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Resumen 
Existen dos enfoques para predecir la actividad biológica de una colección de compuestos in 

silico: en uno, conocido como diseño basado en la estructura, las moléculas candidatas son en-

frentadas a una diana proteica de estructura conocida gracias a la técnica del docking; en el otro, 

conocido como diseño basado en ligando, no se dispone de la estructura de la proteína, pero se 

busca un compuesto basándose en su similitud con ligandos conocidos o con modelos de farma-

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

En el tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer o el Parkinson, 

el uso de fármacos multidiana es una estrategia prometedora porque permite modular diferentes 

dianas terapéuticas implicadas en la patología. Entre ellas se encuentran: la kinasa ROCK, la 

MAO y las especies reactivas de oxígeno. Mediante la técnica del docking se han ensayado una 

serie de fármacos multidiana. Los siguientes han mostrado mejor capacidad de unión 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 serían dos buenos hits. 
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Introducción 
En la presente introducción se expondrá brevemente el proceso de descubrimeinto de nuevos 

fármacos, a continuación, se hablará de tres dianas terapéuticas de interés para el tratamiento de 

las enfermedades neurodegenerativas para, finalmente, proponer una serie de fármacos 

multidiana en el tratamiento de estas enfermedades. 

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

alcanzar es descubrir una molécula con la actividad biológica deseada. Aunque hay muchas vías 

que permiten alcanzar este punto, hoy en día, existe un procedimiento básico. 

En primer lugar, se identifica la necesidad terapéutica que se quiere cubrir, para así poder 

identificar la diana apropiada. Después, se establece el procedimiento por el cual se van a ensayar 

los posibles candidatos a nuevos fármacos. Actualmente, gracias al desarrollo de técnicas in 

vitro, como el cribado de alto rendimiento, se pueden ensayar grandes colecciones de 

compuestos. Las colecciones se generan gracias a la química combinatoria, que permite la 

síntesis de forma rápida y automatizada de gran cantidad de compuestos. 

El cribado de alto rendimiento permite automatizar el proceso de ensayo de la actividad biológica 

de una molécula frente a la diana de interés. Los compuestos que presentan actividad en este 

cribado son los llamados hits. A partir de estos, se sintetizan análogos para maximizar su 

actividad y selectividad. Uno de ellos, el más adecuado, sirve como cabeza de serie o lead. La 

síntesis de análogos también permite establecer la relación estructura-actividad (SAR).  

Una vez identificado el cabeza de serie, se optimiza su perfil de toxicidad y sus propiedades 

farmacocinéticas. Llegado este punto, si el principio activo cumple los requerimientos 

necesarios, se puede continuar hasta llegar al desarrollo clínico.  

1.1 DISEÑO DE FÁRMACOS ASISTIDO POR ORDENADOR 
Los métodos computacionales son especialmente útiles en la fase de identificación de los hits. 

Por ejemplo, cualquier diana biológica de estructura conocida, o que simplemente tenga ligandos 

conocidos, puede ser evaluada computacionalmente para identificar hits, ya sea utilizando el 

diseño de novo, en el que las nuevas moléculas se diseñan de cero; o haciendo un cribado virtual 

de una biblioteca de compuestos.(2) 
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Una herramiento indispensable en la búsqueda in silico de nuevos fármacos es el modelado 

molecular. Se utiliza para representar la estructura tridimensional de las moléculas. De esta 

forma, es posible: elaborar un modelo tridimensional de la unión de un fármaco a su diana 

biológica, visualizar las interacciones fármaco-receptor, establecer una relación estructura-

actividad, y desarrollar así, de forma racional, nuevos medicamentos con actividad 

optimizada.(3) 

2 ROCK(4) 
La proteína ROCK o también conocida como Rho-associated coiled-coil-containing protein 

kinase es un importante punto de confluencia de las vías de señalización celular responsables de 

regular el citoesqueleto y la contractilidad de la miosina. Interviene en el crecimiento axonal y 

la estabilidad de las sinapsis. 

Existen dos isoformas de esta enzima: ROCK-I y ROCK-II. La ROCK-II se expresa 

mayoritariamente en sistema nervioso central, y la ROCK-I en tejidos no neuronales como en 

corazón o pulmón. 

2.1 ESTRUCTURA 
La proteína ROCK es una enzima dímerica con actividad serina/treonina 

kinasa. Cataliza la tranferencia de un grupo fosfato desde la molécula de ATP 

hasta el hidroxilo de un residuo de serina o treonina de una proteína sustrato. 

Por ello, tiene un sitio de unión al sustrato y otro al ATP. En la proteína 

sustrato, la adición de un grupo fosfato provoca la desaparición o formación 

de interacciones; induciendo así, un cambio conformacional que puede 

exponer o cerrar, según la proteína, el centro 

activo (Fig. 2). (5) 

El centro catalítico de la ROCK se encuentra 

en el extremo amino terminal y está seguido 

por el dominio de unión a la proteína 

RhoGTPasa. Por otro lado, el dominio 

carboxi terminal es capaz de doblarse sobre el centro activo, formando una extructura 

autoinhibitoria que mantiene a la enzima en un estado inactivo. (Fig. 3) 
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   FIGURE 5.5  Activation of protein kinase A by cyclic AMP 
( P  = phosphate).    
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   FIGURE 5.6  Phosphorylation of serine and threonine 
residues in protein substrates.    
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   FIGURE 5.7  Regulation of glycogen synthesis and metabolism in a liver cell.    
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Fig. 1 Fosforilación de los re-
siduos de serina y treonina de 
las proteínas sustrato 

•    cAMP acts as a secondary messenger within the cell and 
activates PKA. PKA catalyses the phosphorylation of serine 
and threonine residues in other enzymes leading to a biologi-
cal effect determined by the type of cell involved.  

•    The signalling cascade initiated by receptor–ligand bind-
ing results in substantial signal amplifi cation and does not 
require the original chemical messenger to enter the cell.  

•    The overall activity of adenylate cyclase is determined by 
the relevant proportions of Gs and Gi-proteins that are split, 
which, in turn, depends on the types of receptors that are 
being activated.  

•    The βγ-dimer of G-proteins has a moderating role on the 
activity of adenylate cyclase and other enzymes when it is 
present in relatively high concentration.  

•    Tyrosine kinases are enzymes which phosphorylate the phe-
nol group of tyrosine residues in enzyme substrates. Serine–
threonine kinases phosphorylate the alcohol groups of serine 
and threonine in enzyme substrates. In both cases, phos-
phorylation results in conformational changes that affect the 
activity of the substrate enzyme.  

•    Kinases are involved in the desensitization of receptors.     

        5.3  Signal transduction involving 
G-proteins and phospholipase C  

      5.3.1  G-protein effect on phospholipase C  
  Certain receptors bind G s - or G i -proteins and initiate a 
signalling pathway involving adenylate cyclase (section 
5.2). Other 7-TM receptors bind a diff erent G-protein 
called a  G q -protein , which initiates a diff erent signalling 
pathway. Th is pathway involves the activation or deactiva-
tion of a membrane-bound enzyme called phospholipase 
C. Th e fi rst part of the signalling mechanism is the inter-
action of the G-protein with a receptor–ligand complex as 
described previously in  Fig.  5.1  . Th is time, however, the 
G-protein is a G q- protein rather than a G s  or G i -protein, 
and so an α q -subunit is released. Depending on the nature 
of the released α q -subunit, phospholipase C is activated 
or deactivated. If activated, phospholipase C catalyses the 
hydrolysis of  phosphatidylinositol diphosphate  (PIP 2 ) 
(an integral part of the cell membrane structure) to gen-
erate the two secondary messengers  diacylglycerol  (DG) 
and  inositol triphosphate  (IP 3 ) ( Figs  5.9   and   5.10  ).   
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   FIGURE 5.8  Conformational changes in a protein, induced by phosphorylation.    
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   FIGURE 5.9  Activation of phospholipase C by an α q -subunit.  
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Fig. 2 Cambio conformacional en una proteína inducido por fosforilación 
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2.2 ACTIVACIÓN DE ROCK 
ROCK es un efector de la RhoGTPasa, una subfamilia 

dentro del grupo de las GTPasas RAS. Estas GTPasas 

intervienen en múltiples vías de señalización, pasando 

de un estado inactivo (unido a GDP) a uno activo 

(unido a GTP). Cuando están activas, las RhoGTPasas 

activan múltiples efectores, entre ellos la ROCK.  

