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Resumen

La sinergia entre los métodos biolégicos experimentales y la bioinformatica ha proporcionado grandes beneficios a
diferentes areas de las ciencias bioldgicas, en particular a la quimica medicinal. En este trabajo se mostrara algunos
ejemplos que sirven para ilustrar la utilidad de los métodos informaticos en el analisis de la estructura de las protei-
nas, y algunas de sus aplicaciones en modelado molecular que proporcionan informacién relevante acerca de siste-
mas de interés biomédico.
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Abstract

The synergy between experimental biology and bioinformatics has greatly benefited many different areas
of the life sciences, especially medicinal chemistry. This work will describe a few examples of highligh-
ting the effectiveness computational methods in protein structural analysis and some applications in

molecular modeling that could provide relevant information about systems of biomedical interest.
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Introduccion

Ha transcurrido mas de un lustro desde que se
complet6 la primera secuencia del genoma humano.
A partir de ese momento, los Proyectos Genoma han
impulsado grandes inversiones en biotecnologia
(IHGSC, 2004; Lander, 2001 y Venter, 2001) y au-
mentado la atencién hacia la bioinformatica, una
disciplina emergente que puede ser ampliamente
definida como la interfase entre dos ciencias, la biolo-
gia y la computacion, y una de las areas de mayor cre-
cimiento en la ciencia.

El desafio de esta disciplina es el facilitar la colec-
cién y organizacion de la informacién que se des-
prenden de los Proyectos Genoma, asi como también
desarrollar las herramientas mediante las cuales los
investigadores puedan realizar el andlisis e interpreta-
cion de varios tipos de datos, incluyendo secuencias
de nucledtidos y aminoacidos, dominios y estructu-
ra de proteinas.

La primera industria que comprendi6 el impacto
de la bioinformatica fue la industria farmacéutica,
que la utiliza para el diseno de nuevos farmacos a

partir de la deteccion de potenciales dianas o blan-
cos terapéuticos. El trabajo multidisciplinario y el
empleo de métodos informaticos permiten también
estudiar la estructura y funcion de proteinas, evaluar
sus interacciones con compuestos lideres, e inclusi-
ve estudiar interacciones entre proteinas, como las
interacciones antigeno-anticuerpo, importantes para
el desarrollo de vacunas.

A pesar de lo anteriormente mencionado, cabe
preguntarse: jcuantos de los farmacos disponibles
hoy en dia se han descubierto gracias a la biologia
molecular computacional y al empleo de métodos
informaticos para el diseno de farmacos? La realidad
es que el uso de las herramientas computacionales
ha permeado todos los aspectos del descubrimien-
to de nuevos farmacos. Muchos programas de inves-
tigacion comienzan con la identificacién de una
diana molecular, de potencial valor terapéutico, a
través del analisis computacional de los datos dis-
ponibles, andlisis de secuencias, prediccion de es-
tructura de proteinas y blisquedas en bases de datos
de la estructura, aunque su desarrollo como blanco
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terapéutico se alcance luego de extensos estudios
bioldgicos. Posteriormente, el esfuerzo se dirige ha-
cia el descubrimiento de compuestos lideres de
manera experimental, empleando el cribado masi-
vo, que luego se mejoran con el uso de métodos
informaticos como la evaluacion in silico de librerias
moleculares. Eventualmente, se puede determinar la
estructura de complejos cristalinos de algunos com-
puestos con la diana molecular. Esto permite mejo-
rarlos eficientemente empleando algunos de los
diferentes métodos de diseno de farmacos.

En la literatura se encuentran excelentes articulos
que ilustran las posibilidades de combinar el trabajo
experimental y las aproximaciones computacionales
(Tramontano, 2006; Chen, 2005; Fauman, 2003;
Jorgensen, 2004 y Nielsen, 2005), asi como tam-
bién los logros alcanzados con métodos de diseno
de farmacos basados en la estructura del receptor
(SBDD) (Hardy, 2003 y Maryanoff, 2004) que han
contribuido con unos cincuenta compuestos que se
encuentran en pruebas clinicas y en la aprobacion
de numerosos farmacos.

