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1 RESUMEN

Un elevado numero de reacciones quimicas pueden tener lugar de forma espontdnea,
mientras que otras, para que se produzcan, necesitan la presencia de catalizadores. Las
enzimas son catalizadores de reacciones bioldgicas estudiadas desde hace afios. El hecho de
ser biodegradables, quimioselectivas, regioselectivas, enantioselectivas, asi como la elevada
velocidad de las reacciones que catalizan y las suaves condiciones a las que estas reacciones
tienen lugar, han hecho que las enzimas se conviertan en un objetivo importante en el proceso
de desarrollo farmacoldgico.

Analizar cudl es la conformacién espacial del complejo sustrato-enzima y conocer las
interacciones que intervienen en esta unién es un elemento de conocimiento importante
tanto en el proceso de descubrimiento de nuevos farmacos como en el desarrollo de sustratos
de mayor afinidad por la enzima. El establecimiento de un modelo conformacional se obtiene
mediante la aplicacién de técnicas de acoplamiento molecular, en las que el sustrato adopta
diferentes poses dentro del centro catalitico de la enzima, resultando las mas estables
aquellas cuya energia de enlace sea menor.

En este estudio bibliografico se detallan los aspectos mas importantes de las reacciones
biocataliticas y de la técnica de acoplamiento molecular o técnica docking. Aportando
finalmente ejemplos en los que se ha utilizado esta técnica para el desarrollo de farmacos en
cuya actividad estdn implicadas las enzimas.

Palabras clave: enzima - biocatalisis - técnica - molecular - docking.

2 ABSTRACT

A high number of chemical reactions happen spontaneously, while others need the presence
of catalysts. Enzymes are catalysts for biological reactions and they have been studied for
years. Due to properties such as biodegradability, chemoselectivity, regioselectivity,
enantioselectivity, as well as the high speed in the catalytic reaction and the mild conditions
in which this reaction takes place, enzymes are a major goal in the process of pharmacologic
development.

Analyzing the spatial conformation of the substrate-enzyme complex and defining the
interactions involved in this union are considered important knowledge for new drugs
discovery and high affinity substrates development. The development of a new
conformational model is obtained using molecular coupling techniques, in which the substrate
takes different positions inside the catalytic center of the enzyme. As a result, the more stable
enzymes are those with lower bond energy.

This bibliographic review details the most important aspects of biocatalytic reactions and the
docking technique. It also provides several examples in which this technique has been used
for the development of drugs in whose activity enzymes are involved.

Keywords: enzyme - biocatalysts - technique - molecular - docking
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3 INTRODUCCION

3.1 Enzimas y reacciones biocataliticas

Las enzimas son proteinas naturales, producidas por organismos vivos, con propiedades
cataliticas. También denominadas catalizadores bioldgicos o biocatalizadores, reducen la
cantidad de energia necesaria para que se produzca una reaccién, acelerando asi la velocidad
de las reacciones quimicas que tiene lugar en el organismo. No se consumen ni se alteran en
el proceso de reaccion. [1][2][3]

Figura 1. Estructura molecular de una enzima. Se representan la secuencia de aminodcidos plegados formando una estructura 3D. En

amarillo, se encuentra unido un inhibidor. [3]

Suelen ser proteinas globulares de elevado peso molecular (10%-10° g mol™1), que se
entrelazan o pliegan en una o varias cadenas polipeptidicas, formando una estructura
tridimensional especifica. Las enzimas se encuentran en medio acuoso, esto condiciona la
disposicion de los grupos que forman parte de su estructura, encontrandose los grupos de
naturaleza polar o grupos hidréfilos ubicados en la superficie exterior del entramado mientras
que los sustituyentes lipdfilos o apolares se disponen hacia el interior. Formando parte de esta
red tridimensional se encuentra un grupo de aminodcidos que forman el sitio activo, centro
catalitico o cavidad de unidn, lugar en el que se va a producir el reconocimiento y unién del
sustrato, y que es el responsable de la actividad catalitica de la enzima. El centro activo puede
estar localizado en la superficie o encerrado en el interior de la estructura enzimatica. A ese
sitio activo se va a unir el sustrato de la reaccidn provocando una activacién o inhibicién de la
enzima y desencadenando un efecto fisioldgico. [1][2][3]

Figura 2. Complejo formado por la unién de proteina-ligando. Se muestra el centro activo y la interaccion del ligando con los residuos de las
cadenas laterales que forman ese centro activo. [12]
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La palabra enzima deriva del griego: en (dentro) y zume (levadura). El término fue utilizado
por primera vez en 1878 por el fisico Kiihne, para referirse a la capacidad de la levadura de
producir alcohol a partir de azlcares.

Algunos microorganismos, como la levadura Saccharomyces cerevisiae, se han utilizado,
desde hace siglos, en la produccién de alimentos como el vino, el queso, la cerveza o el pan,
sin saber que las reacciones que se producian en estos productos, se debian a la accidn de las
enzimas presentes en estos organismos vivos.

