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Resumen del artículo: 
“Structure-Based Discovery of Novel Non-nucleosidic DNA Alkyltransferase Inhibitors: Virtual 

Screening and in Vitro and in Vivo Activities” 

En la actualidad se puede decir que todas las compañías farmacéuticas emplean métodos de química computacional o in-
silico durante las etapas de búsqueda y desarrollo de fármacos de forma rutinaria. Los métodos in-silico, se clasifican como 
“basados en la estructura” si la estructura molecular de la proteína diana ha sido resuelta. Una de estas metodologías es el 
denominado “virtual screening” (VS). EL VS consiste en aplicar de forma iterativa métodos de mecánica molecular (MM) 
simplificados, también denominados “docking molecular”, sobre librerías digitales de sustancias. Los métodos de docking 
molecular (DM) permiten establecer un ranking basado en la energía de interacción proteína-ligando. Adicionalmente, el 
output de DM contiene  las posibles orientaciones e interacciones con los residuos del sitio activo del sustrato. Conocida la 
orientación aproximada del ligando en el sitio activo, es posible mediante dinámica molecular  (DM) estimar la 
contribución de la desolvatación a la energía libre de reacción, así como la contribución entrópica debida a los cambios 
conformacionales y así estimar la constante de equilibrio en disolución. Los métodos DM son una extensión del modelo 
MM y suponen la integración de las ecuaciones de movimiento en un espacio de tiempo definido. A diferencia de los 
métodos de MM, el coste computacional es muy exigente (desde horas, hasta días), y su aplicación esta hoy en día reducida 
a comparar grupos de sustancias y depurar energías de interacción de ligandos de la misma familia. 

Una aplicación combinada de las técnicas de MM y DM la encontramos en el  trabajo de Ruiz et. al descubrir el primer 
inhibidor no nocleosídico de la DNA alquiltransfera (MGMT). El MGMT es una proteína de enorme importancia 
biomédica, que actúa reparando las alquilaciones del ADN producidas tanto por agentes naturales como por los 
tratamientos de quimioterapia, diminuyendo la eficacia de estos.  

En la búsqueda de un inhibidor de MGMT se parte de una librería de 2.31 de sustancias obtenida de ZINC  previamente 
filtrada mediante la regla de Lipinski. La estructura de MGMT se prepara a partir de la cadena A de la estructura 1T39 
obtenida de PDB. El sitio activo de la proteína se estima a partir del ligando cocristalizado E1X, seleccionando los residuos 
en un radio de 5 A. Mediante GAGA se obtiene una imagen en negativo del sitio activo. El espacio de búsqueda es 
construido con CGRID. La librería de 2.31  es procesada con DOCK. Las sustancias que geométricamente no entran en la 
imagen del sitio activo son desestimadas, y la energía de interacción de cada sustancia de las resultantes es rankeada 
mediante su zScore. Se desechan las sustancias con zScore>=5, resultado un conjunto de 1664. El conjunto de sustancias 
obtenido es re-rankeado con CDOCK. En el cálculo de re-rankeado se permite girar a los rotameros de los ligandos y de los 
residuos. Igualmente, se estima y corrige con DelPhi la energía de desolvatación en función del área accesible a solvente. 
Entre los 1664 compuestos se seleccionan 17 para ensayos in-vitro, teniendo en cuenta sus propiedades físico-químicas y su 
energía de interacción con MGMT obtenida con CDOCK. 

Los ensayos in-vitro de los 17 compuestos seleccionados muestran que únicamente 4 tienen actividad (IC50) del orden de 
µM (los denominamos 1, 2, 3 y 4 ). La actividad in-vivo de los cuatro compuestos es testeada en cultivos de células 
tumorales HTB-38. Para tres compuestos 1,3 y 4, se confirma una actividad biológica del orden de 10 µM, el compuesto 2 
se queda en 50 µM (según los autores por la posibilidad de que no pueda difundirse al interior de la célula). 

La energía de interacción y las poses de los ligandos activos (1, 2, 3 y 4) es depurada mediante DM con el método 
MMGBSA. Se encuentra que los valores de energía obtenidos mediante DM están correlacionados con el IC50 obtenido in-
vitro. Igualmente, la energía de interacción y las orientaciones respecto del sitio activo (en especial los residuos TYR114, 
ARG128, ARG135 y TYR158) concuerdan con los datos experimentales existentes acerca del mecanismo de acción del 
MGMT. 

