sobre cada particula, i per integra-
ci6 de I'acceleraci6 poden estimar-se les no-
ves posicions i velocitats. Posteriorment,
potaplicar-se un factor de correcci6 a les ve-
locitats i a les posicions per mantenir cons-
tant el valor de la temperatura i de la pressio
del sistema, segons que la simulaci6 de
dinamica es faci en condicions de tempera-
tura i pressio constant, o d’energia i volum
constant.

Dintre de l'esquema anterior, un punt
essencial per a l'aplicacio practicarauenl'e-
leccio dels temps d’integracio. Cal pensar
que les equacions que cal integrar son com-
plexes; aix0 fa necessari 1'is de metodes
numerics, per la qual cosa el temps dinte-
graci6 ¢és molt petit. Tanmateix, aquest
temps sempre vindra determinat per I’esca-
la temporal dels moviments més rapids en
la simulacio, que corresponen a I'stretching
d’enllagos. Per aixo, el temps d’integracio és
aproximadament d’un femtosegon. En con-
seqiiencia, actualment I'escala de temps real
que pot assolir-se en la simulacio és com a
maxim aproximadament d’uns nanose-
gons, tenint present que aquesta durada de
simulacié comporta la realitzacié de milers
de calculs per avaluar I'energia potencial en
cadascuna de les diferents configuracions.

A més, ja que les coordenades i les velocitats
son assignades arbitrariament, la primera
part de la simulacié sempre s’ha de conside-
rar com un periode transitori, a fi que el sis-
tema pugui equilibrar-se i assolir les condi-
cions desitjades en la simulaci6. Finalment,
per aquest mateix fet, cal tenir present que la
dinamica mai no és univoca, ja que, depe-
nent de les condicions inicials, el sistema
efectuara una exploracio diferent de I'espai
configuracional accessible.

Malgrat aquestes consideracions practi-
ques, la dinamica molecular és una técnica
enormement valuosa per determinar un
conjunt de configuracions representatives
del sistema molecular. Aixo és possible gra-
cies al fet que el sistema pot travessar bar-
reres energetiques, la qual cosa permet
I'estudi de la flexibilitat conformacional de
macromolécules amb les salvetats de temps
mencionades anteriorment. El coneixement
de l'espai configuracional accessible d'un
farmac permet definir amb precisio els seus
patrons de reconeixement farmacoforics al
llarg del temps. Aixi mateix, permet avaluar
el paper de les fluctuacions estructurals en
processos d'unié entre biomolecules. A
més, pot emprar-se per al refinament de les
estructures tridimensionals determinades
per difraccio de raigs X o bé per ressonancia
magnetica nuclear. Finalment, pot fer-se
servir per estimar els valors mitjans al llarg
del temps de diverses propietats del siste-
ma.

Monte Carlo

Aquesta tecnica, a diferencia de la dina-
mica, no considera el temps com una varia-
ble. Basicament, el seu fonament rau en la
llei de Boltzmann, segons la qual les confi-
guracions energeticament més estables son
les que seran ocupades per un nombre més
gran de molecules. Aixi doncs, aquest meto-
de genera de forma aleatoria una serie de
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configuracions per a les particules que com-
ponen el sistema molecular (vegeu figura 7).
L’energia de cada configuraci6 és avaluada
a partir del camp de forga. Si I'energia és
menor que la corresponent a la de la confi-
guracio original, aleshores és acceptada. En
cas contrari, encara hi ha certa probabilitat
que aquesta nova configuracio sigui consi-
derada com a representativa del sistema;
aquesta probabilitat sera més gran com me-
nor sigui la diferéncia energetica de la nova
configuracié envers la configuracio origi-
nal.

Es important remarcar que, malgrat les
diferencies en el formalisme dels metodes
de dinamica molecular i de Monte Carlo,

' Coordenades inicials (Xo) ‘

!

Avaluacio de 'energia
potencial inicial: Ep(Xo)

l

Generacio aleatoria
d’una nova
configuracio (X)
Avaluar Ep(X)

l ) Afegir la
SI |configuraci6 X
Ep(X)<Ep(Xo) ? al conjunt
del sistema
NO l

Probabilitat SI |

segons AEp

o

Excloure la
configuracio

FiGura 7. Algorisme basic dels metodes de Monte Carlo

I'exploracio de l'espai configuracional de
sistemes en equilibri proporcionada per
ambdues téecniques és identica en el cas que
el mostreig sigui suficientment llarg,.

