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1.0 INTRODUCCION.

Cualquier accién farmacoldgica tiene su inicio en la formacién de un complejo
entre la molécula de farmaco y su sitio receptor en una macromolécula bioldgica. Por lo
tanto, la especificidad de la respuesta a un firmaco dado viene determinada en gran
medida por la capacidad de los distintos receptores celulares para reconocerlo como
agonista o antagonista y evocar o no una respuesta. La formacion de complejos en los que
participan moléculas bioldgicas no es un fendmeno exclusivo de la Farmacologia, sino que
se contempla en otras ramas de la Biologia, como la Bioquimica (e.g. complejos de
Michaelis entre enzimas y sustratos) o la Inmunologia (e.g. complejos antigeno-
anticuerpo), y de la propia Quimica, donde las interacciones entre moléculas "huéspedes"
(guests) y "hospedadoras" (hosts) han abierto nuevas perspectivas en la denominada
Quimica Supramolecular (Cram, 1988). Lo que confiere a la Farmacologia un caricter
propio es el efecto que surge como consecuencia de esa union, y su posible manipulacién
con fines terapéuticos. Con la progresiva identificacion de los mediadores celulares
implicados en estas respuestas, la creciente caracterizacion de los diferentes receptores
celulares involucrados, y la mejor comprensiéon de los mecanismos transductores y
amplificadores de la sefial inicial, la Farmacologia moderna persigue profundizar en el
conocimiento de los pasos intermedios que separan la formacion del complejo farmaco-
receptor de la respuesta fisioldgica o bioquimica observada.

El receptor debe ser contemplado, pues, como un sitio discriminador capaz de
distinguir entre posibles ligandos y moléculas que no poseen afinidad de unién. Pero
ademads, hay que considerarlo como el primer responsable de la serie de acontecimientos

que pueden traducir esa interaccién en una respuesta celular. Desde el punto de vista de los
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ligandos, esto quiere decir que su fijacion al receptor no va a conducir invariablemente a la
produccion de una respuesta mdxima, sino que existird, en funcioén de su eficacia, una
gradacion de respuestas, que servird para su clasificacion como agonistas, agonistas
parciales o antagonistas.

La sintesis de nuevos compuestos con capacidad para interaccionar con receptores
especificos es el objetivo prioritario de la llamada Quimica Farmacéutica o Quimica
Médica. Hasta hace relativamente poco tiempo, estas sintesis se realizaban al azar o, en el
mejor de los casos, estaban guiadas por el estudio mds o menos cuantitativo del efecto que
diversas modificaciones introducidas en la estructura de distintos farmacos o ligandos
endogenos conocidos ejercian sobre una determinada accion farmacoldgica. En gran
medida, esto era la consecuencia logica del desconocimiento existente sobre la estructura
de los receptores.

En los ultimos afios el panorama ha cambiado sustancialmente gracias a los
avances en muchas y variadas disciplinas, que han hecho posible la identificacién de
numerosas macromoléculas diana y el conocimiento de su secuencia de nucleétidos o
aminodcidos, e incluso, en algunos casos, la elucidacion a nivel atémico de su estructura y
la de sus complejos con inhibidores. Todo un arsenal de nuevas metodologias, con un
importante componente matemético y computacional, hacen uso de esta informacién para
crear modelos tridimensionales de receptores y ligandos, estudiar sus preferencias
conformacionales, dilucidar la naturaleza y magnitud de las fuerzas interatomicas que
gobiernan su interaccion, y analizar el comportamiento dindmico de cada molécula por
separado y de sus respectivos complejos. Estos procedimientos ayudan a comprender
mejor el comportamiento de estos sistemas a nivel submolecular, permiten establecer
comparaciones entre teoria y datos experimentales, e incluso permiten realizar
predicciones cuantitativas, por lo que constituyen herramientas muy poderosas para

disefiar nuevas moléculas con afinidad por un determinado receptor.

2.0 RELACIONES ENTRE ESTRUCTURA QUIMICA Y ACTIVIDAD
BIOLOGICA.

Muchos de los farmacos hoy disponibles en la industria farmacéutica fueron
caracterizados en su dia mediante técnicas de cribado (screening) convencionales,
consistentes en evaluar en una bateria lo mas amplia posible de ensayos bioldgicos el

mayor nimero posible de sustancias, tanto de origen natural como sintético, elegidas mas
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o menos al azar. Con este procedimiento se consiguen identificar nuevos "cabezas de
serie", o moléculas prototipo pertenecientes a una clase estructural determinada y con
potencial en una area terapéutica concreta. Modificaciones quimicas subsiguientes tienden
a producir "andlogos" de esas estructuras con una mayor actividad o una menor incidencia
de efectos colaterales. Este método de descubrimiento de nuevos agentes con actividad
bioldgica es interesante desde el punto de vista de que puede convertir a nuevas clases
estructurales de compuestos en fiarmacos potenciales pero, al estar basado
fundamentalmente en técnicas de ensayo y error, consume mucho tiempo y requiere
grandes recursos econdmicos. El porcentaje de éxitos se ha estimado inferior a 1 por cada
10.000 compuestos sintetizados (Sheridan, 1987).

Los primeros intentos dirigidos a incrementar la probabilidad de sintetizar un
andlogo activo o de encontrar un nuevo cabeza de serie se basaron en encontrar
correlaciones entre la estructura quimica de una serie de compuestos y su actividad
bioldgica. De ahi surgieron las famosas siglas QSAR, acrénimo de Quantitative Structure-
Activity Relationships, que es hoy dia una palabra de uso corriente tanto en el proceso de
disefio de nuevos farmacos como en la racionalizacion de las propiedades farmacolégicas
de una serie de sustancias. En los ultimos 10 afios hemos asistido a una auténtica
revolucién en el desarrollo de los métodos de QSAR, y en la actualidad todas las
compaififas farmacéuticas y centros de investigacién importantes hacen uso de alguna de
estas tecnologias para optimizar la rentabilidad de sus sintesis y mejorar sus expectativas
de dar con una nueva sustancia que pueda ser explotada comercialmente. La creciente
sensibilidad social ante nuevos procesos patolégicos, como el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida o la enfermedad de Alzheimer, la prevalencia de altas tasas
de mortalidad por distintas enfermedades, como las cardiovasculares y neoplésicas, y el
descubrimiento de nuevas dianas farmacoldgicas, como la NO sintetasa o ciertas
proteinasas virales, son algunos de los factores que proporcionan un impetus adicional
para que la bisqueda de nuevos agentes terapéuticamente eficaces sea més racional.

Los métodos que relacionan la estructura quimica con la actividad bioldgica
pueden dividirse en dos grandes categorias (Sheridan, 1987): métodos
topoldgicos/estadisticos 'y métodos de modelado molecular. En la aproximacion
topologica solo se tiene en cuenta la estructura quimica "plana" de la molécula y se
utilizan técnicas estadisticas o de reconocimiento de patrones para encontrar las QSAR.
En los métodos de modelado, que son el objeto de esta pequeia revision, se consideran las

propiedades de las moléculas en tres dimensiones y son importantes, entre otros, el analisis
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conformacional, la mecédnica cudntica, los campos de fuerzas, la termodindmica
estadistica, y los grificos moleculares interactivos. Estos ultimos permiten la
representacion y manipulacién de las moléculas en tres dimensiones, lo que proporciona
una informacién espacial que es esencial para comparar moléculas y para estudiar la
interaccion entre ligandos y receptores macromoleculares (Langridge, 1981). El término
modelado molecular no es exclusivo de los estudios encaminados al disefio de nuevos
farmacos, sino que es aplicable en otras dreas de investigacion, como la ingenieria de
proteinas o la quimica de polimeros. Las siglas CAMD (Computer-Aided Molecular
Design) engloban a un nimero considerable de procedimientos, basados en el uso de
ordenadores, encaminados a relacionar actividad con estructura molecular. Como su
propio nombre indica, su fin dltimo es utilizar estas relaciones para predecir compuestos
con un determinado perfil de actividades (Hopfinger, 1985).

Una vez conseguido un ligando con alta afinidad por un determinado sitio receptor
en una macromolécula biolégica de interés, queda un largo camino hasta que el fairmaco
potencial pueda integrarse como medicamento en el arsenal terapéutico. Unas
caracteristicas farmacocinéticas inadecuadas, la aparicion de efectos secundarios
inaceptables, o la biotransformacién a un metabolito téxico, son algunos de los factores
que pueden hacer que el compuesto, en principio prometedor, vuelva a los laboratorios de

investigacion en un intento de optimizacion.

3.0 METODOS DEDUCTIVOS. HIPOTESIS DEL FARMACOFORO.

Es un hecho bien conocido que ante un receptor de estructura desconocida (el
problema mads frecuente hasta hace pocos afios), la variacion sistemadtica de la estructura
quimica de sus ligandos lleva ripidamente a la conclusiéon de que algunas partes de la
molécula son criticas para la actividad, mientras que otras pueden modificarse y su
alteracion solo conlleva pequefias variaciones de afinidad. Estas diferencias, que se
manifiestan con facilidad en los resultados de los ensayos de fijacion de ligandos
marcados (binding) o de otras pruebas farmacoldgicas, llevaron a postular el concepto de
farmacdforo, entendido como el conjunto de grupos quimicos que todas las moléculas
activas tienen en comun y que son esenciales para el reconocimiento por parte del
receptor. Esta formulacion es semejante a la analogia entre llave y cerradura que sirvié
inicialmente para comprender la complementariedad entre los sitios activos de las enzimas

y sus sustratos.
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La aproximacion clésica de Hansch y colaboradores a las QSAR (Hansch, 1979)
puso de manifiesto que un marco de referencia comun basado en una serie congenérica
ofrece una buena base para la interpretacion racional. A principios de los 80, Hopfinger
demostr6 que la calidad de las QSAR derivadas utilizando Unicamente caracteristicas
fisico-quimicas y subestructurales mejoraba sustancialmente si se consideraba de forma
sistemdtica la forma molecular. La base para comparar formas moleculares era la
determinacion del volumen comiin de solapamiento estérico entre pares de moléculas en
funcién de la geometria intermolecular (Hopfinger, 1980). La diferencia de actividad entre
dos moléculas cualesquiera se asumia funcidon de las diferencias en medidas de las
correspondientes propiedades moleculares, entre las que se encontraban los descriptores de
forma entre pares de moléculas. Para tener en cuenta la flexibilidad conformacional se
incluian en la regresion todos los conférmeros estables calculados por mecdnica molecular
(Buttershell, 1981).

La limitacién inherente a los procedimientos de minimizacion de la energia es que
encuentran una solucién que no es unica y que depende de la formulacion del problema.
Para determinar el conjunto de todos los posibles patrones tridimensionales que pueden
presentar los grupos farmacofdricos se hace imprescindible la exploracion sistemadtica de
las conformaciones asequibles a un compuesto activo (cf. seccién 8). La decision respecto
al umbral energético elegido para rechazar una determinada conformacion es también
arbitraria, y ademds hay que tener en cuenta que la superficie energética del farmaco
aislado se puede perturbar por la interacciéon con el receptor. Para Hopfinger, el
conférmero especifico finalmente seleccionado era el resultado de optimizar el ajuste de
regresion entre la actividad y los descriptores, uno de los cuales era precisamente el
volumen comiin de solapamiento estérico (Hopfinger, 1983). Los métodos que calculan la
semejanza entre moléculas estdn ya firmemente establecidos en CAMD (Burt, 1990;
Good, 1993) y son de utilidad tanto para generar parametros utiles en QSAR como para
optimizar la superposicion entre estructuras (Manaut, 1991; Sanz, 1993).

Buscando el equivalente topografico o tridimensional de las QSAR, Marshall y
colaboradores desarrollaron la conocida como aproximacion de los andlogos activos
(active analog approach’), en la que el farmacéforo proporciona un minimo marco
geométrico de referencia, o un conjunto de reglas de orientacion, para la comparacién de
distintas moléculas no necesariamente congenéricas (Marshall, 1985). La hipétesis de
partida es la complementariedad estructural entre el receptor y los compuestos que se unen

a €él, asumiendo ademds que el sitio receptor permanece constante y que farmacos
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estructuralmente diferentes se unen en conformaciones que presentan un patrén estérico y
electrénico semejante, el farmacdforo. La principal dificultad en la prictica radica en que
la libertad conformacional inherente a la mayor parte de los farmacos les hace capaces de
presentar multitud de patrones tridimensionales frente a un receptor dado. Cada una de las
conformaciones energéticamente accesibles delimita una disposicion tridimensional
determinada de los grupos funcionales candidatos a interaccionar con el receptor (un
heteroatomo, el centroide de un anillo aromatico, un par de electrones sin compartir, etc).
Si la hipétesis del farmacoéforo es cierta, cada andlogo activo deberia presentar un
patrén que tendria que aparecer en el conjunto de posibles patrones determinados para
cada compuesto. Un punto de referencia inicial lo constituyen las conformaciones de
minima energia. Si no se encuentra una disposiciéon comin de los grupos elegidos como
esenciales en los conférmeros de baja energia de cada molécula, habrd que revisar la
seleccion inicial de grupos. Si se encuentra mds de una disposicion posible de los mismos
grupos, habra que introducir mas restricciones. Sin embargo, no resulta realista asumir que
los ligandos siempre se unen al receptor en sus conformaciones de minima energia ya que
la energia libre de asociacion generalmente supera la energia necesaria para que el ligando
sufra un cambio conformacional. Es necesario por tanto considerar todas las
conformaciones que posean una energia hasta unas pocas kilocalorias/mol por encima del
minimo global. Adicionalmente hay que examinar el volumen del sitio de unién que esta
realmente disponible para ser ocupado por los ligandos. El volumen minimo lo
proporciona la unién de los volimenes de todas las moléculas activas en aquellas
conformaciones que maximizan la superposicion de grupos farmacoféricos equivalentes

(Figura 1).
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Figura 1. Superposicién de 9 moléculas estructuralmente diferentes con afinidad por el receptor 5-HT;
(Hibert, 1990). La adicién del volumen esencial para cada firmaco activo cuando se encuentra unido
adecuadamente determina el minimo espacio disponible. Una molécula que posea el farmacéforo, y que
incluso pueda adoptar la geometria Optima para la unidn, puede resultar inactiva si se extiende mds alld de los

limites impuestos por este volumen minimo del sitio activo.

Una vez los datos experimentales demuestran la validez de la hipdtesis del
farmacoéforo, se deben examinar, para aumentar la consistencia del modelo, compuestos
que posean los grupos funcionales requeridos pero que muestren poca o ninguna actividad.
En el supuesto de que alguno de ellos sea, no obstante, capaz de asumir una conformacién
energéticamente razonable en la cual los grupos farmacoféricos se encuentran
correctamente alineados con los de los compuestos activos, una explicacion plausible para
su inactividad es que esa molécula en esa conformacion requiere un volumen adicional
que estd de hecho ocupado por el receptor. Este tipo de moléculas son utiles para ayudar a
determinar la localizacion del minimo espacio ocupado por el receptor en relacion con el
farmacoéforo. Si el conjunto de moléculas estudiadas es suficientemente grande, se pueden
llegar a determinar mapas de volumen para diversos receptores, cuya comparacion puede
permitir optimizar la actividad de un compuesto con respecto a otro. De este modo, esta
técnica se convierte en un medio eficaz de caracterizar la topografia de un sitio receptor de

naturaleza en principio desconocida (receptor mapping) al permitir determinar tanto el
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volumen asequible al farmacéforo como el volumen adyacente que debe ser excluido. Mds
aun, no solo se obtiene informacidn sobre la forma del sitio de unién sino también sobre la
posible naturaleza de los grupos funcionales presentes en el receptor, responsables de la
afinidad. Sobre esta base se ha llegado a proponer, por ejemplo, que existe un farmacéforo
comun para 14 clases diferentes de firmacos que actian sobre el sistema nervioso central
(Lloyd, 1986). El responsable de este modo de unién comiin seria un receptor precursor
comun de aminas bidgenas. Los diferentes receptores distinguirian unas moléculas de
otras gracias a diferencias en sitios de union accesorios. El reciente modelado de un buen
nimero de receptores de membrana que funcionan acoplados a proteinas G y responden a
diferentes neurotransmisores (Trumpp-Kallmeyer, 1992) proporciona una base estructural
sOlida a esta hipétesis.