ROCK también puede activarse independientemente de RhoGTPasa; gracias a segundos 

mensajeros, como el ácido araquidónico, o durante la apoptosis, cuando la caspasa 3 escinde el 

extremo C-terminal autoinhibitorio dando lugar a una ROCK constitutivamente activada. 

2.3 FUNCIÓN (6) 
ROCK activada regula la función de las cadenas ligeras de miosina (MLC) por:  

- Fosforilación directa de MLC permitiendo la contracción. 

- Fosforilación e inhibición de la fosfatasa de las cadenas 

ligeras de miosina (MLCP). 

- Fosforilación de la kinasa LIM (LIMK).  

De esta forma, la ROCK, al regular la contractilidad de la actina 

y de la miosina, es determinante en la contracción muscular y 

en la organización del citoesqueleto. El efecto global de su 

actividad es:  

- En tejido muscular, aumenta la contracción.  

- En tejido tumoral, aumenta la invasividad. 

- En tejido nervioso, provoca el colapso del crecimiento 

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

Además, gracias a la supresión de la expresión de ROCK o a la inhibición de su actividad 

mediante pequeñas moléculas en modelos animales de enfermades neurodegenerativas, se vió 

una mejoría en el fenotipo de la enfermedad. Por ello, la ROCK es una diana para el tratamiento 

de estas enfermades.(4) 

2.4 INHIBIDOR DE ROCK: FASUDIL 
Fasudil es el único inhibidor de ROCK aprovado para uso clínico. Desde 1995, se usa en Japón 

como vasodilatador en el tratamiento del vasoespasmo cerebral después de una hemorragia.(4) 
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Inability to close the ventral 
body wall during ontogenetic 
development, which causes the 
protrusion of intestinal organs.

HAEMORRHAGE
Excessive bleeding, with 
increased blood release from 
blood vessels into surrounding 
tissues or organs.

SUBARACHNOID SPACE
The brain and spinal cord are 
enclosed by three layers of 
connective tissue called the 
meninges.The space below 
(or under) the outermost 
meningeal layer and the middle 
arachnoid meningeal layer 
is the subarachnoid space.
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Insufficient blood supply of 
organs or tissues, very often 
caused by a thrombus or a 
clot blocking a blood vessel.

Figure 2 | Activation mechanism of Rho kinase (ROCK). The carboxy terminus of ROCK 
folds back onto the kinase domain, thereby forming an auto-inhibitory loop that maintains 
the enzyme in an inactive state. Binding of GTP-bound, biochemically active Rho to the Rho-
binding domain (RBD) disrupts the negative regulatory interaction between the catalytic 
domain and the autoinhibitory C-terminal region, resulting in activation of the enzyme in 
response to extracellular signals13. PH, pleckstrin-homology domain.

closing their eyelids and suffer from OMPHALOCOELE, 
ROCKII loss results in intrauterine growth retardation 
and increased fetal death35. A careful analysis, however, 
revealed that the embryonic lethality of ROCKII–/– mice 
resulted from a defect in the placenta–embryo interac-
tion and did not result from defects of the embryo per 
se. Whereas the intrauterine perinatal phenotype was 
only observed in ROCKII–/– mice, the eye-open and 
omphalocoele phenotypes were also observed in these 
mice, indicating that both ROCKs act together in eye-
lid closure and in closure of the ventral body wall34.

Given the complex functions that ROCKs exert in 
organizing the actin cytoskeleton, it was surprising 
that both types of knockout animals, after surviving 
their perinatal problems, developed normally, were 
apparently healthy and fertile, and showed no apparent 
anatomical or functional abnormalities in the investi-
gated tissues (including brain and spinal cord). Most 
interestingly, the lack of a pathological phenotype in 
the brain of homozygous ROCKII–/– mice could not be 
explained by compensatory upregulation of ROCKI, 
because its level was not increased in whole-brain 
lysates of embryonic homozygous ROCKII–/– mice in 
comparison with wild-type mice35. It is, however, still 
possible, that increased activation of the Rho/ROCKI 
signalling pathway compensates for the permanent loss 
of ROCKII or vice versa of the Rho/ROCKII pathway 
in the ROCKI–/– mice.

The role of ROCKs in regulating vascular tone.
Although data from knockout mice should be inter-
preted with care and cannot always be extrapolated to 
human beings, the results of the ROCK-knockout stud-
ies are encouraging and consistent with the experiences 
gathered in clinical trials with the first ROCK inhibi-
tor, fasudil. Neither the deletion of any of the ROCK 
genes in mice nor the inhibition of ROCK proteins in 

humans by fasudil caused any serious adverse effects, 
indicating that ROCK is a valuable drug target.

Fasudil (AT877 or HA-1077; Asahi Kasei), initially 
characterized as an intracellular calcium antago-
nist, has been marketed in Japan since 1995 for the 
treatment of cerebral vasospasm after HAEMORRHAGE  
in the SUBARACHNOID SPACE. A subarachnoid haemor-
rhage-induced cerebral vasospasm, characterized by 
increased constriction of cerebral arteries, results in 
delayed cerebral ISCHAEMIA, and is a frequent cause of 
morbidity and mortality of brain haemorrhages36. In 
a placebo-controlled, double-blind clinical trial that 
enrolled subarachnoid haemorrhage patients from 60 
neurological centres in Japan, fasudil administration 
(at 30 mg intravenously, three times per day, for 14 
days) resulted in a favourable clinical outcome, reduced 
vasospasms and reduced percentage of patients with 
vasospasm-related poor clinical outcome one month 
after subarachnoid haemorrhage, without causing any 
serious adverse side effects or dramatically lowering 
systemic arterial blood pressure36.

Fasudil was also tested in patients suffering from 
stable angina pectoris37. Patients were treated with 
40 mg oral fasudil three times daily (tid) for 4 weeks or 
for 8 weeks (80 mg, tid), which significantly prolonged 
patients’ maximum exercise time.

Fasudil given orally or intravenously only had 
modest effects on systemic blood pressure, and in 
mouse models systolic blood pressure was not sig-
nificantly different in mice lacking ROCKI compared 
with wild-type mice34.

To date, more than 30,000 patients have been 
treated with fasudil and, despite the ubiquitous 
expression of ROCK, reported side effects are usually 
minimal and acceptable.

Therapeutic indications for ROCK inhibitors
Numerous potential indications for ROCK inhibi-
tors have emerged in the cardiovascular field and in 
therapeutic areas such as oncology, bronchial asthma, 
pulmonary hypertension, glaucoma, pre-term labour, 
erectile dysfunction and renal disease. These therapeu-
tic areas and the relevance of ROCK inhibitors have 
been reviewed or summarized, and readers are referred 
to these articles38–44. The focus of this article is data 
published by colleagues during the past few years in 
the area of neurology, in which ROCK inhibitors have 
shown efficacy in animal models of spinal-cord injury, 
stroke, inflammatory and demyelinating diseases, 
Alzheimer’s disease and neuropathic pain.

Spinal-cord injury. Spinal-cord injury, despite sig-
nificant progress in the molecular understanding of 
the underlying pathological mechanisms, is still a 
devastating condition, with a high medical need and 
only a controversial pharmacotherapeutic treatment 
option, namely methylprednisolone45. The incidence 
of spinal-cord injuries in the United States has been 
estimated at 30–55 cases per million inhabitants annu-
ally, amounting to approximately 10,000 new cases per 
year46,47. Most spinal-cord injuries are contusion or 
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compression injuries, and the injury induces primary 
and secondary pathological mechanisms48. The ini-
tial trauma that causes damage to the cord initiates a 
cascade of secondary injury events very similar to the 
events observed after cerebral trauma and ischaemia, 
and includes vascular insults such as haemorrhage 
and ischaemiaREPERFUSION, EXCITOTOXICITY, necrotic and 
apoptotic cell death, and inflammatory reactions that 
further increase spinal-cord damage47,48. The secondary 
injury mechanisms finally result in a massive enlarge-
ment of the initially often small primary lesion (FIG. 4).