Els sistemes d’aplicacio i la informacio
que pot derivar-se dels metodes de Monte
Carlo és molt semblant al que s"ha dit per a
les tecniques de dinamica molecular. El fet
que no es consideri el temps com a variable
fa que la dinamica molecular sigui més
adient quan l'interes se centra en I'evoluci6
dinamica d’alguna propietat del sistema.
D’altra banda, els metodes de Monte Carlo
permeten establir un control més directe de
les variables configuracionals que definei-
xen el sistema. Aixi, aquests metodes han
estat molt valids per a I’estudi de molecules
petites 0 amb un grau elevat de rigidesa en
la seva estructura en fases condensades. No
obstantaixo, en el cas de sistemes grans amb
molta flexiblitat, com ara proteines, les tec-
niques de dinamica molecular séon més
adients.

Acoblament amb mecanica estadistica

L’acoblament de dinamica molecular i
Monte Carlo amb les téecniques de mecanica
estadistica ha donat lloc al desenvolupa-
ment d’uns metodes computacionals molt
sofisticats i de gran impacte per a l'estudi de
sistemes biologics. Aquest acoblament per-
met processar la informacio recollida en el
mostreig configuracional, a fi d’avaluar les
propietats termodinamiques del sistema.
En particular, un punt central d"aplicacio ha
estat la determinaci6 de diferencies d’ener-
gia lliure entre dos estats diferents del siste-
ma. Aixi, si 011 designen aquests dos estats,
la diferencia d’energia lliure ve donada per
I'equacio 13, on k és la constant de Boltz-
mann, T és la temperatura, E és I'energia del
sistema, i 3 és I'invers del producte kT. Els
parentesis representen el valor mitja ponde-
ratamb el factor de Boltzmann.
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<exp[—ﬁE|]> [I?]
< exp[—BE(,] >

Des d'un punt de vista practic, I'expres-
si6 anterior té limitacions, ja que el valor
mitja de l'exponencial presenta una con-
vergencia lenta i, a més, I'energia lliure es
determina a partir de dos valors molt ele-
vats. S"han proposat diversos metodes per
superar aquests inconvenients, com ara la
pertorbacio d’energia lliure, el potencial de
forca mitjana i la integraci6 termodinamica.
Per exemple, en el cas de la pertorbacio
d’energia lliure es defineix un parametre
d’acoblament entre els dos estats, que per-
met transformar I'estat 0 en I'estat 1 de for-
ma gradual. Aixi, en cada etapa d’aquesta
transformacié 1’hamiltonia del sistema pot
definir-se segons el parametre d’acobla-
ment, tal com s’expressa a I'equacio 14. D"a-
questa manera, per a A=0 recuperem I'ha-
miltonia de I'estat 0, mentre A=1 correspon a
la situaci6 de I'estat 1.

AA=-kTIn

H,=(1-1) H, +AH, [14]
El fet de dur a terme aquesta transforma-
ci6 modificant gradualment el valor del
parametre d’acoblament permet avaluar la
diferencia d’energia lliure com la suma de
les variacions per a cadascuna de les etapes
graduals. L"expressio corresponent a la per-
torbacio d’energia lliure (equaci6 15) indica
que per a cada etapa intermedia cal determi-
nar la diferéncia d’energia per als estats suc-
cessius A i L+AL fent servir el mostreig confi-
guracional corresponent a l'estat A.

A=1-AX

AA = Z RT ln<exp[—(E,_,

A=0
Cal remarcar que la naturalesa del para-
metre d’acoblament i els estats intermedis
de la transformacio entre estats son irrelle-
vants per al calcul de AA, ja que es tracta
d’una funcio d’estat. A més, aquestes tecni-

ques permeten determinar amb una preci-
si6 sorprenent la variacio d’energia lliure
associada a diversos processos bioquimics.
De fet, una revisié de la literatura recent
mostra amb tota claredat I'enorme impacte
d’aquestes tecniques per a l'estudi quantita-
tiu de sistemes biologics, tals com les dife-
rencies d’energia lliure de binding entre dos
substrats o I'efecte de mutacions sobre Ies-
tabilitat de complexos. No obstant aixo, els
resultats son molt sensibles a les condicions
de simulacio, i cal examinar amb detall el
protocol de simulacio per tal d’evitar I'ob-
tencio de resultats erronis.

L’enorme potencial d"aplicacio d’aques-
tes tecniques sorgeix quan es consideren
en combinacié amb cicles termodinamics,
tals com els que s'indiquen a la figura 8.
El diagrama de la part superior representa
el cicle emprat per determinar I'energia Iliu-
re de solvataci6 (AG_, ) d’'una molecula. En
aquest cas, el cicle consisteix en dues etapes
d’anihilacio de l'especie quimica, és a dir, a
efectuar la transformacié de la molécula a
una entitat nul-la en fase gas i en solucio.
Ates que l'energia d’interaccio entre aques-
ta entitat imaginaria amb les molecules de
solvent és zero, I'energia lliure de solvatacio
pot avaluar-se per la diferéncia de treballs
necessaris per anihilar el compost en les
dues fases.