En vista de los resultados, los cuatro ligandos pueden ser considerados como los primeros  inhibidores de MGMT no 
nucleosídicos referenciados. Hay que añadir que pertenecen a dos familias de sustancias: quinolinonas (1,2 ) y 
triazopirimidinas (3,4). De esta forma se abre la puerta a futuros estudios de optimización de estos compuestos con vistas a 
su posible aplicación farmacológica. 

Cálculos de docking realizados personalmente con estos cuatro compuestos empleando AutoDock y Molegro, muestran 
comportamientos similares (en cuanto a distribución de energía de interacción y modos de docking, ver información 
suplementaria) a los determinados mediante DM en este artículo. 
Todos estos datos demuestran que actualmente que los métodos de la química computacional son fácilmente aplicables en 
investigación rutinaria en biomedicina y ofrecen información valiosa sobre el mecanismo de interacción de las dianas 
moleculares. 
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Comparación de valores de energía entre diversos métodos. 

 
 

 

 

Comparación de los valores de energía entre compuestos similares al 3 obtenidos de PubChem.  
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Autodock calculations 

Docking calculations were carried out using DockingServer (http://www.dockingserver.com). The MMFF94 force field 
(Halgren, 1998) was used for energy minimization of ligand molecule using DockingServer. Gasteiger partial charges were 
added to the ligand atoms. Non-polar hydrogen atoms were merged, and rotatable bonds were defined. 
Docking calculations were carried out on MGMT protein model. Essential hydrogen atoms, Kollman united atom type 
charges, and solvation parameters were added with the aid of AutoDock tools (Morris, Goodsell et al., 1998). Affinity (grid) 
maps of 25×25×25 Å grid points and 0.375 Å spacing were generated using the Autogrid program (Morris, Goodsell et al., 
1998). AutoDock parameter set- and distance-dependent dielectric functions were used in the calculation of the van der 
Waals and the electrostatic terms, respectively. 
Docking simulations were performed using the Lamarckian genetic algorithm (LGA) and the Solis & Wets local search 
method (Solis and Wets, 1981). Initial position, orientation, and torsions of the ligand molecules were set randomly. Each 
docking experiment was derived from 100 different runs that were set to terminate after a maximum of 2500000 energy 
evaluations. The population size was set to 150. During the search, a translational step of 0.2 Å, and quaternion and torsion 
steps of 5 were applied. 
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Reproducción de las interacciones del compuesto 3 con MGMT realizada con Molegro. 

 

 

 

 

 

Page 3 of 3  



El problema biomEl problema bioméédicodico
 AnAnáálisis del tlisis del tíítulotulo

¿¿Descubrimiento de un inhibidor basDescubrimiento de un inhibidor basáándose en la estructura ndose en la estructura 
de una protede una proteíína?na?

¿¿inhibidor no nucleosinhibidor no nucleosíídico del DNA dico del DNA alquiltranferasaalquiltranferasa??

¿¿Virtual screening? Virtual screening? …….. .. ¿¿magia negra?magia negra?

¿¿QuQuéé tiene que ver el la actividad intiene que ver el la actividad in--vitrovitro/in/in--vivo con el vivo con el 
virtual screening?virtual screening?



El problema biomEl problema bioméédicodico
 DNA-repair O6-alkylguanine DNA alkyltransferase (MGMT or hAGT)

Es una proteEs una proteíína que se encarga de reparar los dana que se encarga de reparar los dañños al ADN producidos por los agentes alquilantes del os al ADN producidos por los agentes alquilantes del 
entorno.entorno.

Juega un importante papel en la resistencia de los tumores a losJuega un importante papel en la resistencia de los tumores a los tratamientos de quimioterapia ya que tratamientos de quimioterapia ya que 
…………

El mecanismo de acciEl mecanismo de accióón de los agentes alquilantes citotn de los agentes alquilantes citotóóxicos empleados en  la quimioterapia xicos empleados en  la quimioterapia 
((streptozotocin, procarbazine, or dacarbazine) es atacar a la guanina del ADN en diversas posiciones.es atacar a la guanina del ADN en diversas posiciones.

Las cLas céélulas tumorales expresan niveles altos de DNA lulas tumorales expresan niveles altos de DNA alquiltransferasaalquiltransferasa..

La DNA La DNA alquiltransferasaalquiltransferasa genera resistencia a los agentes alquilantes disminuyendo la efgenera resistencia a los agentes alquilantes disminuyendo la efectividad de la ectividad de la 
quimioterapia.quimioterapia.

