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Resumen

Las dianas de los farmacos comprenden una amplia variedad de compo-
nentes celulares que pueden estar presentes tanto en el hospedador como
en el huésped en las enfermedades ocasionadas por un patégeno. Inclu-
yen proteinas, acidos nucleicos, lipidos o carbohidratos. La determina-
cion estructural de estas dianas o de sus complejos con ligandos pueden
llevarse a cabo por diversos procedimientos, fundamentalmente difraccion
de rayos-X y espectroscopia de RMN. La mejora de estas metodologias ha
hecho que el niimero de complejos macromolécula-ligando resueltos y
disponibles en la Base de Proteinas de Brookhaven aumente constante-
mente. Por esta razén, en la actualidad, el descubrimiento de nuevos
farmacos se basa en la estructura de la diana en lugar de tomar como
referencia la estructura de otros ligandos tal como se hacia en el pasado.

Palabras clave: Dianas de los farmacos. Sitio de union. Interaccién far-
maco-diana. Disefio de farmacos.

Abstract

The potential targets of drugs are as varied as the molecular components
that make up the organism or pathogen. These include proteins, nucleic
acids, lipids and carbohydrates. The structural information of these targets
or complex target-ligand can be obtained by several procedures, mainly X-
ray crystallography or nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR).
The improvement of the related technologies has made possible the constant
increase of the number of macromolecule-ligand complexes available in
the Protein Data Bank. As consequence, the discovery of the new drugs is
today based in the structure of the target, instead of the structure of others
ligands.

Key words: Target of drugs. Binding site. Drugs-target interaction. Drug
design.

Dianas de los farmacos

Los avances que han tenido lugar en los Ultimos afos en el campo de la
biologia molecular han permitido identificar numerosas macromoléculas
que desempefian funciones vitales en el funcionamiento de la célula y cuya
alteracion esta relacionada con ciertas enfermedades. Estas macromoléculas
son las dianas potenciales de los farmacos. La formulacién de una hipéte-
sis de como modular su funcién relacionada con la enfermedad especifica,
puede dar pie al desarrollo de un nuevo farmaco; la confirmacién de la
hipotesis propuesta se conoce como validacion de la diana.

Las dianas de los farmacos comprenden una amplia variedad de compo-
nentes celulares que pueden estar presentes tanto en el hospedador como
en el huésped, en el caso de enfermedades ocasionadas por un patégeno.
Incluyen proteinas, &cidos nucleicos, lipidos o carbohidratos. Puesto que
las proteinas son los componentes macromoleculares mas abundantes,
no resulta sorprendente que éstas sean las dianas de los farmacos mas
frecuentes, como por ejemplo enzimas, receptores unidos a membrana,
canales iénicos, proteinas transportadoras o estructurales.

El nimero de macromoléculas de las que se conoce su estructura 3D es
escaso en comparacion con aquéllas de las que sblo se conoce su secuen-
cia. La secuenciacion y caracterizacién del genoma humano hace presa-
giar el comienzo de una nueva era en la investigacién biomédica, con
implicaciones en el diagnoéstico, la prevencion y el tratamiento de las
enfermedades. Se estima que el genoma humano comprende aproxima-
damente entre 30.000 y 35.000 genes, de los que mas del 50% pueden
estar correlacionados con una funcién biolégica determinada. Estos genes
contienen informacién para la sintesis de mas de 100.000 proteinas!.
Sin duda alguna, el desarrollo del conocimiento en estas areas va a
potenciar de forma considerable el disefo de farmacos basado en la
estructura de las dianas.

En las enfermedades parasitarias, las dianas localizadas en los parasitos
pueden tener su equivalente en el hospedador, de manera que la blsque-
da de nuevos quimioterapicos debera basarse principalmente en las dife-
rencias estructurales entre ambas dianas. Asi, los inhibidores de la
dihidrofolatoreductasa, pirimetamina y proguanil, dos importantes
farmacos antimalaricos, deben su utilidad a la relativa selectividad por la
enzima del parésito. El estudio de estas dianas compartidas suele presen-
tar algunas ventajas. A menudo la diana del hospedador es ya conocida,
puesto que, con anterioridad, ha sido estudiada como diana terapéutica
de otras enfermedades. Ademas, frecuentemente se dispone de diversos
ligandos con afinidad. Este conocimiento previo incrementara las posibi-
lidades de éxito en el desarrollo de farmacos para la nueva enfermedad.
Otras dianas de los parasitos presentes también en humanos son, por
ejemplo, las caspasas o la farnesil transferasa, enzimas para las que
previamente se han disefiado sustancias Utiles en el tratamiento de la
osteoporosis o0 de céncer respectivamente.

