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1 Resumen

Descubrir y desarrollar un farmaco es algo muy costoso en lo cual debemos invertir mucho tiempo y
dinero, donde las moléculas que estudiamos no siempre resultan aptas o eficaces terapéuticamente.
Una de las herramientas para solventar estos problemas son las técnicas computacionales basadas en
cribados o filtrados virtuales, haciendo del proceso de descubrimiento algo mas rapido y econémico.
Estas técnicas se basan en programas que recrean acoplamientos moleculares segun las moléculas que
se encuentren en las bases de datos independientes a estos. Asi, el estudio in silico nos dara una
aproximacion sobre si dos moléculas pueden formar un complejo interesante para el estudio o no,
puntuando dicha unién segun una funcién de puntuacién o scoring. Con el paso de los afios estas
técnicas tedricas han ido mejorando de forma muy notoria, aumentando asi su utilidad, valor y
fiabilidad.

Sin embargo debemos mirar hacia el futuro y seguir desarrollando y mejorando estas técnicas, ya que
todavia quedan retos que afrontar, estimulando la innovacién de los métodos que se emplean hoy en

dia en el descubrimiento y desarrollo de farmacos.

Palabras clave: Innovacion, desarrollo, técnicas computacionales, docking, cribado virtual, quimioteca.

Abstract

Discovering and developing a drug is a very expensive thing that we should invest in a lot of time and
money, where the molecules we study, would not always be suitable or therapeutically effective. One
of the tools to solve that kind of problems are developing computational techniques based on virtual
screening, the making of the discovery process to be faster and cheaper. These techniques are based
on programs that recreate molecular docking, according to the molecules in which are found in
independient databases. Thus, the in silico study will give us an approximation on whether or not the
two molecules can form into an interesting complexion for the studies, scoring that union through a
scoring function. Over the years, these techniques have been improving in a clear notorious way,
increasing his utility, his value and his reliability.

However we should look into the future and keep develoving and improving these techniques, because
we there are some challenges to fase, stimulating the innovation of methods which nowadays are being

used in developing and discovering of drugs.

Key words: Innovation, developing, computational techniques, docking, virtual screening, molecular

database.
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2 Introduccion

Hoy en dia, con el avance de las tecnologias, estamos desarrollando nuevos métodos para
lograr ganar eficacia terapéutica y abaratar el descubrimiento del farmaco (1). El proceso de
desarrollo de farmacos es largo y costoso, y la tasa de desercion de la nueva entidad quimica
(NCE) suele ser muy alta, generalmente en las etapas posteriores del proceso de desarrollo
del fdrmaco, es decir, durante varias fases de ensayos clinicos (2). Desde que se comienza a
investigar una molécula hasta que ese medicamento llega al mercado pasan entre 10y 15
anos actualmente (24).

De ese modo, para ahorrar tiempo y dinero en descubrimiento y desarrollo de estos, se estan
empleando cada vez con mas frecuencia técnicas de acoplamiento inducido (docking) basadas
en cribados virtuales, con los cuales podremos predecir de forma tedrica y usando técnicas
computacionales, como dos moléculas se uniran y si llegardn a formar un complejo mas
estable. Gracias a las técnicas computacionales podemos probar millones de moléculas
procedentes de bases de datos con las dianas terapéuticas de interés en muy poco tiempo.
Gracias a estos estudios de acoplamiento, miles de moléculas pueden ser evaluadas como
eficaces y seguras a un coste mucho mas bajo que con métodos de descubrimiento

tradicionales, en intervalos de tiempo mucho menores (2).

Sin embargo estas técnicas computacionales aun estan por debajo de las expectativas iniciales
creadas en torno a ellas, ya que el esfuerzo y dinero invertido aun no concuerdan con el escaso
numero de farmacos que llegan al mercado. Pero estos resultados también han repercutido
de forma positiva en otros desarrollos de técnicas computacionales, tratando de eliminar
fallos, para intentar racionalizar y, en base al conocimiento, acelerar y potenciar las etapas
iniciales en el disefio de farmacos (1).

Otra preocupacion sobre estas nuevas técnicas surge al extrapolar una molécula lead a
humanos, ya que previamente se suele testar en animales. Segun la Administracion de Drogas
y Alimentos de los Estados Unidos (FDA), mas del 90% de las nuevas entidades quimicas
prometedoras fallan al ser probadas en humanos. Con el fin de evitar fallos tardios en el
desarrollo de una NCE para su uso valido como medicamento, los estudios de docking se llevan
a cabo en procesos muy tempranos del desarrollo de farmacos (2). La mayoria de los

compuestos que demuestran actividades in vitro con las dianas moleculares fallan en las
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siguientes pruebas, debido de forma comun a pobres actividades relacionadas con
farmacocinética y toxicidad. Se estima que de cada 9000 moléculas biolégicamente activas,
solo una tendrd un uso clinico (5).