Las aplicaciones de biologia molecular computa-
cional datan de los anos 90, cuando se impulsa el
desarrollo de métodos informaticos que utilizan la
estructura del receptor o diana farmacologica, debi-
do al incremento exponencial del nimero de estruc-
turas cristalinas disponibles en las bases de datos
publicas. Las bondades de emplear la estructura de
las proteinas para desarrollar modelos de Relacion
Estructura Quimica-Actividad Biolbgica, puede ilus-
trarse con numerosos ejemplos de la literatura.

Los métodos indirectos que se basan en la es-
tructura de los ligandos permiten generar una hipote-
sis de farmacoforo 3D (un arreglo unico tridimensional
de los grupos funcionales comunes a la mayoria de los
ligandos del receptor). En muchos casos, cuando los
ligandos no son estructuralmente muy diferentes y
se cuenta con un compuesto rigido desde el punto de
vista conformacional, se puede obtener un farmacoé-
foro razonable por métodos tanto automaticos co-
mo semiautomaticos.

Los métodos directos, por el contrario, requieren
del conocimiento previo de la estructura tridimensio-
nal del receptor o diana farmacologica, y cuentan
con algoritmos capaces de estudiar el posiciona-
miento molecular de los ligandos en el sitio activo.
Ha resultado muy atractivo poder combinar la preci-
sion de la informacion disponible en los complejos
ligando-receptor con la eficiencia computacional de
los métodos informaticos indirectos. Con esta apro-
ximacioén, la alineacién de los ligandos, para desa -
rrollar una hipoétesis de farmacoéforo y establecer un
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modelo cuantitativo de relacion estructura actividad
quimica-actividad biolégica (QSAR), se realiza to-
mando como plantilla la orientacién del ligando en
el sitio activo bajo estudio. Esta estrategia habia
sido empleada de manera exitosa por Waller y co-
laboradores con 59 inhibidores de la HIV proteasa
(Waller, 1993).

Nosotros empleamos esta aproximacion conjun-
tamente con el método CoMFA para obtener un far-
macoforo tridimensional QSAR de 60 inhibidores,
estructuralmente diferentes, de la enzima acetilcoli-
nesterasa (AChE) (Cho y col., 1996). La inhibicién de
esta enzima se consideraba como una de las estrate-
gias prometedoras para el tratamiento del mal de
Alzheimer (Hakansson, 1993) y con posibilidades
terapéuticas para el tratamiento de la Enfermedad
de Parkinson (Sirvio, 1992). Durante anos habian
sido sintetizados cientos de inhibidores, algunos con
aplicaciones clinicas, pero de estructura quimica muy
diversa y no habia sido posible establecer un farma-
coforo comun a todos ellos. La estructura quimica de
estos inhibidores es variada, desde compuestos bi-
cuaternarios como el decametonium (DMC) hasta
compuestos monocationicos simples como el edro-
morfium (EDR), y formalmente neutros como la tacri-
na (THA). En ese momento fue reportado el analisis
por cristalografia de rayos-X de la AChE de Torpedo
californica (EC 3.1.1.7) y segquidamente las estructu-
ras cristalinas de tres complejos de la enzima con
tres inhibidores estructuralmente diferentes, EDR,
THA y DMC (Harel, 1993) que proporcionaron infor-
macion, no soélo acerca de la conformacioén bioactiva
de los ligandos, sino también de la orientacién rela-
tiva de ellos en el sitio activo de la enzima. Esta apro-
ximacion permitié desarrollar un modelo CoMFA de
alto valor predictivo (q? de 0.734) para los 60 inhi-
bidores de la AChE.

En otros casos, ademas de utilizar la estructura
cristalina de los complejos enzima/inhibidor para
obtener la conformacioén bioactiva, se pueden obte-
ner datos adicionales que de alguna manera contribu-
yan a establecer un modelo QSAR que correlacione la
actividad bioldgica con algunos parametros fisico-
quimicos. Nuestro grupo ha utilizado esta estrategia
recientemente en un estudios QSAR realizado para
una serie de analogos de celecoxib (sulfonamidas
del tipo diarilpirazoles, diarilimidazoles y diarilpirro-
les), inhibidores selectivos de la enzima ciclooxige-
nasa 2 (COX-2) (G6émez, Gonzalez y Serrano, 2006).
Debido al reciente interés de estos compuestos
como anticancerigenos, las investigaciones en cuan-
to al desarrollo de este tipo de farmacos antiinfla -
matorios contintian, aun cuando varios de estos
medicamentos han sido eliminados por la FDA del
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Figura 1
A. Inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE) presentes en las estructuras cristalinas. B. Superposicién
de los tres complejos cristalinos EDR/AChE, THA/AChE y DCM/AChE. En la ampliacién se observa la orien-
tacién relativa en el sitio catalitico de la enzima de los tres inhibidores.

mercado farmacéutico por generar problemas a nivel
cardiaco (Dogne, 2005). Algunos estudios demues-
tran que la COX-2 se encuentra sobre-expresada en
numerosos tejidos cancerigenos humanos (Baptiste,
2006).