Otra alternativa consiste en seleccionar como dianas enzimas o rutas
biosintéticas presentes exclusivamente en el parasito. El inconveniente de
esta via radica en que el desarrollo de un nuevo fa&rmaco ha de comenzar
desde cero. No obstante, esta desventaja queda compensada por su po-
tencial selectividad en su accion sobre el parasito. A veces, se dispone de
inhibidores para estas dianas, dado que se encuentran en otros organis-
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mos patdgenos. El chequeo previo de estos inhibidores es obligado, pues-
to que éstos ofrecen una mayor probabilidad de obtener posibles candi-
datos de forma mas rapida. Asi, por ejemplo, antibiéticos como tetraciclinas
y clindamicina, inhibidores de la sintesis proteica en bacterias, han mos-
trado actividad antimalérica debida a la inhibicién de la unidad ribosémica
3082

Otra via alternativa consiste en buscar dianas especificas y exclusivas
de un determinado patégeno; con ello, se limitaria la transferencia de
factores de resistencia. Este es el caso de la ADN-girasa, una
topoisomerasa-Il que desempefa funciones muy importantes relaciona-
das con la funcion biolégica del ADN y sobre la que actdan distintas
quinolonas. Recientemente se han clonado las girasa-A y -B de M.
tuberculosis, cuyas secuencias presentan importantes diferencias con
respecto a la girasa de E. coli. Esto permitiria el disefio de quinolonas
especificas para una sola especie®.

Métodos de obtencion de informacion estructural

La difraccién de rayos-X es el método mas frecuentemente utilizado para
obtener informacién estructural de macromoléculas. Presenta la ventaja de
no ser limitante en cuanto al tamafio o la complejidad*, aunque sélo pro-
porciona informacion estéatica de la macromolécula empaquetada dentro
de un cristal. Un aspecto importante a tener en cuenta es la resolucién, que
se define como la habilidad para resolver 2 puntos separados a cierta
distancia. En pequefias moléculas, se alcanzan resoluciones de 1A, mien-
tras que en macromoléculas se suelen alcanzar resoluciones de 2-34, lo
que no permite una resolucién atémica verdadera. Para el disefio de
farmacos se aconseja partir de estructuras con resoluciones de 2,5R o
inferiores. Este es el nivel minimo requerido para describir las moléculas
del agua estructural que desempenan un papel importante en la estructura
de las dianas y en sus interacciones con los ligandos; por encima de los 3A
la resolucién es baja y no permite localizar las moléculas de agua.

Las técnicas utilizadas en la cristalizacion y resolucién estructural de las
macromoléculas han evolucionado sustancialmente, lo que ha conduci-
do a la resolucién de estructuras cada vez méas complejas. Si en los afios
setenta se podian resolver (inicamente proteinas sencillas como mioglobina,
hemoglobina o lisocima, en los ochenta, el avance de las metodologias ha
permitido resolver estructuras como anticuerpos e incluso virus enteros.
En la década de los noventa se han resuelto, entre otras, las estructuras de
la actina, del nucleosoma, de las subunidades ribosomales vy, reciente-
mente, de la bomba de calcio.

Las estructuras obtenidas mediante espectroscopia de RMN son también
una fuente valida de informacién estructural® 'y, al estudiar a la diana en
disolucion, es posible interpretar sus propiedades dindmicas®. Este método
tiene limitaciones en cuanto al tamafo, puesto que no es valido para
proteinas superiores a 30kDa. A diferencia de los métodos de difraccion de
rayos-X, la espectroscopia de RMN proporciona conjuntos de conférmeros
que satisfacen las restricciones de distancias derivadas de los datos expe-
rimentales. La precisién de estas estructuras dependera tanto de la canti-
dad como de la calidad de los nOes observados. Las partes de la estructura
que presentan una mayor flexibilidad proporcionan un nimero menor de
nOes lo que implica menos restricciones espaciales. Por esta razén, un
nlimero mayor de conformaciones pueden ajustarse a esas restricciones.
Dada la dificultad de obtener medidas precisas en las intensidades de los
nOes no es posible utilizar factores de fiabilidad analogos a los manejados
en cristalografia.