Otra técnica computacional que gana importancia con el paso de los afios es el modelado
molecular, el cual debemos llevar a cabo para obtener la estructura tridimensional de una
proteina. Debemos diferenciar el proceso de modelado molecular del de docking (representa
la unién entre moléculas) o del de dindmica molecular (evalia el comportamiento de estas

cuando estan unidas) (26).

Por ultimo podemos afiadir que el descubrimiento y desarrollo de farmacos se ha producido
durante muchos afios con una Unica base de métodos experimentales, y se espera que este
proceso se acelere con el uso de métodos in silico (hecho por computadora o via
computacional). Ademas, esto hace que se entiendan mecanismos de accion o se mejoren las
propiedades de este. Un claro ejemplo es la optimizacién de los farmacos de origen natural,
ya que hoy en dia se estan mejorando propiedades de estos medicamentos como reducir
efectos secundarios o ampliar su potencia (3).

Algunos ejemplos de casos exitosos de farmacos descubiertos a través del cribado virtual son
algunos inhibidores de la anhidrasa carbdnica en el tratamiento del glaucoma, inhibidores de
proteinas del SARS o de la proteasa del VIH o por ejemplo, farmacos para el tratamiento de la

malaria entre otros (6).

3 Materiales y métodos

La investigacién farmacéutica cada vez cuenta con mas métodos computacionales, donde
destacan una gran variedad de programas informadticos y técnicas tedricas, para estudiar
sistemas bioldgicos y quimicos complejos.

El desarrollo de farmacos ha progresado mucho gracias a los avances en métodos
electroscépicos biomoleculares como la cristalografia de rayos X o la resonancia magnética
nuclear (RMN), que han creado diversos avances en el conocimiento de la biologia molecular
y estructural. Mdas concretamente, estas técnicas han permitido la resolucién de mas de

100.000 estructuras de proteinas tridimensionales (3).
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Los esfuerzos por almacenar y organizar la informacién molecular han generado una demanda
muy alta de herramientas informaticas, por lo que lo métodos experimentales o in silico se
han asentado fuertemente en las ultimas décadas gracias al uso de quimiotecas, para
seleccionar asi y lanzar al mercado aquellos candidatos que tienen una mayor probabilidad de
reaccionar eficazmente con la diana y provocar el efecto terapéutico deseado (3).

Gracias a todos estos avances, los métodos de disefio de farmacos basados en la estructura
de la proteina (SBDD) se han convertido en un componente muy importante para la quimica
moderna. El acoplamiento molecular o docking, el cribado virtual basado en estructuras o la
dindmica molecular, que mas adelante desarrollaremos, se encuentran entre las estrategias
SBDD mads utilizadas al aportarnos informacion clave sobre estructuras moleculares y sus

posibles interacciones (3).

Diseno de farmacos basado en estructuras (SBDD)

El SBDD hace referencia al modelado de farmacos sirviéndonos de una estructura proteica ya
conocida, que obtenemos experimentalmente o mediante modelos de homologia
computacional. El objetivo asi es de obtener farmacos con atributos electrostaticos vy
estereoquimicos especificos para lograr una alta afinidad al unirse al receptor, y que suponga
dicha unidén un efecto terapéutico deseado.

Por otro lado existe el LBDD (Ligand base drug desingn) el cual se basa en la estructura del
ligando, por eso, comprender como estos reconocen estructuras y se unen a ellas es de gran
importancia en investigacion y desarrollo farmacéutico (2).

Una vez determinado el complejo ligando-diana, el proceso SBDD se reinicia, comenzando de
nuevo para incorporar modificaciones moleculares y que estas aumenten la afinidad del
ligando por el receptor (3).

Gracias al SBDD nos encontraremos ante procesos los cuales requeriran un tiempo y coste
menor, al reducirnos el numero de posibles ligandos eficaces (que debemos probar

experimentalmente) para una diana concreta (3).
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3.1 Docking

El acoplamiento molecular o docking es uno de los métodos mas utilizados en SBDD debido a
su capacidad para predecir como encajarian dos moléculas entre si, es decir, consiste en
aplicar modelos basados en algoritmos matematicos fundamentados en las leyes de la fisica,
donde sometemos a la proteina y al ligando a un campo de fuerzas y asi se valora mediante
una funcién de puntuacidon como de eficaz sera esa unién. El acoplamiento molecular se ha
convertido en una herramienta esencial en el descubrimiento de farmacos, desde que se

produjera el desarrollo de los primeros algoritmos alld por la década de 1980 (2).

