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Resumen

Existen dos enfoques para predecir la actividad biolégica de una coleccion de compuestos in
slico: en uno, conocido como disefio basado en la estructura, las moléculas candidatas son en-
frentadas a una diana proteica de estructura conocida gracias alatécnica del docking; en €l otro,
conocido como disefio basado en ligando, no se dispone de la estructura de la proteina, pero se
busca un compuesto basandose en su similitud con ligandos conocidos o con model os de farma-

coforo. Ambos permiten cribar de forma virtual grandes colecciones de compuestos.

En e tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas, como & Alzheimer o € Parkinson,
el uso de farmacos multidiana es una estrategia prometedora porque permite modular diferentes
dianas terapéuticas implicadas en la patologia. Entre ellas se encuentran: la kinasa ROCK, la
MAO y las especies reactivas de oxigeno. Mediante la técnica del docking se han ensayado una
serie de farmacos multidiana. Los siguientes han mostrado mejor capacidad de unién a sus res-
pectivas dianas: fasudil 6-cafeico como inhibidor de ROCK con actividad antioxidante, y fasu-
dil-propargilo como inhibidor de ROCK y de MAO. Por lo que, de confirmarse su actividad in

vitro, fasudil 6-cafeico y fasudil-propargilo serian dos buenos hits.
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Introduccion

En la presente introduccién se expondra brevemente el proceso de descubrimeinto de nuevos
farmacos, a continuacion, se hablara de tres dianas terapéuticas de interés para el tratamiento de
las enfermedades neurodegenerativas para, finalmente, proponer una serie de férmacos
multidiana en €l tratamiento de estas enfermedades.

1 DESCUBRIMIENTO DE NUEVOS FARMACOS(1)
El desarrollo de un nuevo principio activo es un proceso largo y costoso. El principal objetivo a

alcanzar es descubrir unamolécula con la actividad biol 6gica deseada. Aungue hay muchas vias
gue permiten alcanzar este punto, hoy en dia, existe un procedimiento basi co.

En primer lugar, se identifica la necesidad terapéutica que se quiere cubrir, para asi poder
identificar ladianaapropiada. Después, se establece el procedimiento por € cual sevan aensayar
los posibles candidatos a nuevos farmacos. Actualmente, gracias a desarrollo de técnicas in
vitro, como € cribado de ato rendimiento, se pueden ensayar grandes colecciones de
compuestos. Las colecciones se generan gracias a la quimica combinatoria, que permite la
sintesis de formarapiday automatizada de gran cantidad de compuestos.

El cribado de ato rendimiento permite automatizar el proceso de ensayo delaactividad biol6gica
de una molécula frente a la diana de interés. Los compuestos que presentan actividad en este
cribado son los Ilamados hits. A partir de estos, se sintetizan andogos para maximizar su
actividad y selectividad. Uno de €ellos, el més adecuado, sirve como cabeza de serie o lead. La
sintesis de andl ogos también permite establecer larelacion estructura-actividad (SAR).

Una vez identificado el cabeza de serie, se optimiza su perfil de toxicidad y sus propiedades
farmacocinéticas. Llegado este punto, s e principio activo cumple los requerimientos

necesarios, se puede continuar hastallegar a desarrollo clinico.

1.1 DISENO DE FARMACOS ASISTIDO POR ORDENADOR
L os métodos computacionales son especialmente Utiles en la fase de identificacion de los hits.

Por gjemplo, cualquier diana biol dgica de estructura conocida, o que simplemente tengaligandos
conocidos, puede ser evaluada computacionalmente para identificar hits, ya sea utilizando €l
disefio de novo, en @ que las nuevas molécul as se disefian de cero; o haciendo un cribado virtual
de una biblioteca de compuestos.(2)
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Una herramiento indispensable en la busqueda in silico de nuevos farmacos es e modelado
molecular. Se utiliza para representar la estructura tridimensional de las moléculas. De esta
forma, es posible: elaborar un modelo tridimensiona de la union de un f&rmaco a su diana
biolégica, visualizar las interacciones farmaco-receptor, establecer una relacion estructura
actividad, y desarrollar asi, de forma racional, nuevos medicamentos con actividad
optimizada.(3)

2 ROCK()

La proteina ROCK o también conocida como Rho-associated coiled-coil-containing protein
kinase es un importante punto de confluencia de | as vias de sefidizacion celular responsables de
regular el citoesqueleto y la contractilidad de la miosina. Interviene en € crecimiento axona y
la estabilidad de las sinapsis.

Existen dos isoformas de esta enzima. ROCK-I y ROCK-II. La ROCK-Il se expresa
mayoritariamente en sistema nervioso central, y la ROCK-I en tgjidos no neuronaes como en

corazon o pulmon.