Una vez delineado, el farmacéforo candidato (o su modelo simplificado de
receptor con grupos funcionales complementarios en las posiciones adecuadas) puede
guiar en la interpretacion de la actividad de compuestos quimicos diversos y en el
desarrollo de nuevas clases de agentes terapéuticos. Este concepto sirvid, por ejemplo,
para explicar la actividad promotora de tumores de los esteres de forbol, teleocidina B y
aplisiatoxina, en base a su semejanza con el activador natural de la proteina quinasa C, el
1,2-diacilglicerol (Wender, 1986), o para la definicion geométrica de un modelo para el
sitio activo de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) en el que se ajustaban 28
clases distintas de inhibidores (Mayer, 1987). Estas técnicas han servido asimismo para la
caracterizacion topografica del receptor 5-HT1a de serotonina, que condujo a la sintesis de
un compuesto con una selectividad mejorada por este receptor frente al adrenoceptor O
(Hibert, 1988), asi como para definir el farmac6foro de una serie de antagonistas anti-
SHT;3 (Hibert, 1990).

Una limitacién de esta aproximacion es la simplificacion que supone la
superposicion de grupos funcionales de los ligandos cuando en realidad son posibles
modos de unién alternativos, como se ha puesto de manifiesto claramente mediante el
andlisis de estructuras cristalinas de complejos proteina-ligando (Badger, 1988) o ADN-
ligando (Quintana, 1991), o incluso unién a diferentes sitios de un mismo receptor
(Marullo, 1990). Otra limitacién es que, al ignorar las afinidades relativas de los diferentes
compuestos, se pierde informacion y no se puede cuantificar la bondad de la interaccién
con el supuesto sitio receptor.

Una forma de paliar esta ultima limitacion consiste en utilizar la metodologia de

geometria de distancias y los conceptos de QSAR para generar un sitio hipotético con unas
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propiedades tales que su afinidad calculada para series de andlogos reproduzcan las
afinidades experimentales. De este modo, el sitio modelado puede ayudar en la seleccién
de compuestos a sintetizar e investigar y permite su continuo refinamiento a medida que se

van obteniendo nuevos datos.

3.1. Geometria de distancias.

La serie de ligandos se puede representar como una coleccién de puntos en el
espacio que corresponden a dtomos o pequefios grupos de dtomos, y la flexibilidad
conformacional se puede tratar como limites maximos y minimos sobre las distancias
entre todos los pares de puntos que constituyen el ligando (Crippen, 1977). Para manejar la
informacion contenida en este tipo de matrices se hace uso de la metodologia de geometria
de distancias, que Crippen aplic por vez primera al estudio de la interaccién ligando-
receptor (Crippen, 1979, 1980). Comparando las matrices de distancias de un numero
suficiente de ligandos de interés (que deben pertenecer a clases estructurales diferentes) es
posible deducir sus caracteristicas estructurales comunes, con respecto a las cuales se
pueden ir posicionando los sustituyentes y los sitios complementarios del receptor.
Suponiendo que la energia total de union del ligando a su receptor es igual a la suma de las
interacciones individuales entre sitios del ligando y sitios del receptor, y conocida la
energia libre de unioén a partir de la constante de disociacion del complejo ligando-receptor
determinada experimentalmente, el método permite calcular las contribuciones energéticas
individuales de cualquier interaccion entre estos sitios. Las limitaciones mas importantes
de este tipo de célculos es que no permiten cambios conformacionales en el receptor y no
tienen en cuenta la energia conformacional del ligando, que se asume es pequefia con
relacion a la energia libre de union.

Ademas de incorporar en los calculos la flexibilidad conformacional del ligando, el
método permite al investigador, en condiciones ideales, proponer nuevos ligandos con
mayor afinidad sobre la base de los pardmetros geométricos y energéticos del modelo
deducido del sitio receptor. El sitio de unién en la macromolécula se propone en base a un
numero de sitios puntuales que ocupan posiciones fijas en el espacio unos respecto a otros
y pueden estar "vacios" o "llenos". Un sitio puntual vacio es un lugar disponible que se
encuentra en una posiciéon donde se puede situar el ligando cuando tiene lugar la unién. Un
sitio lleno, por el contrario, indica la posicion de algin grupo que produce bloqueo

estérico, por lo que ningtin punto del ligando puede coincidir con él durante la unién. Los
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posibles modos de unién de los ligandos vienen dictados por aquellos puntos del ligando
que ocupan sitios puntuales vacios del receptor. La suma de las contribuciones de todos
los contactos entre cada punto del ligando y puntos del receptor proporciona la energia
libre calculada. El mayor nimero de puntos comunes a todas las moléculas de ligando que
tienen los mismos tipos de sitios y distancias entre ellos constituye el grupo base o
farmacoforo, que se asume se une siempre al receptor en la misma orientacién. A
continuacién se determina el conjunto més pequeio de grupos sustituyentes necesarios
para considerar los puntos restantes de todos los ligandos, se evalian los limites de
distancia de los sitios puntuales y se deducen las coordenadas (Donné-Op den Kelder,
1988).

3.2. QSAR tridimensional. Analisis comparativo de campos moleculares.

En la aproximacién de los andlogos activos presentada anteriormente, la
descripcion de la actividad de los compuestos se limita a una eleccion binaria: activos o
inactivos. En la préctica, sin embargo, cuando se miden las respuestas mediadas por un
receptor o su afinidad de unién ante distintos ligandos, se encuentra una amplia dispersion
en los resultados. Estas diferencias reflejan las sutiles variaciones que tienen lugar en la
interacciéon y pueden ser muy clarificadoras si se consiguen interpretar de forma
consistente. Tradicionalmente €stos han sido los dominios de los estudios de QSAR, que
ofrecen una base para la interpretacion racional pero eluden la cuestién conformacional al
centrarse en series congenéricas en las que la relacion tridimensional de los distintos
fragmentos moleculares se asume que es semejante debido al esqueleto quimico comun
(Hansch, 1986). La necesidad de pasar de esta aproximacion esencialmente topoldgica a
un equivalente topografico aplicable a compuestos con estructuras no necesariamente
relacionadas y que tuviera ademds en cuenta explicitamente la variable conformacional
obligd a desarrollar un marco conceptual y computacional diferente (Motoc, 1986;
Labanowski, 1986).

La aproximacion de los andlogos activos sienta las bases para comparar series no
congenéricas de compuestos, y hace posible asociar cambios en potencia con la
localizacién de diversos fragmentos moleculares en distintas regiones del espacio del
receptor. Otro intento de describir las propiedades de unién de una serie de compuestos de
forma cuantitativa, y un paso adelante para la prediccion de nuevos compuestos

bioldgicamente activos sobre la base de compuestos previamente sintetizados y ensayados,
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es el andlisis comparativo de campos moleculares (CoMFA = Comparative Molecular
Field Analysis), desarrollado por Cramer y colaboradores en 1988. La premisa bésica en
este método es que "el adecuado muestreo de los campos estérico y electrostatico
alrededor de un conjunto de moléculas de ligando (o de farmaco) puede proporcionar toda
la informacién necesaria para comprender sus propiedades bioldgicas" (Cramer, 1988). La
l6gica subyacente radica en que las interacciones que dan lugar a la produccién de un
efecto biolégico suelen ser no-covalentes y en que una gran variedad de propiedades
moleculares se pueden explicar de forma precisa mediante campos de fuerzas de mecénica
molecular que s6lo consideran fuerzas estéricas y electrostaticas.

Para llevar a cabo el muestreo, se calculan las energias de interaccion tanto estérica
(van der Waals 6-12) como electrostitica (Coulomb, con una constante dieléctrica
inversamente proporcional a la distancia) entre cada molécula de interés y una "sonda
atomica" adecuada (e.g. con las propiedades de un carbono sp3 y carga +1.0) situada en
puntos regularmente espaciados (e.g. 2 A) de una malla tridimensional que rodea a todos
los compuestos sometidos a examen. Para ello es necesario que todos los ligandos se
alineen previamente de tal modo que, en el mejor de los casos, el alineamiento sea
equivalente a la orientacion espacial relativa de las diversas moléculas de farmaco en el
sitio receptor. En otras palabras, se lleva a cabo una superposicion de las moléculas en
conformaciones que presumiblemente se corresponden con las biolégicamente activas. Las
propiedades de unidn de los ligandos se suelen expresar en funcion de sus constantes de
asociacion, directamente relacionadas con las energias libres de union (vide infra). Como
el andlisis de regresion lineal estd limitado por el gran nimero de variables existentes para
el conjunto de observaciones experimentales disponible, se recurre a las nuevas técnicas
estadisticas de minimos cuadrados parciales (PLS) para extraer las variables latentes
necesarias para la descripcion Optima de la varianza del conjunto de datos, las cuales se
someten posteriormente a un método de validacién cruzada para eliminar el riesgo de
correlaciones casuales.

Los pasos a seguir para un andlisis de este tipo serian los siguientes (Donné-Op
den Kelder, 1988):
a) postular un conjunto de reglas de alineamiento (de forma semejante a la aproximacion
de los andlogos activos),
b) alinear las moléculas y establecer a su alrededor una malla tridimensional como una
caja de puntos en el espacio potencial del receptor,

¢) calcular el campo que cada molécula ejerceria sobre un d&tomo sonda situado sobre cada
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punto de la malla (normalmente se guardan por separado los efectos estéricos y los
electrénicos para facilitar su interpretacion),

d) utilizar estadistica de PLS para determinar una expresiéon linear ("QSAR
tridimensional"), que podria consistir simplemente en un conjunto minimo de puntos de la
malla necesarios para distinguir a los compuestos sometidos a examen de acuerdo con sus
actividades determinadas experimentalmente.

e) validar de forma cruzada el modelo PLS (cross-validation), es decir, comprobar su
valor predictivo eliminando observaciones sucesivamente, rederivando el modelo, y
"prediciendo" las observaciones eliminadas.

f) ajustar ligeramente el alineamiento del compuesto o compuestos peor predichos y
repetir los pasos anteriores hasta que se encuentre un alineamiento mutuo que produzca
una QSAR-3D con alto valor predictivo (alto valor de cross-validated rz).

Las QSAR producidas por un CoMFA, con sus cientos o miles de términos, se
pueden visualizar graficamente de forma muy simple, representando los mapas de
contorno para los valores especificados de los coeficientes, que ademds pueden colorearse
diferencialmente de acuerdo con la direcciéon y la magnitud de la interaccion. Los
poliedros coloreados resultantes en cada mapa mostrardn aquellas regiones donde las
diferencias de actividad observadas se encuentran mds relacionadas con cambios en los
campos estéricos o electrostaticos. Estos diagramas de contorno se pueden interpretar en
términos de estructura del receptor en aquellas ocasiones en que la estructura del receptor
es conocida (Marshall, 1988).

La variable que resulta més crucial en CoMFA es el posicionamiento de las
moléculas dentro de la malla tridimensional (Cramer, 1988; Klebe, 1993). En ausencia de
informacién experimental sobre el modo de unién de la serie de moléculas sometidas a
examen, se pueden intentar superponer los grupos farmacoféricos equivalentes
minimizando simultineamente las distancias entre los dtomos que los definen en las
distintas moléculas y la energia potencial de cada molécula individual ("ajuste multiple
flexible"). Los resultados de este procedimiento van a estar sesgados por la seleccion que
se haya hecho del farmacé6foro y van a ser dependientes de las geometrias de partida. Otro
procedimiento, tendente a incrementar la semejanza de campos dentro de la serie estudiada
("ajuste de campos"), minimiza la diferencia de minimos cuadrados en la suma de las
energias de interaccion estérica y electrostética, promediadas para todos los puntos de la
malla, entre una determinada molécula del conjunto y el promedio de todas las moléculas

del conjunto (Cramer, 1988). Para ello las moléculas se tratan como cuerpos rigidos que
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s6lo pueden trasladarse o rotarse en las tres direcciones del espacio. Este segundo
procedimiento se suele utilizar para modular el ajuste puramente estérico del primero, con
lo que se tienen mejor en cuenta las diferencias en las propiedades electrostéticas de las
moléculas consideradas.

Otro aspecto fundamental a considerar es que las energias de interaccion
calculadas en CoMFA mediante mecdnica molecular no incluyen factores con una base
entropica, como la hidrofobicidad. Como la constante de asociacion esta relacionada con
la energia libre de unién, a lo mas que se puede aspirar es a correlacionar la energia de
interaccion calculada con el componente entélpico de la energia libre. En la practica esto
significa que so6lo se podran predecir adecuadamente entalpias de union, y no energias
libres o constantes de union. Es de suponer que moléculas que presenten diferentes grados
de flexibilidad conformacional, es decir que exhiban un nimero diferente de
conformaciones accesibles en el estado no unido, mostraran diferentes contribuciones
entropicas a la energia libre de uni6n una vez que se encuentren inmovilizadas
conformacionalmente en su sitio de unién. El no considerar estos efectos entrépicos
adecuadamente en CoMFA puede traducirse en un peor alineamiento y en la
caracterizacion de una conformacién que no es exactamente la conformacion "activa"
(Klebe, 1993).

4.0 EVALUACION EMPIRICA DE LAS INTERACCIONES ENTRE GRUPOS
FUNCIONALES DE LIGANDOS Y RECEPTORES.

La afinidad de un farmaco F por un receptor X en la reaccion de asociacion simple

kon
F+X F-X

i Kott
viene dada por

K =exp(-AG"/RT) [1]

donde K = [FX]/[F][X] es la constante de asociacion en el equilibrio, AG” es el cambio en
energia libre de Gibbs, R es la constante de los gases (producto de la constante de
Boltzmann por el nimero de Avogadro) y T es la temperatura en Kelvin. La energia libre
de Gibbs es una medida adecuada de la fuerza directriz para reacciones a temperatura y
presion constantes. La especificidad de la interaccién entre F y X viene dictada por la

diferencia entre los valores de K correspondientes a la unién de ligandos especificos y no-

265



especificos. Las constantes de uniéon mds altas de los ligandos especificos surgen de
fuerzas de atraccion mds fuertes entre ambas moléculas, la mayor parte de las cuales son
de corto alcance (distancias menores de 2-4 A): fuerzas de dispersion de van der Waals-
London, efecto hidrofébico y enlace de hidrégeno. De estos tipos de fuerzas, los dos
primeros pueden considerarse isotrépicos, pero los enlaces de hidrégeno son estrictamente
direccionales y requieren la orientacién de los grupos participantes. Las fuerzas
electrostdticas son de largo alcance, pero en la realidad se ven limitadas por la alta
constante dieléctrica del agua. Por ello, el enterramiento de grupos cargados en una
interfaz ligando-receptor (o antigeno-anticuerpo, o enzima-sustrato) conlleva un aumento
del campo electrostitico efectivo, pero a costa de la desolvatacion energéticamente
desfavorable de los grupos cargados. Por esta razén, el complejo estable s6lo se formard
entre ambas moléculas si, ademds de presentar complementariedad de formas, su
distribuciéon de cargas superficiales es tal que la interaccion de cargas opuestas
proporciona una atraccién de Coulomb suficiente para compensar la pérdida en energia
libre de solvatacion y asi estabilizar el complejo (Novotny, 1992).

Los sitios de uniéon en macromoléculas son pricticamente siempre cavidades o
surcos. La preferencia por superficies concavas se puede explicar por tres motivos
fundamentales: 1) la difusion para salir de la cavidad es significativamente mas lenta que
cuando se trata de una superficie plana o es a través del disolvente, ii) en las cavidades, los
campos electrostaticos se encuentran aumentados o focalizados, y iii) las superficies
concavas son mds hidrofébicas que su equivalente plano o convexo porque la
hidrofobicidad de una superficie es funcién de su curvatura con respecto al tamafo y
curvatura de una molécula de agua.