En primer lugar, debemos dejar claro que se asume un conocimiento previo de la estructura
3D, tanto de la diana como del ligando. A las moléculas que muestren algun tipo de actividad
bioldgica las denominaremos hits. A posteriori, debemos encontrar compuestos que tengan
propiedades farmacéuticas atractivas, con baja toxicidad, y otras propiedades
farmacocinéticas de interés. A estas moléculas las llamaremos leads. Para llegar hasta estos,
deberemos desarrollar los hits a través de modificaciones quimicas. Este analisis seria muy
complejo sin las técnicas computacionales, ya que se estima que el nimero de moléculas

sintéticamente factible a desarrollar se encuentra entre 102y 10%* (5).

DESARROLLAR
MODELOS QUIMICOS Y %
BIOLOGICOS v

CRIBADO VIRTUAL

Objetivos terpéuticos

DESARROLLAR
FARMACOS IN SILICO

D LEADS

.
o
Farmaco clinico o
.
.
.
3 .
5 *

Figura 1. Representacion esquemdtica del procedimiento que se da en una molécula hasta

convertirse un fdrmaco aprobado clinicamente.

Una complicacion del docking recae en el conocimiento de las estructuras. El ligando puede

adoptar muchas posiciones dentro del sitio de unién de la diana (1), siendo la flexibilidad del
6
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sitio de unidn un aspecto clave en el proceso de desarrollar un fdrmaco eficaz. Las enzimas y
los receptores pueden sufrir distintos tipos de cambios conformacionales durante el proceso
de reconocimiento molecular (3). Aunque actualmente estas complicaciones ya estan
superadas, es cierto que pueden aumentar el tiempo en obtener un resultado valido,

dificultando asi el estudio.

3.1.1 La funcidn de puntuacion o scoring

Consiste en una ecuacion matematica que nos da un valor Unico con el que cuantificaremos
la fortaleza o eficacia con la que se una a el receptor un ligando cualquiera, donde se evaluara
la unién sumando el nimero de interacciones favorables, tales como puentes de hidrégeno,
interacciones del tipo carga-carga o las interacciones hidrofdbicas. Asi que una vez que
tengamos todas las posibles configuraciones del complejo ligando-diana (poses), esta funciéon
nos dird basandose en dicho componente energético, como de buena es la unién en cada
pose. Gracias a esta funcién conseguimos optimizar el proceso de descubrimiento de
farmacos, ya que nos ayuda claramente a identificar ligandos de alta afinidad (1).

Esto es algo dificil de calcular de forma rapida y con precision, por lo que aunque es muy util
para proponer modelos de unidn, aun no es muy certero para calcular con precision la energia
con la que interaccionan ambos compuestos, debido a todas las aproximaciones que se hacen
para calcular la energia de forma répida, ya que por ejemplo no suelen considerarse detalles
concretos como la entropia. Esto se solucionaria exponiendo ese modelo a calculos mas

refinados con niveles mas elevados de teoria, lo que supondria un tiempo de estudio mayor

(5).

Conocemos 3 tipos de funciones de scoring diferenciadas entre si por los datos usados en su
derivacion: empiricos (obtenidos a partir de andlisis de regresion multilineal entre medidas
experimentales de actividad y diversas propiedades), funciones de scoring basadas en el
conocimiento (haciendo uso de bases de datos de estructuras 3D que mds adelante
comentaremos, donde buscamos cuales son las interacciones mas frecuentes entre ligandos
y dianas) y funciones de scoring basadas en campos de fuerza (donde se usan pardmetros de
mecdnica molecular para descomponer las distintas energias de unién) (1,3).

Cada funcién de puntuacidn tiene sus virtudes y limitaciones, por lo que cada vez se da mas

el uso simultaneo de diferentes metodologias de puntuacién. Esto es muy util ya que combina
7
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las ventajas y también atenua las deficiencias de cada método. Algunos ejemplos destacables

de funciones de puntuacion de consenso son MultiScore, X-Cscore 6 SeleX-CS (3).