2.1 ESTRUCTURA oH
La proteina ROCK es una enzima dimerica con actividad serina/treonina

kinasa. Catalizalatranferenciade un grupo fosfato desdelamoléculade ATP | jj% N
wN] « M
hasta el hidroxilo de un residuo de serina o treonina de una proteina sustrato. y j\OH oA

Por €llo, tiene un sitio de unién a sustrato y otro a ATP. En la proteina | ™ o’

sustrato, la adicion de un grupo fosfato provoca ladesaparicion o formacion g 1 Fosorilacion de los re
siduos de serina y treonina de

de interacciones; induciendo asi, un cambio conformacional que puede |y oteinas sustrato
exponer o cerrar, segun laproteina, € centro
activo (Fig. 2). (5)

El centro catalitico delaROCK se encuentra
en & extremo amino terminal y esta seguido

por € dominio de unién a la proteina Active site

(closed)

RhoGTPasa. Por otro lado, € dominio Fig. 2 Cambioconformacional en una protefnainducido por fosforilacion

carboxi terminal es capaz de doblarse sobre € centro activo, formando una extructura
autoinhibitoria que mantiene ala enzima en un estado inactivo. (Fig. 3)

~Active site
(open)
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2.2 ACTIVACION DE ROCK
L Fig. 3 Mecanismo de activa- External GDP
ROCK esun efector de laRhoGTPasa, una subfamilia | cisn de ROCK por Rho o % .ngchm
dentro del grupo de las GTPasas RAS. Estas GTPasas &
intervienen en multiples vias de sefializacion, pasando

de un estado inactivo (unido a GDP) a uno activo
(unido aGTP). Cuando estén activas, las RhoGTPasas ) ——
activan multiples efectores, entre ellos la ROCK. Rt oy loop Fetve FOCK

ROCK también puede activarse independientemente de RhoGTPasa; gracias a segundos
mensgjeros, como el &cido araquidonico, o durante la apoptosis, cuando la caspasa 3 escinde €
extremo C-terminal autoinhibitorio dando lugar auna ROCK constitutivamente activada.

2.3 EUNCION (6)
ROCK activada regulalafuncién de las cadenas ligeras de miosina (ML C) por:

GTP

- Fosforilacion directa de ML C permitiendo la contraccion.

- Fosforilacion e inhibicion de la fosfatasa de las cadenas

ligeras de miosina (MLCP).
. Fosforilacion de lakinasa LIM (LIMK). M‘_ Actve FOCK

Deestaforma, laROCK, al regular la contractilidad de la actina

y de la miosing, es determinante en la contraccion muscular y
en la organizacion del citoesqueleto. El efecto global de su \
Actin-myosin Growth-cone
aCtIVI dad es: interactions collapse
- Entgido muscular, aumentala contraccion. Cel contraction,

stress-fibre formation,
growth-cone collapse

- Entgido tumoral, aumentalainvasividad. -
B . o Fig. 4 Sustratos de ROCK y efectos de su
- En tgido nervioso, provoca € colapso del crecimiento fosforilacion.

axonal, influyendo negativamnete en la neuroregenaracion y en la supervivencia neuronal.

Ademas, gracias a la supresion de la expresién de ROCK o a la inhibicién de su actividad
mediante pequefias moléculas en modelos animal es de enfermades neurodegenerativas, se vid
unamejoriaen el fenotipo de laenfermedad. Por ello, laROCK esunadiana para€ tratamiento
de estas enfermades.(4)

2.4 INHIBIDOR DE ROCK: FASUDIL
Fasudil es € Unico inhibidor de ROCK aprovado para uso clinico. Desde 1995, se usa en Japén

como vasodilatador en el tratamiento del vasoespasmo cerebral después de una hemorragia.(4)

-6-
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Fasudil es un ihibidor competitvo dd sitio de union a ATP de ROCK. Su principal HN//\
metabolito hidroxifasudil tiene mayor capacidad inhibitoria frente a ROCK. LN

~0
Fasudil se une a sitio activo dela ROCK de la siguiente forma:(7) %
—N

- El fragmento de isoquinolina ocupa e mismo lugar que el de laadeninadel ATP.  Fig. 5 Fasudil

- Lasulfamiday € anillo de homopiperazinase alojan en laregion
donde se une la ribosa. La sulfamida interacciona con € Asp?'®
via una molécula de agua.

- El nitrégeno de laisguinolina actda como aceptor en el enlace de
hidrégeno con el nitrégeno delaamidadelaMet™®, mientras que
el Carbono 1 de la isguinolina actia como donador en € enlace
de hidrégeno con el carbonilo delaamidade Glu'™. Este dltimo

enlace de hidrogeno entre e CH de un anillo aromético

heterociclico y un oxigeno no es comun, pero hay estudios que

. . Fig. 6 Fasudil unido al sitio de unién a
avalan su existencia (8). ATP de ROCK, estructura obtenida por

. . . . . , difraccion de rayos X. Codigo PDB:
- Laamina secundaria del anillo de homopiperazina acta como 2gqyv

aceptor en el enlace de hidrégeno formado con el Asp®.