Mientras que el nimero disponible de estructuras 3D de proteinas solu-
bles es considerable y se incrementa de forma continua, la informacién

estructural de otras dianas como los receptores acoplados a la proteina G
0 a los canales idnicos, embebidas en las biomembranas --y, por tanto,
dificiles de cristalizar-- es muy escasa. Una alternativa para resolver este
tipo de estructuras es la difraccion electrénica. Este método ha sido apli-
cado a proteinas incapaces de cristalizar y que sélo son capaces de
formar pseudocristales. Este es el caso de la entrada 1BRD en PDB, que
corresponde a bacteriorhodopsina y que ha servido de modelo para el
modelado de distintos receptores de membrana.

La experiencia acumulada en el plegamiento de las proteinas junto con
los avances en otras areas cientificas han mejorado los métodos
predictivos basados en el modelado de homologia de proteinas. Cuando
no se dispone de un modelo 3D de una proteina, pero se conoce su
secuencia primaria, se puede tomar como molde la estructura
tridimensional de otra proteina homdloga y generar un modelo 3D de la
diana en estudio’. Este procedimiento es mas fiable si la identidad de la
secuencia de la diana es superior al 40% con respecto al patron y si,
ademas, se puede obtener un buen alineamiento de secuencias®. No obs-
tante, porcentajes bastante menores de homologia han conducido a bue-
nos resultados. Aproximadamente el 28% de las entradas de secuencias
en las bases de datos comparten, al menos, un 25% de homologia de
secuencia con alguna de las proteinas presentes en la base de datos de
proteinas de Brookhaven®. Por consiguiente, un tercio de las secuencias
procedentes de las bases de datos se pueden someter a modelado de
homologia.

Fuentes de informacion

El banco de datos de proteinas de Brookhaven (PDB), la fuente mas
importante de informacién tridimensional de macromoléculas, es de ac-
ceso libre en Internet!®. PDB fue fundada en 1971 por el Brookhaven
National Laboratory como un archivo de estructuras cristalinas de
macromoléculas. Actualmente es mantenida por el RCSB (Research
Collaboratory for Structural Bioinformatics), un consorcio no lucrativo de
investigadores y expertos procedentes de tres instituciones, Rutgers
University; National Institute of Standards and Technology (NIST); y San
Diego Supercomputer Center (SDSC) de University of California, San Diego
(UCSD).

Esta entidad acepta depositar informacioén concerniente a la estructura
tridimensional de macromoléculas en forma de coordenadas cartesianas.
Ademas de informacion acerca de proteinas, contiene también datos so-
bre ADN, ARN, virus y carbohidratos. Las macromoléculas pueden en-
contrarse aisladas o bien en forma de complejos: proteina-proteina, pro-
teina-acido nucleico y macromolécula-ligandos. Hasta el afio 2002 este
banco de datos incluia modelos teéricos. En la actualidad los modelos
depositados provienen fundamentalmente de difraccion de rayos-X y en
menor mediada de espectroscopia de RMN. PDB contiene también algin
modelo obtenido mediante difraccion electronica. La informacién estruc-
tural de las macromoléculas depositada en este banco de datos es esen-
cial para el diseno de farmacos, la biotecnologia, la bioquimica o la
biologia molecular. Todas las revistas prestigiosas de investigacion exigen
depositar las coordenadas de la macromolécula en formato PDB como
un prerrequisito para la aceptacion de la publicacion.

Los contenidos de esta base de datos son de calidades muy dispares; a
veces la informacién puede ser redundante (aparecen muchas estructuras
mutantes, como por ejemplo las de lisozima), o incompleta (faltan resi-
duos o informacién acerca de las cadenas laterales o con diferentes
factores de resolucién). Por esto, se deberia desarrollar programas
informaticos apropiados para sistematizar toda la informaciéon deposita-
da en esta base de datos que en la actualidad comprende cerca de 30.000
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entradas y presenta un progresivo crecimiento (en la actualidad se afa-
den entre 50-100 nuevas estructuras cada semana). A cada una de las
entradas se les asigna un codigo de identificacion formado por 4 caracte-
res denominado “PDB ID".

