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Resumen

El acoplamiento molecular es un mé-
todo bioinformatico que permite prede-
cir y calcular computacionalmente la posi-
cién mas favorable de interaccion entre un
ligando y un blanco (usualmente proteico)
a partir de sus representaciones tridimen-
sionales. Esta herramienta bioinformatica
no tiene una regla que se adapte a todos
los casos y la mayoria de los programas em-
pleados con esta finalidad, tienen diferentes
métodos para tratar cada caso en particular.
Ademas, cada blanco proteico es estructu-
ralmente diferente y la capacidad de repli-
car los resultados experimentales vy fisiol6-
gicos depende en gran medida del sistema
utilizado y del criterio del usuario. Asi, este
articulo proporcionard pautas y detallara
varios aspectos practicos como el estado de
protonacién de los atomos, la identificacion
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Abstract

Molecular docking is a bioinformatic
method that allows predicting and calculat-
ing computationally the most favorable po-
sition of interaction between a ligand and a
target (usually a protein) from its three-di-
mensional representations. This bioinfor-
matics tool does not have a rule that suits all
cases and most of the programs used for this
purpose have different methodologies to
deal with each particular case. In addition,
each protein target is structurally different
and the ability to replicate the experimental
and physiological results depends largely on
the system used and the user's criteria. Thus,
this article will provide guidelines and de-
tail several practical aspects such as the pro-
tonation state of atoms, the identification
of important water molecules in the active
site, the differentiation between active mol-
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de moléculas de agua importantes en el si-
tio activo, la diferenciacion entre moléculas
activas y sefiuelos como mecanismo de con-
trol, la determinaci6n de la energia libre de
union (AG) y el analisis de la flexibilidad y la
dinamica molecular; aspectos que deberian
ser tomados en cuenta antes de iniciar un
estudio de acoplamiento molecular para la
busqueda y seleccién virtual de ligandos e
identificacion de blancos terapéuticos.
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Molecular Docking, Virtual
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El acoplamiento molecular fue descrito inicialmente en 1982 por Kuntz y
colaboradores, y desde entonces se ha convertido en una herramienta cen-
tral para la busqueda y seleccion virtual con base en la estructura, tanto de li-
gandos con actividad biolégica como de posibles blancos terapéuticos. Los li-
gandos son un amplio grupo de moléculas pequenas de diferente naturaleza,
desde hormonas, neurotransmisores, firmacos o compuestos aislados a par-
tir de diferentes fuentes naturales (como los alcaloides presentes en extractos
de plantas). Mientras que, los blancos terapéuticos son generalmente molé-
culas grandes como acidos nucleicos (DNA/RNA) o proteinas. De esta forma,
un ligando que se une a su blanco correspondiente, puede tener una activi-
dad biolégica de inhibicion o activacién. Los principios activos de los farma-
cos cumplen la funcién de ligandos y de esta manera producen un efecto bio-
I6gico beneficioso al consumirlos.

El acoplamiento molecular es un método bioinformatico que permite pre-
decir y calcular computacionalmente la posicion mas favorable de interac-
cién entre un ligando y un blanco usualmente proteico a partir de sus re-
presentaciones tridimensionales (Figura 1). Mientras mas estable, especifica
y favorable sea la union entre un ligando (farmaco) y su blanco proteico (dia-
na terapéutica), mayor sera su actividad biolégica (farmaco mas efectivo). Por
tanto, este método bioinformatico juega un rol importante en el descubri-
miento y desarrollo de nuevos principios activos o farmacos.
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Figura 1. Representacion de diferentes ligandos dispuestos alrededor
del sitio activo de un blanco proteico. Los ligandos seran evaluados por
acoplamiento molecular y seleccionados virtualmente de acuerdo a un
algoritmo de muestreo y de puntaje (Extraido de Beckham, 2014).