Se ha comprobado que la metilaciSe ha comprobado que la metilacióón del promotor de MGMT estn del promotor de MGMT estáá asociado con una mayor supervivencia asociado con una mayor supervivencia 
de los pacientes tratados con quimioterapia.de los pacientes tratados con quimioterapia.

Los inhibidores de MGMT encontrados hasta el momento son derivadLos inhibidores de MGMT encontrados hasta el momento son derivados os nucleosnucleosíídicosdicos que actque actúúan an 
inactivando el residuo CYS145. Tienen limitaciones terapinactivando el residuo CYS145. Tienen limitaciones terapééuticas por su baja solubilidad. Ejemplo: uticas por su baja solubilidad. Ejemplo: 
LomeguatribLomeguatrib



El problema biomEl problema bioméédicodico
 Mecanismo de acciMecanismo de accióón de MGMTn de MGMT

El mecanismo se pude inferir a travEl mecanismo se pude inferir a travéés de la estructura (s de la estructura (estructuraestructura--funcifuncióón)n)

Las estructuras por RX de MGMT asociadas a fragmentos de ADN conLas estructuras por RX de MGMT asociadas a fragmentos de ADN con guaninas guaninas metiladasmetiladas
en Oen O--6 (6 (DanielsDaniels et al., 2004; et al., 2004; DuguidDuguid et al., 2005) muestran un posible mecanismo de et al., 2005) muestran un posible mecanismo de 
reaccireaccióón:n:

••La mutaciLa mutacióón del residuo CYS145  inactiva a la MGMT n del residuo CYS145  inactiva a la MGMT 

••El residuo ARG128 se introduce en el interior de la El residuo ARG128 se introduce en el interior de la 
doble hdoble héélice.lice.

••La base daLa base daññada se coloca en un hueco hidrofada se coloca en un hueco hidrofóóbico bico 
formada por los residuos sitio activo VAL155 formada por los residuos sitio activo VAL155 -- GLY160 GLY160 
y la cadena lateral de MET134. y la cadena lateral de MET134. 

••Los grupos carbonilo de SER145 y VAL148 pueden Los grupos carbonilo de SER145 y VAL148 pueden 
aceptar enlaces de hidraceptar enlaces de hidróógeno del grupo amino de la geno del grupo amino de la 
base dabase daññada.ada.

••Los residuos  TYR114 y  SER159 pueden donar Los residuos  TYR114 y  SER159 pueden donar 
puentes de hidrpuentes de hidróógeno a la base dageno a la base daññadaada

••El residuo TYR114 parece facilitar el posicionamiento El residuo TYR114 parece facilitar el posicionamiento 
de la base dade la base daññada en el hueco activo de la proteada en el hueco activo de la proteíína.na.



Como afrontar el problema desde el punto de vista inComo afrontar el problema desde el punto de vista in--silicosilico

El problema se puede tratar mediante muchos puntos de vista. El problema se puede tratar mediante muchos puntos de vista. 
Dependiendo de Dependiendo de 

1.1. ¿¿QuQuéé informaciinformacióón queremos obtener? n queremos obtener? ¿¿cabeza de serie? cabeza de serie? …… ¿¿sitio activo? sitio activo? …….. .. ¿¿optimizar ligando? optimizar ligando? 
……..

2.2. ¿¿QuQuéé informaciinformacióón disponemos? n disponemos? …… ¿¿AlgAlgúún ligando? n ligando? ……. . ¿¿estructura? estructura? …… ¿¿mecanismo?mecanismo?



ElecciEleccióón de la estrategia n de la estrategia ––
 

visivisióón generaln general
El proceso de descubrimiento de dianas El proceso de descubrimiento de dianas 
moleculares es una combinacimoleculares es una combinacióón de mn de méétodos intodos in--
silicosilico y experimentales.y experimentales.

La estrategia depende de los datos disponibles La estrategia depende de los datos disponibles 
sobre el problema.sobre el problema.

Siempre hace falta un punto de partida Siempre hace falta un punto de partida …… ligando ligando 
……. Prote. Proteíína na ……. Mecanismo . Mecanismo ……

Al final siempre hay que comprobar Al final siempre hay que comprobar 
experimentalmente la actividad del experimentalmente la actividad del ligandoligando……..

Datos que disponemos:Datos que disponemos:
1.1. Existen estructuras de RX de la Existen estructuras de RX de la 

proteproteíína en interaccina en interaccióón con el DNA.n con el DNA.
2.2. El mecanismo estEl mecanismo estáá definidodefinido
3.3. Existen ligandos inhibidoresExisten ligandos inhibidores

Como afrontar el problema desde el punto de vista inComo afrontar el problema desde el punto de vista in--silicosilico



In In silicosilico
 

Drug Drug DiscoveryDiscovery
 

……. . 
¿¿QuQuéé

 
queda fuera del alcance de un mqueda fuera del alcance de un méétodo de screening?todo de screening?