Para estimar las fuerzas aproximadas de las interacciones farmaco-receptor, la
alternativa mas simple (Albert, 1979) es la de utilizar los valores estandar de las entalpias
de formacion de los diferentes tipos de enlace implicados (i6nico, de hidrégeno, de van
der Waals, etc). Esta aproximacion, sin embargo, no incluye ningliin componente entropico
y presenta ademds incertidumbres en cuanto a cudles de los posibles enlaces deben ser
incluidos en la interaccién y cudl debe ser el valor preciso de la energia asociada con cada
uno de ellos. Para superar estas dificultades se han intentado estimar las fuerzas de las
interacciones que implican a grupos funcionales individuales del farmaco. El "principio
del ancla", desarrollado por Page en la década de los 70, se basa en encontrar pares de
compuestos para los cuales la diferencia en afinidades de union a un receptor se pueda

achacar a la contribucién de un tnico grupo funcional (Page, 1977). Para ello es necesario
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disponer de muchos pares de moléculas que difieran entre si s6lo en la presencia de un
grupo funcional determinado. La diferencia en energia de union entre dos farmacos, con y
sin ese grupo funcional, debe incorporar sélo aquellos factores asociados con ese grupo, al
tiempo que excluye la pérdida de entropia rotacional y traslacional asociada con la
molécula de farmaco (el "ancla"). Aparte de las dificultades inherentes a conseguir la serie
de compuestos necesaria para un andlisis de este tipo, la mayor objecién a esta
metodologia es asumir que el papel del grupo funcional estudiado se limita
exclusivamente a proporcionar una energia de unién adicional, olvidando, entre otros
factores, la posible facilitacion conformacional de una forma biolégicamente activa de la
molécula. Andrews y colaboradores intentaron superar esta limitacion utilizando datos
experimentales publicados para una serie de 200 firmacos e inhibidores enzimaticos,
seleccionados subjetivamente por su buena fijacion a sus correspondientes sitios
receptores, para hacer un célculo estadistico de las fuerzas de los enlaces no covalentes
asociados con cada grupo funcional en un entorno farmaco-receptor medio (Andrews,
1984). Como estos agentes actian sobre receptores distintos, no se puede aplicar el
principio del ancla, haciéndose necesaria la inclusién de un factor corrector, fijado en 14
kcal mol” en condiciones estdndar, para tener en cuenta la pérdida de entropia rotacional y
traslacional. También se debe incluir la pérdida de entropia de rotacién interna tras la
unidn, ya que puede asumirse que la conformacién unida de un farmaco, al menos en su
receptor Optimo, serd relativamente fija. Este término lo derivaron estos autores
empiricamente a partir de los datos experimentales, de la misma manera que las energias
de unidn intrinsecas para los grupos funcionales individuales, de acuerdo con la siguiente

ecuacion:

AG=TAS, + ngy Eea+ Xnx Ex (2]

donde AG es la energia libre de unién determinada a partir de constantes de disociacion
(ecuacidn [1]) en ensayos de fijacion o de constantes de inhibicion enzimaéticas (AG = -R
T InK), TAS« es la pérdida global de entropia rotacional y traslacional de la molécula de
farmaco unida, nga1 es el nimero de grados internos de libertad conformacional en la
molécula de farmaco (rotaciones internas posibles, excluyendo la rotacién del grupo
metilo y la de sistemas restringidos como el grupo amida), Esai es la energia
correspondiente asociada con el cambio en entropia que resulta de la pérdida de cada
grado de libertad conformacional, y Ex es la energia intrinseca de unién asociada con el

grupo funcional X, del que hay nx presentes en el farmaco. Cada valor de Ex incorporaria
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asi un numero de términos, entre los que se incluyen (i) la entalpia de la interaccion entre
el grupo funcional y su correspondiente sitio de union en el receptor, (ii) los cambios de
entalpia y entropia asociados con la eliminacién de agua de hidratacion, tanto del grupo
funcional como de su sitio de unidn, y con la formacion de enlaces entre las moléculas de
agua desplazadas, y (iii) la entropia vibracional de baja frecuencia asociada con los nuevos
enlaces formados entre el grupo funcional y los grupos del receptor. En una primera
aproximacion, todos estos factores pueden considerarse como propiedades del grupo
funcional estudiado relativamente independientes de los grupos a los que se encuentra
unido, de modo que es razonable utilizar tales potenciales de unién intrinsecos de forma
aditiva para proporcionar una medida global de la interaccion farmaco-receptor. Una vez
codificada toda la informacién para los 200 compuestos, el andlisis de los datos mediante
un programa de regresion lineal, de acuerdo con la ecuacion [2], permitié obtener una

estimacion media de los valores de Ex para cada unidad estructural seleccionada (Tabla I).

Tabla 1. Energias intrinsecas de unién promediadas (kcal mol'l)

grupo energia
Carbono tetrahédrico 0.8
Carbono trigonal 0.7
Nitrégeno protonado 11.5
Nitrégeno neutro 1.2
Grupo carboxilato 8.2
Grupo fosfato 10.0
Grupo hidroxilo 2.5
Grupo carbonilo 34
Oxigeno, azufre 1.1
Hal6geno 1.3
Enlace de rotacion libre -0.7

Estas energias intrinsecas de union siguen el orden esperado, siendo los grupos
cargados los que dan lugar a interacciones més fuertes, seguidos por los grupos polares y,
finalmente, los apolares. El signo negativo del coeficiente para el término relacionado con
el nimero de grados de libertad rotacional interna esté justificado porque la menor libertad
conformacional del farmaco tras la unién resulta en una pérdida de entropia que

contribuye desfavorablemente a la energia libre de union.
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Estos valores medios de energias de union, aunque de dudoso valor predictivo,
reflejan la energia de unidén esperada para un farmaco medio sobre la base de sus partes
constituyentes. Una desviacion positiva entre la unién observada y la calculada mediante
la ecuacién [2] indicaria que se une mejor que la media, sugiriendo que no todas las
caracteristicas estructurales del ligando se estdn utilizando para la unién a la
macromolécula y, en el caso de moléculas flexibles, que la forma unida de la molécula es
una conformacion de alta energia relativa. Por otra parte, una desviacion negativa seria
indicativa de una unién més débil que la media, de lo que se podria deducir que la mayor
parte de los grupos funcionales de la molécula de farmaco estdn interaccionando
favorablemente con el receptor y que el farmaco probablemente actia en una
conformaciéon de baja energia, por lo que puede ser un buen cabeza de serie para el

desarrollo de nuevos ligandos.

50 DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE
RECEPTORES FARMACOLOGICOS Y DE SUS COMPLEJOS CON
LIGANDOS.

Gracias al trabajo que culminé en el modelo de Watson y Crick, los dcidos
nucleicos, y en particular el ADN, se distinguen por ser los primeros constituyentes
realmente grandes de la célula para los que se pudo describir una estructura y una
conformacién detalladas (Watson, 1953). Los trabajos originales sobre fibras cristalinas
(Arnott, 1972) dieron paso a la obtencion y andlisis de cristales de secuencias cortas de
ADN (e.g. decdmeros o dodecameros) que han mostrado al ADN como una molécula
extraordinariamente flexible, cuya estructura depende de sus interacciones con otras
moléculas, y cuya deformacion y deformabilidad viene dictada por su secuencia particular

de nucledtidos (Dickerson, 1991). El ADN es un blanco farmacolégico de suma
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importancia, al que se pueden unir pequefias moléculas por mecanismos tanto
intercalativos como no-intercalativos, y casi siempre con un cierto grado de selectividad de
secuencia (Pullman, 1990).

La primera descripcion detallada de la forma molecular de una proteina data de
1958, cuando se aplicaron técnicas de cristalografia de rayos X a la mioglobina de ballena
(Kendrew, 1958). Estos estudios mostraron al grupo prostético hemo como un ligando
orientado de forma precisa en una cavidad de una proteina y sirvieron para interpretar la
fisiologia del transporte de oxigeno sobre la base de cambios en la interaccion entre este
grupo y la globina. La primera enzima no aparecié en la literatura hasta 1965, cuando la
resolucion de la lisozima procedente de la clara de huevo (Blake, 1965) vino a corregir la
falsa creencia de que s6lo las globinas eran susceptibles de ser estudiadas mediante rayos
X. La eleccion de todas estas proteinas venia dictada, por supuesto, por la disponibilidad
de material que podia ser purificado y cristalizado, y no por criterios que pudieran ser
relevantes para el disefio de nuevos fdrmacos.

Los modelos moleculares rigidos utilizados inicialmente para presentar los datos
de rayos X influyeron de forma decisiva sobre los argumentos esgrimidos para racionalizar
las correlaciones estructura-funciéon de las proteinas durante la década de los 60. Sin
embargo, a finales de los 70 el movimiento interno de las protefnas estaba firmemente
documentado, fundamentalmente por los datos suministrados por la resonancia magnética
nuclear (RMN). Un resultado importante de la investigacion sobre los aspectos dindmicos
de las macromoléculas bioldgicas ha sido la contemplacion de una estructura, no como un
conjunto unico de coordenadas atémicas, sino acompafiada de sus correspondientes
fluctuaciones de posiciones atémicas, energia y entropia alrededor de unos valores medios.
La resolucién de la estructura en disolucién del tendamistat, un inhibidor de la G-amilasa,
exclusivamente mediante técnicas de 'H-RMN y geometria de distancias (Kline, 1986)

marcé el comienzo de una nueva era en la determinacion de estructuras tridimensionales
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de proteinas y 4cidos nucleicos. Hoy dia, la calidad de las estructuras determinadas en
disolucién con las técnicas de RMN es comparable a la conseguida con técnicas de
difraccion de rayos X utilizando cristales, con la ventaja afiadida de que muestran
transiciones estructurales que pueden ser de crucial importancia para las propiedades
funcionales (Wiithrich, 1990).

En Abril de 1993, el Banco de Datos de Proteinas (PDB) de Brookhaven (Upton,
NY 11973, USA), principal depositario de coordenadas atomicas de macromoléculas
bioldgicas procedentes de cristalografia de rayos X y de resonancia magnética nuclear
(Bernstein, 1977), contaba ya con 982 proteinas, y disponia de aproximadamente un
centenar de estructuras de &cidos nucleicos y una decena de carbohidratos. Al ritmo
exponencial de crecimiento actual, se espera que para finales de 1998 existan mds de
10.000 entradas en esta base de datos. Todo este caudal de informacion, accesible a
cualquier investigador, puede ser de gran utilidad a la Farmacologia y a la Quimica
Farmacéutica. A partir de las observaciones sobre macromoléculas y sus complejos con
pequeiias moléculas, se pueden conocer las caracteristicas de la unién y las interacciones
que mantienen al ligando en posicidn. Estos complejos constituyen el punto de partida
para otro tipo de estudios mas predictivos encaminados al disefio de nuevos ligandos (cf.
seccién 10).

La cocristalizacién de enzimas con inhibidores competitivos del sustrato
proporciona mucha informacion estructural sobre el proceso de acoplamiento, que en
muchas ocasiones conlleva cambios conformacionales significativos. Mdas aun, los
complejos de enzimas con andlogos del estado de transicion del sustrato han servido como
base para revelar las interacciones responsables de la catdlisis, algunos de cuyos
componentes dindmicos se pueden deducir comparando la estructura de la enzima

acomplejada con la de la enzima libre (Lolis, 1990).
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6.0 VISUALIZACION Y ANALISIS DE LOS COMPLEJOS LIGANDO-
RECEPTOR. SUPERFICIES MOLECULARES.

Los métodos mads tradicionales de representacion grafica de estructuras
moleculares mediante ordenador visualizan a los 4&tomos como esferas (bien puntuales o
bien con un radio proporcional al radio de van der Waals) y a los enlaces quimicos como
segmentos que unen los centros de estas esferas. Una alternativa es representar la forma
molecular como una envoltura continua en contacto con los dtomos que son accesibles al
disolvente. El concepto de superficie accesible al disolvente, desarrollado e implementado
originalmente por Lee y Richards para su aplicacion al estudio del plegado de las proteinas
(Lee, 1971), ha sufrido algunas matizaciones y ha servido para desarrollar algunas
metodologias de interés para el disefio de farmacos. En su formulacion original, la
superficie accesible al disolvente se definia como el drea delimitada por el centro de una
sonda esférica (que representa una molécula de agua y suele tener 1.4 A de didmetro) a
medida que rueda sobre la superficie de la molécula de interés, y, en consecuencia, esta
desplazada de la superficie de van der Waals (Figura 2). Posteriormente, Richards defini6
una superficie accesible al disolvente alternativa que consiste en la parte de la superficie
de van der Waals de los 4tomos que son accesibles a la sonda esférica (superficie de
contacto) junto con una serie de superficies concavas y en forma de sillin (superficie de
reentrada) que alisan las rendijas y oquedades entre los dtomos. Esta superficie es el limite
del volumen del que se excluye a la sonda esférica para que no experimente solapamiento
de van der Waals con los dtomos (Richards, 1977). Connolly desarroll6 un algoritmo
numérico para situar puntos sobre esta superficie molecular accesible al disolvente
(Connolly, 1983a) e invent6 un algoritmo de superficie analitica para computar areas y
volimenes moleculares (Connolly, 1983b). La visualizacién de estas superficies punteadas
de alta resolucion es, por lo general, mds util que la representacion de esferas sélidas (o

modelos CPK) porque (i) las superficies son transparentes, permitiendo que se vean los
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enlaces e incluso las etiquetas identificativas de los atomos, (ii) la imagen puede rotarse,
escalarse y seccionarse en tiempo real, permitiendo, por ejemplo, la exploracion de
cavidades en el interior de la proteina, y (iii) los puntos de la superficie pueden colorearse
de acuerdo con distintas propiedades quimicas, como la hidrofobicidad o el potencial
electrostitico molecular, lo que expande la idea de complementariedad topografica a
complementariedad lipofilica o electrostatica, de importancia capital en las interacciones
proteina-ligando, proteina-proteina, ADN-proteina y ADN-ligando (Weiner, 1982).
Ademas de servir como lienzo sobre el que mostrar informaciéon quimica de distintas
clases, las superficies moleculares juegan un papel fundamental en el cédlculo de esa
misma informacion. Por ejemplo, el potencial se puede evaluar en el centro de cada
posicion de la sonda esférica que genera un punto de la superficie (Besler, 1990) o en una
serie de capas de Connolly definidas por fuera del radio de van der Waals de los dtomos

(Orozco, 1990).

sonda (molécula de agua)

superficie accesible

superf1c1e de reentrada
superficie

de contacto

superficie de van der haals

Figura 2. Definicion de superficies moleculares.
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Encontramos un segundo nivel de sofisticacién en el andlisis cuando intentamos
calcular la afinidad del ligando por su sitio de unidn. Para calcular la energia del complejo
se suele hacer uso de la mecanica molecular, a partir de la cual podemos estimar la
entalpia de unién (AH) sustrayendo las energias de ligando libre y receptor libre. Es
evidente que estos célculos son sélo aproximados, pues normalmente se hacen en el vacio,
en tanto que las observaciones experimentales tienen lugar en disolucién y se
correlacionarian mejor con las energias libres de unién (/AG). La omisién de los efectos
entropicos y de solvatacion en estos calculos tedricos refleja las limitaciones actuales de la
metodologia, aunque la utilizacién de técnicas de simulacion de dindmica molecular con
inclusion explicita de disolvente ya estd al alcance de la mayor parte de los grupos de
investigacion tedricos. Cuando se estudian series congenéricas, se puede argumentar que
los efectos entropicos y de solvatacién van a ser semejantes para los distintos andlogos. En
ocasiones la correlacién encontrada entre las AH calculadas y las afinidades de unién es
probablemente debida a la compensacidon entropia-entalpia observada en disolventes
acuosos (Lumry, 1970; Breslauer, 1987), aunque esto no se puede asumir de forma
sistemadtica para la interaccion farmaco-receptor (Hitzemann, 1988). Entre los problemas
adicionales podemos citar la inexistencia en los campos de fuerzas habitualmente
utilizados para macromoléculas de pardmetros para las nuevas estructuras (lo que requiere
un estudio tedrico intensivo), la necesidad de aplicar con rigor la mecédnica cudntica para
reproducir adecuadamente los efectos electrostaticos, las incertidumbres sobre la constante
dieléctrica del medio que apantalla la intensidad de la interaccion, la polarizabilidad de los
atomos que intervienen en la formacion del complejo, la posibilidad de que exista més de
un modo de unidn para compuestos con estructuras semejantes, la localizacién del minimo
global, etc.

Uno de los primeros sistemas que sirvieron para introducir la mecénica molecular
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en el estudio de complejos modelados fue el de la unién de las hormonas tiroideas T3 y T4
a la prealbimina (Oatley, 1984), aprovechando el hecho de que se habian determinado las
estructuras de rayos X de los complejos. Asi, fue posible correlacionar las afinidades
relativas de T3 y T4 con las energias de union calculadas y racionalizar de forma cualitativa
la mayor afinidad de esta dltima por la proteina, una vez introducido un término corrector
para tener en cuenta las diferencias de solvatacion entre las dos moléculas. Los trabajos
pioneros asumian que tanto el ligando como el receptor permanecian rigidos, limitando
por tanto la exploracion a las seis variables de traslacion y orientacion relativas de uno
respecto a otro. La adicion de flexibilidad interna al sistema permite el ajuste inducido y
mejora la complementariedad, pero a costa de aumentar la complejidad y, paralelamente,
la demanda computacional, aunque esto no supone un problema insalvable con la
creciente capacidad de célculo de los modernos ordenadores.