Si bien hoy en dia estas aproximaciones siguen
siendo de utilidad, los avances mas recientes en el
area de diseno de nuevos ligandos van dirigidos en
su mayoria hacia el Cribado de Librerias de Com-
puestos y el diseno de Novo. En la etapa que corres-
ponde a la generacion de nuevos ligandos, el Cribado
Altamente Eficiente (High Throughput Screening,
HTS) requiere de una libreria de compuestos y de los
correspondientes ensayos de actividad (Herzberg,
2000); esta aproximacion, que muchas veces es po-
co exitosa y muy costosa, se ha colocado en desven-
taja frente al Cribado Virtual. Este ultimo puede
realizarse sobre librerias de compuestos conocidos,
o tedricos, y sélo requiere de los datos de actividad
para algunos de los compuestos o de la estructura
del blanco terapéutico. En este sentido, a pesar de
haber notables avances en las diferentes aproxima-
ciones de Cribado Virtual, el estudio de las interac-
ciones ligando-receptor es actualmente una de las
aproximaciones mas populares con métodos como
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el Docking de Alta Eficiencia (High-Throughput Doc -
King (HTD), que permite evaluar el posicionamiento
molecular en el sitio activo de una diana farmacolo-
gica, con bases de datos de cientos o miles de com-
puestos, con el proposito de identificar prototipos
novedosos que presenten la actividad biolégica de-
seada (Wang, 2001). Estos compuestos se sinteti-
zan, modifican y, en combinaciéon con estudios
tedricos de propiedades ADME (absorcion, distribu-
cion, metabolismo y excrecion) se puede reducir el
numero de compuestos que se somete a la evalua-
cion bioldgica final (Shoicket, 2002).

Por otra parte, el diseno de Novo permite gene-
rar nuevos inhibidores en el sitio activo conocido
del blanco terapéutico (Taylor, 2002). Los progra-
mas de Docking pueden utilizarse con este propo-
sito cuando estan acoplados con un generador
automatico de estructuras. Actualmente hay progra-
mas especializados que han sido desarrollados para
construir posibles ligandos en el sitio activo de una
diana, usualmente colocando y conectando frag-
mentos moleculares o conectando los fragmentos a
un nucleo. Entre las primeras alternativas se puede
mencionar a programas como LUDI (B6hm,1992) y
SPROUT (Gillet, 1994) y entre las mas recientes se
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Figura 2

A. Complejo cristalino de SC-558/COX-2 donde se muestra las interacciones de puente de hidrégeno con
los residuos Hgp ¥ R515Yy el grupo sulfonamido, asi como las del grupo trifluorometil con el residuo R;5¢. B.
Superposicién de las moléculas estudiadas. C. Inhibidores de la COX-2. D. Calculo y evaluacién de la ecua-

cién de regresion lineal.

encuentra BOMB (Biochemical and Organic Model
Builder) (Jorgensen, 2004), que puede utilizarse
para construir estructuras individuales o una libreria
combinatoria.

La contribucién de la bioinformatica al desarro-
llo de vacunas (farmacos de naturaleza peptidica)
es aun mas importante, especialmente porque los
prototipos son proteinas y por ello la bioinformati-
ca, la genémica y la proteémica han revolucionado
la investigacion en el area de diagnéstico, terapéu -
tica y desarrollo de vacunas. Tradicionalmente, las
vacunas se desarrollaban segun los principios de
Pasteur, aislando, inactivando e inyectando el agen-
te causativo de una enfermedad infecciosa. Sin
embargo, al disponer del genoma completo de di-
versos microorganismos, la aproximacion se puede
realizar a través de un proceso denominado vacci-
nologia reversa (Rappuoli, 2000). Es un proceso
que se inicia con el analisis de la informacion geno6-
mica que finalmente conduce, luego del analisis in
silico, a la prediccion de antigenos con posibilida-
des para ser desarrollados como vacunas. El nuevo
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reto para este campo sera combinar la vaccinologia
con la biologia estructural.