Cada una de las macromoléculas es definida mediante un archivo de
texto que puede ser modificado por cualquier editor de texto y que se
identifica mediante su cddigo. Estos archivos definen la posicién de
cada uno de los atomos de las moléculas y contienen, ademas, otras
informaciones como pueden ser la secuencia primaria, la estructura
secundaria, los datos acerca de la cristalizacion, las citas bibliografi-
cas, asi como los factores de la calidad de la estructura. El formato de
estos archivos es interpretado por todos los paquetes de software de
modelado molecular.

Bancos de datos de secuencias

Muchas veces no se dispone de informacién tridimensional de una
macromolécula, pero se conoce su secuencia primaria. A ésta se puede
acceder libremente a través de la web de distintas entidades no lucrativas
como son NCBI*' (The National Center for Biotechnology Information) en
USA, EBI*2 (The European Bioinformatics Institute) en Cambridge o
ExPASy!® (Expert Protein Analysis System) en Suiza. Estas organizacio-
nes mantienen bases de datos con informacién masiva que actualizan
constantemente; disponen de un conjunto de herramientas muy potentes
que facilitan enormemente la tarea investigadora en el campo de la
genémica y protedmica.

Interaccion ligando-diana

La interpretacion de las interacciones entre ligandos y dianas resulta
fundamental para el desarrollo de nuevos farmacos. Con muy pocas
excepciones, la mayoria de los farmacos actlan uniéndose a determina-
das macromoléculas, de forma especifica, en el sitio de unién. En la
actualidad el nimero de farmacos disefiados a partir de la estructura de
la diana es escaso debido a un nivel todavia insuficiente de conocimiento
de las interacciones proteina-ligando.

A diferencia de las asociaciones entre proteinas que interaccionan a tra-
vés de superficies planas, las moléculas de pequeno tamafo, como es el
caso de los farmacos, tienden a incrustarse completamente dentro de la
macromolécula y sus interacciones suelen ser mas especificas: se esta-
blece una mayor proporcién de enlaces de hidrégeno y las supetficies de
contacto son mas complementarias.

Un problema afadido al estudio de estas interacciones es el grado de
flexibilidad de las proteinas. Se han descrito algunos ejemplos de una
misma proteina aislada y complejada que proporciona informacién muy
valiosa acerca de su comportamiento conformacional cuando se une al
ligando. En algunos casos, este cambio es casi insignificante, pero en
otros, se aprecia una alteracion importante. Por esta razdn, para el dise-
fio de novo se recomienda tomar como punto de partida una proteina
complejada con un ligando. A veces es posible apreciar cambios en el
tamano y la forma del sitio de unién de una misma proteina cuando se ha
cristalizado con distintos ligandos. Uno de los retos més importantes en
el estudio de interaccion ligando-proteina consiste en el conocimiento de
los efectos de los ajustes inducidos durante la interaccion de un ligando
con una proteina.

Las interacciones que se establecen entre ligandos y proteinas comparten
muchas caracteristicas en comln con las fuerzas responsables del plega-

miento de estas Gltimas, cuya estructura tridimensional es, en gran medi-
da, consecuencia del efecto hidrofébico'*. De este modo, al plegarse,
envuelven hacia dentro los restos hidrofébicos, y exponen hacia el exte-
rior los restos hidrofilicos que establecen contactos con el agua. No obs-
tante, si algln grupo hidrofilico permanece en el interior, invariablemente
estara apareado con otro residuo hidrofilico complementario mediante la
formacion de enlaces de hidrdgeno, que compensan la desolvataciéon de
ambas agrupaciones polares.