El acoplamiento molecular comiinmente emplea dos algoritmos por se-
parado. Un primer algoritmo de muestreo que predice todas las configura-
ciones o conformaciones estructurales (poses) que el ligando puede asumir
dentro de un dominio o sitio activo en el blanco proteico, y un segundo algo-
ritmo con una funcién de puntuacién que predice las energias de union entre
el ligando y el receptor para cada una de las configuraciones establecidas por
el primer algoritmo. Luego, con base en la funcién de estos dos algoritmos,
todas las configuraciones de union del ligando y su receptor son clasificadas
(o jerarquizadas) de acuerdo a sus energias de unién. Por tanto, las funciones
de puntuacion son capaces de filtrar compuestos a partir de grandes bases
de datos en una busqueda virtual, donde la configuracién de un compues-
to con el mas alto puntaje deberia corresponder a la configuracién con una
energia de unién mas favorable, para que este compuesto pueda ser conside-
rado como un potencial cabeza de serie o lead (Phatak et al., 2009). Por otro
lado, el acoplamiento molecular también tiene algunas debilidades, puesto
que, no toma en cuenta la naturaleza dinamica del blanco proteico conside-
randolo erréGneamente como una estructura estatica. Ademas, existen algunas
limitaciones en los algoritmos de muestreo e imperfecciones en las funciones
de puntaje que dan lugar en algunos casos, a la generacion de falsos positi-
vos y negativos (Lill, 2011) haciendo que la precisién sea muy dependiente del
blanco proteico (Warren et al., 2006). Estos errores inherentes, pueden inclu-
so agravarse debido al mal manejo y supervision del usuario.
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El acoplamiento molecular no tiene una regla que se adapte a todos los
casos. La mayoria de los programas empleados con esta finalidad, tienen di-
ferentes métodos para tratar cada caso en particular y la descripcion de los
detalles de cada programa esta fuera del alcance de esta revisién. También,
debe tomarse en cuenta que cada blanco proteico es diferente y la capacidad
de replicar los resultados experimentales y fisiol6gicos depende en gran me-
dida del programa utilizado y del criterio del usuario. Asi, este articulo pro-
porcionara pautas y detallara varios aspectos practicos a tener en cuenta an-
tes de iniciar un estudio de busqueda y seleccién virtual de ligandos.

Aunque la mayoria de los procesos de preparacion de la estructura del blan-
co proteico son realizados durante los ensayos de cristalografia de rayos-x, es
importante entender que es indispensable hacer algunos ajustes cuando sea
necesario. Los procedimientos mas comunes incluyen la adicién de hidrége-
nos y cargas de acuerdo al tipo de atomos, la aiadidura de cadenas laterales
y enlaces faltantes, y la deteccion y reparacion de cadenas rotas. También se
debe asignar un orden a los enlaces, determinar sus ubicaciones alternativas y
seleccionar los atomos mas frecuentes. Otros procedimientos mas complicados
incluyen la prediccion precisa de los estados de protonacién de los atomos y
la identificacion de las moléculas de agua (si existen) que deben permanecer
en la estructura del blanco proteico. Todos estos procedimientos maximizan
el realismo biolégico en el sistema modelado, lo que conduce a la identifica-
cién de una mayor proporcién de compuestos verdaderamente bioactivos.

Se refiere a la localizacién de los atomos de hidrogeno, no obstante, la re-
solucion de la mayoria de las estructuras cristalograficas de proteinas no pro-
vee esta informacién (Ten Brink y Exner, 2009). Por tanto, la prediccion preci-
sa del correcto estado de protonacién, especialmente dentro de la interface
de unidn, es crucial para determinar con exactitud la correcta configuracion
de union del ligando y su grado de afinidad (Kalliokosky et al., 2009; Onufriev
y Alexov, 2013). La prediccion incorrecta de estos dos parametros, da lugar a
que en la bisqueda virtual se descarten ligandos bioactivos y se seleccionen
falsos positivos (Onufriev y Alexov, 2013). Designar estados de protonacion
incorrectos ademas altera el estado de los atomos donadores y aceptores de
enlaces de hidrégeno, lo cual limita sustancialmente la precisiéon en la pre-
diccion de las interacciones entre ligando y proteina (Polgar y Keserii, 2005).

Es importante senalar que las funciones de puntaje basados en campos de
fuerza, cuya estimacion se basa en la suma de las fuerzas intermoleculares (como
las interacciones electrostaticas y las fuerzas de van der Waals), fuerzas intramo-
leculares y la energia de desolvatacion, son mas susceptibles de generar estados
de protonacion incorrectos en comparacion con las funciones de puntaje ba-
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sados en el conocimiento, cuya estimacion se basa en observaciones estadisti-
cas de contactos intermoleculares en bases de datos (como Protein Data Bank)
para determinar los &tomos y grupos funcionales que participan con mayor fre-
cuencia en interacciones moleculares y que por tanto son considerados ener-
géticamente favorables contribuyendo a la afinidad (Onufriev y Alexov, 2013).