L’exemple mostrat en el diagrama cen-
tral de la figura 8 permet avaluar la diferen-
cia en el procés d'uni6 de dos lligands (L1 i
L2), que poden diferir en llur composicio i
estructura quimica, i que interaccionen amb
el mateix receptor. En aquest cas, la diferén-

A% _E'».)/RT] 22 [15]

cia entre les energies lliures dinteraccio vin-
dria donada per la diferéncia entre els va-
lors AG1 i AG2, que son dificils de determi-
nar computacionalment. No obstant aixo,
mitjangant 1'as del cicle termodinamic,
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AG1
— nul

AGsolv AG3

AG2
—» nul

solucio A

AGsolv = AG1 + AG3 - AG2 = AG1 - AG2

AG1
solucio L1 ———— > Li1- Receptor
AG3 AG4
AG2
solucio Lo ——— > L2- Receptor
AAG = AG1 - AG2=AG3 - AG4
AG1
soluci6  Ez (natiu) —> S - Ez (natiu)
AG3 AG4
AG2
solucio  Ez (mutat) —> S - Ez (mutat)

AAG = AG1 - AG2 = AG3 - AG4

FiGura 8. Utilitzacio de les técniques de pertorbacio d’ener-
gia Iliure dintre del marc de cicles termodinamics per ava-
luar energies lliures de solvatacio, diferéncies d’energia
Iliure de hinding o I'efecte de mutacions en enginyeria d’en-
zims

aquesta diferencia pot avaluar-se a partir
dels valors AG3 i AG4, que representen la
variacio d’energia lliure en el procés rever-
sible de transformar un lligand en I'altre, bé
en solucio o bé units al receptor.

I exemple mostrat a la part inferior és
semblant a I’anterior, pero en aquest cas co-
rrespondria a l'efecte diferencial que té la

introduccié de mutacions puntuals en resi-
dus de I'enzim sobre la seva interaccié amb
un substrat. De nou, la diferencia en la capa-
citat per unir-se al substrat pot estimar-se a
partir dels treballs reversibles necessaris per
transformar 1’enzim natiu en la forma va-
riant, tant per a'enzim en soluci6 com pera
I'enzim un cop s’ha unit al substrat. Sens
dubte, aquest tipus de procés té moltes im-
plicacions sobre I'enginyeria de proteines i
el disseny d’enzims amb caracteristiques es-
pecifiques, com ara modular I'especificitat
per substrats.

Aplicacions i limitacions

Les tecniques classiques son molt po-
tents per tal de descriure grans sistemes mo-
leculars. Son, per tant, molt emprades en
I'estudi de les interaccions entre macro-
molecules, o entre macromolecules i petits
lligands. També son els metodes que cal em-
prar per tal d’estudiar processos de canvis
conformacionals com ara el plegament/
desplegament de proteines, o el fitting entre
DNA i proteines.

Aquests metodes presenten tres limita-
cions basiques, que estan relacionades amb:
a) la impossibilitat de les tecniques classi-
ques per estudiar reaccions quimiques;
b) les aproximacions fetes en la funcio d’e-
nergia potencial; i c) I'extensio de les simu-
lacions. La primera fa impossible I'as de les
tecniques teoriques en l'estudi de la reac-
tivitat enzimatica, o en l'estudi de les mo-
dificacions quimiques de les proteines; la
segona introdueix errors sistematics en els
calculs; mentre que la tercera dona lloc a
errors estadistics. Nombrosos grups estan
treballant actualment en I’elaboracio de
camps de forca més acurats i en la derivacio
de parametres més refinats. En aquest punt,
hi ha cada vegada més interés a fer la para-
metritzacié no utilizant dades derivades
d’experiments en fase gas o de calculs ab ini-
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tio per molecules aillades, sin6 fent servir
dades en soluci6 o bé dades cristal-logra-
fiques. Tanmateix, la descripcio més acura-
da dels termes no enllacants, com ara la inte-
raccio per pont d’hidrogen o el tractament
dels efectes de polaritzacio, és cada vegada
més important, com també ho és la inclusio
dels efectes electrostatics de llarga distancia.