Al final siempre hay que comprobar experimentalmente la actividaAl final siempre hay que comprobar experimentalmente la actividad del d del 
ligandoligando……. Y otras cosas ... Y otras cosas ..



MMéétodos todos --
 

Pero, Pero, ¿¿QuQuéé
 

es el modelado molecular?es el modelado molecular?

El Modelado molecular es un tEl Modelado molecular es un téérmino general que engloba mrmino general que engloba méétodos todos 
teteóóricos y tricos y téécnicas computacionales para modelar o imitar el cnicas computacionales para modelar o imitar el 
comportamiento de molcomportamiento de molééculas. culas. 

Las tLas téécnicas son utilizadas en los campos de cnicas son utilizadas en los campos de 
la Qula Quíímica computacional, mica computacional, 
BiologBiologíía computacional y Ciencia de materiales a computacional y Ciencia de materiales 
para el estudio de sistemas moleculares que abarcan desde para el estudio de sistemas moleculares que abarcan desde 
pequepequeñños sistemas quos sistemas quíímicos a grandes molmicos a grandes molééculas biolculas biolóógicas y gicas y 
disposiciones materiales.disposiciones materiales.

La complejidad de los cLa complejidad de los cáálculos requiere el uso de computadores. La lculos requiere el uso de computadores. La 
caractercaracteríística particular de las tstica particular de las téécnicas de modelado es la descripcicnicas de modelado es la descripcióón n 
a nivel ata nivel atóómico de los sistemas moleculares; el menor nivel de mico de los sistemas moleculares; el menor nivel de 
informaciinformacióón es por n es por áátomos individuales (o un pequetomos individuales (o un pequeñño grupo de o grupo de 
áátomos). tomos). 



¿¿Que es el modelado molecular?Que es el modelado molecular?

Los mLos méétodos de modelado molecular son usados todos de modelado molecular son usados 
rutinariamente en la actualidad para investigar la estructura, rutinariamente en la actualidad para investigar la estructura, 
dindináámica y termodinmica y termodináámica de sistemas inorgmica de sistemas inorgáánicos, biolnicos, biolóógicos gicos 
y polimy polimééricos. ricos. 

Los tipos de actividad biolLos tipos de actividad biolóógica que han sido investigados gica que han sido investigados 
usando modelado molecular incluyen:usando modelado molecular incluyen:

plegamiento proteicoplegamiento proteico, , 
catcatáálisislisis de de enzimasenzimas, , 
estabilidad de proteestabilidad de proteíínas, cambios conformacionales asociados nas, cambios conformacionales asociados 
con la con la funcifuncióón biomolecularn biomolecular, , 
reconocimiento molecular de protereconocimiento molecular de proteíínas, nas, ADNADN, y complejos de , y complejos de 
membranas.membranas.



Modelado molecularModelado molecular
 Complementariedad molecular Complementariedad molecular 

La forma La forma ““molecularmolecular”” es una primera aproximacies una primera aproximacióón al problema.n al problema.

La energLa energíía de interaccia de interaccióón depende de las restricciones estn depende de las restricciones estééricas.ricas.



Modelado molecularModelado molecular
 MecMecáánica molecularnica molecular--DinDináámica molecularmica molecular

Las molLas molééculas se representan como un conjunto de partculas se representan como un conjunto de partíículas (culas (áátomos) a los tomos) a los 
cuales se les asignan coordenadas en el espacio cartesiano o en cuales se les asignan coordenadas en el espacio cartesiano o en Coordenadas Coordenadas 
internas.internas.

Las partLas partíículas tienen masa y una distribuciculas tienen masa y una distribucióón electrostn electrostáática ( carga, momento tica ( carga, momento 
dipolardipolar, , etcetc ))

y tambiy tambiéén se les pueden asignar velocidades al realizar simulaciones n se les pueden asignar velocidades al realizar simulaciones 
dindináámicas. micas. 

Las velocidades atLas velocidades atóómicas estmicas estáán relacionadas con la temperatura del sistema y n relacionadas con la temperatura del sistema y 
su entropsu entropíía.a.

La expresiLa expresióón matemn matemáática completa se conoce como una funcitica completa se conoce como una funcióón potencial y n potencial y 
estestáá relacionada a la energrelacionada a la energíía interna del sistema. a interna del sistema. 