Las cadenas laterales de aminoacidos ionizables pueden también variar
sus estados de protonacién dentro de un blanco proteico, dependiendo de
las condiciones fisiolégicas (ambiente) y fisicoquimas (como el pH). La unién
del ligando puede ademas estar acompanado por ganancia o liberacién de
protones (Petukh et al., 2013), sin embargo, este criterio casi nunca esta incor-
porado dentro de los estudios de acoplamiento molecular (Onufriev y Alexov,
2013). Otros estudios sefnalan que el estado de protonacién de los residuos
no pueden ser replicados de forma precisa, debido a que los protones no son
estaticos y son facilmente transferidos entre las moléculas. Las simulaciones
por mecanica cuantica necesarias para replicar los movimientos de los proto-
nes estan mucho mas alla del alcance y de las capacidades del acoplamiento
molecular. En el mejor de los casos, se puede identificar un conjunto de esta-
dos de protonacion o al menos el estado de protonacién mas adecuado para
el analisis de uni6n de ligandos.

La Histidina (His) provee un tinico problema en términos de su estado de
protonacion, puesto que puede ser protonado en tres diferentes conforma-
ciones. El anillo de imidazol de la cadena lateral de His puede ser protonado
en una configuracion neutral en el nitrégeno-¢ o el nitr6geno-5 o en una con-
figuracion cargada (+1) donde ambos nitrogenos (¢ y d) se encuentran proto-
nados (Kim et al., 2013) (Figura 2A). Para complicar ain mas la conformacion
correcta del anillo de imidazol de la cadena lateral de His, los atomos de car-
bono y nitrégeno cambian de posicion, creando tres conformaciones rota-
méricas adicionales (flipped states) (Glusker et al., 1994) (Figura 2B).
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La His representa una base muy débil, y por esta razén, determinar el esta-
do de protonacién es mas complicado que para otros residuos ionizables, por
tanto, debe ser analizado individualmente (Waszkowycz et al., 2011). En algu-
nos casos, la His en el sitio activo, forma parte de redes de enlaces de hidr6-
geno; la evaluacion de estos enlaces otorga mayores detalles sobre su estado
correcto de protonacion (Figura 3). Asi, la correcta replicacion de las posicio-
nes de los enlaces de hidrégeno entre el ligando y blanco proteico (observa-
dos en estructuras cristalinas o detallados en la literatura) sugieren la colo-
cacién precisa de los protones residuales (Krieger et al., 2012). Los choques
estéricos, son otro factor que también sugiere el posicionamiento correcto de
los protones (Krieger et al., 2012).

Figura 3. A. Interaccion de un compuesto X que no forma puentes de
hidrégeno con His62 y 119, la ausencia de puente de hidrogeno con His62
favorece a un estado de protonaciéon y rotamérico Flipped HID62 (Circulo
verde). B. Interaccion con un compuesto Y que forma una red de puentes de
hidrégeno con His62 y 119, el puente de hidrégeno en la His62 favorece un
estado de protonacién y rotamérico HIE62 (Circulo rojo) (Extraido de Kim
et al., 2013).
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El blanco proteico o receptor presenta una naturaleza dinamica, lo que
significa que los estados de protonacion de los residuos ionizables cambian
constantemente. Para predecir con precision la conformacion de un ligando
que se une a un receptor, el estado de protonacion del receptor debe ser re-
levante para su conformacion unida y en correspondencia con los datos cris-
talograficos (es decir, ausencia de choques o impedimentos estéricos con en-
laces de hidrégeno en las ubicaciones esperadas) y de acuerdo con el pH de
las condiciones experimentales. Asignar los estados de protonacion a resi-
duos de Asp, Glu, Arg y Lys durante la preparacion del receptor es general-
mente sencillo, con los acidos desprotonados (Asp y Glu) y las bases protona-
das (Arg y Lys) (Kim et al., 2013; Waszkowycz et al., 2011). No obstante, esto
es una generalizacién y no una regla, puesto que el microambiente del resi-
duoy el pH fisiolégico del receptor deben tomarse en cuenta cuidadosamen-
te. Calcular el pKa teérico de estos residuos a pH fisiolgico es posiblemente
el mecanismo mas directo para determinar o estimar su estado de protona-
cion (Polgar y Keserii, 2005).
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Las funciones de puntuacién dependen en gran medida del correcto esta-
do de protonacién del receptor. Estas funciones, asignaran al estado correcto
un puntaje mayor en comparacién con los estados incorrectos o menos favo-
recidos, proporcionando un mecanismo para predecir con precision el esta-
do de protonacion correcto dentro de un conjunto de posibles estados pre-
generados (Onufriev y Alexov, 2013).