Aunque el término enzima se conoce desde hace décadas, ha sido en los ultimos afios cuando
se han desarrollado numerosos estudios que nos han permitido un mayor conocimiento de
ellas. [1][4]

Entre las ventajas que supone el uso de biocatalizadores o enzimas en las reacciones quimicas
destacan:

- La velocidad de las reacciones catalizadas por enzimas es mucho mayor que la que
pueden alcanzar aquellas reacciones no catalizadas o mediadas por catalizadores
quimicos. Mientras que en una reaccién mediada por catalizador quimico, la velocidad
es del orden de 107, en una reaccidn catalizada por enzimas se puede llegar a
velocidades del orden de 108 - 101°. Ademas, se pueda llevar a cabo la reaccién con
una pequefia concentraciéon molar de enzima (0.010 — 0.0010 %) mientras que en el
caso de un catalizador quimico la concentracién molar necesaria seria mayor (0.1 —
1%). Una sola molécula enzimatica puede catalizar miles de reacciones y transformar
gran cantidad de sustratos, ya que no se consume durante la reaccion y se recupera al
final de cada una de ellas. Esto hace de las enzimas catalizadores muy eficientes. [3]

- Los catalizadores naturales son proteinas y por tanto son totalmente biodegradables,
por los que no ejercen ningln efecto perjudicial para el medio ambiente. [2][3][5][6]

- Las condiciones suaves en las que tienen lugar las reacciones enzimaticas, con un pH
entre 5-8, temperatura entre 20-40°Cy a presidn atmosférica, minimizan la posibilidad
de que se produzcan reacciones secundarias, pudiendo suprimirse asi los pasos de
proteccion y desproteccion de grupos funcionales durante las reacciones de sintesis, y
reduciendo la creacién de subproductos indeseables. Por lo tanto, son
transformaciones mas sencillas y seguras. [2][3][6]

- La compatibilidad que existe entre las diferentes enzimas hace posible que se puedan
producir varias reacciones a la vez. [3]

- Ademds de aceptar al sustrato natural, las enzimas también son capaces de reaccionar
con un gran numero de sustratos no naturales. Y aunque su medio de reaccién

habitualmente es agua, este puede ser reemplazado por un disolvente organico. [2][3]

- Son reacciones reversibles, que pueden darse en ambas direcciones, sin afectar al
equilibrio termodinamico de la reaccion. [3]
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Las enzimas ejercen una accién especifica, poseen quimioselectividad. Generalmente
ejercen su accion sobre un solo tipo de sustrato o un grupo de sustratos similares, lo
gue se conoce como especificidad de sustrato o por otro lado pueden ejercer su accién
sobre un tipo de enlace, que nada tiene que ver con el tipo de sustrato, si no con el
tipo de reaccién que cataliza, esto se conoce como especificidad de accion o de clase.
Esta caracteristica hace que la enzima solo afecte a un grupo funcional o a un enlace
del sustrato sin alterar al resto de elementos, de manera que no se producen
reacciones secundarias y por tanto no va a ser necesario eliminar impurezas en el
proceso. [2][3]

Poseen regioselectividad, es decir, tienen la capacidad de diferenciar grupos
funcionales quimicamente iguales que se encuentran situados en diferentes partes del
sustrato y unirse solo a uno de ellos, aunque exista otro con una reactividad mayor.

[2][3]
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Figura 3. Reaccidn regioselectiva de un sustrato con la enzima lipasa de Geotrichum candidum. [2]

Enantioselectividad: todos los biocatalizadores son quirales por su composicién con L-
aminodcidos esto hace que sea capaz de reconocer cualquier tipo de quiralidad o
proquiralidad en el sustrato, mostrando selectividad solo hacia el enantidmero con la
conformacion adecuada. [2][3]

Schematized Enantiomer Recognition in the Receptor Site of an Enzyme

One enantiomer docks The other enantiomer
in an enzyme receptor does not fit (as well)
“pocket.” into the receptor site.

Poor fit

Figura 4. Disposicidn de dos enantiémeros en el sitio activo de la enzima.

Algunas desventajas de este tipo de reacciones son:

A diferencia del uso de catalizadores quimicos quirales en los que se puede conseguir
invertir la quiralidad de una reaccién, en el caso de las enzimas este hecho es
imposible, ya que la naturaleza solo proporciona L-aminodcidos y no existe la forma
de crear enzimas a partir de D-aminodacidos. [3]
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El mayor poder catalitico de las enzimas tiene lugar en medio acuoso, pero el elevado
punto de ebullicion del agua y el elevado calor de vaporizacién, ademds de que la
mayoria de compuestos organicos son poco solubles en él, convierten a este medio en
el menos adecuado para la mayor parte de reacciones. Lo idoneo seria sustituir este
medio de reaccién por un medio organico en ocasiones en los que sea favorable para
la reaccion, pero a cambio se produce una pérdida de la actividad catalitica de la
enzima. [3]

Otro de los aspectos que encarece los procesos de biocatdlisis es el hecho de que las
enzimas, para su correcto funcionamiento, necesitan de la presencia de cofactores que
estan ligados a ellas de forma natural. Estos cofactores son donantes de equivalentes
quimicos para que se pueda producir el paso de oxidacidn y reduccién en reacciones
redox (NAD(P)H, flavina o grupo hemo), ademds de servir como reservorio de energia
quimica, como es el caso de ATP. [3][6]

La mayoria de estos cofactores son inestables y muy caros, ya que no pueden ser
sustituidos por moléculas de sintesis artificial mas econdmicas. En la actualidad se
estan empezando a acoplar sistemas de reciclaje de cofactores. [3][6]