The limited success of pharmacotherapeutic 
approaches in spinal-cord injury is based to a large 
extent on the inability of injured nerve fibres in the 
white matter of the human spinal cord to regrow and 
re-establish synaptic contacts with their disconnected 
partner neurons. A hostile micro-environment, charac-
terized by the presence of a large variety of molecular 
neurite-growth inhibitors at the lesion site, in the scar 
tissue and on CNS myelin, accounts for this irreversible 
arrest of neurite-growth (FIG. 4). In tissue culture, these 
inhibitors of neurite growth induce often very dramatic 
responses, including the collapse of the NEURONAL GROWTH 

CONE, RETRACTION BULB formation and withdrawal of the 
neurite (FIG. 5).

Well-characterized CNS/myelin-associated inhibi-
tors include NOGO-A, myelin-associated glycoprotein 

(MAG) and oligodendrocyte myelin glycoprotein 
(OMgp)49. These inhibitors bind to the glycosylphos-
phatidylinositol-anchored (GPI-anchored) NOGO 
receptor, NgR1 and MAG in addition to NgR250–54. The 
lipid-anchored NgR1 receptor has no transmembrane 
domain and therefore requires a signal-transducing co-
receptor, and three different membrane proteins have 
been described to form a trimolecular complex with 
the NgR: p75, a member of the tumour-necrosis fac-
tor (TNF) receptor family; low-affinity neurotrophin 
receptor (LINGO1); and TROY (also known as TAJ), 
a p75-related member of the TNF receptor family55–59. 
All these trimeric receptor complexes stimulate the 
RhoA–ROCK pathway when myelin-associated inhibi-
tors bind to NgR1. NOGO-A binds with a 66-amino-
acid domain in its C terminus to the GPI-anchored 
NgR1, but a distinct amino-terminal domain, called 
NiG, inhibits neurite growth by binding to a second, 
currently unknown, receptor, thereby also activating 
the Rho–ROCK pathway49,60,61. Neurite-growth inhibi-
tors are also found directly at the lesion site, or are asso-
ciated with the developing or mature scar tissue. These 
inhibitors include CHONDROITIN SULPHATE PROTEOGLYCANS 
(CSPGs), repulsive guidance molecule (RGM) and 
members of the semaphorin and ephrin families62–67, 
and most of them activate the RhoA–ROCK pathway 
via their neuronal receptors68–72. Scar tissue in the 
human brain and spinal cord is a strong and persistent 
barrier for any regenerative neurite growth and ROCK 
inhibitors might help injured fibres to grow or sprout 
beyond this regeneration-inhibiting tissue.

Studies of spinal-cord injury in rodents and autopsy 
studies in humans dying from traumatic brain injury 
revealed that brain and spinal-cord injury induce 
expression of RhoA and B at the lesion site in humans73 
and of ROCKI and II in rats, respectively74. Not only is 
expression of members of the RhoA pathway induced 
by injury but their activation is also stimulated75,76. A 
variety of evidence indicates that injury to brain and 
spinal cord results in a strongly activated RhoA–ROCK 
pathway. Due to the persistent presence of the neurite-
growth inhibitors at or around the lesion site and in 
CNS myelin, such activation could potentially persist 
for a long time, making ROCK inhibition an attractive 
goal not only for acute and sub-acute treatment, but 
also for chronic treatment of spinal-cord injury.

Inhibition of ROCK by two different small-molecule 
ROCK inhibitors (Y-27632 and fasudil) and by the pep-
tidic ROCK inhibitor p21CIP1/WAF1 (a cyclin-dependent 
kinase inhibitory protein lacking the nuclear localiza-
tion signal and fused to HIV tat peptide for membrane 
transfer), stimulated or accelerated functional recovery 
in different mouse and rat spinal-cord-injury models 
when given locally or systemically immediately after 
injury as a single dose or over several weeks77–81. In 
the first study published, a contusion was induced 
by clipping the rat spinal cord and the animals were 
neurologically examined for 4 weeks. Fasudil-treated 
animals (fasudil given as a single dose intraperito-
neally 10 mg per kg, 5 minutes after contusive injury) 
showed improved hindlimb reflexes, better recovery of 

Figure 3 | Major ROCK substrates. Activation of ROCK 
by GTP-bound Rho leads to phosphorylation of various 
target proteins, particularly those that regulate actin–
myosin contractility. One of the main ROCK substrates is 
myosin light chain (MLC). Phosphorylation of MLC results in 
stress-fibre formation and increased cellular contractility. 
ROCKII also phosphorylates collapsin response mediator 
protein 2 (CRMP2), a neuronal protein with a role in growth-
cone collapse. MLCP, myosin light chain phosphatase; 
LIMK, LIM kinase.

390 | MAY 2005 | VOLUME 4  www.nature.com/reviews/drugdisc

R E V I E W S

Fig. 4 Sustratos de ROCK y efectos de su 
fosforilación. 

Fig. 3 Mecanismo de activa-
ción de ROCK por Rho  
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Fasudil es un ihibidor competitvo del sitio de unión a ATP de ROCK. Su principal 

metabolito hidroxifasudil tiene mayor capacidad inhibitoria frente a ROCK. 

Fasudil se une al sitio activo de la ROCK de la siguiente forma:(7) 

- El fragmento de isoquinolina ocupa el mismo lugar que el de la adenina del ATP. 

- La sulfamida y el anillo de homopiperazina se alojan en la región 

donde se une la ribosa. La sulfamida interacciona con el Asp216 

vía una molécula de agua. 

- El nitrógeno de la isquinolina actúa como aceptor en el enlace de 

hidrógeno con el nitrógeno de la amida de la Met156, mientras que 

el Carbono 1 de la isquinolina actúa como donador en el enlace 

de hidrógeno con el carbonilo de la amida del Glu154. Este último 

enlace de hidrógeno entre el CH de un anillo aromático 

heterocíclico y un oxígeno no es común, pero hay estudios que 

avalan su existencia (8).  

- La amina secundaria del anillo de homopiperazina actúa como 

aceptor en el enlace de hidrógeno formado con el Asp160.  

3 MONOAMINO OXIDASAS(3) 
Las monoamino oxidasas (MAO), son flavoenzimas que catalizan reacciones de desaminación 

oxidativa de neurotransmisores (noradrenalina, dopamina y serotonina) y también de aminas 

primarias exógenas. Su cofactor, flavina adenina-dinucleótido (FAD), interviene en un proceso 

de transferencia de un solo electrón. Existen dos isoformas:  

- MAO A: degrada noradrenalina y serotonina, sus inhibidores son antidepresivos 

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

3.1 MECANISMO DE LA DESAMINACIÓN OXIDATIVA CATALIZADA POR MAO 
La desaminación oxidativa se lleva a cabo de la siguiente forma: 

1. La amina sustrato cede un electrón al sistema de flavina. 
2. La enzima desprotona la amina oxidada. 

Fig. 5 Fasudil 

Fig. 6 Fasudil unido al sitio de unión a 
ATP de ROCK, estructura obtenida por 
difracción de rayos X. Código PDB: 
2ESM 
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3. Los radicales derivados de la fla-

vina y la amina reaccionan entre sí 

para dar una a,a-diamina inestable. 
4. Regeneración de la forma oxidada 

de la flavina a partir de la forma re-

ducida procedente del paso 3. 
5. Hidrólisis de la imina protonada 

procedente del paso 3. 

3.2 INHIBIDORES DE MAO 
La inhibición de la MAO es una estrategia utilizada en el tratamiento de 

algunas patologías. Por ejemplo, inhibir la MAO A puede resultar intere-

sante en el tratamiento de la depresión, ya que esta patología está relacio-

nada con un déficit en serotonina y noradrenalina en sistema nervioso central (SNS). Su inhibi-

ción, con la clorgilina por ejemplo, aumenta los niveles de dichos neurotransmisores en SNS.  

La enfermedad de Parkinson, relacionada con una disminución de la actividad dopa-

minérgica en la sustancia de negra en SNS, sigue una estrategia terapéutica similar. 

Al inhibir la MAO B selectivamente, con rasagilina por ejemplo, se consigue au-

mentar los niveles de dopamina.  

Por otra parte, en la reacción catalizada por la MAO se generan radicales libres que, como se 

explicará más adelante, están 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 inhibición de la 

MAO por la clorgilina y la 

rasagilina es el que se muestra en 

la Fig. 10. 

Se trata de una inhibición suicida, 

donde el farmacóforo de propar-

gilamina reacciona con el cofac-

tor FAD uniéndose covalente-

mente a él. 