En resumen, para evaluar con precision el estado de protonacién de un
blanco proteico, se deben tomar en cuenta tres aspectos importantes, el pH
fisiolégico, los valores calculados de pKa para los residuos ionizables y el ana-
lisis de las estructuras cristalograficas y de las moléculas bioactivas conoci-
das (identificadas experimentalmente). Estos tres aspectos pueden propor-
cionar una gran cantidad de informacion sobre el estado de protonacién de
un blanco proteico mediante la funcién de puntuacién, la inspeccion de cho-
ques estéricos y el analisis de redes de puentes de hidrégeno (formados en-
tre el ligando y el blanco proteico). Dadas estas pautas, se puede inferir que
las técnicas para predecir el estado de protonacién dependen en dltima ins-
tancia de la clase o tipo de blanco proteico en estudio.

Las moléculas de agua en el sitio activo son determinantes clave en la
union entre un ligando y su receptor (Thilagavathi y Mancera, 2010). No solo
pueden mediar entre los enlaces de hidrégeno, sino que su contribucién a los
cambios de entropia y entalpia es muy significativa (Lie et al., 2011; Cheng et
al., 2012; Kroemer, 2007). En un contexto de screening o seleccion virtual, la
adicion de agua es un criterio que se descuida frecuentemente y la conside-
racion de las moléculas de agua en ensayos de acoplamiento molecular sigue
siendo un importante desafio (Cheng et al., 2012; Huang y Shoichet, 2008).

La posicién de las moléculas de agua dentro de un sitio activo también es
muy variable (Santos et al., 2009), y seria err6neo considerarlas como estati-
cas en la naturaleza, debido a que algunos ligandos se unen a su receptor con
una orientacion especifica reemplazando fisiolégicamente a las moléculas de
agua que se encuentran en el sitio activo. Si esta naturaleza dinamica del agua
no es tomada en cuenta en los ensayos de acoplamiento molecular, da lugar
a un aumento drastico en falsos negativos (Kroemer, 2007). Varios informes
afirman que predicen con mayor precisién el modo de unién de inhibidores al
incorporar moléculas de agua dentro del sitio activo (Lemmon y Meiler, 2013).
Si bien estos estudios poseen un alto grado de mérito, la inclusién de molécu-
las de agua dentro del sitio activo también puede reducir significativamente
el volumen del dominio de unién y por tanto, disminuir también las posibles
conformaciones que el ligando podria asumir en el sitio activo, produciendo
un sesgo en el analisis (Lie et al., 2011). Sin embargo, la presencia de molécu-
las de agua en el sitio activo, puede aumentar considerablemente el enrique-
cimiento de posibles ligandos bioactivos en una busqueda virtual. Por tan-
to, es importante determinar si existen moléculas de agua en el sitio activo,
identificar cuales deben mantenerse y excluir aquellas que no son esenciales.
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Un paso inicial para evaluar la importancia de las moléculas de agua en el
sitio activo consiste en replicar y evaluar el modo de unién de las estructu-
ras experimentales (posibles ligandos) en ausencia de moléculas de agua es-
pecificas. Si la precisién se ve disminuida por la ausencia de estas moléculas
de agua en el sitio activo de union, es importante seleccionar qué moléculas
de agua son fundamentales para la unién. Por ejemplo, las moléculas de agua
que no estan unidas al receptor por su dtomo de hidrégeno y aquellas que se
encuentran fuera del dominio de union (mas alla de 5 A° de distancia), obvia-
mente tendran poco efecto sobre la union del ligando, por tanto, se podran
eliminar (Huang y Shoichet, 2008) (Figura 4).
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Es probable que las moléculas de agua que poseen tres enlaces de hi-
drogeno con el blanco proteico sean altamente estables dentro del dominio
de unién y por tanto, deben ser incluidas para el analisis por acoplamiento
molecular, ya que estas moléculas pueden resultar dificiles de desplazar por
la unién del ligando y probablemente, funcionen para estabilizar el sitio de
unién de la proteina (Yang et al., 2006; Hornak et al., 2006). Adicionalmente,
las moléculas de agua que forman puentes de hidrégeno entre el ligando y
el receptor, también pueden ser importantes en los ensayos de acoplamien-
to molecular. Sin embargo, este criterio puede ser muy especifico para un li-
gando en particular y debe ser adecuadamente evaluado y validado cuando
se realiza una busqueda virtual a partir de un conjunto diverso de clases de
ligandos. Asi, las moléculas de agua que se consideren importantes, deberian
idealmente tratarse como moléculas flexibles (Huang y Shoichet, 2008). Tam-
bién es importante tener en cuenta que la precision de un algoritmo de aco-
plamiento molecular puede depender en gran medida de su parametrizacion
y su idoneidad para cada clase de blanco proteico e inhibidor en estudio.
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Se acepta cominmente que no existe un algoritmo o software modelo de
acoplamiento molecular para la prediccién de la configuracién correcta de
union entre un ligando y su blanco proteico, ni para la determinacién de la
energia libre de union. Los algoritmos de acoplamiento molecular a menudo
se calibran empleando un conjunto de complejos experimentales de ligan-
do-proteina que sirven como “modelos de entrenamiento”. Asi, la precision
de los programas de acoplamiento molecular son a menudo altamente de-
pendientes del conjunto y tipo de modelos de entrenamiento utilizados (Ba-
llester y Mitchell, 2010). Es importante confirmar que el software de acopla-
miento empleado para la seleccién virtual sea capaz de replicar el modo de
unién de inhibidores experimentales conocidos para la clase de receptor en
estudio (Lim et al., 2011; Kroemer, 2007). Para mejorar el enriquecimiento de
ligando en un contexto de busqueda virtual, el algoritmo de acoplamiento
seleccionado debe validarse adecuadamente para la clase de receptor bajo
investigacion. Por supuesto, en una buisqueda virtual, donde cientos de mi-
les a millones de compuestos estan siendo seleccionados, la validacion para
cada clase de inhibidor potencial seria imposible, pero la validacién precisa
debe llevarse a cabo con el mayor conjunto de datos obtenibles de verdade-
ros leads experimentales, donde la correcta configuraciéon de unién sea co-
nocida. Una desviacion de la raiz cuadratica media (Root Mean Square De-
viation: RMSD) por debajo de 2 A para 4tomos pesados (excluyendo atomos
de hidrégeno) entre la estructura experimental y la estructura o configura-
cién predicha a partir del acoplamiento molecular, es un punto de referencia
bien definido para evaluar la precision de los algoritmos de muestreo (Hous-
ton y Walkinshaw, 2013).