Las hendiduras que constituyen los sitios de unién representan imper-
fecciones durante el plegamiento de la proteina, pues contienen grupos
funcionales no apareados desde el punto de vista energético. La
interaccion de ligandos en estos sitios estd favorecida energéticamente
dado que se establecen contactos electrostaticamente favorables con
grupos hidrofilicos no apareados y parcialmente desolvatados de la
proteina. Estas agrupaciones se encuentran en el interior de una hendi-
dura donde el acceso al agua puede estar parcialmente impedido. Por
ello, la unién de un ligando en el sitio puede considerse como el Gltimo
paso en el plegamiento de las proteinas. Consistente con este punto de
vista, la unién de ligandos a las proteinas incrementa la resistencia
térmica a su desnaturalizacién!®. Como conclusién de estos hechos, se
puede decir que las proteinas, al crear sitios de unién, sacrifican su
estabilidad; pero ésta se ve compensada o incrementada cuando se une
un ligando apropiado.

Al igual que en el caso del plegamiento de las proteinas, las principales
fuerzas implicadas en la unién con los ligandos son las interacciones
hidrofébicas y electrostéticas que incluyen los enlaces de hidrégeno. Las
primeras, que no son direccionales, contribuyen fundamentalmente a la
afinidad, mientras que los enlaces de hidrégeno, de naturaleza altamente
direccional, contribuyen principalmente a la especificidad'®.

El agua y las proteinas

El agua desempena un papel importante en la estructura de las proteinas
y en su union con los ligandos, puesto que determina las preferencias
conformacionales de ambos y modula las fuerzas de interaccién. Las
moléculas de agua situadas en la superficie de la diana y del ligando, son
desplazadas durante la formacion del complejo, lo que supone una con-
tribucion entrdpica favorable. Debido a interacciones desfavorables, esta
contribucion es mayor si las moléculas de agua se encuentran situadas en
las superficies apolares.

El estudio de los efectos de solvatacion resulta fundamental para la com-
prension de la interaccion de los farmacos con sus dianas y para la predic-
cion cuantitativa de las afinidades de unién. Tanto la difraccién de rayos-X
como la espectroscopia de RMN permiten investigar el efecto del agua en
las macromoléculas. Los cristales de las macromoléculas contienen entre
un 30-70% de agua y muchas de estas moléculas se pueden localizar
mediante la difraccién de rayos-X de alta resolucién. Las moléculas de
agua se pueden encontrar en las cavidades de la proteina'’, en la interfase
entre ligando y proteina'®, y en la superficie de la proteina con la que se
unen a través de enlaces de hidrégeno. Las que se unen a los grupos C=0
o NH de la cadena principal detentan posiciones mas definidas que las que
se unen a las cadenas laterales'®. Todas estas moléculas forman enlaces de
hidrégeno entre diversos atomos pertenecientes a residuos alejados en la
secuencia. Poseen una movilidad varios 6rdenes de magnitud menor que
las moléculas de agua més externas y presentan factores de temperatura
tan bajos como los de los dtomos de la cadena central de la proteina. Esto
indica que han quedado atrapadas cinéticamente en la interfase. General-
mente establecen el mayor nimero posible de enlaces de hidrégeno con el
entorno llegando a formar enlaces débiles con el hidrégeno de las carbonos
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alfa®. Aunque a veces, el papel que desempeinan ciertas moléculas de
agua, es dificil de determinar, generalmente su presencia resulta determi-
nante para la unién o la funcion. Tal es el caso de aquellas presentes en el
sitio catalitico de las enzimas. Al facilitar la acomodacion de las partes
hidrofilicas en interfases hidrofébicas, las moléculas de agua incrementan
la promiscuidad de los sitios de union.

Una de las técnicas utilizada en el disefio de los fArmacos consiste en la
incorporacién de un dtomo de oxigeno de una molécula de agua situada en
el sitio activo en el ligando. Su localizacién se deriva de los datos
cristalogréficos de la diana solvatada. De esta manera, el incremento de la
entropia del sistema aumenta la energia de unién. Asi, ciertos inhibidores
del VIH?! surgieron mediante la incorporacién del atomo de oxigeno de una
molécula de agua coordinada con los residuos del sitio de union de la
proteasa. Su consideracion es fundamental en los célculos de interaccién.