Respecte al problema de I'extensio, si-
mulacions de l'ordre d’Ins son relativa-
ment assequibles amb els actuals mitjans
computacionals. No obstant aixo, és obvi
que el marge de processos biologics que pot
ser considerat amb aquesta escala de temps
és relativament reduit. Aixi, caldrien simu-
lacions més extenses per caracteritzar aque-
lles fluctuacions dinamiques que compor-
ten canvis conformacionals de llarga escala,
detalls de cinetica enzimatica o bé d’unio de
substrats, i especialment el problema del
plegament de proteines, per al qual s’han
proposat diverses estrategies fent servir
models més o menys simplificats. Respecte
a la limitacié intrinseca de les tecniques
classiques en I'estudi de sistemes reactius,
la solucio és integrar els metodes quantics i
classics en les anomenades tecniques mix-
tes.

CLASSIC
- particules discretes (g, £*, c)
- continu (&)

QUANTIC
nuclis + electrons
¥(r), p(r)

FiGura 9. Partici6 del sistema en un subsistema quantic i un
subsistema classic

TECNIQUES MIXTES

Aquest grup de tecniques constitueix un
camp de treball molt actiu en el moment ac-
tual, que sens dubte tindra, cada cop més,
un major impacte en I'estudi de les propie-
tats estructurals i funcionals de les protei-
nes. Tal com es va comentar anteriorment, el
formalisme basic consisteix a distribuir el
sistema molecular en dos subsistemes: un
d’ells es descriu amb tecniques quantiques, i
I'altre és tractat classicament (vegeu figura
9). La descripcio de la part classica del siste-
ma pot fer-se utilitzant particules discretes,
caracteritzades per les seves carregues par-
cials (q) i els parametres de duresa (¢*) i radi
(o) de van der Waals, o bé un continu pola-
ritzable, caracteritzat per la seva constant
dielectrica (g). Aquesta separaci6 es fa de
manera que el subsistema quantic descrigui
la part del model material on té lloc I'objecte
d’interes, mentre que la resta de I'entorn és
descrita classicament. En el cas de I'estudi
de T'activitat catalitica d’un enzim, per
exemple, el subsistema quantic estaria for-
mat pel substrat i aquells residus que inter-
venen directament en el procés reactiu,
mentre que la resta de la proteina amb les
molecules de solvent constituiria el subsis-
tema classic.

En el cas dels metodes mixtos quantics-
discrets, el subsistema quantic es descriu
actualment fent servir hamiltonians semi-
empirics 0 bé metodes de densitat funcio-
nal, encara que s’han publicat alguns resul-
tats obtinguts per Hartree-Fock. L’energia
total del sistema pot expressar-se com la
suma de les energies associades al subsiste-
ma quantic, classic, i al terme d’interaccio
entre ambdos (equacio 16). El terme d’inte-
raccio s’avalua normalment com I'addicié
de dues contribucions, que corresponen a
I'energia electrostatica entre nuclis i elec-
trons del subsistema quantic amb les carre-
gues parcials emprades per a la distribucié
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de carrega de les particules classiques, i l'e-
nergia d’interaccio de Van der Waals entre
els atoms i les particules classiques (equacio
17). En 'equaci6 17, N és el nombre d’orbi-
tals moleculars doblement ocupats, M és el
nombre de nuclis, i S és el nombre de parti-
cules classiques.

H QM H MM + HQM -MM

I)

[16]

S 2N s

QM MM Z

=1 i=1 ~|

L’energia, doncs, pot obtenir-se a partir
de la corresponent equaci6 de Schrodinger,
fent servir I'hamiltonia efectiu descrit a I'e-
quacio 16. Cal tenir present en aquest punt
que la representacio real del sistema ve do-
nada pel conjunt de configuracions assequi-
bles a una temperatura determinada, i que
aquest mostreig pot obtenir-se fent servir
els metodes de dinamica molecular o de
Monte Carlo. Per a cada configuracio de les
particules sera necessari, doncs, dur a terme
el calcul de la funcio d’ona del sistemaidela
seva corresponent energia. Aixd comporta
un enorme cost computacional, fet que justi-
fica la utilitzacié de metodes semiempirics o
de funcional densitat en la descripcio de la
part quantica.

Pel que fa als metodes mixtos quantics-
continus, la representacio discreta de I'en-
torn se substitueix per un continu dieléctric,
que es polaritza davant el camp electric ge-
nerat per la distribucio de carrega del sub-
sistema quantic. El camp de reaccio generat
per I'entorn polaritza al seu torn la densitat
de carrega del subsistema quantic, i aquest
procés continua fins arribar a l'autoco-
herencia. L’energia total del sistema, alesho-
res, pot determinar-se a partir d"un hamilto-
nia efectiu (equacio 18), on R simbolitza el
camp de reaccio. Cal notar que, com que R
depen de la funcié d’ona del subsistema

quantic i aquesta ve determinada per la
magnitud de R, és necessari dur a terme un
procés iteratiu. La forma explicita que adop-
ta 'operador R depen del model matematic
escollit. En alguns metodes es defineix fent
servir una expansié multipolar, mentre que
altres formalismes descriuen el camp de re-
accio a partir d'una distribucio de carrega
sobre la superficie de separacio dels siste-
mes quantics i classics.