Una estrategia y métrica muy util de evaluacion comparativa para medir el
éxito de un programa de acoplamiento molecular, es la capacidad de diferen-
ciar las moléculas activas reales de los sefiuelos. La base de datos de seiiuelos
utiles mejorados (DUD-E; http://dude.docking.org/generate) puede generar
sefuelos para un compuesto activo (Mysinger et al., 2012). DUD-E genera se-
fiuelos basados en propiedades quimico informaticas que incluyen peso mo-
lecular, logP, nimero de enlaces rotativos y nimero de donantes y aceptores
de enlaces de hidrogeno. Como estos sefuelos no estan destinados a unir-
se al blanco proteico, son topolégicamente distintos de los inhibidores acti-
vos, por lo que sirven como controles negativos adecuados. El rendimiento
del programa de acoplamiento puede ser evaluado por su capacidad de cla-
sificar los activos verdaderos por encima de los ligandos seiuelo (Mysinger
etal., 2012).

Las simulaciones de busqueda y seleccién virtual son tipicamente reali-
zadas sobre estructuras estaticas. Se ha demostrado que el uso de un blanco
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proteico en su conformacién holo (unido al ligando) proporciona un mejor
enriquecimiento en comparacion con los blancos apo modelados por homo-
logia (McGovern y Shoichet, 2003). El abordaje de la flexibilidad proteica pue-
de mejorar sustancialmente el enriquecimiento pero sigue siendo uno de los
aspectos mas desafiantes del acoplamiento molecular. Actualmente, existen
dos enfoques para incorporar la naturaleza dinamica de las estructuras pro-
teicas; el acoplamiento flexible del receptor y el acoplamiento conjunto (Lill,
2013). Estos enfoques han demostrado mejorar el enriquecimiento en los es-
tudios de acoplamiento molecular (Craig et al., 2010).