3.1.2 El componente estructural y las quimiotecas

Es imprescindible conocer como es la estructura 3D para poder usarla en el proceso de
docking. La estructura de la diana podemos obtenerla de dos formas (2):

e Meétodos experimentales: De gran utilidad puesto que sirven para proteinas y ligandos.
La primera que destaca es la cristalografia de rayos- X, la cual es una técnica de
microscopia de muy alta resolucién con la que podemos ver estructuras a niveles
atomicos. Esto se da gracias a los rayos X, con los que podemos visualizar objetos que
a simple vista no vemos, recurriendo a la utilizacion de fuentes de radiacidon
electromagnética de una longitud de onda caracteristica. A parte se necesitan cristales
para la obtencién de una estructura mas detallada (7). Otra técnica que destaca es la
espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear o RMN, donde se utiliza un campo
magnético potente y ondas de radio de alta frecuencia para producir imagenes muy
detalladas (8)

e Meétodos tedricos: Se basan en modelados por homologia, ya que aunque una proteina
sea desconocida, si comparte cierto porcentaje de identidad con una proteina
conocida, podremos obtener un modelo tridimensional razonable. Asi podremos ver
si dos secuencias son homodlogas o no dependiendo del grado de similitud y la
significancia estadistica del alineamiento (9).

Bases de datos de estructuras de ligandos

Por otro lado, la estructura experimental de muchos ligandos se encuentra a través de la base
de datos de Cambridge Structural Database (CSD) (o puede construirse también con
programas de modelado molecular que mas adelante desarrollaremos).

Esta se establecié en 1965, y es uno de los mayores almacenes virtuales en el mundo de
pequefias moléculas organicas y de estructuras cristalinas metalo-organicas. Contiene mas de
un millén de estructuras analizadas a partir de Rayos-X y analisis de difraccion de neutronesy
hoy en dia es una base de datos de estructuras 3D muy precisa, siendo asi una herramienta
esencial para muchos cientificos por todo el mundo.

El CSD es continuamente actualizado con nuevas estructuras (> 50,000 estructuras cada afio)
y gracias a actualizaciones regulares, cualquiera puede acceder a las nuevas estructuras

publicadas (10).
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Figura 2. Numero de estructuras registradas en el CSD por afio desde 1973, en azul oscuro las

afadidas durante ese ano.

Finalmente podemos confirmar que la quimio-informatica tiene aplicaciones especialmente
valiosas en analisis y manejo de bases de datos moleculares. Algunos otros ejemplos de
colecciones de ligandos usadas con frecuencia en el descubrimiento de farmacos son ZINC,
DrugBank, ChEMBL, Blinding Database y PubChem. Estas bases de datos contienen
informacién para realizar cribado virtual, quimiogendmica, analisis estructura actividad y

reposicionamientos de farmacos, entre otros (5).

Bases de datos de estructuras de proteinas

En el campo de las proteinas destaca una gran base de datos llamada Protein Data Bank (PDB)
en la cual existen multitud de complejos ligando-receptor ya registrados (asi quedan
almacenadas las estructuras tridimensionales) y donde podemos encontrar de forma facil la
estructura de algunas dianas (1).

En la fase de descubrimiento de farmacos, esta base de datos es muy usada por los
investigadores. La estructura de la proteina se puede seleccionar en funcién de la resoluciéon
de rayos X y las condiciones bajo las cuales se obtuvo la estructura cristalina de la proteina
(11).

El PDB contiene en torno a 100,000 registros, la mayoria proteinas, pero también se registran
acidos nucleicos y complejos de ambos. Este archivo es de uso publico sin ningln coste para
los usuarios, y es actualizado semanalmente. Fue establecido en 1971 y contenia
originalmente 7 estructuras. A esta base de datos virtual accede mas de un millén de usuarios

9



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

al afo y seguln un analisis econdmico establecido en 2016, se le otorgd un valor aproximado

de 12 billones de ddlares americanos (11).

DIANA TERAPEUTICA O LIGANDO O PEQUENA
PROTEINA MOLECULA
BUSCAR EN PDB DIBUJAR ESTRUCTURA
APARECE NO APARECE
SELECCIONAR ESTRUCTURA MODELADO SEGUN HOMOLOGIA
DESCARGAR ESTRUCTURA VALIDAR ESTRUCTURA
PREPARACION DIANA TERAPEUTICA PREPARACION LIGANDO

ESTUDIO DOCKING

Figura 3. Representacion estructural de la busqueda de dos moléculas aptas para desarrollar

un estudio docking del complejo que formen.