El desarrollo de vacunas y otros compuestos de
interés biologico necesita de la comprensiéon del pa-
pel fisiologico y funcional de las proteinas involucra-
das en esos procesos. Esta tarea se facilita cuando se
dispone de la estructura tridimensional de las protei-
nas. En la actualidad, a pesar de la abundante canti-
dad de secuencias que se encuentra disponible en
las bases de datos especializadas, como SWISS-PROT
y trEMBL (Bairoch, 2004 y Boeckmann, 2005), s6lo
una pequena parte de ellas tiene una estructura tridi-
mensional conocida. La estructura 3D de una protei-
na, que es en definitiva el aspecto determinante para
su funcién biolégica, puede ser determinada experi-
mentalmente, ya sea por cristalografia de rayos-X o
por RMN. Sin embargo, esto no siempre es posible y,
por esta razon, la determinacién estructural de protei-
nas, empleando métodos in silico, ha realizado un
aporte cada vez mayor gracias a los avances realizados
en los programas de modelado molecular (Sali, 1997,
Tramontano, 1998; Bystroff, 1997 y Jones, 2003).
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Las estructuras tridimensionales asi determina-
das y el uso de programas disenados para la predic-
cion de péptidos antigénicos (Tramontano, 1998)
han permitido aproximarse al desarrollo de vacunas
empleando péptidos sintéticos que simulen una
region de la proteina nativa.

Aunque hasta la fecha no existen protocolos o
programas que conduzcan a la identificacion efec-
tiva de secuencias antigénicas, hay varios métodos
que se basan en algunas de las propiedades fisi-
coquimicas que presentan epitopos que han sido
determinados experimentalmente, tales como flexi-
bilidad, hidrofobicidad y accesibilidad. Entre los pro-
gramas para la prediccion de péptidos antigénicos se
encuentran: Preditop (Pellequer, 1993), Antigenic
Index (Jameson, 1988), Antigenic (Kolaskar, 1990) y
Antheprot (Deleage, 2001).

En el area de la parasitologia molecular, la bio-
informatica ha producido un gran impacto, espe-
cialmente en el caso de algunas enfermedades
parasitarias como la malaria, debido a que el drama-
tico incremento de la resistencia de los parasitos a
los antimalaricos y a las medidas de control vecto-
rial, ha creado la necesidad de desarrollar nuevas
estrategias para atacar la enfermedad. Entre ellas el
desarrollo de vacunas antimalaricas tiene, hoy en
dia, altisima prioridad.

El ciclo de vida del Plasmodium es extraordina-
riamente complejo, requiere de la expresion de pro-
teinas especializadas para sobrevivir en el ambiente
de sus huéspedes (el mosquito y el hombre), para la
vida intracelular y extracelular, para la invasion de
diferentes tipos de células y para evadir la respuesta
inmune del huésped. Las estrategias para atacar
esta enfermedad, ya sea con vacunas o nuevos far-
macos, sera mas efectiva si van dirigidas hacia un
blanco o diana especifica en el ciclo de vida del pa-
rasito y/o hacia proteinas que se expresan en estas
etapas. Los genomas de P. falciparumy P. yoelli es-
tan completos, y actualmente se realizan estudios de
secuenciacion del genoma de P. vivax en el TIGR
(The Institute for Genomic Research, Rockville MD),
y permitiran a corto plazo identificar nuevos blancos
o dianas que puedan emplearse para desarrollar
vacunas y nuevos farmacos.

Nuestro interés en esta area se ha centrado fun-
damentalmente en P. vivax, que el parasito de mayor
incidencia en Venezuela (boletines del MSDS, 2003).
El objetivo de los estudios que hemos venido reali-
zando ha sido desarrollar y utilizar los modelos tridi-
mensionales de algunas proteinas de este parasito
para definir posibles epitopos y proceder a la sin -
tesis de péptidos con potenciales propiedades anti-
génicas.
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Hasta el presente se ha identificado y caracteriza-
do inmunolégicamente varios antigenos de P. vivax
del estadio asexual del parasito, muchos de ellos ho-
mologos de P. falciparum, y algunos de ellos estan
siendo evaluados en ensayos pre-clinicos de vacu-
nacién. Entre ellos, la Proteina 1 de Superficie del
Merozoito de P. vivax (PvMSP-1), una proteina alta-
mente antigénica y un fuerte candidato a vacuna
(Collins, 1999; Yang, 1999). Dado que el fragmento
C-terminal de esta proteina es el mas inmunogénico
(Soares, 1997) y en vista de que hasta la fecha no ha
sido reportada la estructura cristalina de este frag-
mento para P. vivax, se construyé un modelo por
homologia a partir de las estructuras cristalinas de
otras especies de Plasmodium (Serrano, Pérez y
Medina, 2006).