El acoplamiento flexible del receptor solo incorpora flexibilidad a cade-
nas laterales de residuos dentro del sitio activo y por tanto, no cubre el rango
dinamico de las conformaciones proteicas en su totalidad (Meng et al., 2011)
(Figura 5). Se ha demostrado que, solamente un nimero pequeiio de cadenas
laterales dentro de un dominio de unién sufre cambios estructurales después
de la unién del ligando. Este estudio sugiere que, dentro del 85 % de los re-
ceptores estudiados, s6lo tres o menos cadenas laterales exhiben movimien-
tos al unirse al ligando, desarrollando asi, una escala de flexibilidad de cade-
nas laterales (Lys> Arg, Gln, Met> Glu, lle, Leu> Asn, Thr , Val, Tyr, Ser, His,
Asp> Cys, Trp, Phe) (Najmanovich et al., 2000). Utilizando esta escala, es po-
sible identificar qué cadenas laterales dentro de un dominio deben ser flexi-
bles y cuales pueden permanecer estaticas.

Figura 5. Modelo de acoplamiento flexible. A. Movimiento de la estructura
de bucle (flecha anaranjada) después de la union del ligando.

B. Desplazamiento de la estructura C-terminal que contiene Phe327
(flecha celeste) tras la union de ligando. Los modelos desplazados se
observan como estructuras grises superpuestas (Extraido de Cavasotto y
Abagyan, 2004).

En el acoplamiento conjunto permite el acoplamiento de una libreria de
ligandos contra miiltiples conformaciones rigidas del blanco proteico. El to-
tal de estructuras rigidas puede ser generado por una simulacién de dinamica
molecular (donde las diferentes estructuras dinamicas son aisladas) (Figura 6)
o, aunque es menos frecuente, también puede ser obtenido a partir de estu-
dios experimentales de cristalografia y resonancia magnética nuclear (RMN).
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Figura 6. Estructura un bucle perteneciente a la proteina 2ACT (PDB)
producido por el método Monte Carlo (MC) para movimiento local. De las
5000 representaciones se agruparon 100 conformaciones representativas.
La linea negra representa la estructura cristalografica del bucle mientras

que, las lineas grises representan las diferentes conformaciones de
movimiento local seleccionadas (Extraido de Meng et al., 2011).

Existen dos clases diferentes de acoplamiento conjunto. En el primer mé-
todo, se generan varias conformaciones de una misma proteina antes de una
busqueda por acoplamiento y cada ligando es acoplado independientemente
dentro de cada conformacion proteica (Figura 7) (Carlson, 2002; Barril y Mor-
ley, 2005), por tanto, se introduce la flexibilidad al receptor mediante muilti-
ples ensayos o corridas de acoplamiento molecular (Henzler y Rarey, 2010).
Esto es, por supuesto, computacionalmente ineficiente y el tiempo requeri-
do para realizar una buisqueda virtual aumenta con cada estructura de pro-
teina incluida en el conjunto. La diversidad conformacional también se limi-
ta al nimero de representaciones conformacionales incluidas en el conjunto
(B-Rao et al., 2009).
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Figura 7. Esquema de un acoplamiento conjunto. El ligando es evaluado
para cada estructura del blanco proteico generado, en este caso, se observan
tres distintas conformaciones proteicas (rojo, amarillo y lila) (Extraido de
Guedes et al., 2014).

El segundo método evalda un conjunto de estructuras proteicas en una
sola busqueda de acoplamiento (B-Rao et al., 2009). Este método superpo-
ne un conjunto de varias conformaciones de una misma proteina o utiliza el
promedio de todas las conformaciones estructurales en una cuadricula y por
tanto, reduce considerablemente el costo computacional (Totrov y Abagyan,
2008; Henzler y Rarey, 2010) (Figura 8).

Figura 8. Esquema de la superposicion de cinco diferentes estructuras
proteicas (P1-P5). La union del ligando es evaluado para la superposicion
del blanco proteico (Extraido de Huang y Zou, 2007).
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Las simulaciones de dinamica molecular (DM) se consideran el método
mas preciso para determinar la estabilidad de un ligando dentro de un domi-
nio de unién, a la vez que representan la flexibilidad total de la cadena lateral
y la columna vertebral del blanco proteico incorporando ademas los efectos
del solvente (Marco y Gago, 2007; Alonso et al., 2006). Varios estudios de aco-
plamiento han utilizado simulaciones de DM para confirmar los resultados
obtenidos de los estudios de acoplamiento. Sin embargo, los intensos cos-
tos computacionales hacen que sea practico solo para un pequefio conjunto
de ligandos (Han, 2012; Mukherjee et al., 2011; Segura-Cabrera et al., 2013).