Estos procedimientos, aplicados a series con un mayor nimero de andlogos,
permiten evaluar sobre una base mas firme las caracteristicas de la unién y extraer
conclusiones que pueden ser de utilidad para el disefio de nuevos ligandos (Menziani,

1989; Gago, 1989).

7.0 MODELADO DE LIGANDOS Y DE RECEPTORES FARMA COLOGICOS.

Las estructuras tridimensionales de los ligandos, en caso de no disponer de datos
de rayos X, se pueden generar a partir de &tomos y/o fragmentos moleculares con la ayuda
de un programa de construccion de moléculas adecuado, o bien modificando una
estructura similar existente en las bases de datos, sin olvidar que la forma de la molécula
que lleva a cabo sus funciones en el contexto bioldgico no tiene por qué ser la forma
estable que adopta en el estado sélido o en disolucidn.

Por otro lado, las técnicas encaminadas a la determinacién de estructuras

tridimensionales se han sofisticado hasta el extremo de que hoy dia puede resultar posible
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seleccionar una diana macromolecular adecuada, producirla en cantidades relativamente
grandes, purificarla, y estudiarla mediante técnicas de RMN, o bien cristalizarla para su
andlisis por difraccién de rayos X. Cuando esto no es posible se puede recurrir a su
modelado, teniendo en cuenta que la prediccion de la estructura de un receptor proteico se
enfrenta con dos problemas bésicos:
1) el espacio configuracional asequible a una proteina, es decir, el nimero de
conformaciones accesibles a una cadena polipeptidica, es enorme. Por ejemplo, una
proteina de tan s6lo 100 residuos de aminodcidos posee unos 300 grados de libertad de
angulos torsionales. Si cada dngulo torsional tiene acceso a, digamos, tres valores de
minima energia, la cadena polipeptidica puede dar lugar al menos a 3°® conformaciones.
Este vasto espacio configuracional a explorar se puede reducir si se dispone de
informacién procedente de métodos experimentales (e.g. RMN o datos cristalograficos de
baja resolucion) (van Gunsteren, 1988).
2) la descripcion tedrica de la interaccion entre los dtomos de una proteina requiere la
formulacion precisa de un potencial o campo de fuerzas empirico que contenga términos
para representar los enlaces covalentes, los dngulos de enlace y torsionales, los enlaces de
hidrégeno, y las interacciones electrostaticas y de van der Waals. Los campos de fuerzas
actualmente en uso no han alcanzado todavia el nivel de sofisticacion necesario para
predecir con precision la estructura de una proteina a partir inicamente de su secuencia
primaria.

A pesar de lo anteriormente expuesto, los métodos computacionales de prediccion
de estructuras de proteinas, tanto estiticos como dindmicos, son muy dutiles y su poder
predictivo varia en funcién de la complejidad del sistema sometido a estudio. Podemos

distinguir tres niveles de dificultad, en relacién inversa con su exactitud relativa:

7.1. Modificaciones locales de estructura: a partir de la estructura conocida de una
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proteina, se intenta predecir la estructura y propiedades de otra u otras proteinas que
difieren tan s6lo en unos pocos aminodcidos (Ortiz, 1992). Para ello se sustituyen las
cadenas laterales de los aminoécidos diferentes, optimizando su orientacién mediante una
bisqueda sistematica de conformaciones de baja energia seguida de optimizacion del
entorno del nuevo aminodcido mediante un algoritmo de minimizacion de la energia
(Schiffer, 1990). La configuracion de minima energia resultante se encontrard
generalmente proxima a la inicial puesto que el minimizador mueve al sistema
basicamente "cuesta abajo" en la hipersuperficie energética del espacio configuracional, de
modo que se ignoran posibles respuestas estructurales de la proteina a la sustitucion del
aminodcido. La btisqueda en el espacio configuracional se puede expandir haciendo uso de
simulaciones de dindmica molecular (DM), que resuelve las ecuaciones cldsicas de
Newton del movimiento para todos los dtomos del sistema y permite la superacion de
barreras de energia. La DM explora asi una parte mucho mayor del espacio
configuracional y permite localizar minimos energéticos mds bajos que los alcanzados

mediante el uso de los minimizadores de energia ordinarios.

7.2. Modelado de proteinas homélogas: el plegado global del esqueleto polipeptidico es
el mismo pero s6lo se conserva un pequefio porcentaje de residuos de aminoécidos,
pudiendo jugar un papel fundamental en el mantenimiento de la estructura los efectos del
disolvente (Novotny, 1984). Este tipo de modelado puede ser muy ventajoso para guiar el
disefio de nuevos ligandos. Asi, el sitio activo de la carboxipeptidasa A bovina, cuya
estructura tridimensional era conocida, sirvid para definir las analogias existentes entre
esta proteina y la enzima convertidora de angiotensina (ECA), y para caracterizar la
naturaleza y geometria de los grupos funcionales que deberian participar en la unién de
sustratos peptidicos. Este modelo simplificado se empled ventajosamente para disefar

potentes inhibidores que condujeron al desarrollo de antihipertensivos de la familia del
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captoprilo (Cushman, 1977). La renina fue una de las primeras enzimas modeladas en su
totalidad. Su modelado tridimensional se basé en la estructura conocida de la
endothiapepsina y la secuencia primaria de la renina de ratén, muy semejante a la de la
enzima humana (Blundell, 1983). Madas recientemente, se han conseguido avances
considerables en la creacion de modelos tridimensionales fiables de receptores
farmacoldgicos que funcionan acoplados a proteinas G (Trumpp-Kallmeyer, 1992)
basados en la estructura de la bacteriorrodopsina, determinada por criomicroscopia

electronica.

7.3. Prediccion de estructuras 'de novo': la proteina se considera como un conjunto de
elementos de estructura secundaria (hélices o, laminas 3, giros 3, etc), cuyo ensamblaje da
lugar a la estructura terciaria. Aunque se han hecho grandes esfuerzos para predecir la
estructura secundaria a partir de la secuencia de aminoécidos, ninguno de los métodos
actuales (e.g. Garnier, Chou-Fasman) ni siquiera identifica correctamente todos los

elementos de estructura secundaria.

8. METODOS DE SIMULACION PARA SISTEMAS MOLECULARES.

Entre los métodos tedricos utilizados hoy dia para el refinamiento de modelos
moleculares y para el estudio de las interacciones farmaco-receptor se incluyen las
minimizaciones de energia (ME), las simulaciones de dindmica molecular (DM), las
simulaciones de Monte Carlo (MC), y las perturbaciones de la energia libre (PEL). Todas
estas técnicas ofrecen en ultima instancia la posibilidad de comprender el comportamiento
de péptidos, proteinas, y dcidos nucleicos, y el de sus complejos entre si o con moléculas
orgénicas, en términos de fuerzas moleculares fundamentales. Para ello dependen de la

fiabilidad de la representacion analitica de la hipersuperficie energética de las moléculas,
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que viene dada por la suma de una serie de funciones simples que expresan tanto la
energia requerida para distorsionar las coordenadas internas mas alld de unos valores de
equilibrio como las interacciones entre atomos no enlazados.

La funcién energética que describe la energia potencial del sistema en funcién de
las posiciones de los d4tomos recibe el nombre de campo de fuerzas, y presenta una forma
semejante a la ecuacién [3], tomada del programa AMBER (Weiner, 1986), que se

encuentra parametrizado para proteinas y dcidos nucleicos.
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donde: yi=r;+r,

La suma de términos incluye interacciones enlazadas (distancias, b, y dngulos, 0 y
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¢) y no enlazadas (van der Waals, electrostaticas, y enlaces de hidrogeno). La energia es
funcién del conjunto de coordenadas cartesianas, R, que especifican las posiciones de
todos los dtomos implicados, de una serie de pardmetros energéticos (A, B, C, D, y las
constantes de fuerza K), de las cargas atémicas (q), de la constante dieléctrica del medio
(e), y de los valores geométricos de equilibrio. La exactitud de los resultados de las
simulaciones dependerd de la precision del método de derivaciéon de los parametros
utilizados y de la forma analitica de representar la energia. Las limitaciones y deficiencias
de los campos de fuerza utilizados se ponen de manifiesto cuando se comparan los
resultados de la simulacién con datos experimentales.

La expresion de la energia de la ecuacion [3] es tratable computacionalmente sélo
para sistemas con un numero de &4tomos relativamente pequeno. El nimero de
coordenadas internas crece linearmente con el tamafio del sistema molecular, de modo que
el tiempo de célculo invertido en evaluar los tres primeros sumatorios también crece de
forma linear. Sin embargo, la inspeccién de los tres sumatorios siguientes, que representan
las interacciones no enlazadas, revela una dependencia cuadritica del nimero de 4tomos
del sistema. Por esta razén es corriente introducir una distancia limite (cut-off) para que el
algoritmo no considere las interacciones no enlazadas entre aquellos dtomos separados
entre si por distancias mayores de un valor predeterminado. De este modo se acortan
sustancialmente los tiempos de célculo, aunque se corre el riesgo de que las
discontinuidades creadas en la energia y sus derivadas conduzcan a artefactos en las
minimizaciones y a la no conservaciéon de la energia en las trayectorias de dindmica
molecular. En la préctica, los programas crean una lista de aquellos pares de atomos cuya
distancia entre si es menor que la distancia limite especificada por el usuario, y la
actualizan cada cierto nimero de pasos de minimizacion o de dindmica. Otra
consideracion importante a la hora de definir esta selecciéon de dtomos concierne a las

interacciones electrostaticas. La utilizacién de distancias limite para el potencial de

280



interaccion de van der Waals es bastante razonable, puesto que es un potencial de corto
alcance y se extingue en funcion de 1/2°. A unos 8-10 A de distancia, que son algunos de
los limites corrientes, la energia y las fuerzas son bastante pequefias, de modo que igualar
a cero este potencial a una distancia de 10 A es una aproximacién razonable. Por el
contrario, las interacciones de Coulomb se extinguen en funcién de 1/r, lo que significa
que incluso a distancias considerables este término no es despreciable. Sin embargo, si
exceptuamos unos pocos grupos con carga formal, la mayoria de las moléculas estdn
compuestas de fragmentos neutros con dipolos y cuadripolos, por lo que en realidad el
término de mayor importancia en las interacciones electrostaticas entre moléculas o entre
partes de una misma molécula es la interaccion dipolo-dipolo, que decrece en funcion de
1/, Un ejemplo sencillo puede servir para comprender las implicaciones de este
razonamiento: la interaccién entre dos monopolos, cada uno con una unidad electrénica de
carga, es de unas 33 kcal mol” a 10 A, mientras que la energia de interaccion entre dos
dipolos formados a partir de monopolos unidad no es mayor de 0.3 kcal mol™. De aqui se
desprende que ignorar la interaccion monopolo-monopolo conduciria a un error
considerable, en tanto que ignorar la interaccion dipolo-dipolo se puede considerar una
aproximacion modesta. Por todo lo anterior queda claro que la aplicaciéon de un cut-off
sobre la base de dtomos individuales puede facilmente conllevar la separacion artificial de
dipolos (dejando a un dtomo dentro de la distancia limite y a otro fuera), lo que supone
introducir una interaccion monopolo-monopolo considerable, en lugar de ignorar una
interaccion dipolo-dipolo relativamente pequefia. Por ello es preferible definir el cut-off

sobre la base de residuos o grupos de 4&tomos cuya carga neta sea cero o casi cero.

8.1. Minimizacion de la energia.

La minimizacion de la energia de pequefias moléculas o de sistemas
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macromoleculares se lleva a cabo por cédlculos iterativos sucesivos en los que se somete a
la conformacion inicial del sistema a un proceso de optimizacién geométrica parcial o
completa. Todos los pardmetros que definen la geometria del sistema, o en su caso s6lo
algunos, se modifican en pequefios incrementos hasta que la estructura alcanza un minimo
energético local. Aunque algunos algoritmos hacen uso de la derivada de la funcién
(gradientes conjugados), o incluso de la derivada segunda (Newton-Raphson), para guiar
la minimizacién, ninguno de estos métodos puede garantizar que se ha encontrado la
estructura de energia mds baja posible, el llamado minimo global. La minimizacién puede
proceder bien en coordenadas internas (enlaces y dngulos) o, mds frecuentemente para
sistemas macromoleculares, en coordenadas Cartesianas (cada atomo esta caracterizado
por unas coordenadas x, y y z, y el &tomo se mueve con pequefios incrementos a lo largo
de estos ejes). Una de las ventajas de minimizar en coordenadas internas es que se pueden
simular bien los movimientos cooperativos de varios dtomos o grupos de 4tomos y se
reduce el riesgo de que las moléculas queden atrapadas en falsos minimos.

Las minimizaciones se pueden controlar mediante el uso de restricciones. Por
ejemplo, se pueden fijar las coordenadas de algunos dtomos, o constreifiir la distancia entre
dos atomos dados, enlazados o no, a un valor prefijado aplicando una constante de fuerza
adecuada. Igualmente se pueden fijar restricciones a las torsiones alrededor de
determinados enlaces o forzar a una molécula a que adopte la conformacion de otra

("forzado sobre plantilla") (Baniak, 1987).

8.2. Analisis conformacional.

En un problema con multiples variables, como es el de encontrar el conférmero de

minima energia de una molécula o la conformacién més estable de un complejo, la

respuesta que se obtiene depende en gran medida del punto de partida. Ademds, la mayoria
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de las veces estamos interesados no sélo en el minimo global sino en todos aquellos
conférmeros que pueden estar poblados de forma significativa a temperatura ambiente, o
hasta una pocas kcal/mol por encima del minimo global. Para localizar todas estas
conformaciones de baja energia definidas por una compleja hipersuperficie de energia
potencial es necesario realizar una biisqueda conformacional. El punto de partida lo puede
constituir un conférmero cualquiera, que se optimiza mediante una técnica de
minimizacion de la energia, y se compara con otros conférmeros encontrados previamente
para chequear su posible duplicacién. Si el nuevo conférmero asi generado no habia sido
descubierto atin, se aflade a una lista acumulativa de conférmeros distinguibles entre si.
Este ciclo se continda utilizando una nueva geometria de partida, minimizando, etc.
Llegara un momento en que se habran utilizado todas las geometrias iniciales posibles o
en que no se encuentren nuevos minimos, con lo que se dard por finalizada la busqueda.
Como la parte correspondiente a la minimizacion simplemente refina las estructuras de
partida hasta alcanzar el minimo local més préximo, quien mas controla la eficacia de la
bisqueda para alcanzar la convergencia es el algoritmo que genera los conférmeros
iniciales.

Los métodos utilizados para generar un conjunto de configuraciones del sistema
molecular se pueden dividir en tres grandes categorias: (1) busquedas deterministas que
cubren todas las dreas del espacio conformacional de forma sistemadtica, (2) métodos
estocésticos (Monte Carlo) que utilizan un elemento aleatorio para la exploracion del
espacio, y (3) dindmica molecular. Los dos primeros pueden operar bien en coordenadas
externas (Cartesianas), en coordenadas internas (enlaces y dngulos de enlace y torsionales),
o en representaciones de geometria de distancias (matrices de distancias internucleares).
Como el numero de estructuras tridimensionales posibles se expande geométricamente
con el nimero de grados de libertad, y es bien sabido que los distintos conférmeros

difieren principalmente en sus dngulos torsionales, es muy ventajoso y eficaz confinar la
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busqueda exclusivamente al espacio torsional. De este modo un problema en principio RN
"0 queda reducido como mucho a otro RY, siendo R el nimero de puntos muestreados a lo
largo de la coordenada torsional, N el nimero total de &tomos y N’ el nimero de torsiones
independientes (Chang, 1989; Saunders 1990). Una biisqueda conformacional de este tipo
puede considerarse como una busqueda "en arbol" (tree search), donde los grados de
libertad sucesivos son los nodos del drbol y el muestreo produce las ramas que emergen de
estos nodos (Figura 3). El tiempo necesario para llevar a cabo una busqueda es
proporcional al nimero de nodos en el arbol. Este tipo de método se encuentra
implementado en el programa CONGEN (Bruccoleri, 1987) para muestrear
uniformemente el espacio conformacional de pequefios segmentos polipeptidicos de
proteinas y asi predecir el plegado de las cadenas laterales de los aminoécidos cuando se

lleva a cabo el modelado por homologia.