3 MONOAMINO OXIDASAS)
Las monoamino oxidasas (MAQ), son flavoenzimas que catalizan reacciones de desaminacion

oxidativa de neurotransmisores (noradrenalina, dopamina y serotonina) y también de aminas
primarias exdgenas. Su cofactor, flavina adenina-dinucledtido (FAD), interviene en un proceso

de transferencia de un solo €ectrén. Existen dos isoformas:

- MAO A: degrada noradrenalinay serotonina, sus inhibidores son antidepresivos

- MAO B: degrada dopamina, sus inhibidores son antiparkinsonianos.

3.1 MECANISMO DE LA DESAMINACION OXIDATIVA CATALIZADA POR MAO

La desaminacién oxidativa se lleva a cabo de la siguiente forma:

1 La amina sustrato cede un electron al sistema de flavina

2. Laenzima desprotona la amina oxidada.
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3. Los radicaes derivados de la fla

202
ENZ E—S S { ENZ §— S/I:E
vinay la amina reaccionan entre si I\(NH
FIOX

paradar unao,a-diaminainestable. A,
., . _+ HO
4. Regeneracion de la forma oxidada H 1 %R‘C”—N”Zﬁz
delaflavinaa partir delaformare- L o
L B If b o
. oo AN NH ENZ 8—S' z
ducida procedente del paso 3. me NI —3> ¢ H/JC(LNL(T“
S Hidrdlisis de la imina protonada oY e
R—CHz—NH,
procedente del paso 3. o A
—» | R=CH>—NH,
ENZE—BH-}

Fig. 7 Mecanismo de la desaminaci 6n oxidativa catalizada por MAO

3.2 INHIBIDORES DE MAO

La inhibicién de la MAO es una estrategia utilizada en € tratamiento de cl L
. . L . o~ NMN_F

algunas patologias. Por ggemplo, inhibir la MAO A puede resultar intere-

sante en e tratamiento de la depresion, ya que esta patologia est relacio- £ g Giorgiiina

nada con un déficit en serotoninay noradrenalinaen sistema nervioso central (SNS). Su inhibi-

cion, con laclorgilinapor g emplo, aumenta los niveles de dichos neurotransmisores en SNS.

Laenfermedad de Parkinson, relacionada con unadisminucion de la actividad dopa-
minérgica en la sustancia de negra en SNS, sigue una estrategia terapéutica similar. @NH\
N

Al inhibir la MAO B selectivamente, con rasagilina por gemplo, se consigue au- Fig. 9 Rasagilina

mentar |os niveles de dopamina.

Por otra parte, en la reaccion catalizada por la MAO se generan radicales libres que, como se
explicara mas adelante, estén implicados en procesos neurodegenarativos como los que se
producen en la enfermedad de Parkinson o Alzheimer. Por ello, inhibir la MAO tiene también

un efecto neuroprotector que resulta interesante para el tratamiento de estas enfermedades.

El mecanismo de inhibiciéon de la

E_S —> —» §—
MAO por la clorgilina y la H?/@N Y K/NH : «j@: L(NH

ap- Flox - O)
rasagilinaes el que se muestraen ﬁe -
. N */R — f‘/\ =R
la Fig. 10. H CHs H Z Chy CH3

Setratade unainhibicién suicida,

donde e farmacoforo de propar- /\,C[ N NH E_S/j@[ X NH

gilamina reacciona con e cofac-

CH C\

Ne )NCH

. . || \/ I

tor FAD uniéndose covalente- N SN
H3C/ SR He” R

mente aél. Fig. 10 Mecanismo de inhibicién de la MAO

-8-
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4 RADICALES LIBRES Y ESTRES OXIDATIVO(®)
Un radical o radical libre es una especie quimica con un electron desapareado. Suelen ser muy

reactivosy, por tanto, dificilesde aidar.

En los sistemas biolgicos, e oxi- o, 16 o SN dsmumien
o (superomdo)& 2 2 2
geno es € principal promotor de <op
radicales libres por su capacidad 0.+ 1e+ 1 —» op 2Mm Lo oon oL, Lo
(peroxido) (perdxido de hidrégeno) (radical hidroxilo)
de aceptar electrones de uno en f1e
HO + HO

uno. De esta forma, |a adicion del Fig. 11 Formacion de las especies reactivas de oxigeno

primer electron forma el radical superéxido; y ladel segundo, €l anidn perdxido que se protona
y forma el perdéxido de hidrégeno. El peréxido de hidrogeno también se puede formar por per-

mutacion de dos moléculas de superdxido gracias ala superoxido dismutasa (SOD).