Las funciones de puntuacién se han destacado como la principal debili-
dad del acoplamiento molecular (Yang et al., 2005; Warren et al., 2006; Wang
et al., 2003). Como estas funciones son las tnicas responsables de seleccio-
nar y clasificar la posicién o configuracion correcta del ligando dentro del si-
tio de unién de las muchas conformaciones posibles generadas por el algorit-
mo de muestreo, pueden potencialmente conducir a la identificacion de una
configuracion incorrecta. La integracion de un enfoque consensuado para el
muestreo y la puntuacién, que incorpora varios algoritmos para cada tarea,
ha demostrado mejorar enormemente el enriquecimiento de ligandos en la
seleccion virtual e identificacion de la configuracién correcta de las estruc-
turas experimentales (Houston y Walkinshaw, 2013; Kukol, 2011; Yang et al.,
2005; Plewczynski et al., 2011). La puntuacion de consenso compensa las de-
ficiencias en las funciones de puntuacion individuales y, por tanto, mejora el
rendimiento general con la inclusién de una sola funcién de puntuacién adi-
cional que es suficiente para mejorar las predicciones de afinidad de union
(Chang et al., 2010). Una técnica similar a la puntuacién de consenso es el en-
foque del muestreo de consenso, que esta menos caracterizado. Un estudio
reciente de Houston y Walkinshaw (2013), utilizé tres algoritmos de mues-
treo de Dock (Ewing et al., 2001), Autodock (Morris et al., 2009) y Autodock
Vina (Trott y Olson, 2010) para identificar la configuraciéon experimental de
un conjunto diverso de ligandos. El estudio logr6 una precision del 82 %, en
comparacion con la precision del 55 al 64 % con el uso de un solo algoritmo
(Houston y Walkinshaw, 2013).

El enfoque de emplear varios algoritmos para determinar la configura-
cion correcta, ademas de determinar la calificacion consensuada posterior
para identificar los ligandos mejor clasificados, puede mejorar en gran medi-
da la tasa de rendimiento en un contexto de seleccién virtual. El mayor cos-
to de este enfoque es el aumento de falsos negativos, que por tanto, se pier-
den y no progresan a las pruebas experimentales. En un entorno académico,
o en un laboratorio donde los recursos son limitados, esta es una consecuen-
cia aceptable, ya que la calidad de los resultados es mas vital en un contex-
to de evaluacion virtual. La mejora de los resultados, con una disminucién en
los falsos positivos y la posterior disminucién en el desperdicio de recursos,
compensaria en gran medida el aumento de los falsos negativos (Houston y
Walkinshaw, 2013).

conciencia



Ballén, W. y col.

Varios factores relacionados con la energia libre de union como las inte-
racciones electrostaticas de largo alcance, la desolvatacion tras la unién y las
contribuciones entrdpicas, estan poco definidas en las funciones de puntua-
cion convencionales del acoplamiento molecular (Rastelli et al., 2010a). Por
ello, se incluyen computacionalmente calculos mas rigurosos mediante téc-
nicas como la Perturbacion de Energia Libre (FEP)

(Kollman, 1993), la Integracion Teromodinamica (TI) (Lybrand et al., 1986),
la Respuesta Lineal (LR) (Aqvist et al., 1994), la Mecanica Molecular Poisson-
Boltzamann/area de superficie (MM-PBSA) (Kuhn y Kollman, 2000) y la Meca-
nica Molecular Generalizada-Born/Area de Superficie (MM-GBSA) (Kollman
etal., 2000). De todos, MM-PBSA y MM-GBSA son los mas rapidos convirtién-
dolos en técnicas computacionalmente eficientes para la identificacion y bus-
queda virtual de ligandos produciendo una alta correlacién con las energias
de unién experimentales (Rastelli et al., 2010a, Sgobba et al., 2012).

Anteriormente, la técnica MM-GBSA requeria un conjunto de imagenes
generadas por una simulacién de DM del complejo proteina-ligando en agua.
Sin embargo, esto ha sido reemplazado utilizando un modelo de solvente im-
plicito continuo y una sola estructura proteica con un AG minimizado, pu-
diendo discriminar con éxito entre verdaderos ligandos y senuelos (Rastelli
etal., 2010a).

MM-GBSA es un método basado en campos de fuerza que usan una com-
binacién de energias de mecanica molecular (MM), en términos de solva-
tacion polar/no polar y de entropia para calcular la energia libre de unién
(AGbind) (Massova y Kollman, 2000; Kollman et al., 2000) del cambio entre el
complejo unido (AGcom) y el receptor no unido (AGrec) y el ligando (AGlig)
en solucion (Rastelli et al., 2010a; Guimaraes y Cardozo, 2008).