3.1.3 El proceso de docking

En primer lugar debemos tener en cuenta la flexibilidad de las estructuras ya que estas no son
estdticas, aun asi, si conocemos la zona de unién en la superficie de ambas moléculas,
tendremos mayores probabilidades de éxito.

El protocolo a seguir es muy simple: Primero debemos someter a la proteina y al ligando a un
campo de fuerzas, después medimos con la funcién de scoring la interaccién entre ambas y

por ultimo las ordenamos dependiendo del valor de la funcién de scoring (1,2).

Existen diferentes softwares o programas para llevar a cabo estos procesos, dependiendo de
las estructuras frente a las que nos encontremos. En el docking rigido (ambas moléculas no
tienen grados de libertad internos) no hay demasiada complejidad y se usa para desarrollar

programas de docking nuevos, a pesar de pecar de simplicidad (1).

10
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Después, podemos hablar de docking donde el receptor es rigido pero el ligando adopta
distintas formas (asumimos que la aproximacién del modelo llave-cerradura es aceptable),
donde aqui el principal objetivo serd buscar el ligando (la llave) para la diana rigida. Para
lograrlo se han ido desarrollando métodos o algoritmos implementados en procesos de
acoplamiento molecular. Algunos, como FlexX, FRED o Surflex, se basan en dividir el ligando
en fragmentos e ir analizando estos conformacionalmente, para predecir asi interacciones
proteina-ligando (1,2). Este método basado en ir cogiendo fragmentos conocidos del ligando
y acoplarlos en una region complementaria al sitio de unién secuencialmente, hace que el
algoritmo solo realice la busqueda conformacional para los fragmentos que se van agregando,
disminuyendo asi el grado de libertad que podria tener la molécula respecto a otra que no
fuera dividida previamente. El programa FRED examina todas las posibles posturas dentro del
sitio activo, y las clasifica por complementariedad de forma y caracteres farmacoforos (3).
Durante la busqueda, son las 100 mejores poses (es decir, las que mayor puntuacion
obtengan) las que se someteran a una optimizacién sistematica. La mejor pose serd la que se

use para clasificar al ligando frente a otros ligandos en la base de datos que se emplee (22).

También existen otros programas como CRDOCK y GLIDE que generan las conformaciones del
ligando antes de la operacion del docking, para guardarla en sus bases de datos y usarla
posteriormente (1,4). También se pueden generar conformaciones "in situ”’, como mediante
el programa Dock (1) donde se evalla geométricamente la concordancia entre ligando y diana
o los programas Gold y Autodock (1,2,3) donde mediante algoritmos genéticos (Basados en
conceptos sobre evolucidon o teorias como la de evoluciéon de Darwin o la de herencia de
Lamarck) podemos analizar pardmetros estructurales sobre la estructura inicial de un
cromosoma y a partir de ese, conseguir generar poblaciones de cromosomas con un espacio
conformacional menor a explotar (3).

Existen otros programas, como por ejemplo LigandFit (16) basados en el algoritmo de
Montecarlo, el cual genera de forma completamente aleatoria grupos de rotacién, translacion
y orientacion de ligandos para luego evaluarlos mediante scoring (1). Este se combina con
LigScore, una funcién de puntuacién que produce tasas de aciertos amplias para un grupo de

ligandos conocidos.
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Por ultimo hablaremos de docking flexible, donde se usan unos métodos u otros dependiendo
del grado de flexibilidad de la diana. Aqui la efectividad de los softwares es menor y por eso
tiene mas valor, ya que las dos moléculas que se unirdn pueden cambiar su conformacion,
dotando asi de complejidad al proceso. La flexibilidad se puede abordar desde varios niveles:
permitiendo cierto grado de interpenetracion entre proteinas para que haya cambios
conformacionales implicitamente (soft docking) o realizando multiples recorridos de
acoplamiento desde varias conformaciones (cross docking) (17,18).

También en el docking flexible se usa el algoritmo de Montecarlo ya mencionado
anteriormente. Aqui lo usan programas como Gold, Glide, Autodock, FlexX o ICM,
permitiéndonos realizar el proceso de docking usando diferentes conformaciones para la
diana. Esto es muy util para probar cambios en cadenas laterales del receptor.

El agua cristalografica es un desafio importante en estos procesos de docking, ya que esta se
encuentra unida fuertemente al receptor. Simulaciones basadas en el algoritmo de
Montecarlo consiguen estimar la energia libre de unién para la molécula de agua dada, lo que
nos permite poder discriminar posteriormente entre agua estructural desplazable y agua
fuertemente unida (2).