A partir del peroxido también se puede formar el

0, Fe?*
radical hidroxilo por catélisis de iones metalicos, X >\1e o' Radical hidroxilo
0, Fe3*

reaccion conocida como reaccion de Fenton. En O T o

los organismos aerobios, estos electrones provie-

Reaccion global:

nen de la cadenarespiratoria, donde e oxigeno es H0, + O; " —3 O, + HO + HO

s ., . Fig. 12 Reaccion de Fenton
el aceptor Ultimo. También se generan radicales

durante la actuacion de ciertas enzimas como la Ciclooxigenasa o laMAO.

L os radicales generados, se denominan espe-

cies reactivas de oxigeno. Estas especies d
o + O'i
ser altamente reactivas, en especia € radica e —

new radical

(Femon) reactions

hidroxilo, van agenerar una serie de dafios en \L
las estructuras celulares. Destaca la peroxida- E
cion de los acidos grasos poliinsaturados de +{
los fosfolipidos de la membrana celular. Al

S I
ser una reaccion radicalaria, € proceso se T 3

,‘ Intact adjacent
_0-0° ! chain

mantiene a s mismo (fase de propagacion),
extendiéndose a zonas cada vez mayores de Fig. 13 Peroxidacion de fosfol ipidos de membrana

la membrana, produciendo finalmente la muerte celular.
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4.1 ESTRES OXIDATIVO Y ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS (9)

El estrés oxidativo es resultado de la produccion desregulada de especies reactivas de oxigeno y
juega un papel importante en el desarrollo de las enfermedades neurodegenerativas, pues cola
bora en la muerte y disfuncion de las neuronas gque contribuye a la patogenia de la enfermedad.
Ademas, € tgjido cerebral es bastante vulnerable al dafio oxidativo a causa de: su alto consumo
de oxigeno, su relativamente bajo nivel de antioxidantes, su baja capacidad regenerativa y la

gran presencia de lipidos insaturados susceptibles de sufrir peroxidacion.

4.2 TERAPIA ANTIOXIDANTE

Una forma de contrarrestar €l estrés oxidativo es la utilizacién de antioxidantes captadores de
radicales (radical scavengers). Son moléculas que, al reaccionar con las especies radicalarias,
son capaces de estabilizar € electron desapareado evitando que se inicie una nueva fase de pro-
pagacion.

Esta estabilizacion ocurre en los derivados fendlicos como el acido cafeico o € resveratrol, que
pueden tener electrones desapareados sobre &tomos de oxigeno y sobre &omos de carbono veci-
nos a un doble enlace. Sus radicales son estables gracias a la dedocalizacion del electron des-

apareado sobre la nube © aromatica.

OH OH OH OH
x- < O PREIENSN
Wm\o OH _>6 O N O OH‘:’ O o> N o)

Fig. 14 Captacién y estabilizacion de un radical por el resveratrol Fig. 15 Acido cafeico

5 FARMACOS MULTIDIANA Y ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS(10)
L os farmacos multidiana son aquellos que se han disefiado racionalmente para unirse de forma

especifica a dos 0 més dianas bioldgicas. Tienen su utilidad en enfermedades multifactoriales,
como las neurodegenerativas, en las que redes compleas de proteinas se encuentran desregula-
das, por lo que laaproximacion tradicional un farmaco unadianano es efectiva. Ademas, en los
sistemas bi ol 6gicos existen funciones redundantes y mecanismos compensatorios que hacen di-

ficil alterar un fenotipo apuntando a una sola diana.
Por todo €ello, los farmacos multidiana presentan una serie de ventgjas:(11)

- Aumento de la eficacia gracias a efectos sinérgicos o aditivos a modificar varias dianas te-
rapéuticas de forma especificay simultanea.
-10 -
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- Las propiedades farmacocinéticas se simplifican, ya que no es necesario sincronizar varias
especies quimicas.

- Los estudios toxicologicos y los ensayos clinicos se simplifican, ya que solo se desarrolla
una sola especie quimica.

- Sefacilita e cumplimiento terapéutico por parte del paciente pues se reduce el nimero de

formas farmacéuticas.

Unaforma de desarrollar un fa&rmaco multidiana es la fusion de dos especies quimicas con acti-

vidad frente a dos dianas terapéuticas conocidas.