Los mLos méétodos que minimizan la energtodos que minimizan la energíía potencial, son conocidos como a potencial, son conocidos como 
ttéécnicas de minimizacicnicas de minimizacióón de energn de energíía a 

Mientras que los mMientras que los méétodos que recrean el comportamiento del sistema con el todos que recrean el comportamiento del sistema con el 
tiempo son conocidos como Dintiempo son conocidos como Dináámica molecular.mica molecular.



Modelado molecularModelado molecular--MecMecáánica molecular nica molecular 
La MecLa Mecáánica molecular es una parte del modelado nica molecular es una parte del modelado 
molecular, ya que implica el uso de mecmolecular, ya que implica el uso de mecáánica nica 
clcláásica/mecsica/mecáánica newtoniana para describir las nica newtoniana para describir las 
bases fbases fíísicas tras los modelos.sicas tras los modelos.

Los modelos moleculares describen normalmente Los modelos moleculares describen normalmente 
áátomos como cargas puntuales con una masa tomos como cargas puntuales con una masa 
asociada.asociada.

Las interacciones entre los Las interacciones entre los áátomos vecinos son tomos vecinos son 
descritas por interacciones tipo oscilador descritas por interacciones tipo oscilador 
armarmóónico, nico, ““muelles", que (representando enlaces muelles", que (representando enlaces 
ququíímicos)micos)

Las Las fuerzarfuerzar intermoleculares se representan como  intermoleculares se representan como  
Fuerzas de van der Waals. (Potencial de Fuerzas de van der Waals. (Potencial de LennardLennard--
JonesJones ) ) 

Las interacciones electrostLas interacciones electrostááticas son calculadas ticas son calculadas 

por la Ley de por la Ley de CoulombCoulomb..



Modelado molecularModelado molecular--MecMecáánica molecular nica molecular 

La energLa energíía de interaccia de interaccióón entre un ligando (fn entre un ligando (fáármaco) y una protermaco) y una proteíína (receptor) se puede na (receptor) se puede 
estimar mediante este mismo procedimiento.estimar mediante este mismo procedimiento.

A mayor energA mayor energíía de interaccia de interaccióón (mn (máás negativa) ms negativa) máás estabilidad.s estabilidad.

Los valores de energLos valores de energíía de interaccia de interaccióón permiten comparar las constantes de inhibicin permiten comparar las constantes de inhibicióón n 
entre dos ligandos. entre dos ligandos. 

La energLa energíía de interaccia de interaccióón calculada de esta forma es una aproximacin calculada de esta forma es una aproximacióón ya que es estn ya que es estáática tica 
y no tiene en cuenta la termodiny no tiene en cuenta la termodináámica del sistema.mica del sistema.



Modelado molecularModelado molecular--DinDináámica molecular mica molecular 
La dinLa dináámica molecular permite introducir la contribucimica molecular permite introducir la contribucióón energn energéética de la tica de la 
entropentropíía del sistema.a del sistema.

La estructura de la proteLa estructura de la proteíína es flexible y cambiante durante la interaccina es flexible y cambiante durante la interaccióón con n con 
el ligando.el ligando.

Se obtiene una evaluaciSe obtiene una evaluacióón mas realista de la energn mas realista de la energíía de interaccia de interaccióónn



Modelado molecularModelado molecular--DinDináámica molecular mica molecular 
La dinLa dináámica molecular permite introducir la contribucimica molecular permite introducir la contribucióón energn energéética de la tica de la 
entropentropíía del sistema y el efecto de la solvatacia del sistema y el efecto de la solvatacióón.n.

La estructura de la proteLa estructura de la proteíína es flexible y cambiante durante la interaccina es flexible y cambiante durante la interaccióón con n con 
el ligando.el ligando.

Se obtiene una evaluaciSe obtiene una evaluacióón mas realista de la energn mas realista de la energíía de interaccia de interaccióónn



Modelado molecularModelado molecular--DinDináámica molecular mica molecular 
La dinLa dináámica molecular permite introducir la contribucimica molecular permite introducir la contribucióón energn energéética de la entroptica de la entropíía del sistema y el efecto de la a del sistema y el efecto de la 
solvatacisolvatacióón.n.

La estructura de la proteLa estructura de la proteíína es flexible y cambiante durante la interaccina es flexible y cambiante durante la interaccióón con el ligando.n con el ligando.