Son moléculas sensibles, destruidas a elevadas temperaturas y pH extremos; por lo
que el mantenimiento de estos dos parametros es un punto critico en el transcurso de
la reaccion enzimatica. [3]

Por su eficiencia, regioselectividad y estereoselectividad, el uso de reacciones enzimaticas es
empleado en sintesis de farmacos, herbicidas, insecticidas y otros productos quimicos, asi
como en las industrias textil o alimentaria, entre otras. Las suaves condiciones de pH y
temperatura a las que se producen las reacciones y el hecho de que estos procesos se llevan
a cabo en medios que respetan el medio ambiente, convierten a las reacciones biocataliticas
en una alternativa mas eficiente y ecoldgica a la sintesis quimica tradicional. [4]

= Diagnostico y = Fabricacion + Fabricacion de = Biorremediacion.
terapéutica, edulcorantes, detergentes, * Obtencién de
+ Sintesis de aromas y aditivos. = Industria textil y plasticos
farmacos u otros = Fabricacion de peletera. biodegradables.
compuestos. ingredientes con « Sintesis de « Produccidn de
valor nutricional. compuestos combustible
= Fabricacion de quimicos. biolégico.
queso y productos
lactea.
= Fabricacion de
herbicidas e
insecticidas.

Tabla 2. Aplicaciones de las reacciones biocataliticas. [3]

La utilizacion de enzimas tanto en sintesis de precursores de fdrmacos y semisintesis, como
en la resolucion de mezclas racémicas en industria farmacéutica, es cada vez mas frecuente.

[4]

-7-



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

Cultivo de otras especies
de tejodistintas a
Taxus brevifolia

Obtencion de materia prima (hojas, corteza)
para aislar taxenos

-

1 ° TaxolasaC-13
Ry( £ ORy extracelular de
H Necardioides albus
‘ / 2 SC13911
| 0 ) + R,OH
PN -
IRy ()" OH OBDOAC R,= acetato ”()r T })I{,A P
R,= xilosa en
PRIMER PASO: Taxeno Pr il S i
i0 Q [
Obtenclonde 2 /l\ DesacetilasaC-10
20008 6L 4 &/‘{R& intracelular de P “R\
710\ y Nocardioidesalbus [ X
N $C13912
SEGUNDO PASO: é /.\é’ - + [cn,coon
= tOROT S bBHAC ()H }mb\x
Obtenciénde la R,= acetato . |
. = xi ti tina Il i
cadena lateral Baccatina Il % losa en 10-desacetll-baccatinalll; |-10-DAB
del paclitaxel
ez TERCER PASO:
3 e e coset Semisintesis del taxol
3. PhCN, BF,, Oet ON 4 0,
i CO4EL gy (j }*0 O OH
|
m O%NH o W
1. Reduccion enzimdtica ©/Krcoz!l @/\)K LY g
2.K,€O oM O ‘._ :
3. Phe, BF,, Oet OH @_«0
4.H,0¢ Paclitaxel

Figura 5. Ejemplo de sintesis de farmaco mediante el uso de enzimas = Paclitaxel, farmaco antineoplasico cuya semisintesis se produce a
través de reacciones biocatiticas por la unién de dos precursores. (10-DAB y la cadena C-13). [4]

Con el gran auge de la biocatalisis y las ventajas que esta supone frente a la sintesis quimica
tradicional, son numerosos los procesos biotecnoldgicos que se llevan a cabo utilizando
enzimas como catalizadores. Esto hace que, en la actualidad, sea un campo de interés en
investigacion quimica y bioldgica. [2][4]

350
30 ml BIOCATAL! ®m ORGANIC SYNTHESIS and ENZYM!

250

200

150+

100+

Numero de publicaciones

82 84 86 88 90 92 94 96 98 00 02 04 6 8
Ao

Figura 6. Evolucion del uso de biocatalisis desde 1982 hasta 2008. [2]

Conocer la forma en la que el sustrato interactia con la enzima, cual es la conformacién que
este adopta en el sitio catalitico y los enlaces que se establecen entre ellos es la finalidad de
la aplicacidon de técnicas computacionales de acoplamiento molecular como docking. Se
quiere conocer que modificaciones en la enzima o sustrato, podrian aumentar la afinidad y la
efectividad, consiguiendo un aumento del rendimiento del proceso de sintesis de farmacos a
partir de enzimas.
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3.2 Principios generales de la técnica docking

La técnica docking o de acoplamiento molecular es una técnica de mecanica molecular
utilizada para predecir modos de unidn entre ligandos y sus dianas, asi como la energia de esa
union.

Técnica que, mediante la aplicacién de modelos informaticos, predice, de forma tedrica, cual
es la mejor orientacién del ligando dentro del sitio activo, en este caso, el centro catalitico de
la enzima.

A partir de la estructura tridimensional de ligando y receptor, se persigue conocer, mediante
la aplicacién de docking, la estructura tridimensional del complejo ligando-receptor.
[8][10](12]

Figura 7. Esquema del proceso de acoplamiento molecular. [7] A. Estructura 3D del ligando. B. Estructura 3D del receptor. C. Exploracién de
las posees que adopta el ligando en el sitio activo del receptor. D. Seleccién de la conformacién mas probable e interacciones que se
producen.