5.1 POSIBLES EJEMPLOS DE FARMACOS MULTIDIANA
Fasudil tiene un grupo amino en su anillo de homopi perazina sus-

ceptible de ser funcionalizado. Por otra parte, cuando se une a la
ROCK, este grupo amino queda orientado hacia el exterior del
bolsillo de union (Fig. 16), por 1o que seriaposible fusionar fasudil
con otra molécula a través del grupo amino para obtener un far-

maco multidiana.(7)

Después de haber visto tres dianas terapéuticas de interés en e

tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas, es posible :

Fig. 16 Fasudil unido a ROCK, estructura obte-

plantear varios f&rmacos multidiana: nida por difraccion de rayos X. Cédigo PDB:
2ESM

- Mediante lafusion de fasudil con écido cafeico se puede obtener un inhibidor de ROCK con
actividad antioxidante (Fig. 18).
- Mediante lafusién de fasudil con el fragmento de propargilo, se puede obtener un inhibidor

de ROCK y de MAO (Fig. 17).

0\ Fig. 18 Farmaco multidiana \ Fig. 17 Farmaco multidiana derivado
- \ NO/N o | derivado dela fusion de fasudil N dela fusion de fasudil y fragmento de
N2 s . o .
Sy, |Yéd do cafeico \\/N\S/éO propargilo

HO
o B %
N —
N

-11-
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ODbjetivos:

- Exponer y explicar |as diferentes aproximaciones en e descubrimiento de farmacos asistido

por ordenador, haciendo especia hincapié en € cribado virtual y latécnica del docking.

- Aplicar € docking a moléculas derivadas de lafusion entre fasudil, fragmentos de propargi-

lamina, y &cido cafeico. Para asi determinar s presentan actividad como inhibidores de

ROCK, de MAO-A, de MAO-B, y efecto antioxidante, es decir, Sl se pueden conseguir far-

macos multidiana para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

Material y métodos

Se realiz6 una busqueda de revisiones en € buscador Pubmed y en la revista Nature reviews

Drug discovery, utilizando combinaciones de |os siguientes términos: “docking”, “virtual scree-

ning”, “structure-based”, “ligand-based” y “drug discovery”. Ademés, se consultaron libros de

quimica farmaceltica

Se utilizaron los articulos que expusiesen de forma general los fundamentos de las diferentes

técnicas de disefio de nuevos farmacos in silico, asi como los que explicasen una técnica en

particular, con especial interésen el cribado virtual y e docking.

1 PARA LA REALIZACION DEL DOCKING:

Las moléculas a ensayar son las siguientes:

1.1 FASUDIL, ACIDO CAFEICO Y DERIVADOS:

S Y o

(o]
_ NS
o ¢, Ho NN
HO k/N ,p
HO S
\ o)
HO o
N
&

z

Fasudil-cafeico: Fasudil 6-cafeico:

fusén entrefasudily  fusion entre un andlogo

acido cafeico de fasudil con anillo de
piperazina (6
miembros) y acido
cafeico

Fasudil-cafeico saturado:

fusion entre fasudil y un
analogo del acido cafeico
gue no presenta a.,3
insaturacion.

-12-
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Fasudil 6-cafeico saturado:
fusién entre un andlogo de
fasudil con anillo de
piperazina (6 miembros) y un
analogo del écido cafeico que
no presenta o, insaturacion.
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Estas moléculas se ensayan frente alaROCK, y se utiliza el Fasudil como referencia. El posible
efecto antioxidante derivado del fragmento del &cido cafeico o de su andlogo saturado no se

mide, ya que latécnica del docking no lo permite.

1.2 FASUDIL, PROPARGILAMINA Y DERIVADOS:

A\ N
\LNW\ ] Z N e
N o
~0
ag as
\ —N
—N
Fasudil-propargilo: Fasudil 6-propargilo:
fusion entre fasudil y fragmento Fusion entre un andlogo de fasudil con anillo de
propargilico através de laamina piperazinay fragmento propargilico através de

secundaria del anillo de homopiperazina la amina secundaria del anillo de piperazina
Se ensayan frente ala ROCK, y se utilizafasudil como referencia. También se ensayan frente a
laMAO-A y MAO-B, y se toma clorgilina 'y rasagilina, respectivamente para cada isoforma,
como inhibidores de referencia

Paralarealizacion del docking se siguieron |os siguientes pasos:

1. Utilizacién de la base de datos Protein Data Bank para descargar en formato .pdb la
estructura, obtenida por difraccion de rayos X, de las siguientes proteinas:
- PDBID: 2ESM. “Crysta Structure of ROCK 1 bound to fasudil” (7)
- PDB ID: 1S2Q. “Crysta structure of MAOB in complex with N-propargyl-1(R)- ami-
noindan (Rasagiline)” (13)
- PDBID: 2BXR. “Human monoamine oxidase A in complex with clorgyline, crystal form
A" (14)

Las tres enzimas estan unidas a un inhibidor, 10 que permite saber cudl es el centro activo.

2. Preparacion delaproteinaparae docking graciasal software Chimera. Se eliminael ligando
unido y € disolvente, y se afladen las cargas. Luego se transforman a formato .pdbgt en
AutoDock Tools.