Se obtiene una evaluaciSe obtiene una evaluacióón mas realista de la energn mas realista de la energíía de interaccia de interaccióónn



Modelado molecularModelado molecular
 Docking Docking ––

 
Importancia de la estructura de la proteImportancia de la estructura de la proteíínana

Nos interesa que la estructura de la proteNos interesa que la estructura de la proteíína de partida este en su posicina de partida este en su posicióón n 
activa.activa.
CoCo--cristalizada con un ligando >>> alternativa cristalizada con un ligando >>> alternativa ……. Din. Dináámica molecularmica molecular



Modelado molecularModelado molecular
 Docking y virtual screening Docking y virtual screening 

El docking molecular es buscar la conformaciEl docking molecular es buscar la conformacióón mn máás estable para un ligando dado y una protes estable para un ligando dado y una proteíína.na.

Se define un Se define un áárea de brea de búúsqueda de la mejor conformacisqueda de la mejor conformacióón en una zona de la proten en una zona de la proteíína.na.
Es un Es un gridgrid sobre el cual se va situando el ligando rotsobre el cual se va situando el ligando rotáándolo y sucesivamente calculando su energndolo y sucesivamente calculando su energíía.a.

Se obtiene un conjunto de poses (posiciones en el Se obtiene un conjunto de poses (posiciones en el gridgrid) o configuraciones valoradas por un ) o configuraciones valoradas por un 
““scorescore”” basado en la complementariedad molecular y la energbasado en la complementariedad molecular y la energíía de interaccia de interaccióón.n.



Modelado molecularModelado molecular
 Docking y virtual screening Docking y virtual screening 

Virtual screening es hacer docking sobre una librerVirtual screening es hacer docking sobre una libreríía de ligandos o fa de ligandos o fáármacos potenciales.rmacos potenciales.

Obtendremos un listado ordenado de ligandos segObtendremos un listado ordenado de ligandos segúún su energn su energííaa
Dependiendo del modelo aplicado obtendremos mayor o menor precisDependiendo del modelo aplicado obtendremos mayor o menor precisiióónn
A mayor complejidad del modelo mA mayor complejidad del modelo máás tiempo de cs tiempo de cáálculo (ligandos y residuos lculo (ligandos y residuos rotablesrotables))



Modelado molecularModelado molecular
 Docking y virtual screening Docking y virtual screening 

Virtual screening es hacer docking sobre una librerVirtual screening es hacer docking sobre una libreríía de ligandos o fa de ligandos o fáármacos potenciales. Espacio de rmacos potenciales. Espacio de 
bbúúsqueda de la mejor conformacisqueda de la mejor conformacióónn



Modelado molecularModelado molecular
 Docking y virtual screening Docking y virtual screening 

Virtual screening es hacer docking sobre una librerVirtual screening es hacer docking sobre una libreríía de ligandos o fa de ligandos o fáármacos potenciales.rmacos potenciales.



Modelado molecularModelado molecular
 Docking y virtual screening Docking y virtual screening 

Por ejemplo Por ejemplo ……..



ResoluciResolucióón del probleman del problema
 Estrategia de docking Estrategia de docking 



ResoluciResolucióón del probleman del problema
 LibrerLibreríía de compuestos a de compuestos --

 
preparacipreparacióónn

Se parte de una librerSe parte de una libreríía de 2.6 millones de compuestos. a de 2.6 millones de compuestos. 

Se procesa la librerSe procesa la libreríía para convertir los ficheros de coordenadas de 2D a 3D.a para convertir los ficheros de coordenadas de 2D a 3D.

Se asignan las cargas a los Se asignan las cargas a los áátomos con MOPAC con un campo de fuerzas tipo AMBERtomos con MOPAC con un campo de fuerzas tipo AMBER

Se establecen los enlaces que pueden girar (rotSe establecen los enlaces que pueden girar (rotáámeros) y se eliminan los que no cumplen la meros) y se eliminan los que no cumplen la 
regla de regla de LipinskyLipinsky …….. Quedan 2.3 millones.. Quedan 2.3 millones



ResoluciResolucióón del probleman del problema
 PreparaciPreparacióón de la proten de la proteíína y caracterizacina y caracterizacióón del sitio activon del sitio activo

La proteLa proteíína se descarga de PDB. Se elige una estructura enlazada a ADN enna se descarga de PDB. Se elige una estructura enlazada a ADN entre las existentes tre las existentes 
…….. Hay m.. Hay máás de una.s de una.