Forma parte de las técnicas conocidas como métodos basados en la estructura, por lo que es
necesario conocer la estructura tanto del sustrato como de la enzima. Previamente a la
realizacion de docking, la estructura de la diana se puede obtener mediante técnicas como
cristalografia de rayos-X o espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (métodos
experimentales) o modelado por homologia (método tedrico). La estructura del ligando se
puede obtener de forma experimental, mediante el acceso a la base de datos de Cambridge
Structural Database (CSD) o puede ser construida por modelado molecular. [7][8][9][12]

Los sustratos o ligandos pueden adoptar diferentes orientaciones dentro del sitio activo del
receptor. Teniendo esto en cuenta, la técnica docking consta de dos funciones o algoritmos.
Un primer método de muestreo, componente estructural de la técnica, en el que se realiza
una exploracion del espacio conformacional. El sustrato se coloca dentro del sitio activo de la
enzima adoptando diferentes conformaciones o poses, y grados de libertad torsional y
traslacional. Esta primera parte predice la conformacién del ligando y su posicién y orientacién
dentro del sitio activo.

Por otro lado cuenta con una funcion de puntuaciéon o scoring, componente energético.
Método matematico que clasifica las uniones en funcién de la puntuacion obtenida, basada
en el calculo de la energia libre de unidn, y evallda como de buenas son las interacciones. Esta
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segunda parte permite conocer el panorama energético de cada una de las conformaciones
de uniodn previstas y evaluar la fuerza y afinidad de cada una de ellas. [7][9][10][12][13]

Para la estimacidn de la energia de union de ligando y receptor, los métodos de acoplamiento
molecular utilizan funciones de puntuacién. La energia de la reaccion estd representada
mediante la constante Ka y la energia libre de Gibbs. Para este cdlculo de la energia de la
reaccion de unién de ligando y receptor se tienen que tener en cuenta interacciones
intermoleculares entre ligando y receptor, efecto del disolvente y efectos entrépicos de la
reaccion. La precision de la medida va a depender del numero de pardmetros fisico-quimicos
evaluados, siendo mayor cuanto mayor sea el nimero de parametros. [7]

En el cdlculo de las energias de unién se van a obtener una serie de maximos y minimos,
minimos que corresponden con situaciones en las que se obtiene un complejo estable y que
la funcién de scoring es capaz de localizar. [12]

Figura 8. Representacion de los minimos y maximos de energia obtenidos en el calculo de la energia de unién de las diferentes
conformaciones del complejo ligando-diana [12]

La primera funcidon muestra todos los modos de unién que se pueden dar y la realizacién de
la segunda funcion, determina cual es el modo de unién mas estable y el que realmente se
produce. [7][9][10][13]

. > S~
Figura 9. Representacion de los multiples modos de unién de un ligando a un receptor (izquierda).Comparacion de la propuesta de unién

S

por docking con la orientacidn obtenida experimentalmente (derecha). [9]

Por tanto, ademds de aportar informacion sobre la forma en la que el sustrato se une a la
enzima, también permite obtener la energia de union de cada una de las poses o
conformaciones que el sustrato adopta, permitiendo seleccionar cual es el modelo de unién

-10 -
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con minima energia y asi conocer cuales son los modelos de unidn tedricos mas estables,
asemejandose alguno de ellos al modelo experimental. [7][12]

Debido a la precisidn en la prediccién de la orientacion del sustrato y la enzima en su unién,
es la técnica de acoplamiento molecular basada en la estructura mas utilizada. Se ha
convertido en una herramienta cada vez mas importante en investigaciéon farmacéutica. Es
usada en investigacidn de nuevos farmacos con el objetivo de reducir coste y tiempo en el
proceso, y también es usada para caracterizar cudles son las partes del sustrato responsables
de la interaccion con la diana, y por tanto aumentar la eficacia de accion de futuros farmacos
sobre la diana. [10]

Poder conocer una imagen fija de cdmo se unen sustrato y enzima, nos permite conocer el
sitio catalitico de la enzima, los grupos funcionales que intervienen en la interaccion y cual es
la conformacion mas probable de la uniéon y realizar modificaciones estructurales favorables,
mejorar la unién y conseguir un mejor rendimiento del proceso. [14]

Para poder solucionar algunos inconvenientes relacionados con el sustrato, para poder
modificarlo y obtener un sustrato mas eficiente, no es suficiente con la suposiciéon de unién
gue nos aporta docking, sino que es necesaria la simulacién de estos procesos.

Esta descripcidn mas detallada del sistema la podemos obtener mediante Mecanica Cuantica
o clasica (QM) en la que no solo se tiene en cuenta la estructura, sino que también se tienen
en cuenta la distribucién electrénica y la reactividad quimica.

La Dindmica Molecular (DM) esta basada en la mecdnica cldsica y mediante esta técnica se
lleva a cabo la simulacién de macromoléculas como el ADN o las proteinas.