3. Busquedade las coordenadas que sittian a inhibidor dentro de laproteinagraciasal software
AutoDock Toolsy lafuncionalidad “ Grid Box”. Lugar donde se realizard el docking con las
mol éculas a ensayar.

4. Preparacion de las moléculas a ensayar. Se dibujan las moléculas en ChemSketch, luego se

preparan para el docking en € programa Chimera, donde se afiaden las cargas y se protonan

-13-
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los grupos amino béasicos. A continuacién, en AutoDock Tools, se transforman a formato
.pdbqt con & que se redlizara el docking.

5. Creacion del archivo en formato .gpf (Grid Parameter File) con los parametros de la cuadri-
culaen lacual serealizarael docking. Esta definida por las coordenadasy su tamafio.

6. Creacion dd archivo en formato .dpf (Dock Parameter File) con los pardmetros para larea-
lizacion del docking. Se realizara un docking en 10 conformaciones diferentes delamolécula
aensayar, laestructura de la proteina quedararigida.

Ejecucion del docking gracias alos dos archivos generados.

8. Andisisderesultados. Obtencién de laenergia de union de las conformaciones mas establ es.

Visualizacion de la estructuratridimensional del complejo proteina-ligando y de las interac-

ciones que intervienen.

Resultados y discusion

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la informacion contenida en el mismo.

1 DISENO DE FARMACOS ASISTIDO POR ORDENADOR
Cabe destacar que existen dos enfoques para

Ligand based Structure based

la identificacion de hits asistida por ordena- () a ey | Q cuery
molecule . binding

dor: uno busca un compuesto capaz de unirse site

Database search

Y
o

Database search

auna proteina diana conociendo su estructura

Virtual screening

(structure-based), y e otro busca un com-

o
puesto basandose en su similitud con ligan-

. , (C) ._4 Query Query
dos conocidos o0 con modelos de farmacoforo molecule binding

(Ilgand-ba%d)(Z) E Structure building i Structure building
: oG5> o0 0 hg N @
Por otra parte, el cribado virtual esunaherra- | & 2 +o ¥
. ‘e . « 09, '
mienta Util para cual quiera de estos dos enfo-

. . Fig. 19 Diferentes aproximaciones en la identificacion de hits asis-
gues. Consiste en puntuar y clasificar |asmo- tida por ordenador: (a) Cribado virtual basado en e ligando, (b)

cribado virtual basado enla estructura, (c) disefio “ denovo” basado
|éculas de una coleccién segln su probabili- enel ligando y (d) disefio “ de novo” basado en la estructura
dad de presentar actividad biologica. Por tanto, reduce € nimero de candidatos a testar
por cribado de alto rendimiento, lo que disminuye costes y tiempo, ya que a ser una
herramienta computacional, no es necesario sintetizar lamoléculani aislar ladianatera-

péutica. (15)(16)
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1.1 CRIBADO VIRTUAL BASADO EN EL LIGANDO (LIGAND-BASED VIRTUAL SREENING)
(17)

El método ligand-based se usa cuando no se conoce la estructura tridimensiona de la proteina

diana. Por lo que se intenta recabar informacion a partir de los ligandos con actividad biol6gica
conocida. Ejemplo de ello es e método QSAR (relacion estructura actividad cuantitativa), que
busca relacionar la actividad biol6gica de una serie de compuestos, con sus propiedades estruc-
turalesy fisicoquimicas (lipofilia, polaridad, volumen...). Estas propiedades, denominadas des-
criptores moleculares, se expresan de forma cuantitativa, por gemplo, la lipofilia se cuantifica
mediante Log Py la polaridad mediante el momento dipolar. Parallevarlo a cabo se siguen los

siguientes pasos.

- Seidentifican una serie de moléculas con actividad farmacol6gica conocida frente a una
diana

- Seidentifican y determinan los descriptores molecul ares asociados a las propiedades fisico-
quimicasy estructurales de las molécul as estudiadas.

- Sebuscan correlaciones cuantitativas entre |os descriptores moleculares y la actividad bio-
|6gica de las moléculas estudiadas, de estaforma se genera el modelo QSAR.

- El moddo QSAR se utiliza para generar nuevos compuestos con una actividad bioldgica
optimizada y para cribar colecciones de compuestos.

- Los nuevos compuestos que se postulan se sintetizan y se ensayan experimental mente.

1.2 CRIBADO VIRTUAL BASADO EN LA ESTRUCTURA (STRUCTURE-BASED VIRTUAL

SCREENING) (18) (19)

Este méodo se basa en hacer un cribado computacional de grandes col ecciones de compuestos

de estructura conocida frente a una diana de estructura también conocida.