Fig. 8 Clorgilina 

Fig. 9 Rasagilina 
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José Carlos Menéndez, 2015-2016

Inhibición suicida de MAO por las propargilaminas
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José Carlos Menéndez, 2015-2016

Inhibición suicida de MAO por la tranilcipromina
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Inhibidores de monoamino oxidasa
Mecanismo de la desaminación oxidativa catalizada por MAO: Resumen
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José Carlos Menéndez, 2015-2016

Inhibidores de monoamino oxidasa

Tipos de inhibidores
1. No selectivos. Son irreversibles
a) Hidrazidas (ejemplo: iproniazida) e hidrazinas (ejemplo: fenelzina) 
b) Propargilaminas: Pargilina 
c) Tranilcipromina 
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Fig. 7 Mecanismo de la desaminación oxidativa catalizada por MAO 
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4

5

Fig. 10 Mecanismo de inhibición de la MAO 
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4 RADICALES LIBRES Y ESTRÉS OXIDATIVO(3) 
Un radical o radical libre es una especie química con un electrón desapareado. Suelen ser muy 

reactivos y, por tanto, difíciles de aislar.  

En los sistemas biológicos, el oxí-

geno es el principal promotor de 

radicales libres por su capacidad 

de aceptar electrones de uno en 

uno. De esta forma, la adición del 

primer electrón forma el radical superóxido; y la del segundo, el anión peróxido que se protona 

y forma el peróxido de hidrógeno. El peróxido de hidrógeno también se puede formar por per-

mutación de dos moléculas de superóxido gracias a la superóxido dismutasa (SOD).  

A partir del peróxido también se puede formar el 

radical hidroxilo por catálisis de iones metálicos, 

reacción conocida como reacción de Fenton. En 

los organismos aerobios, estos electrones provie-

nen de la cadena respiratoria, donde el oxígeno es 

el aceptor último. También se generan radicales 

durante la actuación de ciertas enzimas como la Ciclooxigenasa o la MAO.  

Los radicales generados, se denominan espe-

cies reactivas de oxígeno. Estas especies al 

ser altamente reactivas, en especial el radical 

hidroxilo, van a generar una serie de daños en 

las estructuras celulares. Destaca la peroxida-

ción de los ácidos grasos poliinsaturados de 

los fosfolípidos de la membrana celular. Al 

ser una reacción radicalaria, el proceso se 

mantiene a si mismo (fase de propagación), 

extendiéndose a zonas cada vez mayores de 

la membrana, produciendo finalmente la muerte celular.  

5

Radicales superóxido e hidroxilo: 

Radicales derivados de la molécula de oxígeno
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José Carlos Menéndez, 2017-18

En conjunto, estas especies se conocen como ROS (Reactive 
Oxygen Species). 
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Radicales derivados de la molécula de oxígeno

José Carlos Menéndez, 2017-18

• Algunos cationes metálicos promueven la formación del radical 
hidroxilo (reacción de Fenton): 
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Fig. 11 Formación de las especies reactivas de oxígeno 
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Radicales derivados de la molécula de oxígeno

José Carlos Menéndez, 2017-18

• Algunos cationes metálicos promueven la formación del radical 
hidroxilo (reacción de Fenton): 

HO OH
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Reacción global:

Radical hidroxilo

+

H2O2  + O2   + +   HO
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HO

HO
O2

O2

O2 HO

Fig. 12 Reacción de Fenton 

Fig. 13 Peroxidación de fosfolípidos de membrana 

phase). If traces of cations such as Fe2+ are present, they can generate new oxygen radicals (RO. and
HO.) from hydroperoxides 4.3 through Fenton chemistry, contributing to the extension of
the peroxidation process (Figure 4.5).

2.2 MALONDIALDEHYDE GENERATION AND ITS CONSEQUENCES
Peroxyl radicals 4.2 can also evolve to cyclic endoperoxides by attack onto a neighboring carbon–
carbon double bond in the same chain in a process resembling the one catalyzed by cyclooxygenase,
as shown in Figure 4.6 for the case of a molecule of arachidonic acid. Peroxyl radicals 4.2 may lead to
lipid peroxidation, as previously mentioned (see Section 2.1). Alternatively, they can cyclize to radical
4.4, which then undergoes a new cyclization, coupled with the addition a second oxygen molecule and
subsequent reduction of the hydroperoxyl radical thus generated, to give 4.5. Together with other prod-
ucts, these intermediates generate malondialdehyde (MDA) through a retro Diels–Alder mechanism.

MDA can link covalently to amino groups in proteins, especially at Lys residues, resulting in intra-
and intermolecular protein cross-links (Figure 4.7a). It may also react with DNA bases and cause
mutagenic lesions, consisting of large insertions and deletions at GC base pairs, by reaction with gua-
nine amino groups to give the oxopropenyl derivatives 4.6, which are finally cyclized to

FIGURE 4.5

Phospholipid peroxidation by hydroxyl radicals.

137CHAPTER 4 ANTICANCER DRUGS ACTING VIA RADICAL SPECIES
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4.1 ESTRÉS OXIDATIVO Y ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS (9) 
El estrés oxidativo es resultado de la producción desregulada de especies reactivas de oxígeno y 

juega un papel importante en el desarrollo de las enfermedades neurodegenerativas, pues cola-

bora en la muerte y disfunción de las neuronas que contribuye a la patogenia de la enfermedad. 

Además, el tejido cerebral es bastante vulnerable al daño oxidativo a causa de: su alto consumo 

de oxígeno, su relativamente bajo nivel de antioxidantes, su baja capacidad regenerativa y la 

gran presencia de lípidos insaturados susceptibles de sufrir peroxidación.  

4.2 TERAPIA ANTIOXIDANTE 
Una forma de contrarrestar el estrés oxidativo es la utilización de antioxidantes captadores de 

radicales (radical scavengers). Son moléculas que, al reaccionar con las especies radicalarias, 

son capaces de estabilizar el electrón desapareado evitando que se inicie una nueva fase de pro-

pagación.  

Esta estabilización ocurre en los derivados fenólicos como el ácido cafeico o el resveratrol, que 

pueden tener electrones desapareados sobre átomos de oxígeno y sobre átomos de carbono veci-

nos a un doble enlace. Sus radicales son estables gracias a la deslocalización del electrón des-

apareado sobre la nube p aromática. 

 

5 FÁRMACOS MULTIDIANA Y ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS(10) 
Los fármacos multidiana son aquellos que se han diseñado racionalmente para unirse de forma 

específica a dos o más dianas biológicas. Tienen su utilidad en enfermedades multifactoriales, 

como las neurodegenerativas, en las que redes complejas de proteínas se encuentran desregula-

das, por lo que la aproximación tradicional un fármaco una diana no es efectiva. Además, en los 

sistemas biológicos existen funciones redundantes y mecanismos compensatorios que hacen di-

fícil alterar un fenotipo apuntando a una sola diana. 

 Por todo ello, los fármacos multidiana presentan una serie de ventajas:(11) 

- Aumento de la eficacia gracias a efectos sinérgicos o aditivos al modificar varias dianas te-

rapéuticas de forma específica y simultánea. 

19
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• Conservantes en las industrias alimentaria y cosmética. 
• Prohibidos en algunos países (ej. Japón) por sospechas de acción 
cancerígena.   
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Terapia antioxidante
2.2. Antioxidantes fenólicos 
Algunos antioxidantes fenólicos naturales 

José Carlos Menéndez, 2017-18
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Fig. 15 Ácido cafeico 
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Fig. 14 Captación y estabilización de un radical por el resveratrol 
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- Las propiedades farmacocinéticas se simplifican, ya que no es necesario sincronizar varias 

especies químicas.  

- Los estudios toxicológicos y los ensayos clínicos se simplifican, ya que sólo se desarrolla 

una sola especie química. 

- Se facilita el cumplimiento terapéutico por parte del paciente pues se reduce el número de 

formas farmacéuticas. 

Una forma de desarrollar un fármaco multidiana es la fusión de dos especies químicas con acti-

vidad frente a dos dianas terapéuticas conocidas. 

5.1 POSIBLES EJEMPLOS DE FÁRMACOS MULTIDIANA  
Fasudil tiene un grupo amino en su anillo de homopiperazina 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 unión (Fig. 16), por lo que sería posible fusionar fasudil 

con otra molécula a través del grupo amino para obtener un fár-

maco multidiana.(7) 

Después de haber visto tres dianas terapéuticas de interés en el 

tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas, es posible 

plantear varios fármacos multidiana: 

- Mediante la fusión de fasudil con ácido cafeico se puede obtener un inhibidor de ROCK con 

actividad antioxidante (Fig. 18). 