Torsio

Torsién Torsién 17
P 60 240 309
Torsién 60 12(2)40 %00
0 60 12340 300 Torsién 1"
060,240 39

Figura 3. Porcién superior de una arbol de busqueda, que muestra como se puede

representar el procedimiento de muestreo.
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Una limitacién de la mayor parte de las técnicas de muestreo actuales es que
asumen que las cargas atomicas calculadas para una determinada geometria son vélidas
para todas las geometrias. En este sentido, es importante que las cargas utilizadas sean

representativas de un amplio abanico de conformaciones (Reynolds, 1992).

8.2.1. Busqueda sistematica ("grid search").

Si el sistema contiene s6lo unos pocos grados de libertad se puede explorar la
totalidad del espacio configuracional, variando cada uno de los torsionales de forma
sistemdtica y minimizando la energia de cada uno de los conférmeros asi generados. Para
una molécula con 3 dngulos dihedros, y un incremento del valor de cada dangulo de 60°, se
generaran 6 =216 configuraciones. Si el nimero de torsionales considerados es 6, esta
cifra aumenta a 46.656, y para 9 torsionales, el nimero de configuraciones generadas es
superior a diez millones. Estos nimeros sirven para poner de manifiesto que, al ser un
procedimiento combinatorio, la demanda computacional restringe su uso a problemas con
un nimero limitado de grados de libertad torsional y obliga en muchos casos a establecer
un medio adicional de seleccionar sélo aquéllos conférmeros que son tnicos y de energia
relativamente baja. La mayor parte de las mejoras a este método se centran en algoritmos
de filtrado que permiten desconsiderar porciones poco razonables del espacio
conformacional (Howard, 1988). Ademds hay que considerar que si el nimero de valores
para cada torsion es pequefio, la resoluciéon con que se cubre el espacio puede ser
inadecuada para proporcionar una geometria de partida en la vecindad de cada minimo, y
se pueden perder minimos de baja energia.

Una vez encontradas las distintas conformaciones posibles y ordenadas de acuerdo

con sus energias, es de esperar que aquéllas con las energias mdas bajas sean las que
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contribuyen a las propiedades del estado fundamental de la molécula. Si bien esto es cierto
para algunas moléculas, no se puede decir lo mismo cuando las especies estdn cargadas o
la molécula es polarizable. En este caso, es muy probable que las conformaciones mds
favorecidas sean aquéllas que maximicen las interacciones electrostiticas y el nimero de
enlaces de hidrégeno. Tampoco hay que olvidar que si las energias de estos mismos
conférmeros se evaluaran en presencia de un disolvente polar, en lugar de in vacuo, un
nimero significativo de esas interacciones serian reemplazadas por interacciones mds

favorables con moléculas del disolvente (Howard, 1988).

8.2.2. Monte Carlo (MC).

Si el sistema contiene muchos grados de libertad, se puede generar un conjunto de
configuraciones utilizando una combinacién de muestreo aleatorio y el empleo del factor

de Boltzmann:

exp[_v(r]’I”Z""’rN)/kBT] [4]

Dada una configuracion de partida elegida arbitrariamente, se genera una nueva por
desplazamiento al azar en espacio Cartesiano de uno o mas 4tomos (o por variaciones en
angulos torsionales seleccionados), de forma tal que al cabo de un gran nimero de
desplazamientos sucesivos se haya muestreado de forma uniforme el espacio disponible a
todos los atomos. Cada nueva configuracion se acepta o rechaza en base a un criterio
energético (Metropolis, 1953) que implica un cambio en la energia potencial del sistema
(AV(r)) con respecto a la configuracién anterior: se acepta si Ay <0, o si para AV>O, exp(-
AV/kBT) > R, donde R es un nimero aleatorio tomado de una distribucién uniforme sobre
el intervalo (0,1). En caso de ser rechazada la actual, se vuelve a la configuracién previa,

que se utiliza de nuevo como punto de partida para otro desplazamiento al azar. De esta

286



manera cada configuracién aparece con una probabilidad proporcional a su factor de
Boltzmann vy, si el paso basico se repite muchas veces, equivale a simular el movimiento
de los 4tomos en contacto térmico con un bafio de calor a la temperatura 7. De este modo
el sistema evoluciona a una distribucion de Boltzmann. Para obtener una buena eficacia
computacional seria de desear la combinacién de un tamafio de paso (aleatorio) grande con
una razén de aceptacion alta. Por desgracia, para sistemas complejos que cuentan con
muchos dtomos enlazados covalentemente, s6lo se puede obtener una razén de aceptacion
razonable para un tamafio de paso muy pequefio, lo cual limita la eficacia de este método
para sistemas macromoleculares.

La muestra de Monte Carlo es una mera coleccién de estructuras tridimensionales
arbitrarias, no relacionadas entre si. Las configuraciones secuenciales de este tipo de

muestreo son ' instantdneastomadas al azar (de ahi que el nombre del método haga
referencia al célebre Casino) del movimiento total de la molécula y, por tanto, no ofrecen
ninguna pista sobre la ruta traslacional que las une. No obstante, se puede extraer
informacién respecto a la flexibilidad de la cadena a partir de las colecciones de datos
conformacionales acumulados durante el proceso de muestreo, haciendo uso de la
mecénica estadistica. Las estructuras se pueden organizar sobre la base de algun criterio y
compararse luego frente a modelos ideales o modelos de otras moléculas.

La eficacia de las técnicas de MC (definida en términos del cociente entre el
numero de estructuras aceptadas y el nimero total de tanteos) estd determinada tanto por la
temperatura, 7, a la que tiene lugar el muestreo (cuanto mds alta, mayor serd la
probabilidad de aceptacién de la nueva estructura) como por el tipo y magnitud de los
cambios conformacionales introducidos. Cambios demasiado grandes dardn lugar a tasas
de aceptacion bajas por originar con facilidad solapamientos estéricos; ajustes demasiado

pequefios hardn necesarios muchos pasos "cuesta arriba" para cruzar una barrera de

energia conformacional.
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8.2.3. Dindmica molecular (DM).

A temperatura ambiente, un sistema molecular no es estitico sino que atraviesa
multiples minimos de la superficie de energia potencial. Cada dtomo puede ser
considerado como una particula cuyo movimiento estd determinado por las fuerzas que
sobre ella ejercen todos los otros dtomos de su entorno, segin prescribe la fisica
newtoninana (F = m- a). Dadas las posiciones y velocidades de las particulas, asi como la
magnitud y direccién de las fuerzas que actuan sobre cada una de ellas en un instante
determinado, por integracion de las ecuaciones del movimiento de la mecénica clasica se
pueden obtener la posicién y la velocidad en un instante ligeramente posterior. Tomando
pasos de tiempo sucesivos se puede construir una trayectoria dependiente del tiempo para
todos los dtomos, que representard asi el movimiento de los mismos.

El movimiento de un d&tomo dado a lo largo de una coordenada determinada, por
ejemplo X, se puede calcular de la siguiente forma: conocida su posicion a tiempo t, x(t),
su posicion tras un pequefio intervalo de tiempo, At, vendrd dada por la serie de Taylor

mostrada en la ecuacion [5].

X(t+A1)= x(t)+ dz(t’) Arg LHO AT 5]

ar’ 2
La soluciéon numérica a las ecuaciones del movimiento consiste en conocer la
posicion x(t), la velocidad dx/dt(t) y la aceleracion dzx/dtz(t), y en hacer aproximaciones
adecuadas para tener en cuenta las contribuciones de las derivadas mas altas, de modo que
x(t + At) pueda calcularse con una precision razonable. Para ello, el intervalo de
integracion ha de ser lo suficientemente breve (del orden de 0.5-1 femtosegundos) para

que la fuerza que actda en la nueva posicion no difiera mucho de la que se registraba en la
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posicién original. El célculo de esta nueva posicién al final de este incremento de tiempo
completa un ciclo del procedimiento que, repetido iterativamente, produce la trayectoria
total en la forma de una serie de posiciones y velocidades en tiempos sucesivos. El
conjunto de configuraciones asi generadas se asume que constituyen una representacion
adecuada de la funcién de distribucion completa.

El lado derecho de la ecuacién [5] es una serie infinita que es necesario truncar
para poder determinar x(t + At). La forma de llevar esto a cabo constituye una de las
diferencias fundamentales entre los diferentes algoritmos de DM, cuya eficacia se puede
probar haciendo uso de la tercera ley de Newton, segun la cual la fuerza neta que actia
sobre la totalidad del sistema de particulas es 0, de tal modo que deben conservarse la
energia total del sistema (potencial + cinética) y el momento (McCammon, 1987b).

El paso de tiempo, At, es el principal factor limitante de la duracién de la
simulacién. Como se encuentra restringido a tiempos menores que los movimientos de
frecuencia mas alta, i.e. el estiramiento y acortamiento de los enlaces, es frecuente utilizar
algoritmos, e.g. SHAKE (Ryckaert, 1977), que constrifien las longitudes de enlace a sus
valores de equilibrio, permitiendo asi el uso de pasos de tiempo de hasta 2 fs.

Hoy dia, los célculos de DM incluyen moléculas de disolvente (generalmente
agua) y contraiones, en un intento de modelar las moléculas en disolucién de la forma mas
realista posible. La omision del agua en el modelo puede conllevar el enterramiento de
grupos cargados dentro de la estructura de una proteina y una distorsion muy marcada de
estructuras polianiénicas, como son los dcidos nucleicos, fenémenos que no es probable
que ocurran en disolucién. Como los sistemas modelados contienen normalmente unos
pocos miles de atomos, como médximo, mientras que los sistemas que pretenden
representar poseen dimensiones practicamente infinitas, es convencional crear copias del
modelo (generalmente, un paralelepipedo rectangular), que se repiten periddicamente en

todas las direcciones. De esta forma, cada paralelepipedo es simplemente una imagen del
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sistema, que se encuentra asi en las denominadas condiciones de limite periddico. Esto
garantiza que todos los dtomos se encuentren rodeados de dtomos vecinos, bien ' reales'
(los del modelo original) o imdgenes de los mismos (los que se encuentran mds alla de los
limites), y que cuando una molécula abandona la caja por una cara, se introduzca de nuevo
en ella por la cara opuesta, d¢ modo que el nimero total de particulas se mantenga
constante.

Desde el punto de vista de la mecdnica estadistica, una simulacién de
macromoléculas in vacuo o una simulacién que incluya el disolvente y condiciones fijas
de limite periddico corresponde a un ' conjunto o ensamblado microcanénico' , en el que la
energia total del sistema se conserva, asi como el volumen y el nimero de particulas. Los
sistemas se suelen simular en condiciones de temperatura y volumen constantes (' conjunto
candnico' p de temperatura y presion constantes (' conjunto isotérmicasobdrico' ), ya que
éstas son las condiciones en las que se realizan la mayor parte de los experimentos.

Para comenzar una simulacién de DM, es necesario disponer de un conjunto
inicial de posiciones atémicas y de velocidades. La estructura de partida normalmente ha
de ser refinada energéticamente, utilizando un algoritmo de minimizacion, para aliviar
posibles tensiones locales derivadas de solapamientos atémicos o de distorsiones de
enlaces o dngulos. Las velocidades iniciales se asignan a los atomos de forma aleatoria a
partir de una distribuciéon de Maxwell-Boltzmann correspondiente a una baja temperatura,
y se realiza una primera simulaciéon de DM durante unos pocos picosegundos. Le sigue un
periodo de equilibrado durante el cual contindan alterndndose nuevas asignaciones de
velocidades, elegidas a partir de distribuciones Maxwellianas correspondientes a cada
nueva temperatura sucesivamente aumentada, con intervalos similares de relajacion
dindmica hasta alcanzar la temperatura deseada. La temperatura, T, para este conjunto
microcanénico se mide en términos de la energia cinética media para el sistema

compuesto de N 4tomos como:
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1 , 3
Ezmi<\/i = ENkBT [6]
i=1

donde m; y <vi’> son la masa y el cuadrado de la velocidad media del 4tomo i,
respectivamente, y kg es la constante de Boltzmann. El periodo de equilibrado se considera
terminado cuando no son evidentes cambios sistematicos en la temperatura del sistema
durante unos 10 ps.

La eficacia de la DM estd determinada en gran medida por la temperatura, 7, a la
que tiene lugar el muestreo. Si 7" es demasiado alta, la molécula pasard demasiado tiempo
en estados de alta energia y visitard los minimos energéticos con muy poca frecuencia. A
la inversa, si T es demasiado baja, la molécula serd incapaz de superar barreras de energia
con la rapidez necesaria para acceder a nuevas regiones del espacio configuracional en un
tiempo razonable. La realizacién de simulaciones de DM a temperaturas altas conlleva un
aumento del tamaio del espacio conformacional explorado, pero (sobre todo en el caso de
macromoléculas) hay que tener en cuenta que la temperatura de la simulacién estd limitada
por el requerimiento de mantener la estructura secundaria (evitar isomerizaciones trans-cis
de enlaces peptidicos, desapareamientos de bases en el ADN, etc.), que puede hacer
necesario en ciertos casos la imposicion de restricciones. Generalmente las
conformaciones generadas a altas temperaturas (500-1000 K) minimizan a energias por
debajo de la inicial, demostrando la utilidad del método para superar barreras de energia
alrededor del minimo local (Bruccoleri, 1990). Incluso a temperatura ambiente, la DM
puede ayudar al refinamiento energético de una macromolécula, especialmente en el caso
de estructuras procedentes de RMN o cristalografia de rayos X, donde ya estan presentes
restricciones adicionales (Briinger, 1991).

En el estudio de procesos dindmicos en los que existen barreras potenciales

sustanciales, la DM puede resultar ineficaz para un muestreo adecuado con fines
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estadisticos. Para muestrear grandes regiones del espacio conformacional mediante DM lo
mds adecuado es generar un cierto numero de conformaciones iniciales diferentes, y
utilizar cada una de ellas como punto de arranque para diferentes trayectorias (Howard,
1988).

El enfriamiento rdpido de un sistema simulado a alta temperatura, v.g. por
minimizacion de la energia, lo conduce al minimo local mas préximo, que puede ser un
estado sobrecalentado. Para evitar el atrapamiento del sistema en "falsos minimos" de alta
energia, es util enfriarlo y proseguir la dindmica a una temperatura més baja (e.g. 300 K)
con objeto de que pueda escapar hacia minimos de energia mds bajos (Mackay, 1989;
Ortiz, 1993). Otra alternativa es el llamado "simulated annealing", proceso durante el cual
el sistema se calienta inicialmente a una alta temperatura para luego proceder a su
enfriamiento lento hasta que se produce su "congelacién" y ya no sufre mds cambios
(Kirkpatrick, 1983). A cada temperatura sucesivamente mds baja la simulacién debe
proceder durante un tiempo suficientemente largo para que el sistema alcance un estado

estacionario.

8.2.4. Hibrido DM/MC.

Uno de los principales inconvenientes de utilizar técnicas de DM para explorar el
espacio conformacional es que gran parte de la energia cinética disponible se disipa en
vibraciones de enlaces y dngulos, que son irrelevantes para la busqueda conformacional.
Las transiciones conformacionales que implican rotaciones concertadas alrededor de
angulos dihedros flexibles son relativamente infrecuentes. El algoritmo SHAKE
(Ryckaert, 1977) intenta solventar este problema, eliminando estas vibraciones de las
trayectorias de DM. También se pueden aplicar técnicas de filtrado de Fourier a los datos
sin procesar de la dindmica para eliminar los movimientos indeseados y aislar las

transiciones conformacionales de baja frecuencia (Dauber-Osguthorpe, 1990). Por su
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parte, en las simulaciones de MC, al mantenerse completamente fijos las longitudes y los
angulos de enlace mientras se someten los dihedros a rotaciones aleatorias, las barreras
rotacionales pueden llegar a ser artificialmente altas.