El cribado virtual basado en |a estructura se realiza mediante una técnica llamada docking. Para
llevarla a cabo, se parte de la estructura tridimensional del complegjo ligando-receptor obtenida
experimental mente mediante espectroscopia de rayos X, seidentificad sitio de union, asi como
las interacciones que se producen entre €l ligando y la proteina. A partir de dichos complejos, se
pueden disefiar nuevos ligandos con igual o0 mayor afinidad. Paraello, es necesario modelizar €l
acoplamiento al receptor de las nuevas estructuras que se postulan, proceso conocido como do-
cking. Asi, € ligando estudiado experimentalmente se sustituye por € que se esta disefiando y
se analiza su capacidad de union ala proteina. (3)
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A diferenciadel cribado de alto rendimiento, se pueden modelizar las interacciones que permiten
la unién entre la molécula candidatay la diana. Esto convierte al descubrimiento de farmacos en

un proceso més eficiente, donde el método de ensayo y error del cribado de alto rendimiento va

dq andO DBSO a métOdOS raCi Onal €s. Receptor & Compound Database

preparation

En lapréctica el proceso consta de las siguientes fases.

Binding site
identification

1) Procesamiento de la estructura tridimensional de la diana de interés,
seidentificad sitio de unién, asi como la conformacion de la macro-
mol écula mas adecuada. También se preparalacoleccién de compues-

tos a ensayar, teniendo en cuenta tautomerias, estados de protonacion,

etC. Scoring
Free Energy of Binding estimate, AG
2) Redlizacion del docking, en inglés acoplamiento. Consiste en enfren- ) !

tar cada compuesto de lacoleccion frente aladianapara poder evaluar : A oo ¢ Laacine_ g

su grado de union. Este proceso se divide en dos etapas: 5\ Y
N\ /4
- Posing: un algoritmo de busgueda genera una serie de posibles 4
conformaciones y orientaciones con las que se puede unir la [ ]

Compound selection & in vitro assays

mol écula dentro del sitio de unién a receptor.
A o et R
- Scoring: estimacion cuantitativa de la energia libre de unién del i Sreee
Fig. 20 Fasesen d cribado virtual ba-
ligando, en una conformacion determinada, a partir de las sadoenlaesructura
interacciones que se establecen entre e compuesto y la diana. Para ello, los progrmas de
docking utilizan una funcién de puntuacién (scoring function), que permite clasificar las
diferentes conformaciones generadas durante € posing en funcion de su energiade union

al ditio activo. (16)

En el caso de unaenzima (E) y un inhibidor (1), e docking intenta predecir la estructura del
complegjo [E+1] en el equilibrio: (20)

(Ellq === [Elsqt+ Iy

(Elaq [Tag
Laenergialibre de union se relaciona con la afinidad de unidn mediante las siguientes ecuacio-

Nes:
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. o= B
AG= RTII’IKA KA—K, _[E][I]

Laenergialibre de unién estimada por lafuncion de puntuacién permite cuantificar lafuerza de
union farmaco-diana. Gracias a€llo, es posible comparar y clasificar una serie de compuestos en
funcidn de su capacidad de union aladiana, y asi seleccionar alos mejores candidatos a futuros

féarmacos.

1.2.1 Limitaciones del docking estatico

Actualmente, €l docking permite realizar de formarapida un cribado de bibliotecas de cientos de
miles de compuestos. Sin embargo, esta vel ocidad computacional se obtiene a costa de la exac-
titud, especialmente cuando se requiere un cambio conformacional de la proteina diana durante
el proceso de union del ligando. Asi, el docking presenta una serie de caracteristicas que limitan
su capacidad predictiva: |a falta de flexibilidad de las dianas o de los ligandos, y no tener en
cuenta ni la solvatacion, ni efectos entrdpicos que intervienen en € proceso de union. Ademas,
como este método solo da una imagen estatica del proceso de unién, no informa sobre
magnitudes cinéticas. En muchos casos, las cinéticas de union son mejores predictores de la
eficaciadd farmaco in vivo que la afinidad de union.

Todas estas limitaciones se pueden abordar mediante simulaciones de dinamica molecular.
Gracias a este método, se puede tener en cuenta la flexibilidad estructural del sistema ligando-
diana a nivel atdbmico. Ademas, las simulaciones son suficientemente largas como para cubrir
todo el proceso de unién del ligando a su diana (desde la desolvatacion completa del compuesto
hasta € estado de unién completa a la proteina diana). De esta forma, se tiene en cuenta la
termodindmica y la cinética del proceso de union. El inconveniente del proceso es su gran
complegjidad computacional. Por €ello, su utilizacion a gran escala, como en procesos de hit-to-
lead u optimizacion de un lead, en muchos casos no esfactible. Sin embargo, gracias a esfuerzo
gue se esta realizando para optimizar € proceso y a incremento de la potencia computacional,
este método |lamado docking dinamico esta muy bien posicionado para sustituir al tradional
docking estatico.(19)