Disefio basado en al estructura

En la actualidad se puede utilizar un gran nimero de estructuras 3D de
macromoléculas como moldes para el disefio de nuevos farmacos. De
hecho, algunos farmacos ya comercializados han sido disefiados a partir
de la estructura de la diana???3 . El disefio de farmacos basado en la
estructura consiste en el uso de la informacion estructural de macromoléculas
obtenida mediante difraccién de rayos-X o espectroscopia de RMN princi-
palmente. Comienza con la observacion grafica del complejo y la determi-
nacién del tipo de interacciones que se producen entre el ligando y la diana.
Este proceso debe continuar con la exploracion de nuevos ligandos disena-
dos con la finalidad de optimizar sus interacciones con la diana.

El alto coste econdmico, tanto de los experimentos de unién diana-ligando
como de los chequeos farmacolégicos, ha conducido a la utilizacion de
aproximaciones virtuales. La disponibilidad de estructuras 3D de dianas
junto a quimiotecas de compuestos permiten llevar a cabo ensayos virtuales
alternativos a los ensayos in vivo e in vitro. A este tipo de ensayos se les
conoce como ensayos in silico.

La eleccion de la diana

La eleccion de la diana debe de hacerse en funcién de consideraciones
biolégicas. Para llevar a cabo disefio de farmacos basado en la estructura,
la diana ideal estara involucrada en una enfermedad y debera unirse a
pequefos ligandos para cumplir su funcién biolégica. Debera poseer un
sitio de unién perfectamente definido. Si la enfermedad estd causada por
una disfuncion de una proteina (receptores acoplados a proteina G, cana-
les idnicos, enzimas, etc) la finalidad del disefio consistird en el desarrollo
de sustancias que modulen la funcién de esa proteina. Si la enfermedad
estd causada por un organismo patégeno, entonces el farmaco disefiado
deberéd provocar la inhibicion total. La diana debera ser esencial en algln
punto del ciclo de vida del patégeno, de manera que su inhibicién cause su
muerte. Ademas, deberé ser Unica, lo que supone la inexistencia de otra
ruta metabdlica capaz de superar la presencia del inhibidor. Por Ultimo, la
diana podré ser inhibida mediante la unién de pequefias moléculas. Una
vez que la diana haya sido definida y seleccionada es necesario identificar
el sitio de unién.

El sitio de union

En el disefio de fa&rmacos basado en la estructura la localizacién del sitio
de unién de la diana constituye un factor primordial. Esta informacion

topolégica puede derivarse de estudios experimentales o de métodos teo6-
ricos. Una vez establecida la localizacion del sitio de union, se puede
recurrir a distintas técnicas computacionales, como el docking flexible, el
disefio de novo o el cribado virtual de alta eficacia con el fin de optimizar
posibles candidatos a farmacos. Estas aproximaciones racionales se basan
en el concepto de llave-cerradura formulado por Emil Fischer hace méas
de un siglo. Idealmente el sitio de unién debe ser un bolsillo o hueco mas
0 menos profundo con una serie de grupos funcionales en las cadenas de
los residuos capaces de establecer enlaces de hidrégeno, bien como da-
dores o aceptores, con ciertas propiedades hidrofébicas y de un volumen
apropiado para acoger a los ligandos.

Las proteinas son biomoléculas que experimentan cambios
conformacionales mas o menos profundos cuando se complejan. Dada su
flexibilidad, la aproximacién al disefio de farmacos mas fiable ha de tomar
en consideracién la estructura 3D de un complejo diana-ligando obtenido
mediante cristalizacion o por espectroscopia de RMN. Si no se dispone del
complejo, el sitio de unién se puede determinar mediante homologia a
partir otras proteinas similares o bien a través de datos bioquimicos dispo-
nibles. Sin embargo, a veces es preciso recurrir a las herramientas de
modelado molecular. Criterios como el tamano del hueco apropiado para
acoger a un ligando o la flexibilidad e hidrofobicidad de estos huecos, son
de gran importancia para determinar el sitio activo, puesto que éste suele
ser mas hidrofébico y flexible que otros huecos presentes en la diana. Otra
alternativa, en ausencia de la estructura de un complejo, consiste en llevar
a cabo un anélisis comparativo de unién de ligandos mediante estudios de
mutagénesis dirigida. Este tipo de estudios puede dar una idea de la impor-
tancia de determinados residuos en el sitio activo.