Por lo tanto, tras un estudio de acoplamiento molecular o docking en el que se hace una
suposicién del modo de unidon que tiene lugar entre sustrato y enzima, se va a ver, mediante
dindamica molecular, como varia esa conformacion, cuando se somete a un campo de fuerza.
[18]

El acoplamiento molecular, en realidad, no es una técnica que se lleve a cabo de manera
aislada o independiente si no que habitualmente esta integrada en una cadena de trabajo en
la que intervienen diferentes técnicas tanto in silico como experimentales. [16]

4 OBIETIVOS

e Realizacidn de una revision bibliografica de los principios basicos de reacciones
catalizadas por enzimas y las ventajas que supone su aplicacién en sintesis
guimica.

e Revisidn bibliografica para conocer las bases de la técnica de acoplamiento
molecular basada en la estructura o docking y su aplicacion.

e Aportar ejemplos de aplicaciones de la técnica docking en el desarrollo de
farmacos en cuya actividad intervienen enzimas.
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5 MATERIAL Y METODOS

5.1 Clasificacidn de enzimas segun el tipo de reaccidn que catalizan.

La clasificacion realizada por la Unidn Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular de las
enzimas segun el tipo de reaccién que cataliza, divide a éstas en 6 grupos:

- Oxidorreductasas (EC1): catalizan reacciones redox, mediante la transferencia de
electrones, produciendo la reduccién y oxidacidn del sustrato.
Reducen dobles enlaces, catalizan el proceso reversible de oxidacién de alcoholes y
aminas, son también las responsable de los procesos de oxigenacién de enlaces C-H o
compuestos aromaticos.
Para que las reacciones tengan lugar, necesitan de la presencia de cofactores redox,
como puede ser NAD(P) o FMN, que van a ser los donantes de electrones necesarios
para las reacciones. Desde hace siglos, por su participacion en las reacciones de
fermentacion, han sido las mas usadas.

- Transferasas (EC2): catalizan la transferencia de grupos funcionales entre sustratos.
Actualmente tienen gran importancia las aminotransferasas, en concreto las
transaminasas, al convertir cetonas en aminas enantioméricamente puras que tienen
un elevado rendimiento.

- Hidrolasas (EC3): catalizan la rotura de una molécula mediante la adiciéon de una
molécula de H20 disociada (OH™ y H™), reaccién conocida como hidrdlisis.

- Liasas (EC4): catalizan reacciones en las que se rompen enlaces C-C, C-O, y C-N,
obteniendo como productos moléculas con dobles enlaces o liberacién de grupos
guimicos.

- Isomerasas (EC5): catalizan la conversion de la molécula en su isdmero. Catalizan
reacciones de isomerizacion, racemizacion y epimerizacién.

- Ligasas (EC6): catalizan la formacion de enlaces entre varias moléculas dando lugar a

una molécula de mayor complejidad. Para llevar a cabo su accién, necesitan energia
gue se obtiene de la disociacion ATP. [1][2][3][5][6]
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NUMERO DE ENZIMAS

TIPO DE ENZIMAS UTILIDAD
Clasificadas Disponibles

Oxidorreductasas (EC1) 700 100 +++
Transferasas (EC2) 750 100 ++

Hidrolasas (EC3) 650 180 +++
Liasas (EC4) 300 40 ++
Isomerasas (EC5) 150 6 +
Ligasas (EC6) 80 5 +

Tabla 1: clasificacion de las enzimas segun la Unidn Internacional de Bioguimica y Biologia Molecular. [3]

La utilidad en términos practicos, es decir, la importancia para la aplicacidn practica de las
enzimas en la sintesis orgdnica no es la misma para todos los grupos. Como puede verse en la
columna de utilidad de la Tabla 1, las 4 primeras son las mas utilizadas, en primer lugar
oxidorreductasas e hidrolasas, seguidas de transferasas y liasas. Mientras que isomerasas y
ligasas son las de menor aplicacion practica. [3][6]

Se estima que hay un total de 25000 enzimas presentes en la naturaleza, de las cuales, en la
actualidad, sélo hay reconocidas por la Unidn Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular (IUBMB) aproximadamente 3700 enzimas, y solo un 10% de estas se encuentran
comercializadas. Este hecho nos demuestra que la mayor parte de ellas estdn aun por
descubrir. La cantidad de enzimas, de cada uno de los grupos, que estan clasificadas y las que
se encuentran disponibles para su utilizacion, también podemos verlas en los datos de la Tabla
1 con anterioridad. [3]

5.2 Clasificacion de los diferentes métodos de docking

Para comprender los diferentes tipos de docking que existen, es necesario conocer
previamente cudles son los mecanismos propuestos de unién entre ligando y receptor:

- Teoria llave-cerradura: el ligando encaja en el receptor como lo hace una llave en una
cerradura. Propuesta por Fischer. Los primeros métodos de acoplamiento se basaban
en esta teoria, en la que se trataba a ligando y receptor como cuerpos rigidos.

- Luego la teoria del ajuste inducido, creada por Koshland, lleva la teoria de la llave-
cerradura un paso mas alla, afirmando que el sitio activo de la enzima se reforma
continuamente por interacciones con los ligando a medida que estos interactian con
él. [8][9][10]
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Siguiendo estas dos teorias y teniendo en cuenta la gran cantidad de grados de libertad
conformacional con los que tiene que trabajar docking, han surgido diferentes metodologias
basadas en las siguientes aproximaciones:

Docking rigido: ligando y diana se consideran como elementos rigidos, no tiene en cuenta los
grados de libertad conformacional naturales de ambas moléculas. Ambos, se unen sin que se
produzca ninguna modificacion en los dngulos y longitudes de enlace. Esta aproximacién no
se utiliza en la practica, ya que no tiene en cuenta la naturaleza flexible tanto del sustrato o
ligando como del receptor. [8][10][12]

Docking de diana rigida y ligando flexible: principalmente se basa en la busqueda de la
conformacion que adopta el ligando. En base a que la teoria de la llave-cerradura es una teoria
aceptable en los posibles modelos de unién, no se considera a la diana como molécula de
naturaleza flexible. Este método estd basado en la teoria del ajuste inducido, donde el ligando
posee flexibilidad y se adapta a la forma de la diana cuando se une. [8][10][12]

Podemos encontrar tres tipos de métodos:

- Construccion incremental. Mediante la fragmentacion del ligando y unién de forma
secuencial a la diana, se estudia la conformacion al vuelo dentro del sitio de unidn.
Este método es empleado en programas como FlexX o Surflex.