Recientemente se ha propuesto una solucién intermedia, el Monte Carlo Dindmico
(Morley, 1992), que aprovecha las ventajas respectivas de los dos métodos: se generan
configuraciones de partida mediante cortas simulaciones de DM en las que la energia
cinética se concentra en un enlace rotable seleccionado al azar. La trayectoria de DM
continda en tanto en cuanto las energias de las nuevas estructuras satisfagan la prueba de
Metropolis, permitiendo asi una rdpida localizacion de regiones del espacio
conformacional de baja energia. Si se rechaza la nueva configuracién, se selecciona un

nuevo enlace para empezar un nuevo ciclo de dindmica.

8.3. Método de la perturbacion de la energia libre.

Los resultados del modelado y la minimizacion de la energia en el mejor de los
casos son cualitativos debido a las limitaciones de los calculos. De las trayectorias de DM
se pueden obtener los valores promediados estadisticamente en el equilibrio para cualquier
propiedad del sistema que sea medible directamente en cada punto de la trayectoria (e.g. la
energia cinética de partes relevantes del sistema, propiedades estructurales, campos
eléctricos). A partir de estos valores promedios se pueden derivar también un nimero
importante de propiedades termodindmicas, aunque dos cantidades importantes, la
entropia y la energia libre (de Helmholtz o de Gibbs) no se pueden derivar de un promedio
estadistico, por ser propiedades globales que dependen de lo extenso que sea el espacio
configuracional (o de fase) accesible al sistema molecular. Esto hace que sea virtualmente
imposible calcular la energia libre absoluta de un sistema molecular. Sin embargo, la
constante de unién de un ligando a su receptor estd directamente relacionada con la

energia libre (ecuacién [1]), por lo que la determinacién de esta cantidad es de sumo
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interés. Afortunadamente, en los ultimos afios se han desarrollado una serie de
procedimientos para evaluar cambios relativos de energia libre que abren perspectivas

hasta hace poco impensables en el estudio de la interaccién farmaco-receptor.

Estado AG g QKG > As > My AG " | Estado
A —>1 2 —2> }\43 » >\“N-1 ﬁb B
&V 7\«2 Ai’ }\13 » 7\’N-1 %

) (M)
2AG; (ruta 1) = XAG, (ruta 2) = XAG, (ruta 3)

Figura 4. Rutas posibles de transformaciéon del estado A en B a lo largo de una
perturbacion termodindmica.

Los métodos de perturbacion e integracion termodindmica se basan en que los
cambios de energia libre relacionados con pequenas perturbaciones de un sistema
molecular se pueden determinar a partir de una simulacién (de MC o DM). La diferencia
de energia libre entre dos estados, A y B, de un sistema se puede determinar a partir de una
simulacién de DM en la que la funcién de energia potencial, V(r), se altera lentamente de
modo que el sistema A se va transformando poco a poco en el sistema B a lo largo de una
ruta reversible (Figura 4). Para ello, el Hamiltoniano H(p,r), o sélo el término de energia
potencial V(r), se hace funcién de un pardmetro de acoplamiento, ), tal que H(p,r,Aa)
caracteriza al estado A del sistema y H(p,r,AB), al estado B. A define una ruta de
transformacion entre los estados iniciales (A=0) y finales (A=1). Esta ruta no tiene por qué

ser una ruta fisica si la cantidad de interés es una funcién de estado, como AG, que es
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independiente del camino que siga la transformacion. Esta es la ventaja critica en la
préctica pues la ruta no fisica puede ser computacionalmente ventajosa, de modo que se
puede "mutar” un grupo funcional en el ligando o en el propio receptor. Algunos de los
tipos de cambios que se pueden hacer en términos de "coordenadas de transicion

topogréfica" aparecen esquematizados en la figura 5.

coordenada de transicién conformacional '\( ); ------------ >
coordenada de transicion estructural LI I > 2%1

coordenada de reaccién simple o0 - » OO

............... >

coordenada de reaccién compleja A @ @
coordenada mutacional de

grupo funcional (o residuo) QX """""""""" » QY
coordenada mutacional molecular A """""""" >

Figura 5. Tipos de coordenadas de transicion topografica utilizadas en las

determinaciones de energias libres por medio de simulaciones moleculares.

8.3.1. Formulacién del problema.
En un conjunto canénico (7, V y N constantes), la formula fundamental para la

energia libre de Helmholtz es:
F=-kzTInZ [7]

donde kg es la constante de Boltzmann, 7 es la temperatura absoluta y Z es la funcién de
reparto, determinada por el Hamiltoniano H(p,q) que describe la energia total del sistema

en términos de las coordenadas q y los momentos p de los dtomos del sistema:

Z=[1" N! ][ expl- H(p,q)/ k,Tlp dg [8]
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donde N es el numero total de 4tomos y /4 la constante de Planck.

La correspondiente energia libre de Gibbs viene dada por:

G=F+PV=U+PV-TS [9]

donde P es la presion del sistema 'y U + PV es la entalpia.
La diferencia de energia libre, AG, entre dos estados bien definidos, A y B, cuyas
funciones de reparto respectivas vienen dadas por Za y Zg, se puede escribir como:

AG=Gy-Ga=-ksT In22 [10]

Za
Aqui entra en juego el pardmetro de acoplamiento, A, para evitar tener que calcular

independientemente Za y Zg:

G(A)=-ks;TInZ(2) [11]

Al ir variando A desde O (donde Z es 100% Za) hasta 1 (donde Z serd 100% Zg) continua y
lentamente, la energia potencial del sistema, V() va pasando lentamente de Va a Vg. La

diferencia de energia libre AGga viene dada por:

Z(As)

AGBA:G(/,LB)'G(AA):'kBTan(lA)

[12]

que se puede expresar como un promedio de conjunto:

H( p9 r’ﬂ/B) - H(p9 r’lA)
ks T

AGpi=-kpT In{<exp/[- 1>, [13]

donde <...> significa un promedio del conjunto sobre las coordenadas r y los momentos p
al valor A.

Para que esta formula de la perturbacion dé resultados exactos, el estado B debe
estar proximo al estado A. Normalmente la diferencia es lo suficientemente grande como

para que sea necesario descomponer el cambio desde A hasta B en un nimero de pasos
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entre estados intermedios que se encuentran lo sufientemente proximos para permitir el
uso de esta formula (Figura 4). AGsa viene dada entonces por la suma del conjunto de AG
para cada paso.

Diferenciando en la ecuacién [13] con respecto a A a temperatura constante, 7, se obtiene

directamente:

[5(;(/1)} __kBT[SZ(}t)} _<5H(p,r,/1)> (4]
A |, zl 8 L, \ e/,

que nos lleva a la formula de la integracion para la diferencia de energia libre AGga:

A

¢/ SH(p, 1.

AG,, = j<%> dA [15]
Ay 2

Si A va cambiando muy lentamente desde Aa hasta A durante una simulacién de dindmica
molecular, la integracion se puede ir haciendo a lo largo de la simulacién. De este modo se
puede obtener AGga para los estados algo diferentes A y B, con tal que el cambio continuo
de A sea tan pequefio que el sistema permanezca esencialmente en equilibrio para cada
valor intermedio de A.

En resumen, el célculo de AG se puede ir haciendo bien integrando la derivada de
G()\) alo largo de A (integracion termodindmica o "crecimiento lento"), o bien designando
estados intermedios G(i) que disten unos de otros suficientemente poco y calculando los
cambios AG paso a paso (perturbacion termodindmica o "ventanas"). Otra posibilidad
serfa ir desarrollando G()\) sobre el intervalo [A,B] a partir de simulaciones en las que A es
variable y obteniendo AG como G(A=1) — G(A=0). La funcién G()) es equivalente al
"potencial de fuerza media" con respecto a la coordenada A en termodindmica estadistica

de fluidos. Estos 3 tipos de cdlculos constituyen hoy dia las principales aproximaciones a
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las determinaciones de la energia libre via simulacién molecular.

El factor crucial para obtener valores fiables de diferencias de energia libre
(especialmente cuando contribuyen factores entropicos) es el muestreo adecuado del
espacio configuracional, que generalmente se lleva a cabo mediante simulaciones de DM.
La energia del sistema se obtiene como un promedio sobre el conjunto de configuraciones
generadas, mientras que la energia libre es una integral sobre el espacio configuracional, o
de fase, al que es accesible el sistema. Una condicién necesaria, aunque no suficiente, para
obtener una estimacion precisa de AGpa consiste en realizar la integracion en la ecuacion
[15] no sélo en la direccion desde el estado A al B, sino también en sentido contrario,
desde B hasta A. Si el cambio de A a B a A se lleva a efecto de forma reversible, la
histéresis sera cero: AGea + AGas = 0. Otra condicion a tener en cuenta es que el tiempo
de simulacion durante el cual se perturba el sistema desde A hasta B, y viceversa, debe ser

mayor que el tiempo de relajacion del sistema.

8.3.2. Ciclos termodindmicos.

Para utilizar las técnicas de perturbacion o integracion termodindmica para calcular
energias libres relativas es necesario formular lo que se denomina un ciclo termodindmico.
La clave del método radica en el hecho de que la energia libre es una funcién de estado, lo
que significa que en tanto en cuanto el sistema se perturbe de forma reversible el cambio
de energia libre, AG, seréd independiente de la ruta de perturbacién elegida. Por lo tanto, a

lo largo del ciclo o ruta cerrada, AG ha de ser igual a 0.
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AG
Farmaco + Receptor, ,:LE Fdarmaco-Receptor,

AG, H ”AG2

AG
Férmaco + Receptor, —= Fdrmaoco-Receptor,

AG
(b) Fdrmaco, + Receptor ﬁ Fdarmaco,;-Receptor

AG, H ”AG2

AG
Farmaco, + Receptor .:?‘E Fdarmaco,-Receptor

AAG = AGZ_ AG1 = AGEZ_ AGE1

Figura 6. Ejemplos de perturbacion de energia libre aplicados a la interaccién farmaco-

receptor.

Hay dos formas de obtener AG: una es calcular esta diferencia directamente a lo
largo de la ruta que corresponde al proceso de interés; otra es disefiar un ciclo en el que el
proceso que nos interesa sea solo una parte, y calcular la diferencia de energia libre de la
parte restante del ciclo. Aqui radica precisamente el poder del método, pues
computacionalmente se pueden llevar a cabo procesos no fisicos como, por ejemplo, la
conversion de un dtomo o un grupo quimico en otro. Consideremos, por ejemplo, el
proceso de unién de dos farmacos (Ga y Gg) a un receptor comin R (Figura 6a). La
simulaciéon de los procesos que transcurren en sentido horizontal son préacticamente
imposibles de simular pues implican la desolvatacion del sitio receptor y de la molécula de
farmaco para que pueda formarse el complejo farmaco-receptor. La constante de unién
relativa vendria dada por:

Ko _ 1265-a6.mr [16]
K4
donde R denota la constante de los gases. Sin embargo, la diferencia deseada no

computable puede ser calculada indirectamente en virtud del ciclo termodinamico, ya que:

AGp-AGs=AG,-AG, [17]
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siempre que la composicién del farmaco A no sea demasiado diferente de la del farmaco
B. Esta técnica posibilita predecir de forma cuantitativa la manera en que un determinado
sustituyente afectard a la afinidad de unién de un cabeza de serie al sitio receptor.

Esta metodologia se ha aplicado a una variedad de pequefias moléculas para
calcular cambios relativos en su energia libre de solvatacion (Charles, 1991) o en
potenciales redox (Richards, 1989), y también a la interaccién de inhibidores con enzimas,
como por ejemplo la conversion de benzamidina a p-fluorobenzamidina en la tripsina
(Wong, 1986) o la mutacion NH — O en dos inhibidores peptidicos de la termolisina
(Bash, 1987a). Igualmente resulta posible perturbar el sitio receptor (Figura 6b), por lo que
también se han podido calcular los cambios en las propiedades de union y catdlisis de
enzimas mutantes con respecto a las enzimas nativas (Bash, 1987b), y evaluar la diferencia
en energia libre de unién de un antibidtico a dos secuencias diferentes de ADN (Gago,

1990).

8.3.3. Limitaciones del método PEL.

Aunque se han caracterizado algunos de los requisitos necesarios para juzgar si se
ha alcanzado la convergencia, éstos pueden no ser suficientes para garantizar que se han
muestreado todas las conformaciones accesibles que contribuyen al promedio del conjunto
(Pearlman, 1989). El hecho de que el resultado final de los cdlculos de PEL sea un simple
nimero que tiene relevancia experimental (AAG) plantea la posibilidad de que el resultado
obtenido sea el esperado pero de forma totalmente fortuita (o por compensacion de
errores, o por ajuste de pardmetros). Son necesarias pruebas adicionales y valoraciones
precisas de los efectos producidos por cambios en las condiciones de simulacién (cut-off,
formulacion de req para los d&tomos que ' desaparecen' o' crecen' , forma de cambimo de
ventanas modificadas dindmicamente, tratamiento de las condiciones de limite periddico,

etc) para confirmar la validez de los resultados.
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La fiabilidad de las predicciones va a depender también del sistema considerado y
de la magnitud y naturaleza de los cambios introducidos. Si pensamos en un ligando que
puede unirse a un receptor en dos orientaciones posibles con tan solo una pequefia
diferencia de energia libre entre ambas, la sustituciéon de un grupo funcional por otro
puede determinar una inversion en la preferencia orientacional del nuevo ligando con
respecto al primero, y este cambio puede no ser observable en la simulacién si la barrera
de energia a salvar es considerable.

La energia libre de un sistema molecular es bastante sensible al potencial de
interacciéon o campo de fuerzas utilizado en los célculos. Para un caso relativamente
sencillo como es la energia libre de solvatacion del metanol en el agua, la aplicacioén de
parametros provenientes de distintos campos de fuerzas bien establecidos da lugar a una
dispersion de unas 2kT alrededor del valor experimental de G (van Gunsteren, 1988). Esto
quiere decir que los calculos de la energia libre de solvatacion de moléculas pequeiias,
cuando estdn disponibles los valores experimentales, pueden proporcionar informacion
sobre la validez de un campo de fuerzas y sobre cémo mejorar la calidad de los pardmetros
disponibles. Al mismo tiempo, esto quiere decir también que los resultados obtenidos de
las simulaciones de PEL para interacciones ligando-receptor se deben chequear con

respecto a variaciones en los pardmetros del campo de fuerzas utilizado.

9.0 SELECTIVIDAD DE LA INTERACCION FARMACO-RECEPTOR.
"DOCKING".

A medida que se fueron cristalizando y analizando complejos macromolécula-
ligando se fueron estableciendo las caracteristicas generales de la unién. Pronto se puso de
manifiesto que el ligando se mantiene en posicién por muchas interacciones con diferentes
grupos del receptor, grupos que en el caso de las proteinas pueden estar ampliamente

dispersos en la secuencia de aminodcidos. Empez6 a resultar aparente que una funcion

301



importante de la estructura macromolecular en su conjunto es precisamente mantener estos
grupos en la orientacion relativa adecuada para definir las caracteristicas de la cavidad y
constituir un sitio de unién especifico. Las contribuciones individuales de cada grupo a la
energia total de unién pueden ser débiles pero la suma de todas ellas puede hacer que el
ligando se una muy firmemente. Como consecuencia de esta interaccion pueden aparecer
cambios alostéricos que, en el caso de las enzimas, o de la propia hemoglobina (Perutz,
1986), por ejemplo, son de fundamental importancia para comprender el mecanismo de
accion de la proteina.

Uno de los ejemplos que mejor sirve para ilustrar el fendmeno de la selectividad es
el de la dihidrofolato reductasa (DHFR), enzima diana para distintos agentes
quimioterdpicos, que cataliza la reduccion de dihidrofolato a tetrahidrofolato, utilizando
NADPH como cofactor. De los distintos inhibidores prototipicos, la pirimetamina inhibe
selectivamente la enzima presente en Plasmodium sp., encontrando utilidad como
antipaludico, mientras la trimetoprima es mds efectiva en bacterias. El metotrexato, por su
parte, que muestra una constante de disociacion parecida para todas las formas de la
enzima, se utiliza para inhibir el crecimiento de células neopldsicas. Como se han
conseguido analizar a alta resolucion las estructuras cristalinas de varias DHFRs y se han
preparado formas alteradas de la enzima mediante técnicas de mutagénesis dirigida, este
sistema ha resultado singularmente propicio para su andlisis desde un punto de vista tanto
estructural como energético (Roberts, 1986). Igualmente, ha permitido examinar la
especificidad de la interaccién tanto en términos de la sustitucion de determinados
aminodcidos en la proteina como de la explotacién de sitios de unidén adicionales para
mejorar la afinidad del inhibidor (Kuyper, 1985). Otro aspecto interesante que surgid
como consecuencia de estos estudios es que el modo de unién de estos inhibidores estd
"invertido" con respecto al del propio dihidrofolato (Bolin, 1982), lo que acentiia la

necesidad de prestar suficiente atencion a las propiedades electronicas de los ligandos y de
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comprobar en qué medida los métodos tedricos son capaces de realizar este tipo de

predicciones (Manaut, 1991).