- Mediante la fusión de fasudil con el fragmento de propargilo, se puede obtener un inhibidor 

de ROCK y de MAO (Fig. 17).  

 
 

Fig. 16 Fasudil unido a ROCK, estructura obte-
nida por difracción de rayos X. Código PDB: 
2ESM 
 

Fig. 18 Fármaco multidiana 
derivado de la fusión de fasudil 
y ácido cafeico 

 

Fig. 17 Fármaco multidiana derivado 
de la fusión de fasudil y fragmento de  
propargilo 
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Objetivos: 
- Exponer y explicar las diferentes aproximaciones en el descubrimiento de fármacos asistido 

por ordenador, haciendo especial hincapié en el cribado virtual y la técnica del docking.   

- Aplicar el docking a moléculas derivadas de la fusión entre fasudil, fragmentos de propargi-

lamina, y ácido cafeico. Para así determinar si presentan actividad como inhibidores de 

ROCK, de MAO-A, de MAO-B, y efecto antioxidante, es decir, si se pueden conseguir fár-

macos multidiana para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.  

Material y métodos 
Se realizó una búsqueda de revisiones en el buscador Pubmed y en la revista Nature reviews 

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

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

química farmaceútica. 

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

técnicas de diseño de nuevos fármacos in silico, así como los que explicasen una técnica en 

particular, con especial interés en el cribado virtual y el docking. 

1 PARA LA REALIZACIÓN DEL DOCKING: 
Las moléculas a ensayar son las siguientes:  

1.1 FASUDIL, ÁCIDO CAFEICO Y DERIVADOS: 

 

 

 
 

Fasudil-cafeico:  
fusión entre fasudil y 
ácido cafeico 
 

Fasudil 6-cafeico: 
fusión entre un análogo 
de fasudil con anillo de 
piperazina (6 
miembros) y ácido 
cafeico 

Fasudil-cafeico saturado:  
fusión entre fasudil y un 
análogo del ácido cafeíco 
que no presenta a,b 
insaturación. 

Fasudil 6-cafeico saturado: 
fusión entre un análogo de 
fasudil con anillo de 
piperazina (6 miembros) y un 
análogo del ácido cafeico que 
no presenta a,b insaturación. 
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Estas moléculas se ensayan frente a la ROCK, y se utiliza el Fasudil como referencia. El posible 

efecto antioxidante derivado del fragmento del ácido cafeico o de su análogo saturado no se 

mide, ya que la técnica del docking no lo permite.  

1.2 FASUDIL, PROPARGILAMINA Y DERIVADOS:  
  

Fasudil-propargilo:  
fusión entre fasudil y fragmento 
propargílico a través de la amina 
secundaria del anillo de homopiperazina.  

Fasudil 6-propargilo: 
Fusión entre un análogo de fasudil con anillo de 
piperazina y fragmento propargílico a través de 
la amina secundaria del anillo de piperazina. 

Se ensayan frente a la ROCK, y se utiliza fasudil como referencia. También se ensayan frente a 

la MAO-A y MAO-B, y se toma clorgilina y rasagilina, respectivamente para cada isoforma, 

como inhibidores de referencia.  

Para la realización del docking se siguieron los siguientes pasos: 

1. Utilización de la base de datos Protein Data Bank para descargar en formato .pdb la 

estructura, obtenida por difracción de rayos X, de las siguientes proteínas: 

- PDB ID: 2ESM. “Crystal Structure of ROCK 1 bound to fasudil”(7) 

- PDB ID: 1S2Q. “Crystal structure of MAOB in complex with N-propargyl-1(R)- ami-

noindan (Rasagiline)” (13) 

- PDB ID: 2BXR. “Human monoamine oxidase A in complex with clorgyline, crystal form 

A”(14) 

Las tres enzimas están unidas a un inhibidor, lo que permite saber cuál es el centro activo. 

2. Preparación de la proteína para el docking gracias al software Chimera. Se elimina el ligando 

unido y el disolvente, y se añaden las cargas. Luego se transforman a formato .pdbqt en 

AutoDock Tools. 

3. Búsqueda de las coordenadas que sitúan al inhibidor dentro de la proteína gracias al software 

AutoDock Tools y la funcionalidad “Grid Box”. Lugar donde se realizará el docking con las 

moléculas a ensayar. 

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

preparan para el docking en el programa Chimera, donde se añaden las cargas y se protonan 
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los grupos amino básicos. A continuación, en AutoDock Tools, se transforman a formato 

.pdbqt con el que se realizará el docking. 

5. Creación del archivo en formato .gpf (Grid Parameter File) con los parámetros de la cuadrí-

cula en la cual se realizará el docking. Está definida por las coordenadas y su tamaño. 

6. Creación del archivo en formato .dpf (Dock Parameter File) con los parámetros para la rea-

lización del docking. Se realizará un docking en 10 conformaciones diferentes de la molécula 

a ensayar, la estructura de la proteína quedará rígida. 

7. Ejecución del docking gracias a los dos archivos generados. 

8. Análisis de resultados. Obtención de la energía de unión de las conformaciones más estables. 

Visualización de la estructura tridimensional del complejo proteína-ligando y de las interac-

ciones que intervienen. 

Resultados y discusión 
1 DISEÑO DE FÁRMACOS ASISTIDO POR ORDENADOR 
Cabe destacar que existen dos enfoques para 

la identificación de hits asistida por ordena-

dor: uno busca un compuesto capaz de unirse 

a una proteína diana conociendo su estructura 

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

puesto basándose en su similitud con ligan-

dos conocidos o con modelos de farmacóforo 

(ligand-based).(2) 

Por otra parte, el cribado virtual es una herra-

mienta útil para cualquiera de estos dos enfo-

ques. Consiste en puntuar y clasificar las mo-

léculas de una colección según su probabili-

dad de presentar actividad biológica. Por tanto, reduce el número de candidatos a testar 

por cribado de alto rendimiento, lo que disminuye costes y tiempo, ya que al ser una 

herramienta computacional, no es necesario sintetizar la molécula ni aislar la diana tera-

péutica. (15)(16) 

pharmaceutical industry as measured by the number of FDA-

approved new chemical entities (NCEs), there is a constant need

to re-evaluate the drug discovery models we employ.

The purpose of this review is to contribute to the ongoing

discussion about modernisation of medicinal chemistry [5,8–

15]. As discussed in the following sections, modern approaches

including computational chemistry, bioisosterism, scaffold hop-

ping and diversity-oriented synthesis to search for valuable hit

compounds in new chemical space are important tools for the

medicinal chemists of the future, and these techniques can be

incorporated into undergraduate and postgraduate teaching with

relative ease.

Computer-aided hit identification
In the early stages of a drug discovery project computational

assistance can be particularly useful in the identification of hits

that can form the basis of a medicinal chemistry program. Any

target that has structural data available, or even just known

ligands, can be assessed computationally to identify potential

hit compounds either using de novo design in which novel mole-

cules are designed from scratch or by using virtual screening (VS)

of databases [16,17]. Design approaches that seek to identify hits

based on their ability to complement features of a protein structure

are called structure-based and approaches that look for hits based

on similarity to known inhibitors or pharmacophore models are

called ligand-basedQ4 (Fig. 1 provides a simplistic overview) [18].

Virtual screening
Back in the 1990s, VS, which is a means of efficiently docking sets

of molecular structures to a target protein, emerged as a valuable

tool able to guide and focus experimental efforts on smaller,

filtered sets of compounds with increased probability of showing

the desired biological activity. Chemical space is a term widely

used in drug discovery to refer to the vast number of theoretically

possible molecules. Sets of molecules can be mapped to illustrate

the distribution of their properties [19]. VS enables the interro-

gation of large portions of chemical space without the need to

possess the molecules in question. In the past three years, over

2000 papers have been published that mention the use of VS in

applications as diverse as antimalarials [20], cognitive impairment

[21] and cancer [22]. VS is becoming increasingly popular because

of its ease of use relative to the cost, time and expertise needed to

carry out HTS. There are many software packages available for

carrying out small-molecule docking, several of which are free for

academic use and, as a result, the literature is full of papers

describing the results of VS campaigns against a wide variety of

targets.