Figura 10. Ejemplo de acoplamiento molecular de diana rigida y ligando flexible por construccién incremental

- Conformaciones pre-calculadas del ligando. Antes de emplear docking, se generan y
guardan en una base de datos las conformaciones del ligando. Este método es la base
de programas como CRDOCK y GLIDE.

- Generacion de conformaciones in situ, en este caso la totalidad del ligando se va
adaptando al sitio de unién a la diana
Las técnicas que se usan con mayor frecuencia, son:

1. Complementariedad de forma. Evalia la concordancia de conformacion
geométrica entre ligando y diana. Es usada en programa DOCK.
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2. Algoritmos genéticos. Técnicas con base genética (teoria de la evolucién de Darwin
o teoria de la herencia de Lamarck) que son usadas en programas GOLD y
AutoDock.

3. Algoritmos de Monte Carlo. Se generan grupos de rotacidn, traslacion y orientacion
de los ligandos y después se evalian mediante una funcién de scoring. Usado en el
programa de LigandFit.

4. Busqueda tabu. Se van probando diferentes poses y se elabora una lista con las
poses que ya se hayan producido y los sitios que ya se hayan ocupado. Usado en

programa PRO LEADS.

5. Y por ultimo algoritmos bio-inspirados, inspirados en estrategias de las colonias de
hormigas o en la inteligencia de los enjambre. Usado en programa PLANTS.

Docking flexible: el ligando se considera siempre flexible y en este caso los métodos utilizados

son clasificados segun el grado de flexibilidad de la diana. La realizacién de este método
basado en el acoplamiento flexible requiere mas tiempo y rendimiento, pero aun asi es muy
utilizado en la actualidad.

Entre las aproximaciones que forman este método, encontramos:

- Soft docking. Simula el efecto de acoplamiento inducido, se relajan los potenciales de
lainteraccion y se produce una extension del tamafio del sitio activo. Programas Glide
y GOLD.

- Algoritmos de Monte Carlo. Se prueban ligandos con diferentes grados de rotacién y
se ven los cambios que sufre la diana. Programas GOLD, Glide, AutoDock, FlexX e ICM.

- Esquema del complejo. Cuando se dispone de diferentes estructuras de la diana, se
procede a realizar varios docking con cada una de las estructuras de la diana y se
calcula el valor medio de todos los resultados obtenidos. AutoDock, ICM, Glide o GOLD.
[8][10][12]

Entre las aplicaciones de la técnica molecular de docking podemos encontrar:

- Filtrado virtual de gran cantidad de moléculas en el proceso de descubrimiento de
farmacos

- Seleccién de compuestos complementarios al receptor que puedan unirse a él.
Identificacidn de los componentes de la estructura involucrados en la unién.

- Se puede usar para identificar otra serie de dianas para los cuales los ligandos
presentan también una buena complementariedad, algunos de los cuales son
potencialmente responsables de reacciones adversas inesperadas a los
medicamentos.

- También se emplea en la identificacion de ligandos que se unen simultaneamente a un
grupo de dianas de interés seleccionados, y ejercen varios efectos fisioldgicos al mismo
tiempo.
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- Para conocer nuevas indicaciones de compuestos farmacolégicos ya caracterizados,
es decir, para conocer nuevas dianas terapéuticas de ligandos ya conocidos. [11]

6 RESULTADOS

En este apartado se realiza una busqueda bibliografica de ejemplos donde se aplica esta
técnica de acoplamiento molecular o docking, en el estudio conformacional de la unién de
sustrato y enzima, y las interacciones que se establecen entre ellos. Algunos de estos ejemplos
son:

La familia Flaviviridae es una familia de virus que pueden transmitirse desde animales a
humanos por vectores artrépodos como garrapatas y mosquitos. Son los causantes de gran
variedad de enfermedades en humanos y en algunas especies animales. Esta familia incluye
cuatro géneros principales: Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus y Pegivirus, ademas de algunos
virus no clasificados. En total esta familia incluye 67 virus. Algunos de ellos son el virus del
dengue (DENV), el virus de la encefalitis japonesa, el virus de la fiebre amarilla, el virus del Nilo
Occidental y el virus de la encefalitis trasmitida por garrapatas.

Aun no se han desarrollado terapias antivirales eficaces para tratar este tipo de infecciones, a
pesar del gran impacto en salud publica, a nivel mundial, que provocan virus como el virus del
dengue u otros flavivirus.