2 RESULTADOS DEL DOCKING

Se obtuvieron las siguientes energias de unién paralas siguientes proteinas:

Enlaprimeralinea de cada tabla, se presentala energia de enlace (kJ/mol) de la conformacién de menor
energia, y enlasegundalinea, la energia dela conformacidn de mayor energia delas 10 conformaciones
ensayadas.
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Fasudil Fasudil 6-cafeico Fasudil 6-cafeico Fasudil-cafeico Fasudil-cafeico
saturado saturado

Cabe destacar que las moléculas ensayadas tienen una energia de enlace en su conformacion de
menor energiasimilar fasudil, por lo que todas ellas tendrian buena capacidad de unién a centro
activo delaROCK.

La Unica que tiene una energia de union més baja que la de fasudil es fasudil 6-cafeico. Esto se
debe a que existen nuevas interacciones entre los hidroxilos del fragmento del acido cafeico con
los residuos de Asp3®® y Asn*®3de un bolsillo hidréfilo de la proteina (Fig. 21). Por otro lado, €

anillo de isoquinolina se desplaza del bolsillo original y desaparecen los enlaces de hidrégeno

presentes en fasudil.

Y .

Fig. 21 Docking de fasudil 6-cafeico con ROCK: izquierda, vista de superficie de la proteina con colores segin polaridad; dere-
cha, se muestran los residuos proximos 'y los enlaces de hidrégeno en verde. Captura de AutoDock Tools.

Por lo tanto, fasudil 6-cafeico y fasudil-cafeico son dos buenos candidatos a farmacos
multidiana. No solamente por tener mejores energias de enlace, sino por su capacidad de
dedlocalizar un electron desapareado através del enlace o, insaturado. Esta caracteristica, que
les diferencia de sus ana ogos saturados (fasudil 6-cafeico saturado y fasudil-cafeico saturado),
es muy probable que aumente su capacidad antioxidante. No obstante, esta hipétesis tendria

que ser verificada experimental mente.
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ROCK:

Fasudil- Fasudil 6-
propargilo propargilo

MAO-A:

Clorgilina Fasudil- Fasudil 6-
propargilo propargilo

MAO-B:

Rasagilina Fasudil- Fasudil 6-
propargilo propargilo

Si se buscan farmacos multidiana con capacidad deinhibir laROCK y laMAO, sin duda, fasudil-
propargilo y fasudil 6-propargilo son buenos candidatos. Presentan en todos |os casos, salvo en

fasudil 6-propargilo frente aROCK, energias de enlace inferiores alosinhibidores de referencia

Fig. 20 Superposicion del docking defasudil-propargio (gris) y fasudil (rosa) con ROCK. | zquierda, vista de superficie de la pro-
teina con colores seguin polaridad; derecha, se muestran los residuos proximosy |os enlaces de hidrégeno en verde. Captura de Au-
toDock Tools.
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Cabe destacar que la unién fasudil-propargilo con la ROCK es la mas estable (-10,43 kJ/moal).
Esto se debe alainteraccion entre el grupo amino protonado del anillo de homopiperazinay el

residuo de Asp*®(Fig. 20). Por & contrario, lainteracion en e caso del Fasudil no es tan fuerte

porque la distancia con este residuo de Asp®® es mayor.

Conclusiones

El disefio de farmacos asistido por ordenador es un método en auge por dos motivos principal -

mente:

1. Permite hacer un cribado de grandes colecciones de compuestos de una forma totalmente
virtual, reduciendo asi costesy tiempo en las siguientes etapas de desarrollo. En efecto, gra-
ciasalaaltadisponibilidad de estructurastridimensional es de potencial es dianas terapéuticas
y alatécnica del docking, actualmente es posible ensayar cualquier molécula frente a una
proteina.

2. El desarrolloinsilico abrelapuertaa disefio raciona de nuevas estructuras, gracias a estu-
dio de lasinteracciones diana-ligando.

Ejemplo de ello son los farmacos multidiana disefiados en € presente trabajo como potenciales
tratami entos contra las enfermedades neurodegenerativas, como e Alzheimer o el Parkinson. De
entre los farmacos multidiana producidos a partir de la fusion entre fasudil y acido cafeico, fa-
sudil 6-cafeico es el que muestra mayor afinidad frente ala ROCK durante el docking. Por lo

gue es un buen candidato como inhibidor de ROCK con posible actividad antioxidante.

Deentre losfarmacos multidianaideadosapartir defasudil y el fragmento de propargil o, fasudil-
propargilo es el que muestramayor afinidad de union aROCK y alasdosisoformas delaMAO.
Por 1o que, de confirmarse su actividad in vitro, fasudil 6-cafeico y fasudil-propargilo serian dos
buenos hits.
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