Impressive examples of VS include a strategy by Halland et  al.

who, very recently, carried out ligand-based VS using ROCS – a

shape comparison tool produced by OpenEye [23] – to great effect

in the search for serum- and glucocorticoid-regulated kinase

Q5 (SGK)1 inhibitors [24]. SGK1 has been linked to several diseases

including cancer, diabetes and neurological degeneration, so se-

lective and potent inhibitors could have a wide range of applica-

tions. A library of two million commercially available structures

was screened to find structures similar to known inhibitors of the

protein and 78 compounds were selected for biological evaluation

of which seven were active including compound 1 (Fig. 2). Library

synthesis was then employed to explore SAR around the two most

promising hits and a series of highly potent and selective com-

pounds with attractive physicochemical, ADMET and pharmaco-

kinetic (PK) properties was developed.

Recently, Li et  al. have reported the use of structure-based VS to

identify inhibitors that target the human androgen receptor,

which is known to regulate the progression of prostate cancer.

They identified a binding site in the DNA-binding region of the

receptor that had no previously known ligands but was identified

by the group as a promising target for inhibition. By performing VS

using Glide [25] they were able to identify some compounds with

activities in the low micromolar range, and further shape similari-

ty searching within the ZINC database identified even more active

compounds that were used as the starting points for a full medici-

nal chemistry campaign resulting in compound 2 (Fig. 2), which

exhibited submicromolar activity against the enzyme [26].

De novo design
De novo design can be used to generate entirely novel starting

points for synthesis and has the potential to design compounds

with very high ligand efficiency. De novo design is attractive

because it provides the opportunity to sample a much wider area

of chemical space than that offered by the contents of a commer-

cial compound library. However, this approach does require a

greater investment of chemical resource early in a drug discovery

project, because hits generated by the software must be synthe-

sised to establish their activity rather than simply being purchased.

Recently, Yule et  al. reported a series of potent, antibiotic

inhibitors of the ATP-binding site of DNA gyrase [27]. The frag-

ment connection approach used within SPROUT [28] produced an

initial hit molecule, which was synthesised and shown to be active

against the enzyme. This hit was then developed into a series of
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FIGURE 1

Different approaches to computer-aided hit identification. (a) Ligand-based
virtual screening (VS), (b) structure-based VS, (c) ligand-based de novo design
and (d) structure-based de novo design.
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Fig. 19 Diferentes aproximaciones en la identificación de hits asis-
tida por ordenador: (a) Cribado virtual basado en el ligando, (b) 
cribado virtual basado en la estructura, (c) diseño “de novo” basado 
en el ligando y (d) diseño “de novo” basado en la estructura 
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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 tridimensional de la proteína 

diana. Por lo que se intenta recabar información a partir de los ligandos con actividad biológica 

conocida. Ejemplo de ello es el método QSAR (relación estructura actividad cuantitativa), que 

busca relacionar la actividad biológica de una serie de compuestos, con sus propiedades estruc-

turales y fisicoquímicas (lipofilia, polaridad, volumen…). Estas propiedades, denominadas des-

criptores moleculares, se expresan de forma cuantitativa, por ejemplo, la lipofilia se cuantifica 

mediante Log P y la polaridad mediante el momento dipolar. Para llevarlo a cabo se siguen los 

siguientes pasos:  

- Se identifican una serie de moléculas con actividad farmacológica conocida frente a una 

diana. 

- Se identifican y determinan los descriptores moleculares asociados a las propiedades fisico-

químicas y estructurales de las moléculas estudiadas. 

-  Se buscan correlaciones cuantitativas entre los descriptores moleculares y la actividad bio-

lógica de las moléculas estudiadas, de esta forma se genera el modelo QSAR.  

- El modelo QSAR se utiliza para generar nuevos compuestos con una actividad biológica 

optimizada y para cribar colecciones de compuestos. 

- Los nuevos compuestos que se postulan se sintetizan y se ensayan experimentalmente. 

1.2 CRIBADO VIRTUAL BASADO EN LA ESTRUCTURA (STRUCTURE-BASED VIRTUAL 
SCREENING) (18) (19) 

Este método se basa en hacer un cribado computacional de grandes colecciones de compuestos 

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

El cribado virtual basado en la estructura se realiza mediante una técnica llamada docking. Para 

llevarla a cabo, se parte de la estructura tridimensional del complejo ligando-receptor obtenida 

experimentalmente mediante espectroscopia de rayos X, se identifica el sitio de unión, así como 

las interacciones que se producen entre el ligando y la proteína. A partir de dichos complejos, se 

pueden diseñar nuevos ligandos con igual o mayor afinidad. Para ello, es necesario modelizar el 

acoplamiento al receptor de las nuevas estructuras que se postulan, proceso conocido como do-

cking. Así, el ligando estudiado experimentalmente se sustituye por el que se está diseñando y 

se analiza su capacidad de unión a la proteína. (3) 
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A diferencia del cribado de alto rendimiento, se pueden modelizar las interacciones que permiten 

la unión entre la molécula candidata y la diana. Esto convierte al descubrimiento de fármacos en 

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

dejando paso a métodos racionales.  

En la práctica el proceso consta de las siguientes fases:  

1) Procesamiento de la estructura tridimensional de la diana de interés, 

se identifica el sitio de unión, así como la conformación de la macro-

molécula más adecuada. También se prepara la colección de compues-

tos a ensayar, teniendo en cuenta tautomerías, estados de protonación, 

etc. 

2) Realización del docking, en inglés acoplamiento. Consiste en enfren-

tar cada compuesto de la colección frente a la diana para poder evaluar 

su grado de unión. Este proceso se divide en dos etapas: 

- Posing: un algorítmo de búsqueda genera una serie de posibles 

conformaciones y orientaciones con las que se puede unir la 

molécula dentro del sitio de unión al receptor.  

- Scoring: estimación cuantitativa de la energía libre de unión del 

ligando, en una conformación determinada, a partir de las 

interacciones que se establecen entre el compuesto y la diana. Para ello, los progrmas de 

docking utilizan una función de puntuación (scoring function), que permite clasificar las 

diferentes conformaciones generadas durante el posing en función de su energía de unión 

al sitio activo. (16) 

En el caso de una enzima (E) y un inhibidor (I), el docking intenta predecir la estructura del 

complejo [E+I] en el equilibrio: (20) 

La energía libre de unión se relaciona con la afinidad de unión mediante las siguientes ecuacio-

nes: 

Fig. 20 Fases en el cribado virtual ba-
sado en la estructura 

POSING

The process of determining
whether a given conformation
and orientation of a ligand fits
the active site. This is usually a
fuzzy procedure that returns
many alternative results.

SCORING

Both posing and ranking involve
scoring. The pose score is often
a rough measure of the fit of a
ligand into the active site. The
rank score is generally more
complex and might attempt to
estimate binding energies.

RANKING

A more advanced process than
pose scoring that typically takes
several results from an initial
scoring phase and re-evaluates
them. This process usually
attempts to estimate the free
energy of binding as accurately
as possible.Although the posing
phase might use simple energy
calculations (electrostatic and
van der Waals), ranking
procedures typically involve more
elaborate calculations (perhaps
including properties such as
entropy or explicit solvation).

complex issues that are often difficult to understand and
— even more so — to simulate on a computer.

In view of these challenges, docking is generally
devised as a multi-step process in which each step intro-
duces one or more additional degrees of complexity11.
The process begins with the application of docking
algorithms that POSE small molecules in the active site.
This in itself is challenging, as even relatively simple
organic molecules can contain many conformational
degrees of freedom. Sampling these degrees of freedom
must be performed with sufficient accuracy to identify
the conformation that best matches the receptor struc-
ture, and must be fast enough to permit the evaluation
of thousands of compounds in a given docking run.
Algorithms are complemented by SCORING FUNCTIONS that
are designed to predict the biological activity through
the evaluation of interactions between compounds and
potential targets. Early scoring functions evaluated
compound fits on the basis of calculations of approxi-
mate shape and electrostatic complementarities.
Relatively simple scoring functions continue to be
heavily used, at least during the early stages of docking
simulations. Pre-selected conformers are often further
evaluated using more complex scoring schemes with
more detailed treatment of electrostatic and van der
Waals interactions, and inclusion of at least some solva-
tion or entropic effects7. It should also be noted that
ligand-binding events are driven by a combination of
enthalpic and entropic effects, and that either entropy
or enthalpy can dominate specific interactions. This
often presents a conceptual problem for contemporary
scoring functions (discussed below), because most of

+

[E]aq

[EI]aq

[EI]

[E][I]
∆G = –RT1nKA KA = Ki

–1  = 

[E]aq + [I]aq (1)

(2,3)

[I]aq [E + I]aq

∆Gbind
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them are much more focused on capturing energetic
than entropic effects.