En ausencia de datos cristalograficos sobre el modo preciso de unién del ligando a
la macromolécula, es preciso explorar las diversas posibilidades de interaccioén entre
ambas moléculas. Para que se forme un complejo, la energia de interaccién (AE), ha de ser
negativa:

AE = E(Iiganda-recepwr) - Eligando - Ereceptor [18]

La computaciéon de AE implica conocer tanto las conformaciones 6ptimas de ligando y
receptor por separado como la conformacion mds estable del complejo. La busqueda del
complejo Optimo no es trivial en la mayoria de las ocasiones, y su modelado implica tener
en consideraciéon un buen nimero de factores, entre los que se encuentran:

a) conocimiento del sitio de unién 6ptimo en la macromolécula. En el caso de enzimas, el
sitio receptor candidato va a ser el propio sitio activo, aunque en ocasiones el sitio
relevante para la accién del farmaco puede ser diferente, lo que supone exploraciones
adicionales (Ortiz, 1993).

b) determinacion de la orientacion relativa del ligando con respecto al sitio receptor, pues
los casos de multiples modos de unién estdn suficientemente documentados tanto para
proteinas (Badger, 1988) como para ADN (Quintana, 1991). Los métodos tedricos
normalmente buscan aquella orientacién que da lugar a la energia de interacciébn mds
favorable, aunque cuando se ha podido comparar con resultados cristalograficos (Meng,
1992; Shoichet, 1993), se ha llegado a la conclusién de que los sitios calculados como mas
favorables no tienen por qué coincidir necesariamente con los observados
experimentalmente.

¢) caracterizacion de la conformacion 6ptima del ligando en el sitio de union.
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d) evaluacion de los posibles cambios conformacionales en el sitio receptor como
consecuencia de la union.

Las técnicas manuales de modelado del complejo ligando-receptor tratan
inicialmente al sitio diana como si fuera completamente rigido, mientras que la
conformacion del ligando se va ajustando de forma interactiva, tanto por movimientos de
traslacion y rotacion como mediante giros de enlaces rotables. Esta maniobra de
acoplamiento ("docking", por analogia con la atracada de los buques en puerto) se
simplifica considerablemente si se cuenta con informacion visualmente comprensible
sobre las caracteristicas quimicas de ambas moléculas (e.g. superficies coloreadas
codificadas segin el potencial electrostidtico o hidrofébico, o mapas energéticos de
interaccion con sondas de grupos funcionales). Los cdlculos energéticos proporcionan
asimismo una medida de la energia de interaccion, que con algunos programas se puede
monitorizar también interactivamente y sirve como guia para elegir la orientacién
preferida de una molécula respecto de otra. Pero aun utilizando una funcién simple de
energia no enlazada que comprenda un componente estérico y otro electrostitico, e
ignorando las contribuciones entre 4tomos que pertenecen a una misma molécula
(ecuacion [19]), el tiempo de célculo, proporcional al cuadrado del nimero de dtomos,
puede hacer que este proceso sea demasiado lento para sistemas moleculares grandes en la
mayor parte de las estaciones de trabajo.

lig
Eineraccion= Zf %'B_;j"‘% [19]
=1 =1\ rij rij Eri
La ecuacion [19] contiene los términos intermoleculares presentes en la funcién de
mecdanica molecular de AMBER (ecuacion [3]) con la excepcidn del término corrector del
enlace de hidrégeno. Entre las simplificaciones propuestas estd la de precalcular los

términos de la funcién de energia potencial correspodientes a los d&tomos del receptor y
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tabularlos en tres dimensiones (Pattabiraman, 1985). La aproximacion utilizada para
separar los términos de van der Waals consiste en calcular la media geométrica de Ajj y B

(Hagler, 1974):

Aj=-JAiA;; Bij=+/BiB;

por lo que la ecuacién [19] se puede reescribir como:

lig rec

S W gﬂ Y ZLI Faf L po

ri =] j=]£rl]

Computacionalmente, el volumen ocupado por los dtomos del receptor se encierra dentro
de una malla tridimensional y para cada punto de la misma, m, se almacenan en memoria
los tres sumatorios correspondientes a los atomos del receptor que se encuentren a menos
de una distancia limite de ese punto. Para las interacciones electrostéticas, el uso de este
cut-off debe tener en cuenta la no escision del dipolo del residuo (cf. seccion 8).
Asumiendo que un punto de la malla se encuentra razonablemente préximo a un atomo de
la molécula que se esta sometiendo a movimiento, la cantidad rj; se puede reescribir como
Iim, que corresponde a la distancia entre el punto de la malla y el 4tomo de la molécula que
se mantiene fija. Como quiera que rim €s constante (la malla no se mueve en relacién con
la molécula fija), los valores comprendidos en el interior de los sumatorios para la
molécula i se pueden calcular una sola vez y almacenar en cada punto de la malla. La

energia de interaccion vendrd ahora dada por:

lig

Eineraccitn= ) [JX,- M A(P)--/B: M (P) + g, M. (Pi)] [21]

donde M. (P;), Ma (P;), y Mg (P;) representan los valores en los puntos de la malla para las
energias precalculadas electrostética (e), y Lennard-Jones repulsiva (A) y atractiva (B),

siendo P;j la posicion del dtomo en la molécula que se desplaza. Esta posicion se utiliza
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para asignar el valor de energia correspondiente al punto de la malla mds préximo,
directamente o por interpolacién trilinear (Meng, 1992). Cuanto menor sea el ancho de la
malla, mds se aproximardn los resultados de la ecuacion [21] a los resultados de la
ecuacion [20] ya que disminuye el error entre la posicion atdmica verdadera y el punto de
la malla. Esto equivale a asumir que los atomos del ligando se encuentran siempre en
puntos de esta red tridimensional, por lo que el error asumido en esta aproximacion es la
mitad del ancho de la malla. Un espaciado de 0.5 A es adecuado para el calculo del
potencial electrostdtico, que es funcién del inverso de la distancia entre los dtomos
interactuantes, pero para el potencial de van der Waals, al ser funcién del inverso de la
sexta y duodécima potencia de la distancia, es preferible utilizar un ancho de malla de 0.25
A (Pattabiraman, 1985; Meng, 1992).

Como el proceso de docking no deja de ser un "rompecabezas tridimensional"
(Kuntz, 1992), cuya resolucion puede ademds verse sesgada por el propio usuario, se han
desarrollado algunos métodos que intentan explorar las diversas alternativas de forma
automatizada, muestreando los 6 grados de libertad implicados en la disposicién espacial
relativa de dos objetos tridimensionales rigidos. Asi, el programa DOCK (Kuntz, 1982)
primero caracteriza los surcos y las invaginaciones de la superficie de la macromolécula
que pueden constituir sitios diana para el ligando (o sitios alostéricos o sitios sin funcién
conocida), los cuales llena con conjuntos de esferas cuyos centros sirven para crear una
imagen negativa del sitio. A continuacion se utilizan algoritmos para ajustar las estructuras
de los ligandos a la imagen del receptor sobre la base de una comparacion de distancias
internas y para realizar una superposicion de minimos cuadrados, evaluando todas las
posibles orientaciones. La bondad del ajuste se mide mediante un método de puntuacién
simple de la complementariedad de forma (Kuntz, 1982) o, més recientemente, haciendo
uso de un sistema de tanteo triple basado en contactos, potenciales electrostaticos y un

campo de fuerzas intermolecular (Meng, 1992). Con este dltimo marcador, que utiliza
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también una malla tridimensional con valores precomputados para acelerar los célculos,

mejora mucho la calidad de las predicciones.

En otro procedimiento, desarrollado para acoplar sustratos en proteinas (Goodsell,
1990), se combina un método de exploracion conformacional para el ligando con el
célculo de potenciales de afinidad en puntos de una malla tridimensional en la que se
encuentra incluida la macromolécula. La malla de afinidad asi computada para distintos
tipos de dtomos, asi como una malla de potencial electrostatico calculada mediante una
carga puntual de +1, se almacena en memoria y se utiliza a modo de tabla para la

evaluacion rdpida de la energia de interaccion de cada conférmero con la proteina.

Una vez modelados una serie de complejos, es necesario minimizar su energia,
permitiendo la relajacién de todos los dtomos, para su comparacion y para obtener una
estimacion de la entalpias relativas de interaccion del ligando en cada uno de ellos, lo que
proporciona una indicacién de su verosimilitud. En este tipo de calculos (realizados en el
vacio) las interacciones i6nicas y de enlace de hidrégeno estdn sobrestimadas porque las
moléculas no compiten con el agua, que en la realidad actia como disolvente y como
aceptor/donador de enlaces de hidrégeno. No hay que olvidar que las energias de unién
determinadas experimentalmente representan diferencias entre las energias de ligando y
receptor unidos separadamente al agua y la de ligando y receptor unidos entre si (Ward,
1990). Este proceso conlleva una pérdida de entropia que debe compensarse por la energia
de unién que resulta de las interacciones no-covalentes favorables entre ligando y receptor
(Page, 1977; Breslauer, 1987).

Los procedimientos de docking automdtico son preferibles a los interactivos para
la bisqueda de prototipos en bases de datos, y pueden ser de utilidad para el disefio de

nuevos ligandos (Shoichet, 1993).
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10.0 DISENO DE NUEVOS LIGANDOS BASADO EN LA ESTRUCTURA
TRIDIMENSIONAL DEL RECEPTOR.

Si la estructura de la macromolécula diana es conocida, se cuenta con una
inestimable ayuda para generar ideas sobre posibles nuevos ligandos. Uno de los primeros
ejemplos data de 1976, cuando las estructuras tridimensionales de la hemoglobina y sus
complejos con el efector alostérico 2,3-difosfoglicerato inspiraron a algunos
investigadores, utilizando modelos de varillas metélicas del sitio de unién, a disefiar
ligandos con una estructura quimica completamente distinta y un modo de unién diferente
que podian ser utilidad en el tratamiento de la anemia falciforme (Beddell, 1976).

Los modelos CPK o de varillas son adecuados hasta un cierto nivel de complejidad
estructural, més alld del cual surgen problemas que hacen inabordable la exploracién y
manipulacién sistemadtica sin que el modelo sufra una considerable degradacion. Con los
graficos moleculares generados por ordenador, por otra parte, se pueden almacenar
multiples configuraciones del sistema, directamente relacionadas con listas de
coordenadas, y no existe peligro de que el modelo se desarme. Adicionalmente, los
programas de gréficos permiten una variedad de formas de representacion, que no se limita
a la forma molecular sino que incluye propiedades quimicas de interés (Olson, 1992). La
mera inspeccion visual de la superficie que envuelve a los dtomos del sitio activo de una
proteina puede ayudar a comprender el acoplamiento de ligandos e inhibidores. En
algunos casos ha servido incluso para interpretar los coeficientes de los pardmetros QSAR
utilizados en las ecuaciones de correlacion clasicas (Hansch, 1986). Si el sitio se examina
con un ligando ya unido, se puede pensar en introducir variaciones modestas en el ligando
conocido de modo que el ligando resultante se una de forma similar, pero con una afinidad

aumentada. Alternativamente, las dreas y cavidades de la superficie que no estén ocupadas
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serdn indicativas de oportunidades para extender el ligando. En el caso de las enzimas, se
puede pensar en estructuras que mimeticen el estado de transicion predicho para un
determinado sustrato, que en principio deberfan unirse a la enzima mas fuertemente que el
propio sustrato, por lo que pueden resultar buenos inhibidores (Wolfenden, 1991).

Si se utiliza la superficie de Connolly o una superficie de van der Waals, los
atomos del ligando se encuentran alejados un radio de van der Waals de la superficie de la
proteina, lo que dificulta su examen. La superficie de Lee y Richards (1971), por el
contrario, indica directamente las posiciones de los d&tomos de ligando que se encuentran
en contacto de van der Waals. Si se representa el ligando en forma de esqueleto, todos los
atomos que den lugar a buenos contactos de van der Waals se encontrardn muy préximos a
la superficie, por lo que esta representacion puede actuar de guia para mostrar donde se
deberian situar los atomos del ligando para que den lugar a contactos favorables. Si la
superficie ademds proporciona informacién sobre la especificidad quimica de esa zona,
puede encontrar aplicaciones interesantes como herramienta para el disefio de farmacos
(Bohacek, 1992).

Para cuando no se cuenta con ningtin cabeza de serie, o cuando se quieren disefiar
compuestos con una estructura completamente diferente a la de los ligandos conocidos, se
han desarrollado un cierto nimero de métodos que permiten proponer estructuras de
moléculas con afinidad por un determinado sitio receptor de modo automdtico o
semiautomdtico. Una primera posibilidad consiste en realizar una busqueda sistematica en
una base de datos de estructuras tridimensionales (e.g. la Base de Datos Estructurales de
Cambridge, CSD (Allen, 1979) para identificar aquellos compuestos que pueden encajar
en el sitio de interés. El programa DOCK (DesJarlais, 1988) fue una de las primeras
contribuciones a este respecto. La principal ventaja de este método es que las moléculas
investigadas existen realmente y se encuentran en una conformacién de baja energia. El

problema principal, sin embargo, es que no tiene en cuenta la flexibilidad conformacional,
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y es un hecho bien conocido que la conformacién del ligando unido no tiene por qué ser la
misma que la encontrada en la estructura cristalina de la molécula aislada, por lo que
cabezas de serie potenciales pueden pasar desapercibidos por encontrarse en una
conformacién inadecuada para la unién. Un método de estas caracteristicas se encuentra
ademas limitado por la naturaleza y nimero de las estructuras presentes en la propia base
de datos. Més auin, este procedimiento considera al proceso de acoplamiento como una
mera cuestion de geometria, dejando a un lado las propiedades quimicas de los dtomos
individuales, las cuales van a ser determinantes a la hora de formar el complejo. Si las
moléculas son rigidas, las geometrias de unién sugeridas por DOCK pueden
corresponderse bastante bien con las halladas por cristalografia de rayos X, pero cuando
hay cambios conformacionales implicados, la prediccion se hace bastante problematica
(Shoichet, 1993).

Para tener en cuenta tanto la forma como las caracteristicas energéticas del
sistema, conviene recordar que el potencial de Lennard-Jones viene expresado por la

ecuacion:

B
Eu="1-—  [22]

donde r es la distancia entre un par de dtomos no enlazados cuya energia de Lennard-
Jones, Eij, estd descrita por los pardmetros A y B. Para valores de Eij ligeramente
negativos se puede encontrar un intervalo critico de distancias interatémicas, por debajo
del cual enseguida domina el término de repulsion, A, y por encima del cual la
interaccion tiende a desaparecer. Entre estos dos limites existe una zona de atraccion
mutua que puede representarse graficamente como una superficie de contornos. Siguiendo
este razonamiento, se podrian computar las interacciones de un atomo, o grupo funcional,

con los atomos de una macromolécula diana en distintas posiciones, tanto a su través
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como a su alrededor, y obtener asi una serie de valores de energia para cada posicion.
Seleccionando unos niveles energéticos adecuados, se podrian representar graficamente
los contornos tridimensionales de las zonas donde ese 4&tomo o grupo funcional daria lugar
a una interaccion favorable con la proteina. El programa GRID (Goodford, 1985) realiza
justamente esta tarea, para lo que incluye ademads efectos electrostiticos y de enlace de
hidrégeno. Aplicado a un receptor de estructura tridimensional conocida, permite predecir
las interacciones no-covalentes que presenta con una serie de grupos funcionales o
"sondas", caracterizadas por propiedades tales como radio de van der Waals,
polarizabilidad, carga, hibridacion, fuerza y longitud del enlace de hidrégeno, y niimero de
enlaces de hidrégeno que es capaz de donar y aceptar. Esta descripcion detallada es la que
confiere propiedades especificas de interaccion a cada sonda en GRID.