Zm q [17]

\'\\'

s=1 m=1 sm

(A°+R)y =Ey [18]

L’eliminacio dels graus de llibertat de les
molecules que formen el sistema classic per-
met assolir nivells de teoria més elevats en
la descripcio del subsistema quantic. No
obstant aixo, cal tenir present que I'efecte de
les interaccions especifiques amb les mole-
cules classiques es perden completament. Si
bé aquesta aproximacioé no sembla dramati-
ca pel que fa al’estudi de molecules en solu-
ci6, on aquests metodes prediuen energies
lliures de solvataci6 molt acurades, no son
adequats per a I'estudi de processos en me-
dis amb una anisotropia molt elevada, com
és el cas dels processos quimics que tenen
lloc en I'interior de les proteines.

ALTRES TECNIQUES PER A L’ESTUDI
DE BIOMACROMOLECULES

Es obvi que el ventall de tecniques dispo-
nibles per a l'estudi de macromolecules
biologiques compren un conjunt de meto-
des més variat que els que s"han descrit fins
ara. No és possible fer una descripcio de to-
tes les tecniques, pero si que considerem ne-
cessari esmentar-ne almenys algunes, a fi de
proporcionar una visi6 més completa.



92 F.JAVIER LUQUE, MODESTO OROZCO

Dintre d’aquest context, voldriem fer re-
ferencia als programes desenvolupats amb
el proposit especific d’abordar I'estudi del
docking, és a dir, la prediccié de les estruc-
tures dels complexos intermoleculars for-
mades per la uni6 de substrats/lligands a
proteines. Aquests programes generen un
nombre molt elevat de possibles estructures
d’interaccio, i efectuen una valoracio de
cada estructura a fi de determinar quines
son veritablement significatives per com-
prendre el procés d'uni6. El problema més
important en aquests estudis és, sens dubte,
I'elevat nombre de graus de llibertat, que ve
determinat per la flexibilitat conformacio-
nal de les especies interaccionants. De fet,
nomes es consideren els graus de llibertat
del lligand, mentre que I'estructura de I'en-
zim o el receptor se suposa que és completa-
ment rigida.

Un altre conjunt de metodes molt em-
prats son aquells basats en la resolucio de
I'equacio de Poisson-Boltzmann per di-
ferencies finites, a fi d’examinar les propie-
tats electrostatiques de les macromolecules
en solucio. En aquests metodes, es fa una
descripcio des de la configuracio atomica de
la’ macromolecula, representada com un
conjunt de particules classiques caracterit-
zades per carregues parcials i parametres de
Van der Waals. La macromolecula esta se-
parada del medi aquoés per una superficie
definida segons els radis atomics, i, per tant,
esta adaptada a la seva forma tridimensio-
nal. Normalment, es defineix una constant
dielectrica de 2 a I'interior de la macromole-
cula, a fi de considerar els efectes de polarit-
zacio electronica, mentre que en el medi ex-
terior s’assigna una constant dielectrica de
80, que fa possible la consideracio dels efec-

tes de forca ionica, descrits d’acord amb la
teoria de Debye-Hiickel. Aquest procedi-
ment permet estimar 'energia lliure elec-
trostatica de la molecula en solucio. Les
aplicacions son diverses i comprenen aspec-
tes com ara: determinar propietats acid / ba-
se per als residus en proteines, analitzar el
procés d'unio de biomolecules, avaluar 1'e-
nergia lliure de solvatacio, o bé examinar
I'efecte de mutacions sobre I'estabilitat de
macromolecules.

Finalment, cal fer menci6 d'un conjunt
de técniques anomenades «estadistiques»
que son emprades per tal de predir el com-
portament i l'estructura de proteines.
Aquestes tecniques funcionen en tres eta-
pes: a) analisi de I'estructura i les propietats
d’un gran nombre de proteines conegudes;
b) formulaci6 de regles empiriques entre la
seqiiencia i les caracteristiques de les protei-
nes conegudes; i ¢) aplicacio de les regles per
tal de predir I'estructura o les propietats de
proteines de seqiiencia coneguda. Metodes
com els de Chou-Fasman, o els de prediccio
de perfils hidrofils, son exemples d’aquests
metodes.
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