In addition to problems associated with scoring of
compound conformations, other complications exist that
make it challenging to accurately predict binding confor-
mations and compound activity. These include, among
others, limited resolution of crystallographic targets,
inherent flexibility, induced fit or other conformational
changes that occur on binding, and the participation of
water molecules in protein–ligand interactions.Without
doubt, the docking process is scientifically complex.

Molecular representations for docking
To evaluate various docking methods, it is important to
consider how the protein and ligand are represented.
There are three basic representations of the receptor:
atomic, surface and grid12.Among these, atomic represen-
tation is generally only used in conjunction with a poten-
tial energy function13 and often only during final RANKING

procedures (because of the computational complexity of
evaluating pair-wise atomic interactions).

Surface-based docking programs are typically, but
not exclusively, used in protein–protein docking14,15.
Connolly’s early work on molecular surface representa-
tions is mainly responsible for spawning much of the
research in this area16,17. These methods attempt to align
points on surfaces by minimizing the angle between the
surfaces of opposing molecules18. Therefore, a rigid
body approximation is still the standard for many
protein–protein docking techniques.

The use of potential energy grids was pioneered by
Goodford19, and various docking programs use such
grid representations for energy calculations. The basic
idea is to store information about the receptor’s ener-
getic contributions on grid points so that it only needs
to be read during ligand scoring. In the most basic
form, grid points store two types of potentials: electro-
static and van der Waals (BOX 2). FIGURE 1 shows a repre-
sentative grid for capturing electrostatic potentials, and
FIG. 2 illustrates the electrostatic potential of a bound
inhibitor mapped on its molecular surface.

Search methods and molecular flexibility
This section focuses on algorithms used to treat ligand
flexibility and, to some extent, protein flexibility.
Treatment of ligand flexibility can be divided into three
basic categories11: systematic methods (incremental con-
struction, conformational search, databases); random or
stochastic methods (Monte Carlo, genetic algorithms,
tabu search); and simulation methods (molecular
dynamics, energy minimization). A summary of the
search approaches implemented in widely used docking
programs is presented in BOX 3.

Systematic search. These algorithms try to explore all the
degrees of freedom in a molecule, but ultimately face the
problem of combinatorial explosion20 (BOX 4). Therefore,
ligands are often incrementally grown into active sites.
A stepwise or incremental search can be accomplished in
different ways — for example, by docking various molec-
ular fragments into the active-site region and linking

Box 1 | Theoretical aspects of docking  

For an enzyme and inhibitor, docking aims at correct prediction of the structure of the
complex [E+I] = [EI] under equilibrium conditions (see figure and equation 1).

The figure illustrates the binding of inhibitor Dmp323 to HIV protease and is based on
solution structures (PDB code: 1BVE). Multiple structures of enzyme–inhibitor
complexes revealed only limited structural variations.

The free energy of binding (∆G) is related to binding affinity by equations 2 and 3:

Prediction of the correct structure (posing) of the [E+I] complex does not require
information about KA. However, prediction of biological activity (ranking) requires this
information; scoring terms can therefore be divided in the following fashion. When
considering the term [EI], the following factors are important: steric, electrostatic,
hydrogen bonding, inhibitor strain (if flexible) and enzyme strain. When considering the
equilibrium shown in equation 1, the following factors are also important: desolvation,
rotational entropy and translational entropy.
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La energía libre de unión estimada por la función de puntuación permite cuantificar la fuerza de 

unión fármaco-diana. Gracias a ello, es posible comparar y clasificar una serie de compuestos en 

función de su capacidad de unión a la diana, y así seleccionar a los mejores candidatos a futuros 

fármacos. 

1.2.1 Limitaciones del docking estático 
Actualmente, el docking permite realizar de forma rápida un cribado de bibliotecas de cientos de 

miles de compuestos. Sin embargo, esta velocidad computacional se obtiene a costa de la exac-

titud, especialmente cuando se requiere un cambio conformacional de la proteína diana durante 

el proceso de unión del ligando. Así, el docking presenta una serie de características que limitan 

su capacidad predictiva: la falta de flexibilidad de las dianas o de los ligandos, y no tener en 

cuenta ni la solvatación, ni efectos entrópicos que intervienen en el proceso de unión. Además, 

como este método solo da una imagen estática del proceso de unión, no informa sobre 

magnitudes cinéticas. En muchos casos, las cinéticas de unión son mejores predictores de la 

eficacia del fármaco in vivo que la afinidad de unión. 

Todas estas limitaciones se pueden abordar mediante simulaciones de dinámica molecular. 

Gracias a este método, se puede tener en cuenta la flexibilidad estructural del sistema ligando-

diana a nivel atómico. Además, las simulaciones son suficientemente largas como para cubrir 

todo el proceso de unión del ligando a su diana (desde la desolvatación completa del compuesto 

hasta el estado de unión completa a la proteína diana). De esta forma, se tiene en cuenta la 

termodinámica y la cinética del proceso de unión. El inconveniente del proceso es su gran 

complejidad computacional. Por ello, su utilización a gran escala, como en procesos de hit-to-

lead u optimización de un lead, en muchos casos no es factible. Sin embargo, gracias al esfuerzo 

que se está realizando para optimizar el proceso y al incremento de la potencia computacional, 

este método llamado docking dinámico está muy bien posicionado para sustituir al tradional 

docking estático.(19) 

2 RESULTADOS DEL DOCKING 
Se obtuvieron las siguientes energías de unión para las siguientes proteínas: 

En la primera línea de cada tabla, se presenta la energía de enlace (kJ/mol) de la conformación de menor 
energía, y en la segunda línea, la energía de la conformación de mayor energía de las 10 conformaciones 
ensayadas. 

POSING

The process of determining
whether a given conformation
and orientation of a ligand fits
the active site. This is usually a
fuzzy procedure that returns
many alternative results.

SCORING

Both posing and ranking involve
scoring. The pose score is often
a rough measure of the fit of a
ligand into the active site. The
rank score is generally more
complex and might attempt to
estimate binding energies.

RANKING

A more advanced process than
pose scoring that typically takes
several results from an initial
scoring phase and re-evaluates
them. This process usually
attempts to estimate the free
energy of binding as accurately
as possible.Although the posing
phase might use simple energy
calculations (electrostatic and
van der Waals), ranking
procedures typically involve more
elaborate calculations (perhaps
including properties such as
entropy or explicit solvation).

complex issues that are often difficult to understand and
— even more so — to simulate on a computer.

In view of these challenges, docking is generally
devised as a multi-step process in which each step intro-
duces one or more additional degrees of complexity11.
The process begins with the application of docking
algorithms that POSE small molecules in the active site.
This in itself is challenging, as even relatively simple
organic molecules can contain many conformational
degrees of freedom. Sampling these degrees of freedom
must be performed with sufficient accuracy to identify
the conformation that best matches the receptor struc-
ture, and must be fast enough to permit the evaluation
of thousands of compounds in a given docking run.
Algorithms are complemented by SCORING FUNCTIONS that
are designed to predict the biological activity through
the evaluation of interactions between compounds and
potential targets. Early scoring functions evaluated
compound fits on the basis of calculations of approxi-
mate shape and electrostatic complementarities.
Relatively simple scoring functions continue to be
heavily used, at least during the early stages of docking
simulations. Pre-selected conformers are often further
evaluated using more complex scoring schemes with
more detailed treatment of electrostatic and van der
Waals interactions, and inclusion of at least some solva-
tion or entropic effects7. It should also be noted that
ligand-binding events are driven by a combination of
enthalpic and entropic effects, and that either entropy
or enthalpy can dominate specific interactions. This
often presents a conceptual problem for contemporary
scoring functions (discussed below), because most of

+

[E]aq

[EI]aq

[EI]

[E][I]
∆G = –RT1nKA KA = Ki

–1  = 

[E]aq + [I]aq (1)

(2,3)

[I]aq [E + I]aq

∆Gbind
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them are much more focused on capturing energetic
than entropic effects.