Los datos estructurales asi obtenidos permitie-
ron realizar la comparacion entre el modelo para la
PVMSP-1 4 y las estructuras cristalinas previamente
reportadas para otras especies del parasito. De igual
forma permitio6 la identificacion de una cavidad en el
primer dominio de la proteina adecuada para inter-
acciones proteina-proteina (Figura 3).

Empleando el modelo se planifico una estrate-
dgia para la seleccion de los péptidos a sintetizar,
usando de manera conjunta algoritmos matemati-
cos de predicciéon de epitopos como ANTHEPROT
4.0 y el método de Hoops y Woods para el analisis

Figura 3
Modelo final de l1a PvMSP-1,5. La representacién en cinta
incluye los enlaces disulfuro, muestra la cadena C? y las
laminas antiparalelas ? en cada uno de los dominios EGF.
Detalle donde se muestra la cavidad ubicada en el primer
dominio de la proteina y se compara el modelo PYMSP-1 g
con las estructuras cristalinas de PCMSP-1;9y PKMSP-1 .
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de las regiones hidrofilicas de la proteina (Hoop, re with client/server capabilities. Computers Biol Med

1981). Los péptidos fueron evaluados frente al plas- 31:259-267.

ma de individuos con anticuerpos a P. vivax y varios  Fauman E, Hopkins A, Groom C. 2003. Structural bioinfor-

de ellos resultaron altamente reactivos (Serrano, matics in drug discovery. Methods Biochem Anal 44:

2004). Actualmente nuestro grupo contintia traba- 477-497.

jando en este sentido y pensamos extendernos ha- FLORENS L, WAsHBURN MP, RAINE JD, ANTHONY RM, GRAINGER M,

cia el estudio de otras proteinas. Haynes JD, MocH JK, MusTer N, Sacci JB, Tass DL, Wit-
El conocimiento, aunque sea aproximado, de la NEY AA, WoOLTERS D, Wu Y, GARDNER MJ, HOLDER AA, SIN-

DEN RE, YATES JR, CarRucci DJ. 2002. A proteomic view
of the Plasmodium falciparum life cycle. Nature 419:
520-526.

estructura tridimensional de las proteinas es esen-
cial para conocer los detalles de su funcion molecu-
lar y proporciona informacioén valiosa para el
desarrollo de estrategias racionales que permitan ~ GILLET VJ, NEWELL W, MATA P, MyATT G, SIKE S, ZsoLpos Z,
identificar dianas farmacolégicas, estudiar el posi- Jonnson AP. 1994. SPROUT: recent developments in
cionamiento molecular de nuevos ligandos, plantear the de novo design of molecules. J Chem Inf Comput
mejores modelos tedricos de relacion estructura qui- Sci 34: 207-17.

mica-actividad biologica (QSAR) y finalmente disenar ~ Hakansson L. 1993. Mechanism of Action of Cholinesterase
nuevos farmacos y vacunas. Inhibitors in Alzheimer’s Disease. Acta Neurol. Scand.

. . X Suppl: 149, 7-9.
Los ejemplos que hemos mencionado solo des-

criben una pequena muestra de las enormes posibi-
lidades de las aplicaciones de la bioinformatica y de

la gran diversidad de métodos informaticos que de

ella se nutren. HAREL M, ScHALK I, EHRET-SABATIER L, BOUET F, GOELDNER M,
HirtH C, AXELSEN PH, SiLMaN I, Sussman JL. 1993. Quater-
nary ligand binding to aromatic residues in the active-
site gorge of acetylcholinesterase. Proc. Natl. Acad.

HARDY LW, MALIKAYIL A. 2003. The impact of structure-gui-
ded drug design on clinical agents. Curr Drug Discov
15: 15-20.
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