PreparaciPreparacióón de la proten de la proteíína para dockingna para docking
limpiar los ligandos, se trabaja slimpiar los ligandos, se trabaja sóólo con la cadena A.lo con la cadena A.
AAññadir los hidradir los hidróógenos ( los genos ( los pdbpdb no los llevan)no los llevan)
AAññadir las cargas y los tipos de enlace segadir las cargas y los tipos de enlace segúún el campo de fuerzas AMBER ff99.n el campo de fuerzas AMBER ff99.



ResoluciResolucióón del probleman del problema
 CaracterizaciCaracterizacióón del sitio activon del sitio activo

El sitio activo esta formado por los residuos en las proximidadeEl sitio activo esta formado por los residuos en las proximidades del ligando s del ligando coco--cristalizado E1Xcristalizado E1X

Mediante el Algoritmo GAGA se construye una imagen en negativo dMediante el Algoritmo GAGA se construye una imagen en negativo del sitio de interacciel sitio de interaccióón.n.



ResoluciResolucióón del probleman del problema
 CaracterizaciCaracterizacióón del sitio activon del sitio activo

El sitio activo esta formado por los residuos en las proximidadeEl sitio activo esta formado por los residuos en las proximidades del ligando s del ligando coco--cristalizado E1Xcristalizado E1X

Mediante el Algoritmo GAGA se construye una imagen en negativo dMediante el Algoritmo GAGA se construye una imagen en negativo del sitio de interacciel sitio de interaccióónn..



ResoluciResolucióón del probleman del problema
 CaracterizaciCaracterizacióón del sitio activon del sitio activo

El sitio activo esta formado por los residuos en las proximidadeEl sitio activo esta formado por los residuos en las proximidades del ligando s del ligando coco--cristalizado E1Xcristalizado E1X

Mediante el Algoritmo GAGA se construye una imagen en negativo dMediante el Algoritmo GAGA se construye una imagen en negativo del sitio de interacciel sitio de interaccióón.n.



ResoluciResolucióón del probleman del problema
 Filtrado de la librerFiltrado de la libreríía con DOCKa con DOCK

La librerLa libreríía de 2.5 a de 2.5 millmill. Se filtra mediante DOCK (un programa de docking) empleando la . Se filtra mediante DOCK (un programa de docking) empleando la 
imagen del sitio activo.imagen del sitio activo.



ResoluciResolucióón del probleman del problema
 Filtrado de la librerFiltrado de la libreríía con DOCKa con DOCK

La librerLa libreríía de 2.5 a de 2.5 millmill. Se filtra mediante DOCK empleando la imagen del sitio activo.. Se filtra mediante DOCK empleando la imagen del sitio activo.

Se obtiene una clasificaciSe obtiene una clasificacióón de los ligandos ordenados por un n de los ligandos ordenados por un ScoreScore. La funci. La funcióón de n de 
contacto de DOCK. Se genera una distribucicontacto de DOCK. Se genera una distribucióón entorno a la media y se separan los n entorno a la media y se separan los 
ligandos por encima de 5 (ligandos por encima de 5 (zScorezScore))

Pasan el filtro 1664 compuestos.Pasan el filtro 1664 compuestos.



ResoluciResolucióón del probleman del problema
 Filtrado de la librerFiltrado de la libreríía con CDOCKa con CDOCK

Los 1664 compuestos se depuran con CDOCK:Los 1664 compuestos se depuran con CDOCK:
Antes se corrige la energAntes se corrige la energíía de interaccia de interaccióón con el disolvente mediante n con el disolvente mediante delPhidelPhi
No se tiene en cuenta la entropNo se tiene en cuenta la entropíía conformacional.a conformacional.
Los enlaces pueden girar, los residuos pueden girarLos enlaces pueden girar, los residuos pueden girar

Las 17 mejores compuestos Las 17 mejores compuestos ……. Los que mayor interacci. Los que mayor interaccióón presentan se seleccionan para n presentan se seleccionan para 
ser testeados experimentalmente.ser testeados experimentalmente.



ResoluciResolucióón del probleman del problema
 DeterminaciDeterminacióón de IC50 inn de IC50 in--vitrovitro

De los 17 mejores compuestos De los 17 mejores compuestos ……. Se determina su IC50 . Se determina su IC50 

IC50 cantidad de compuesto necesaria para producir una disminuciIC50 cantidad de compuesto necesaria para producir una disminucióón del 50% de la actividad de n del 50% de la actividad de 
MGMT.MGMT.

Cuatro compuestos muestran actividad de orden Cuatro compuestos muestran actividad de orden micromolarmicromolar y son seleccionados para y son seleccionados para 
ensayos inensayos in--vivo.vivo.