Otro algoritmo importante en el proceso de descubrimiento de nuevos farmacos es el
algoritmo ANCHOR, el cual se encarga de buscar cadenas laterales de aminodcidos en uniones
del tipo proteina-proteina. Esto sirve para identificar posibles bolsillos de unién, ya que a
veces las dianas cuentan con superficies concavas/convexas explicitas que pueden facilitar de

forma muy clara la unién del ligando (2).

3.2 Cribado Virtual

El cribado virtual o virtual screening (VS) es la aplicacién in silico de un filtrado computacional
de posibles moléculas para seleccionar candidatos a hits, y asi encontrar a aquel que encaje
mejor con algunos criterios establecidos (3,5).

Esto es muy interesante desde el punto de vista del investigador y desarrollador de nuevos
farmacos, ya que de esta forma, se reduce significativamente el nimero de ensayos biolégicos

qgue de forma tradicional serian necesarios para seleccionar una molécula apta (5).
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Las técnicas para llevar a cabo el cribado virtual dependen de la complejidad de la base de
datos que utilicemos y se pueden llevar a cabo diversos filtros, pudiendo usar un cribado
virtual basado en la estructura (docking) si se conoce la estructura 3D, o buscando segun
similitud molecular basada en el ligando cuando no conocemos la diana (5).

El protocolo del virtual screening se basa en 3 pasos: El primer paso es de preparacién de las
estructuras, el siguiente se basa en el filtrado molecular y el ultimo es la prueba in silico. El
paso de la preparacién es el mas determinante, consistiendo en precisar de manera correcta
las moléculas a emplear, asignandolas la geometria, carga y quiralidad adecuada. El filtrado
consiste en seleccionar los complejos que mejor cumplen los parametros o criterios de interés
previamente establecidos. Posteriormente mediante las pruebas con docking obtendremos

los hits candidatos a ser los precursores de un futuro farmaco clinicamente aprobado (20).

Biblioteca de estructuras @

QQ@ e ©

k e . Pruebas in silico ol
: %
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(Acoplamiento

molecular) 3 5
e
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Hibrido (Modelado
de farmacoéforo)
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computacionales
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Evaluacion experimental
Hits experimentales

Optimizacion y desarrollo

Figura 4. Representacion esquemdtica del proceso de cribado virtual

Normalmente las simulaciones se suelen dar en una parte muy concreta de la proteina, como
pasa en métodos como Glide, Dock y Autodock entre otros. A veces suponer que distintos
ligandos van a interaccionar con la proteina en la misma regién lleva al error, descartando asi
otras areas de dicha diana. Para solucionar esto se proponen ciertas alternativas como dividir
toda la proteina en regiones definidas, donde se lleven a cabo simulaciones en todos los sitios
especificados de la proteina simultaneamente. Esto nos podria descubrir nuevos lugares de
union de utilidad (6).
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Existen paquetes de software disponibles libremente que estiman con precisién los
descriptores moleculares para el filtrado de las bases de datos. Estos son muy utiles para
predecir propiedades relacionadas con la actividad (como solubilidad o volumen molecular).

Algunos son Molinspiration, OSIRIS 6 MoKa entre otros (3).

3.3 Superordenadores

La frecuente necesidad de realizar cdlculos cada vez mas complejos nos ha llevado al uso de
los superordenadores, los cuales tienen gran importancia en investigacion cientifica e
industria, ya que son maquinas de computacion formadas por miles de procesadores que
completan en minutos los calculos que un ordenador convencional tardaria dias. Pueden
analizar grandes cantidades de informacion y asi simular a escala molecular de forma mas
réapida las moléculas candidatas a hits para conseguir desarrollar nuevas terapias mas
efectivas o con menores efectos adversos (13).

Actualmente en Espafia destacan superordenadores como el MareNostrum 4 o el IBM Power
9, los cuales usan su capacidad de computacion para simular reacciones y comportamientos
de ciertos virus ante miles de compuestos. Estos superordenadores son capaces de buscar
debilidades estructurales en el virus y poder plantear posibles flancos de ataque al mismo (14,

15).

4 Resultados y discusion

Cabe destacar que las técnicas docking han avanzado mucho en las Ultimas décadas, pero aun
asi, los cientificos se encuentran ante un desafio debido a la frecuente complejidad del
panorama energético de las interacciones entre moléculas. Esta complejidad se debe al hecho
de que la funcidn de energia se descompone en distintos términos (como el potencial de
Lennard-Jones, solvatacidén entre moléculas, enlaces de hidrégeno, fuerzas electrostaticas...)
(29).