In addition to problems associated with scoring of
compound conformations, other complications exist that
make it challenging to accurately predict binding confor-
mations and compound activity. These include, among
others, limited resolution of crystallographic targets,
inherent flexibility, induced fit or other conformational
changes that occur on binding, and the participation of
water molecules in protein–ligand interactions.Without
doubt, the docking process is scientifically complex.

Molecular representations for docking
To evaluate various docking methods, it is important to
consider how the protein and ligand are represented.
There are three basic representations of the receptor:
atomic, surface and grid12.Among these, atomic represen-
tation is generally only used in conjunction with a poten-
tial energy function13 and often only during final RANKING

procedures (because of the computational complexity of
evaluating pair-wise atomic interactions).

Surface-based docking programs are typically, but
not exclusively, used in protein–protein docking14,15.
Connolly’s early work on molecular surface representa-
tions is mainly responsible for spawning much of the
research in this area16,17. These methods attempt to align
points on surfaces by minimizing the angle between the
surfaces of opposing molecules18. Therefore, a rigid
body approximation is still the standard for many
protein–protein docking techniques.

The use of potential energy grids was pioneered by
Goodford19, and various docking programs use such
grid representations for energy calculations. The basic
idea is to store information about the receptor’s ener-
getic contributions on grid points so that it only needs
to be read during ligand scoring. In the most basic
form, grid points store two types of potentials: electro-
static and van der Waals (BOX 2). FIGURE 1 shows a repre-
sentative grid for capturing electrostatic potentials, and
FIG. 2 illustrates the electrostatic potential of a bound
inhibitor mapped on its molecular surface.

Search methods and molecular flexibility
This section focuses on algorithms used to treat ligand
flexibility and, to some extent, protein flexibility.
Treatment of ligand flexibility can be divided into three
basic categories11: systematic methods (incremental con-
struction, conformational search, databases); random or
stochastic methods (Monte Carlo, genetic algorithms,
tabu search); and simulation methods (molecular
dynamics, energy minimization). A summary of the
search approaches implemented in widely used docking
programs is presented in BOX 3.

Systematic search. These algorithms try to explore all the
degrees of freedom in a molecule, but ultimately face the
problem of combinatorial explosion20 (BOX 4). Therefore,
ligands are often incrementally grown into active sites.
A stepwise or incremental search can be accomplished in
different ways — for example, by docking various molec-
ular fragments into the active-site region and linking

Box 1 | Theoretical aspects of docking  

For an enzyme and inhibitor, docking aims at correct prediction of the structure of the
complex [E+I] = [EI] under equilibrium conditions (see figure and equation 1).

The figure illustrates the binding of inhibitor Dmp323 to HIV protease and is based on
solution structures (PDB code: 1BVE). Multiple structures of enzyme–inhibitor
complexes revealed only limited structural variations.

The free energy of binding (∆G) is related to binding affinity by equations 2 and 3:

Prediction of the correct structure (posing) of the [E+I] complex does not require
information about KA. However, prediction of biological activity (ranking) requires this
information; scoring terms can therefore be divided in the following fashion. When
considering the term [EI], the following factors are important: steric, electrostatic,
hydrogen bonding, inhibitor strain (if flexible) and enzyme strain. When considering the
equilibrium shown in equation 1, the following factors are also important: desolvation,
rotational entropy and translational entropy.
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ROCK:  

Fasudil Fasudil 6-cafeico Fasudil 6-cafeico 
saturado 

Fasudil-cafeico Fasudil-cafeico 
saturado  

-9,93 -10,25 -8,47 -9,81 -9,38 

-9,78 -7,42 -6,64 -7,68 -6,12 

Cabe destacar que las moléculas ensayadas tienen una energía de enlace en su conformación de 

menor energía similar fasudil, por lo que todas ellas tendrían buena capacidad de unión al centro 

activo de la ROCK.  

La única que tiene una energía de unión más baja que la de fasudil es fasudil 6-cafeico. Esto se 

debe a que existen nuevas interacciones entre los hidroxilos del fragmento del ácido cafeico con 

los residuos de Asp369 y Asn163 de un bolsillo hidrófilo de la proteína (Fig. 21). Por otro lado, el 

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

presentes en fasudil. 

 

Por lo tanto, fasudil 6-cafeico y fasudil-cafeico son dos buenos candidatos a fármacos 

multidiana. No solamente por tener mejores energías de enlace, sino por su capacidad de 

deslocalizar un electrón desapareado a través del enlace a,b insaturado. Esta caracteristica, que 

les diferencia de sus análogos saturados (fasudil 6-cafeico saturado y fasudil-cafeico saturado), 

es muy probable que aumente su capacidad antioxidante. No obstante, está hipótesis tendría 

que ser verificada experimentalmente.   

Fig. 21 Docking de fasudil 6-cafeico con ROCK: izquierda, vista de superficie de la proteína con colores según polaridad; dere-
cha, se muestran los residuos próximos y los enlaces de hidrógeno en verde. Captura de AutoDock Tools. 
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ROCK: 

Fasudil Fasudil-
propargilo 

Fasudil 6-
propargilo 

-9,93 -10,43 -9,85 

-9,78 -9,92 -9,28 

MAO-A: 

Clorgilina Fasudil-
propargilo 

Fasudil 6-
propargilo 

-7,52 -10,24 -9,43 

-5,62 -8,72 -8,90 

MAO-B: 

Rasagilina Fasudil-
propargilo 

Fasudil 6-
propargilo 

-7,00 -10,19 -9,6 

-6,75 -9,16 -8,81 

Si se buscan fármacos multidiana con capacidad de inhibir la ROCK y la MAO, sin duda, fasudil-

propargilo y fasudil 6-propargilo son buenos candidatos. Presentan en todos los casos, salvo en 

fasudil 6-propargilo frente a ROCK, energías de enlace inferiores a los inhibidores de referencia. 

Fig. 20 Superposición del docking de fasudil-propargilo (gris) y fasudil (rosa) con ROCK. Izquierda, vista de superficie de la pro-
teína con colores según polaridad; derecha, se muestran los residuos próximos y los enlaces de hidrógeno en verde. Captura de Au-
toDock Tools. 

Es
te

 tr
ab

aj
o 

tie
ne

 u
na

 fi
na

lid
ad

 d
oc

en
te

. L
a 

Fa
cu

lta
d 

de
 F

ar
m

ac
ia

 n
o 

se
 h

ac
e 

re
sp

on
sa

bl
e 

de
 la

 in
fo

rm
ac

ió
n 

co
nt

en
id

a 
en

 e
l m

is
m

o.



El modelado molecular como herramienta para el descubrimiento de nuevos fármacos que interaccionan con proteínas 

- 20 - 

Cabe destacar que la unión fasudil-propargilo con la ROCK es la más estable (-10,43 kJ/mol). 

Esto se debe a la interacción entre el grupo amino protonado del anillo de homopiperazina y el 

residuo de Asp160(Fig. 20). Por el contrario, la interación en el caso del Fasudil no es tan fuerte 

porque la distancia con este residuo de Asp160 es mayor.  

Conclusiones 
El diseño de fármacos 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 así costes y tiempo en las siguientes etapas de desarrollo. En efecto, gra-

cias a la alta disponibilidad de estructuras tridimensionales de potenciales dianas terapéuticas 

y a la técnica del docking, actualmente es posible ensayar cualquier molécula frente a una 

proteína. 

2. El desarrollo in silico abre la puerta al diseño racional de nuevas estructuras, gracias al estu-

dio de las interacciones diana-ligando. 

Ejemplo de ello son los fármacos multidiana diseñados en el presente trabajo como potenciales 

tratamientos contra las enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer o el Parkinson. De 

entre los fármacos multidiana producidos a partir de la fusión entre fasudil y ácido cafeico, fa-

sudil 6-cafeico es el que muestra mayor afinidad frente a la ROCK durante el docking. Por lo 

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

De entre los fármacos multidiana ideados a partir de fasudil y el fragmento de propargilo, fasudil-

propargilo es el que muestra mayor afinidad de unión a ROCK y a las dos isoformas de la MAO. 

Por lo que, de confirmarse su actividad in vitro, fasudil 6-cafeico y fasudil-propargilo serían dos 

buenos hits. 
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