ResoluciResolucióón del probleman del problema
 DeterminaciDeterminacióón de IC50 inn de IC50 in--vivovivo

La actividad inLa actividad in--vivo se determina en colonias de HBTvivo se determina en colonias de HBT--38. 38. 
El compuesto 2 parece que no es absorbido por la cEl compuesto 2 parece que no es absorbido por la céélula y no tiene actividadlula y no tiene actividad
El compuesto 3 parece que es el mEl compuesto 3 parece que es el máás activos activo



ResoluciResolucióón del probleman del problema
 DepuraciDepuracióón de la energn de la energíía con Dina con Dináámica molecularmica molecular

Los 4 Los 4 compuestos activos incompuestos activos in--Vitro se recalculan con DinVitro se recalculan con Dináámica Molecular.mica Molecular.
Campo de fuerzas AMBER 99 Campo de fuerzas AMBER 99 
Se tiene en cuenta la contribuciSe tiene en cuenta la contribucióón de la solvatacin de la solvatacióón (MMn (MM--GBSA)GBSA)

La dinLa dináámica molecular confirma que los compuestos 3 y 4 presentan mmica molecular confirma que los compuestos 3 y 4 presentan máás actividad.s actividad.



ResoluciResolucióón del probleman del problema
 AnAnáálisis de los modos de dockinglisis de los modos de docking

Es posible separar la energEs posible separar la energíía de interaccia de interaccióón de cada residuo. n de cada residuo. 
Sirve para:Sirve para:

Estudiar el mecanismo de reacciEstudiar el mecanismo de reaccióónn

Mejorar la eficacia del inhibidor >>> propuestas de modificaciMejorar la eficacia del inhibidor >>> propuestas de modificacióón de la estructura del fn de la estructura del fáármacormaco

Entender ensayos en animales. ProteEntender ensayos en animales. Proteíínas homnas homóólogaslogas



ResoluciResolucióón del probleman del problema
 AnAnáálisis de los modos de dockinglisis de los modos de docking

Es posible separar la energEs posible separar la energíía de interaccia de interaccióón de cada residuo. Sirve para:n de cada residuo. Sirve para:
ComparaciComparacióón con los datos experimentalesn con los datos experimentales



ResoluciResolucióón del probleman del problema
 ConclusionesConclusiones

Los mLos méétodos de modelado molecular pueden proporcionar un punto de parttodos de modelado molecular pueden proporcionar un punto de partida en la bida en la búúsqueda de squeda de 
un fun fáármacormaco

Siempre es necesaria una informaciSiempre es necesaria una informacióón de partida lo mn de partida lo máás fidedigna posible. Ya sea s fidedigna posible. Ya sea 
un ligando activo, un ligando activo, 
una estructura de partida, o estructuras homologas,una estructura de partida, o estructuras homologas,
datos de constantes de inhibicidatos de constantes de inhibicióón, n, 

Son mSon méétodos aproximados, sirven para comparar actividades entre compuetodos aproximados, sirven para comparar actividades entre compuestosstos

El coste computacional es exponencial con lo exquisito del sisteEl coste computacional es exponencial con lo exquisito del sistema y puede variar desde unos ma y puede variar desde unos 
segundos a varios dsegundos a varios dííasas¡¡¡¡¡¡

Los valores de energLos valores de energíía de dos a de dos ““mméétodos distintostodos distintos”” NO son comparablesNO son comparables

Se puede establecer una relaciSe puede establecer una relacióón entre n entre ““EnergEnergííaa”” y constante de equilibrio, pero hay que y constante de equilibrio, pero hay que 
calibrarla con datos experimentalescalibrarla con datos experimentales

Los resultados de docking hay que analizarlos desde el punto de Los resultados de docking hay que analizarlos desde el punto de vista vista 
FFíísico: sico: ¿¿Es correcto el modelo?, Es correcto el modelo?, ¿¿Es lEs lóógico el resultado?...gico el resultado?...
QuQuíímico: mico: ¿¿El modelo de reacciEl modelo de reaccióón es correcto?, n es correcto?, ¿¿Es posible sintetizar el fEs posible sintetizar el fáármaco?...rmaco?...
BiolBiolóógico: gico: ¿¿SerSeráá toxico?, toxico?, ¿¿TraspasarTraspasaráá la membrana?, la membrana?, ¿¿AfectarAfectaráá a otras dianas?....a otras dianas?....
BiomBioméédico: dico: ¿¿QuQuéé enfermedad queremos curar?, enfermedad queremos curar?, ¿¿Tiene efecto Tiene efecto terapeuticoterapeutico??
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