El uso del cribado virtual ha conseguido abaratar en tiempo y dinero los procesos de
descubrimiento de farmacos de manera muy notoria. 12 afios de media y unos costes en torno

a 1000 millones de euros es lo que supone llevar a cabo una investigacién, hasta que se pone
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el medicamento a disposicién del paciente como molécula clinicamente apta. Esta industria
es de alto riesgo ya que en torno al 98% de los fdrmacos que se comienzan a desarrollar no
llegan al mercado. Esto es asi ya que las empresas necesitan obtener beneficios para sustentar
los costes de desarrollar un nuevo farmaco (25).

Todas estas técnicas ya mencionadas se estan usando cada vez con mads frecuencia para
resolver problemas de salud publica. Las técnicas computacionales utilizadas con mas
frecuencia en epigenética son los procesos de docking, el modelado por homologiay el filtrado
computacional (20,21).

Un claro ejemplo es lo que ocurre al abordar el tratamiento terapéutico en algunos tipos de
canceres. La metilacién del ADN es un proceso que se produce en el residuo de Citosina, mas
concretamente en la posicién C5. Como los mecanismos de metilacion no se conocen con
certeza, han sido los aminodacidos que participan en el proceso los que han guiado a los
investigadores en sus estudios de acoplamiento molecular. Gracias a estos estudios de
docking se pudo observar que el disefo de inhibidores de la DNA Metil Transferasa (iDNMT)
seria una estrategia perfecta para reducir la hipermetilacién asociada a diversos tipos de
canceres (21).

En la actualidad se encuentran en uso clinico algunos de estos inhibidores como son la
azacitidina y la decitabina (Ver imagen 5), ambos aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA) para el tratamiento de ciertos tipos de cancer en los que las células
sanguineas de la médula ésea no maduran (sindromes mielodispldsicos). El problema recae
en la citotoxicidad de estos compuestos, debido a su componente nucleosidico, por lo que se
estdn usando asiduamente técnicas de acoplamiento molecular, para obtener farmacos por
reposicionamiento (explicado a continuacién) y asi obtener hits a partir de procesos de

cribado virtual (21).

Nl)\N Nl XN
k o kN/k
HO
HO OH OH OH
Azacitadina Decitabina

Imagen 5. Azacitidina y Decitabina
15



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

4.1 Reposicionamiento de farmacos

El reposicionamiento de farmacos ha contribuido a ahorrar hasta el 50% de las inversiones en
tiempo y dinero, lo que ha supuesto un beneficio considerable tanto para la industria como
para aquel que padece de dicha enfermedad cuyo farmaco se ha conseguido desarrollar (21).
Podemos afirmar que moléculas similares tienen propiedades similares. Aunque esto no
siempre sea asi, gana cierta importancia ya que podemos reposicionar fdrmacos, encontrando
nuevas aplicaciones terapéuticas con respecto a la que fueron disefados. Asi conseguimos
reducir la investigacion en tiempo y gastos. Un ejemplo muy caracteristico es el
reposicionamiento de la olsalazina, farmaco antiinflamatorio que fue identificado como
agente hipometilante gracias a una busqueda de similitud asistida computacionalmente en

DrugBank, reposicionando asi dicho fdrmaco como agente anticancerigeno (5).

Durante la ultima década se han usado mucho estas aproximaciones computacionales para
cribar gran nimero de compuestos candidatos a farmacos, debido a su gran utilidad, y se ha
ido desarrollando con rapidez este método en terapias como el tratamiento del VIH entre
otras, ya que mediante aproximaciones basadas en el receptor o ligandos conocidos, tratamos
de encontrar antagonistas de CXCR4 y CCR5. Gracias al VS, se ha conseguido mejorar los
modelos de receptores a ambas dianas, llevando a cabo ensayos con ligandos conocidos de
mayor afinidad. Para llegar a este punto, se han usado bases de datos de inhibidores de

CXCR5/CCR5 y supuestos inactivos, muy parecidos en propiedades a los activos (12).

Esta optimizacidon de farmacos ha sido algo clave para el desarrollo de muchos. Un caso
concreto es el del Sildenafil, el cual se desarrollé6 como antihipertensivo pero no demostré
efectividad. Por casualidad tras un proceso de reposicionamiento se le vio como altamente
efectivo en el tratamiento contra la disfuncién eréctil. Otros claros ejemplos de
reposicionamiento son fdrmacos cldsicos como la carbamazepina, la pregabalina o la
gabapentina en el tratamiento contra la neuropatia diabética (21).