AG'bind = AGcom - AGrec - AG i

lig

Cada uno de estos términos se descompone en energia de MM en fase ga-
seosa (AEMM), en términos de solvatacion polar/no polar (ASsolv) y de entro-
pia (AS) a una temperatura predefinida (T).

AG = AE,, + AG

(com/rec/lig)

~ T(AS)

solv

EMM se calcula mediante la suma de la energia de enlaces quimicos, an-
gulos y torsién (Ebat) predefinidos por el campo de fuerza, y las energias de
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van der Waals (EvdW) y de Coulomb (Ecoul). AGsolv se descompone en polar
(AGsolv,p) y no polar (AGsolv,np). Las contribuciones polares se calculan me-
diante aproximaciones generalizadas de Born (GB) en MM-GBSA (Kollman et
al., 2000; Greenidge et al., 2013) donde la contribucion no polar generalmen-
te se calcula como una funcion lineal del area de superficie accesible al sol-
vente (Hou et al., 2011a; Greenidge et al., 2013). Con estas funciones, se cal-
cula la energia libre de union (AGbind).

AG =AE,_+AE,, +AE_ +AG, +AG, - T(AS)

(com/rec/lig) vdw coul solv,p solv,np

En la mayoria de los estudios, el término entropia (AS) se desprecia, ya que
su calculo puede ser una fuente importante de error (Rastelli et al., 2010b) y
no siempre mejora la precision de la predicciéon (Hou et al., 2011a; Guimaraes
, 2012); sin embargo, algunos investigadores atin recomiendan su uso (Lafont
etal., 2007). El modelo GB es mas eficiente y mas rapido para clasificar las afi-
nidades de uni6n de ligandos, haciéndolo mas adecuado en un contexto de
deteccién virtual (Hou et al., 2011a, 2011b; Huang et al., 2010; Li et al., 2010).
Ademas, se ha demostrado que MM-GBSA es una opcion mas atractiva que
las metodologias FEP y Tl (computacionalmente pesadas), ya que es compu-
tacionalmente mas precisa y eficiente al manejar ligandos estructuralmente
mas diversos (Guimaraes y Cardozo, 2008).

A pesar de sus limitaciones, el acoplamiento molecular ha dado lugar al
descubrimiento de varias moléculas con actividad biolégica, y si es utilizado
correctamente, puede proveer un excelente punto de partida en un proyecto
con pocas moléculas prometedoras. Posiblemente, la consideraciéon mas im-
portante es el conocimiento y disponibilidad de datos publicados, por tan-
to, la informacién en la literatura es esencial. La disponibilidad de estructuras
cristalograficas de alta resolucion o estructuras de RMN del blanco protei-
co son mucho mejores que los modelos obtenidos por homologia, por tan-
to, el estado de las estructuras experimentales deberia ser tomado en cuenta.
La caracterizacion eficiente del sitio de union activo o alostérico es esencial.
El entendimiento detallado de la localizacion vy flexibilidad de las cadenas
laterales dentro del dominio de unién, la presencia o ausencia de molécu-
las de agua en el sitio activo y los estados de protonacién de residuos ioni-
zables contribuiran enormemente a enriquecer una busqueda virtual. Tam-
bién es importante caracterizar a qué clase de reguladores corresponden las
moléculas activas. El acoplamiento molecular no es capaz de replicar las in-
teracciones covalentes entre ligandos y blanco proteico y por tanto, los in-
hibidores covalentes deberian ser excluidos. El acoplamiento molecular de
péptidos (ligandos peptidicos) es dificil cuando se utilizan metodologias con-
vencionales, debido al incremento de la inespecificidad de los algoritmos de
acoplamiento para predecir la configuracién correcta de compuestos con un
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elevado nimero de enlaces rotables. Por tanto, en una bisqueda por acopla-
miento molecular, los ligandos deberian tener un maximo de ocho enlaces
rotables. En el uso de una puntuacion de consenso, se ha determinado que la
técnica MM-GBSA proporciona una excelente correlacién con la energia de
union experimental, por tanto, es mas adecuado en el cribado virtual propor-
cionando configuraciones de acoplamiento mas precisas, convirtiéndose en
un enfoque computacionalmente importante en el diseno de medicamentos
basado en su estructura (Hou et al., 2011b; Guimaraes, 2012).
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