El genoma del virus del dengue (DENV) consta de una sola cadena de ARN de sentido positivo,
gue se acopla a una serie de complejos ubicados en la membrana del reticulo endoplasmico
de la célula huésped. Estos complejos a los que se produce el anclaje del virus, contienen las
proteinas no estructurales 3 y 5 de DENV y también otras proteinas del huésped. EI ARN de
este virus contiene una regién no traducida 5’, un marco de lectura abierto y otra regién no
traducida 3’. El marco de lectura abierto codifica una proteina que al ser procesada por las
proteasas virales y del huésped, genera diez proteinas virales maduras: tres de ellas
estructurales (capsida y envuelta) y siete no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B
Y NS5). El dominio de secuencias de la polimerasa NS5 junto con otras proteinas del virus y de
la célula huésped son los responsables de la formacion de intermedios de ARN bicatenario, en
sentido positivo y negativo.

Las hebras de sentido negativo son las plantillas usadas por las que DENV RdRp (polimerasa)
sintetiza un nuevo ARN gendmico de sentido positivo. Estas enzimas con actividad RdRp son
Unicas de este tipo de virus y esenciales para su replicacidn. El hecho de que estas enzimas no
se encuentren en células humanas, lo convierte en una diana de estudio para el desarrollo de
farmacos antivirales.

Los inhibidores de la polimerasa son de dos tipos: analogos de nucledsidos/nucleétidos (IN) e
inhibidores no nucledsidos. A veces, debido a la falta de selectividad, los IN pueden tener
efectos fuera de la diana, como por ejemplo en la ADN polimerasa mitocondrial y producen
efectos adversos, causando toxicidad.

El primer inhibidor alostérico de la DENV RdRp fue el compuesto NITD-1, identificado
mediante cribado de alto rendimiento, el segundo se modificd en el plomo del dcido N-
sulfonilantranilico, compuesto NITD-2. NITD-29 es un compuesto fotorreactivo de NITD-2, que
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se ha utilizado para mapear el sitio de unién del compuesto y por tanto definir el sitio
alostérico.

Tras la previa preparacion de receptor y ligando, se realiza el acoplamiento molecular con
AutoDock mediante el uso de una cuadricula 24x24x24 puntos que se centran en los residuos
de Arg737, Thr413 y Met343 de la proteasa DENV RdRp. Se calculan las variaciones de la
energia libre y aquellas moléculas con menor energia se seleccionan como moduladores.

La espectrometria de masas del complejo NITD29/NS5 UV reticulado y las simulaciones de
acoplamiento molecular han ayudado a definir mejor el bolsillo de unién alostérico cerca de
los residuos de Arg737, Thrd13 y Met343 situados en el tunel de la plantilla de ARN. El mejor
conocimiento de la diana, permitié la seleccién de posibles inhibidores con mayor afinidad,
buen perfil farmacocinético y baja toxicidad, lo que implica una mayor probabilidad de éxito
en la busqueda del tratamiento de infecciones causadas por este virus. [15]

Otro ejemplo de aplicacién de técnicas de acoplamiento molecular se llevé a cabo en estudios
de los compuestos piroxicam, meloxicam, lornoxicam, normeloxicam y 4-meloxicam. Todo
ellos son AINEs, farmacos que ejercen una accién inhibitoria sobre la enzima COX
(ciclooxigenasa) y son usados procesos dolorosos o inflamatorios. El piroxicam, inhibidor no
selectivo, fue elegido como prototipo de esta familia. Normeloxicam y 4’-meloxicam, también
inhibidores no selectivos, son elegidos para analizar cémo influye, en la selectividad por la
COX-2 del meloxicam, la presencia del grupo metilo en la posicién 5 del sulfatiazol. Por ultimo,
el lornoxicam, también no selectivo, se usa para ver la influencia que tiene el anillo de benceno
en la interacciéon con la COX y qué efectos tendrd si es reemplazado por otros grupos
equivalentes.

Tras efectuar un barrido del espacio conformacional mediante Dinamica Molecular, y
optimizacidn posterior de todas las conformaciones, se realiza el docking con la enzima (COX)
de todas las conformaciones de minima energia obtenidas anteriormente. La realizacion de
este docking se realiza a través del programa FlexX version 3.0.2. para Linux, que permite la
prediccién de los modos de unién de los compuestos en el sitio catalitico de la enzima y de las
interacciones que tienen lugar.

Cuando se analizan los complejos de las formas enzimaticas COX-1 y COX-2 unidas a
meloxicam, se observa que se establecen interacciones hidrofdbicas del grupo benceno del
meloxicam con residuos adyacentes de los centros cataliticos, se forman dos enlaces de
hidréogeno entre el anillo tiazina del sustrato y residuos de serina y valina de la COX-2, y un
enlace de hidrégeno del anillo con un resto de serina de la COX-1. También se demostré que
el anillo de tiazol que forma parte del sustrato, formaba dos enlaces de hidrégeno con el
residuo de arginina de la COX-2 y ademas de este enlace, un enlace de hidrégeno y una
interaccion hidrofébica con la tirosina de la diana. [16]
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Acoplamiento meloxicam con la enzima COX-2. [16] Acoplamiento meloxicam con la enzima COX-1 [16]

Otros ejemplos de desarrollo de farmacos, a partir de actividad enzimatica, en los que se han
aplicado técnicas computacionales de acoplamiento molecular o docking son:

La ADN girasa es una importante diana para fadrmacos antibacterianos. Se trata de una enzima
bacteriana que produce superenrollamientos negativos en el ADN de la bacteria y lo
desenrolla.