También destacan otros farmacos como los antihipertensivos Captopril o Aliskiren (Ver
imagen 5), los cuales fueron descubiertos a partir del estudio de su diana (ECA y renina

respectivamente). (6)
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Nombre Farmacéutica que lo desarrollé Uso

Captopril Bristol Myers-Squibb Inhibidor de la ECA (Antihipertensivo)
Oseltamivir Gilead Sciences Inhibidor de la neuroaminidasa (Antiviral)
Dorzolamida Merck Inhibidor de la AC-x (Glaucoma)

Aliskiren Novartis Inhibidor de renina (Antihipertensivo)

Boceprivir Schering-Plough Hep-C (Antiviral)

Imagen 5. Tabla con algunos ejemplos de farmacos desarrollados por técnicas de cribado

virtual

4.2 El éxito en los procesos basados en cribado virtual

Ala hora de sacar conclusiones en la practica, nos guiaremos por los valores RMSD (Root Mean
Square Devitation), que se refieren a distancias y nos dan una idea de la diferencia estructural
de dos topologias. Por esto, usaremos los valores de RMSD para saber cdmo de alejadas estan
las soluciones de docking de una estructura de referencia o de otras soluciones. Gracias a
estos resultados podemos comparar la fiabilidad de un programa de docking frente a una
diana terapéutica de la que tenemos un complejo proteina-ligando o para comparar
directamente distintas soluciones de docking entre si. Asi podemos afirmar que en un estudio
de varias estructuras, la que menor valor de RMSD tenga, encajard mejor respecto a la
estructura de referencia.

En la practica vemos que las tasas de éxito en la unién entre dos moléculas en 0.5, 1.0, 1.5,
2.0 A RMSD son de 19%, 47%, 60% y 64% respectivamente. Apenas hay ligandos acoplados
entre 1.5y 2.0 A (4% promedio) y una pequefia fraccién entre 1.5y 2.0 A (13% promedio).
Esto nos indica que cuando un programa de acoplamiento molecular reconoce el modo

correcto con el que se enlazan las moléculas, generalmente lo reproduce con alta precision.

Para evaluar el rendimiento relativo, se calcula la probabilidad de que un método
determinado sea el mejor para una sola ejecucidn. Los dos programas mas diferenciables son
Glide XP y FlexX, ya que este ultimo tiene un 17% mas de probabilidades de que funcione

mejor en la reproduccién de estructuras que Glide XP (Ver tabla 6) (22, 23).
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Tabla 6. Grdfica de barras que nos muestra valores RMSD que consiguen los distintos
programas docking, donde la franja gris (0.5 A), la verde (1.0 A), la azul (1.5 A) y la roja (2.0

R) nos resumen la calidad de acoplamiento que genera dicho programa.

En definitiva, usar programas de docking para descubrir hits y poder optimizar a leads es un
acto que realmente merece la pena, ya que se estima que se tienen 99% mas de
probabilidades de obtener un resultado satisfactorio que usando métodos aleatorios. Los
mejores programas tienen aproximadamente un 75% de probabilidad de dar a una molécula

activa una mejor puntuacién de scoring que el de una inactiva (22).

5 Conclusion

En definitiva, estd claro que las nuevas técnicas de acoplamiento molecular estan abaratando
los costes de las investigaciones y reduciendo el tiempo en el que estas se llevan a cabo y
aunque no sean capaces de sustituir a las pruebas bioldgicas, ganan mucha importancia a la
hora de optimizar tiempo y recursos. El avance de la tecnologia se esta aprovechando con
rédito para asi hacer llegar al mercado mas farmacos y a menor coste, para el beneficio de la
poblacion.

Sin embargo debemos tener expectativas realistas respecto a lo que las técnicas
computacionales nos ofrecen, ya que aun es bastante bajo el nimero de moléculas que llega
a comercializarse comparado con las que se proponen. Pero esto no supone un problema ya
gue la mejoria con el paso de los afios es evidente, simplemente hay que ir corrigiendo los
problemas con los que las técnicas de cribado virtual se topan e ir puliendo estas para obtener
moléculas leads de forma mas precisa. Invertir en el desarrollo de farmacos debe ser algo
crucial para conseguir resultados terapéuticos mas precisos y beneficiar asi a los ciudadanos.
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