Una vez definida la diana y determinado el sitio activo, las técnicas
computacionales a aplicar pueden ser diversas. Una posibilidad con-
siste en el célculo de la interaccion de moléculas conocidas que se unen
en el sitio y de su posterior modificacion estructural para maximizar su
afinidad?*. Otra posibilidad es el screening virtual que consiste en eva-
luar, mediante técnicas computacionales, compuestos procedentes de
quimiotecas frente a la diana considerada?®. El ordenador proporciona
un indice de complementariedad en funcién de las interacciones favora-
bles en el sitio. Finalmente, el disefo de novo consiste en la insercion
progresiva de pequefios fragmentos complementarios en el sitio de unién
hasta llenar el hueco. La posterior union de estos fragmentos genera
una molécula que se ajusta al sitio de la diana?®. Tanto la espectroscopia
de RMN como los métodos de difraccion de rayos-X se pueden utilizar
también para los estudios de interaccién de pequenos fragmentos con la
diana?’?8, Esta metodologia permite identificar fragmentos moleculares
que pueden ser utilizados para el disefio de un inhibidor. El estudio de
interaccion de pequenos fragmentos puede dar informacién méas especi-
fica y fiable que la proporcionada por ligandos enteros. Por ejemplo, un
estudio de la interaccion de distintos anillos arométicos heterociclicos
en el sitio de union evidencia el papel desempenado por los heterodtomos.
En ligandos de mayor tamafio, estos efectos pueden quedar enmascara-
dos por otras interacciones.

De los compuestos ensayados in silico, aquellos que mejor ajusten se
sintetizaran posteriormente en el laboratorio. Con el fin de reducir el
nlmero de compuestos a preparar, se aplica la regla de los 5 de Lipinski
que permite filtrar los compuestos con maxima probabilidad de resultar
absorbibles por via oral. Adicionalmente, se podrén considerar otros
factores como la estabilidad quimica y metabdlica y la asequibilidad
sintética de los compuestos seleccionados. Finalmente, estos compuestos
deberan ser evaluados biolégicamente. Si los resultados biolégicos se
corresponden con las perspectivas tedricas, se llevaran a cabo estudios
experimentales de determinacion estructural del complejos. Estos proce-
sos se pueden repetir de forma ciclica.
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La vieja idea de sintetizar una gran cantidad de compuestos mediante la
quimica combinatoria para su posterior ensayo biolégico ha resultado
una estrategia ineficiente debido a que, incluso por esta via, la variabi-
lidad estructural conseguida resulta infinitesimal en comparacién con
las posibilidades estructurales. La quimica combinatoria actual, en lu-
gar de generar moléculas al azar, tiene en cuenta la estructura del sitio
de unién de la diana como guia para generar compuestos. De esta
manera, los compuestos sintetizados tienen mas posibilidades de resul-
tar atractivos y dan lugar a las denominas quimiotecas focalizadas.
Estas colecciones de compuestos pueden ser consideradas como un
abstract del disefio de farmacos basado en la estructura. Asi, dos
metodologias consideradas a priori antagonicas, utilizadas de forma
conjunta, han demostrado su eficacia para el disefio de farmacos.

Debido a su alto grado de selectividad, las quimiotecas focalizadas
resultan mucho maés Utiles que las grandes colecciones de compuestos.
Por ejemplo, una quimioteca focalizada frente a trisina, generada me-
diante quimica combinatoria, contiene fragmentos derivados de
benzamidina, 4-aminopiridina y ciclohexilamina, junto a otros frag-
mentos como 2-aminoimidazol y 4-aminoimidazol?®® .

En consecuencia, los métodos virtuales utilizados en el disefio de
farmacos representan una alternativa al cribado de alta eficacia utiliza-
do por los farmacdlogos. Permiten evaluar cantidades inmensas de
compuestos de una forma méas econdémica y proporcionan lideres con
propiedades fisico-quimicas mejoradas. Por otra parte, las limitacio-
nes del célculo computacional se han resuelto mediante la puesta en
marcha de proyectos de redes globalizadas. Estos proyectos intentan
aprovechar la capacidad no utilizada de céalculo de los ordenadores
personales conectados a la red. Un ejemplo de este tipo de proyectos es
la iniciativa “World Community Grid” patrocinada por IBM y otras
ONGs®°.
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