Es sabido que la interaccion electrostitica no disminuye rapidamente con la
distancia y depende de forma critica de la constante dieléctrica del medio. En GRID se
asume que una interfaz plana separa una fase proteica homogénea de constante dieléctrica
{=4 de un disolvente homogéneo de constante dieléctrica e=80. La interaccion
electrostdtica disminuye progresivamente si la sonda o los atomos de la proteina se
acercan a la superficie, y pricticamente desaparece a medida que la sonda entra en la
disolucion (la constante dieléctrica aumenta hasta ({ + €)/2). Los enlaces de hidrogeno son
muy importantes para determinar la conformacion de proteinas, polisacdridos, acidos
nucleicos, moléculas orgédnicas y sus complejos respectivos. Se pueden considerar
interacciones de alcance intermedio entre un dtomo de hidrégeno deficiente en electrones
y una regiéon proxima de alta densidad electronica. Tanto el atomo dador, que esta
covalentemente unido al hidrégeno, como el aceptor son altamente electronegativos, y
cuando se forma el enlace de hidrégeno, la distancia entre ambos es menor que la suma de
sus radios de van der Waals. Cuando la separacidon entre los dtomos implicados es

pequeiia, el enlace de hidrégeno estd gobernado por un equilibrio entre componentes
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atractivos electrostaticos (transferencia de carga, polarizacién y dispersién), y términos
repulsivos de intercambio de electrones. Cuando la distancia entre estos atomos es grande,
el enlace de hidrégeno es casi por completo electrostitico. Algunos potenciales de
mecdnica molecular incluyen un término adicional de enlace de hidrégeno, ademads de los
términos electrostaticos y de van der Waals, para el ajuste fino de las distancias entre los
atomos implicados (e.g. AMBER, ecuacion [3]). En GRID también existe este potencial
para el enlace de hidrégeno, y se formula de modo que la energia sea el producto de tres
términos: E,, una funcién 6-8 que depende de la separacion entre los dtomos, y E; y E,, que
describen la dependencia orientacional de los enlaces de hidrogeno y dependen de la
naturaleza quimica de los dtomos y del dngulo que forma el enlace de hidrégeno con el
atomo diana o con la sonda (Boobbyer, 1989). De los muchos enlaces de hidrégeno
posibles que una sonda es capaz de establecer en una determinada posicion xyz, se
seleccionan los mas favorables sin que se supere 16gicamente el nimero maximo que los
atomos de la proteina o de la sonda pueden donar o aceptar. Los dtomos en GRID son
representados como atomos "extendidos", es decir, esferas, centradas en una carga puntual,
que consisten en un dtomo mds pesado que el hidrégeno y un nimero adecuado de
hidrégenos que se consideran de forma implicita por modificacién de los pardmetros
electrostaticos y de Lennard-Jones del dtomo pesado. De este modo se tienen en cuenta
tanto a los dtomos de hidrégeno como a los pares de electrones sin compartir. Las
funciones de enlace de hidrogeno para GRID han sido recientemente ampliadas a sondas
capaces de formar dos (Wade, 1993a) o mds (Wade, 1993b) enlaces de hidrégeno.

Una de las objeciones que se puede hacer a esta técnica es que en la computacion
de los contornos energéticos no se tiene en cuenta la entropia, que en la practica es un
factor muy importante a la hora de determinar la unién del ligando, puesto que la
liberaciéon de moléculas de disolvente ejerce una importante influencia en el efecto

hidrofébico (Tandford, 1980). Igualmente se puede argiiir sobre la conveniencia de dividir
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un ligando en sondas independientes o de asumir la aditividad entre pares de dtomos. En
cualquier caso, esta metodologia permite estudiar detalladamente los atributos de un perfil
energético en relacién con la estructura de una proteina o un 4cido nucleico, lo que puede
resultar especialmente beneficioso cuando se intentan disefiar nuevos ligandos para que
encajen en una determinada zona del receptor. El programa GRID permite representar
graficamente los sitios mds favorables para cada tipo de sonda (Figura 7), junto con la
penalizacién energética que se debe pagar si el grupo funcional en cuestion no se
encuentra exactamente en el lugar 6ptimo. La proximidad de los contornos proporciona
ademds informacidn sobre la naturaleza y direccion de las fuerzas que actuarian sobre la
sonda. La posibilidad de recontornear a diferentes niveles de energia permite filtrar los

picos pequefios, conservando las caracteristicas principales de la interaccion predicha.

Figura 7. Mapas de GRID para una sonda de carbono sp2 sobre un complejo ADN-

farmaco bis-intercalante.

Los valores de interaccion computados para cada sonda suelen diferir

marcadamente. Es corriente encontrar sitios donde un grupo amino o carboxilo presenta
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energias de interaccion del orden de -15 a -20 kcal/mol, mientras que una sonda de metilo
raramente consigue mas de -4 kcal/mol, como consecuencia de su baja polarizabilidad y
de no poder formar enlaces de hidrégeno. Esta informacién puede ser muy provechosa a la
hora de disefiar ligandos de alta afinidad como posibles fairmacos que contengan grupos
amino o carboxilato, haciendo uso de los sitios de unién favorable presentes en proteinas o

acidos nucleicos que sirven como posibles dianas farmacoldgicas.

Otra caracteristica notable de GRID es que puede utilizarse para la construccion de
mapas de selectividad, que permiten comparar la interaccion de una sonda con dos
ligandos diferentes, por ejemplo, dos isdmeros de una misma molécula. Para ello calcula
la diferencia en energias de interaccion de la sonda con cada isdmero en todos los puntos
de la malla tridimensional. Estas diferencias de energia se pueden asimismo contornear a
un nivel de energia adecuado para mostrar las zonas donde una determinada interaccién
estd mas favorecida en una molécula que en otra (Boobbyer, 1989). También es posible
representar las diferencias en las energias de interaccion entre dos sondas. Utilizando, por
ejemplo, una sonda reducida y una sonda oxidada, el mapa resultante seria indicativo de
aquellas regiones de la macromolécula que unirian un farmaco en su forma reducida, pero
no en su forma oxidada, mostrando asi sitios potenciales de uni6én para agentes
biorreductores, tedricamente mds selectivos frente a células tumorales pobremente

oxigenadas (Reynolds, 1987).

En ocasiones puede no resultar facil traducir a estructuras quimicas concretas las
energias de unién y las posiciones espaciales calculadas con GRID para una posible
interaccion. Cabria la posibilidad de ir posicionando fragmentos moleculares en
determinadas posiciones del receptor, optimizando la formacion de enlaces de hidrégeno y

el relleno de cavidades hidrofébicas, y conectarlos adecuadamente mediante otro tipo de
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fragmentos "puente"”. Este procedimiento, al ser susceptible de automatizacion, puede
resultar muy rapido, y presenta la ventaja de que puede generar una enorme variedad de
moléculas, ya que el nimero de posibles combinaciones de fragmentos es muy grande. El
programa LUDI (Bohm, 1992a,b) se desarrollé para llevar a cabo esta bisqueda semi-
automatizada, en la que el investigador tiene capacidad de decision. Para entender el
funcionamiento de este programa resulta util definir los términos sitio de interaccion,
fragmento molecular, y puente.
- Un sitio de interaccion es una posicion del espacio que no estd ocupada por el receptor
donde un 4tomo perteneciente a un grupo funcional del ligando puede establecer
interacciones favorables con el receptor. LUDI distingue cuatro tipos diferentes de sitios
de interaccion: lipofilico-alifético, lipofilico-aromatico, donador de enlace de hidrégeno y
aceptor de enlace de hidrégeno. Los dos primeros son adecuados para dar lugar a
interacciones hidrofébicas. Los dos ultimos, por el cardcter fuertemente direccional del
enlace de hidrogeno, se almacenan como vectores de modo que contengan informacién
sobre su orientacion.
- Un fragmento molecular es una molécula pequefia o un grupo funcional con geometria
ideal que puede interaccionar favorablemente con alguno de los sitios de interaccién
potenciales.
- Un puente es también un grupo de dtomos con geometria ideal pero que sirve para unir
distintos fragmentos moleculares en una Unica molécula, o afadir un nuevo fragmento a
un ligando ya existente.

Para correr el programa es necesario disponer de:
a) las coordenadas cartesianas del receptor (incluyendo todos los hidrégenos de forma
explicita) en formato PDB,
b) un archivo de distribuciones de contactos no enlazados,

¢) una fragmentoteca (coleccion de fragmentos moleculares en formato PDB),
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d) una coleccion de "puentes" intramoleculares en formato PDB, y
e) la posicion del sitio receptor de interés (en forma de coordenadas para un determinado
punto en ese sitio y una distancia limite como radio de accion).

En un primer paso, el programa calcula los sitios de interaccion potenciales, para
lo cual clasifica a los atomos del receptor en cuatro categorias: (i) donadores de enlace de
hidrégeno (aquellos hidrégenos unidos covalentemente a d&tomos de N 6 O), (ii) aceptores
de enlace de hidrégeno (todos los dtomos de nitrogeno que no estdn unidos
covalentemente a hidrégenos, mas todos los dtomos de oxigeno), (iii) aromaticos (4tomos
de carbono de los anillos aromaticos de fenilalanina, tirosina, histidina y tript6fano), y (iv)
alifaticos: todos los dtomos de carbono alifético.

Para generar los sitios de interaccion, LUDI ofrece una de tres alternativas:

1) seguir un conjunto de reglas geométricas relativamente sencillas (B6hm, 1992b).

2) utilizar distribuciones estadisticas de enlace de hidrégeno y patrones de contactos no
enlazados derivados de la Base de Datos Estructurales de Cambridge (Cambridge
Crystallographic Data Centre, CB2 1EZ, U.K.).

3) emplear los resultados del programa GRID, para lo cual primero encuentra los minimos
y después selecciona un cierto nimero de puntos de baja energia alrededor de cada
minimo sobre los cuales fijar los fragmentos.

El siguiente paso consiste en ajustar los fragmentos moleculares sobre los sitios de
interaccion generados en el paso anterior. Para ello se explora la lista de sitios de
interaccion, utilizando criterios de distancia, para encontrar grupos adecuados de dos, tres
o cuatro sitios sobre los que superponer los fragmentos moleculares: se calculan los
cuadrados de las distancias entre los sitios de interaccion y si estos valores se encuentran
dentro de un determinado margen se procede a encajar el fragmento realizando un ajuste
de minimos cuadrados (RMS) entre los sitios diana definidos en el fragmento y los sitios

de interaccidn, siempre y cuando el RMS sea menor de un valor umbral limite definido
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por el usuario (generalmente entre 0.3 y 0.5 A), y no haya ni solapamiento de van der
Waals ni repulsion electrostética entre el fragmento y los 4tomos del receptor.

La fragmentoteca puede incluir también otras moléculas en conformaciones de
baja energia obtenidas a partir de minimizaciones de mecdnica molecular, y puede ser
ampliada a voluntad. Los fragmentos se tratan como cuerpos rigidos pero se puede tener
en cuenta la flexibilidad conformacional incluyendo en la fragmentoteca distintos
conférmeros para un mismo fragmento. Igualmente, como para fragmentos relativamente
grandes, e.g. dipéptidos o compuestos heterociclicos sustituidos, puede resultar dificil
seleccionar los dtomos que se van a utilizar en el proceso de superposicion, es posible
definir mas de un conjunto de dtomos diana por fragmento.

El dltimo paso que realiza este programa es el de conectar los fragmentos ya
encajados para dar lugar a una sola molécula. Para ello primero identifica los dos
fragmentos mds proximos entre si y después aquellos hidrégenos de ambos fragmentos
que a su vez se encuentran mas cerca uno de otro. Estos dos hidrégenos, junto con los
atomos a los que estdn unidos, se utilizan como sitios de referencia sobre los que situar el
fragmento puente (e.g. -CH>-CHz-, -O-, -CO-, -CONH-, -SO,NH-, etc), en un proceso
andlogo al anterior.

Uno de los inconvenientes de la actual implementacion de LUDI es que, al
considerar a la macromolécula de forma rigida, se rechazan fragmentos por no cumplir la
distancia exigida, cuando ésta podria alcanzarse facilmente mediante pequefos ajustes
conformacionales de la cadena lateral de algin aminoicido clave. LUDI tampoco
distingue entre enlaces de hidrogeno fuertes y débiles, no tiene en cuenta los efectos
entropicos, y requiere de un proceso de optimizacién posterior pues algunos enlaces y
angulos entre fragmentos y puentes pueden estar bastante alejados de sus posiciones de
equilibrio. A pesar de estas limitaciones, y de tratarse esencialmente de un método

geométrico, es una herramienta muy valiosa para el disefio de nuevas estructuras,
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especialmente si se complementa con los mapas energéticos de GRID (Pisabarro, 1993), y
compite muy ventajosamente en cuanto a rapidez con los célculos de mecanica molecular

sobre los diferentes complejos ligando-receptor.

11.0 CONSIDERACIONES FINALES.

El modelado molecular contintia su evolucién aplicando una gran variedad de
métodos computacionales al problema de identificar las complejas relaciones existentes
entre estructuras moleculares y actividades bioldgicas en términos de interacciones entre
los atomos constituyentes. El fin ultimo de utilizar estas relaciones de forma predictiva
para disefiar compuestos con un determinado perfil de actividad ya ha dado sus frutos en
algunas ocasiones. Esta capacidad refleja la introduccion tanto de nuevas metodologias
como de ordenadores con la potencia suficiente para aplicar estos tratamientos al andlisis
de modelos moleculares detallados.

Aunque todas estas herramientas estdn proporcionando una valiosisima
interpretacion fisica de la actividad molecular, no hay que olvidar que la calidad de los
resultados obtenidos va a depender de forma fundamental de la exactitud de las funciones
energéticas utilizadas. Para el estudio de determinadas interacciones electrostaticas
(Gallego, 1993) seria conveniente considerar, por ejemplo, las fluctuaciones en la
polarizacion de las distribuciones electronicas de dtomos y moléculas, aspecto hasta ahora
no cubierto por la mayor parte de los campos de fuerzas actuales, asi como la dependencia
de la distribucién de cargas atdmicas con la conformacion.

La simulaciéon microscépica de los acontecimientos que tienen lugar cuando dos
moléculas difunden en disolucién hasta encontrarse para producir un complejo no es
todavia tratable computacionalmente debido al enorme nimero de moléculas de disolvente

que serian precisas y a las distancias relativamente grandes que hay que salvar. Sin
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embargo, estos procesos presentan mucho interés porque su influencia puede ser decisiva
sobre la velocidad de la reaccion. Para comprender como el comportamiento dindmico
afecta a las constantes de velocidad de asociacidon se han desarrollado una serie de
métodos de simulacion molecular (Case, 1988) basados en técnicas de dinamica
Browniana (McCammon, 1987b) que no se tratan en esta revision no exhaustiva.
Probablemente el ejemplo mejor estudiado es la difusién del anioén superdxido al sitio
activo de la superdxido dismutasa (Sharp, 1987; Case, 1988). Estas simulaciones no se
limitan a la interaccién de pequefias moléculas con enzimas, sino que son aplicables al
estudio de las asociaciones proteina-proteina y proteina-ADN.

Las técnicas computacionales pueden asistir tanto en el descubrimiento como en la
optimizacion de compuestos "cabeza de serie" (Kuntz, 1992). En la préctica, esta
resultando més facil descubrir nuevos compuestos activos con potencias del orden de
micromolar que convertir estas moléculas en inhibidores con constantes de inhibicion (Kj)
del orden de nanomolar (Appelt, 1991). Una K; baja, por otra parte, tampoco es garantia de
selectividad absoluta sobre la diana estudiada, factor que adquiere especial relieve al
considerar posibles efectos adversos. La ventaja de disefiar distintos cabezas de serie
radica precisamente en que, aunque sus K; sean parecidas, probablemente mostraran
diferentes perfiles farmacoldgicos y toxicoldgicos.

Los métodos de modelado molecular actualmente disponibles son posiblemente
suficientes para tratar de solucionar multitud de problemas interesantes, aunque requieren
buenas dosis de creatividad, ingenio y experiencia por parte del usuario. Cuanto menos,
los modelos pueden ayudar a mejorar la percepciéon del problema bioquimico o
farmacoldgico estudiado y pueden sugerir la realizacion de nuevos experimentos. En el
mejor de los casos, proporcionan guias cualitativas, y en ocasiones cuantitativas, para el
disefio de nuevos compuestos.

Las dificultades presentadas no hacen sino abrir nuevas vias de investigacion que
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brindan oportunidades inmejorables para aquéllos que desean dedicarse a la carrera

cientifica.
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