Se analizaron estructuras complejas tridimensionales de la enzima con inhibidores conocidos
como ciprofloxacino y novobiocina, ambos inhibidores ceden un enlace de hidrégeno al resto
Asp73 de la enzima y aceptan un enlace de hidrégeno de una molécula de agua conservada
localizada en los residuos de la enzima que intervienen en la unién, de esta forma se obtiene
un modelo de acoplamiento comun entre enzima y ligando. También se tiene que tener en
cuenta la inclusidn de fragmentos de naturaleza lipdéfila en la molécula para tener una mejor
interaccion con el receptor. El éxito de aciertos posterior se debid sobre todo al conocimiento
de la estructura 3D formada por la unién de los ligandos con la enzima, lo que permitié el
desarrollo de inhibidores de la ADN girasa altamente potentes. [10]

En la actualidad, la urgencia de encontrar tratamiento para combatir la infeccién por SARS-
CoV-2, causante de la pandemia que se estd produciendo a nivel mundial, ha llevado al uso de
técnicas de acoplamiento molecular, conociendo la forma de interaccionar de algunos
antivirales con virus de estructura similar al SARS-CoV-2 con el fin de poder utilizar algunos de
estos farmacos en el tratamiento de la infeccién.

La informacion disponible de la secuencia genética del virus y el uso de modelos
computacionales de homologia y acoplamiento molecular han llevado a cientificos de la
Universidad de Drexel (Filadelfia) a estudiar varios tratamientos disponibles para combatir
este virus.

Los estudios se han realizado usando medicamentos que pueden interaccionar con la
glicoproteina spike y con la proteasa 3CL viral e inhibir estas dos proteinas esenciales en la
transmisién y virulencia.

Ademads de utilizar la forma cristalina de la proteina spike del SARS-CoV, en lugar de la del
SARS-CoV-2 (de la que no se dispone), para el modelo de homologia, también utilizaron la
secuencia original del SARS-CoV-2.
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El modelo de acoplamiento molecular se utiliz6 para el estudio de la proteasa 3CL,
responsable del control de las principales funciones del virus que hacen posible la replicacién.
Como base de datos se utilizd “Zincl5 database”, que contiene informacién de diversos
antivirales aprobados por agencias de alta vigilancia como la FDA.

Los farmacos analizados para estudiar su efectividad frente a SARS-CoV_2 fueron Zanamivir,
Bortezomib, Idinavir, Saquinavir, FAD Adeflavin, Coenzima A, Tiludronato, lomperol,
Cangrelos, Carfilzomib y Remdesivir.

Los estudios de acoplamiento molecular in silico demostratron que los antivirales Zanamivir,
Idinavir, Saquinavir y Remdesivir son capaces de inhibir la proteasa viral 3CL. Tras los analisis
con modelos computacionales, los resultados parecen ser prometedores ya que estos
antivirales estan aprobados para su tratamiento en otros virus ARN. Zanamivir por ejemplo
estd aprobado para el tratamiento de Influenza Ay B, Indinavir y Sequinavir han sido utilizados
en el tratamiento y prevencién del SIDA. Remdesivir se ha usado para tratar SARS, ébola y
actualmente esta siendo usado en pacientes infectados por SARS-CoV-2.

Serdn necesarias investigaciones posteriores para comprobar lo demostrado por estos
modelos computacionales, pero es un buen inicio para la busqueda de evidencia de accién,
contra este virus, de farmacos ya utilizados y registrados en las distintas agencias sanitarias.
[17]

7 CONCLUSIONES

Tras realizar una revisién bibliografica, tanto del concepto de reacciones biocataliticas y sus
propiedades como de los principios basicos de la técnica docking. Podemos concluir que,
debido a que las enzimas son capaces de distinguir entre varios sustratos uniendose de forma
especifica a uno de ellos, distinguir entre grupos funcionales, poseen afinidad por un Unico
enantidmero, las condiciones a las que tienen lugar las reacciones son muy suaves y evitan la
formacién de compuestos indeseables, son biodegradables, las reacciones se producen a una
elevada velocidad y tienen un elevado poder catalitico, se han posicionado como una
alternativa importante en el desarrollo de nuevas moléculas quimicas, compitiendo asi con la
guimica organica tradicional. En los ultimos afios se ha producido un incremento en la
investigacion de estas reacciones enzimaticas, se ha convertido en una diana de interés dentro
de la investigacion. Para llevar a cabo estos estudios de investigacién y conocer mejor cual es
la estructura de la enzima, la de los sustratos que se unen a ella y poder conocer la orientacién
del complejo que forman en su unién, se han comenzado a aplicar técnicas informaticas de
acoplamiento molecular.

La técnica de acoplamiento molecular basada en la estructura o técnica docking nos va a
permitir conocer mediante la simulacion de las diferentes conformaciones o poses que
adoptan sustrato y enzima cuando se unen, cuales de estas poses tienen menor energia de
enlace y por tanto conocer cuales van a ser las posiciones mas estables. Este conocimiento
nos da informacién de que residuos se podrian modificar, de la estructura de diferentes
sustratos y enzimas, haciendo que aumente la afinidad de complejo de unién y produciendo
asi un aumento de la efectividad de la accidn. Este hecho aumenta la probabilidad de éxitos
en las reacciones enzimdticas. Este punto es de especial interés en el desarrollo de
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tratamientos para las distintas patologias, ya que nos puede ayudar a la consecucion de
nuevos tratamientos mas eficaces o a la mejora de tratamientos ya existentes.
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