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El coneixement profund de I'estructura molecular en conjuncié amb el recent aveng espectacular de la poténcia de calcul dels
ordinadors ha permés desenvolupar eines computacionals aptes per racionalitzar les raons de I'activitat biologica que presen-
ten certes substancies, sobre la base de les seves propietats moleculars. La modelitzacio molecular ha demostrat recentment la
seva eficacia en 'acceleracid del temps mitja emprat en el procés de disseny d'un nou farmac i en el subseglient estalvi econo-
mic associat. En el present treball es fa una revisio de les diferents estratégies utilitzades per estudiar una diana terapéutica
d'interés segons la informacio estructural de qué es disposi.

A profound knowledge of molecular structure, together with the recent spectacular advances in computer power, has provided
the opportunity to develop new computational tools capable of relating the potential biological activity of a substance to its
molecular properties. In recent years molecular modeling has demonstrated its value in speeding the drug discovery process
and increasing the economic benefits arising therefrom. Here we review different strategies used in molecular modeling to

study a particular biological target depending on the structural information available.

| desenvolupament d'un nou farmac és un
llarg procés que dura una mitjana d'uns dot-
ze anys, amb un cost mitja associat d'aproxi-
madament cinquanta mil milions de pesse-
tes. El temps corresponent al procés de
descobriment i millora de noves substancies
bioactives s'ha allargat en els ultims anys, a
causa de l'augment del nombre de controls de qualitat, forcat
fonamentalment per episodis com el que va protagonitzar el
tranquil-litzant taliodomida, que al comencament dels anys
1960 va produir nombrosos casos de malformacions congeni-
tes en bebés de dones a les quals s'havia administrat aquest
farmac durant I'embaras.

Sota aquestes condicions existeix un interés enorme per mi-
llorar el procés de descobriment de noves substancies bioacti-
ves amb la finalitat d'augmentar I'eficacia i la seguretat dels
farmacs que es dissenyen, i alhora de fer disminuir, sense riscs
innecessaris, el temps requerit per a I'obtencié d'un nou agent
terapéutic. Potser la idea que va revolucionar d'una manera
més important el procés de descobriment ha estat el concepte
de disseny racional de farmacs. Aquest concepte permet re-
duir la recerca d'un nou agent terapeutic a la caracteritzacio
de lligands d'un determinat receptor I'afinitat del qual pot és-
ser assajada in vitro, per passar després a |'estudi dels seus
efectes in vivo. Aixi, doncs, el paradigma del disseny racional
de farmacs resideix en el concepte que I'accio biologica de les
molécules bioactives és intermediada per un receptor o enzim,
i que el procés d'activacio o d'inhibicio d'aquest receptor por-
tara als efectes terapéutics desitjats. Es per aquesta rao per
que el receptor rep el nom genéric de diana terapéutica. Tan-
mateix convé ressaltar que encara que sigui possible dissenyar

un nou farmac selectiu i que aquest presenti una gran afinitat
per una diana terapéutica determinada, el fet que els proces-
so0s bioldgics son complexos i involucren tipicament una cas-
cada d'esdeveniments, unit a la redundancia que s'observa en
els mecanismes de control dels éssers vius, fa que I'eleccio
d'una diana terapeutica no assequri la seva eficacia per al
tractament d'una malaltia determinada. El resultat final sobre
I'eficacia d'un nou farmac Unicament pot ésser analitzat en el
moment en qué es disposa d'una substancia bioactiva de gran
afinitat i especificitat per a la diana terapéutica seleccionada.

Un cop triada una diana terapeutica, el procés de disseny i ca-
racteritzacié d'una nova substancia bioactiva passa tipica-
ment per tres etapes: primer, el procés de caracteritzacio d'u-
na nova molécula bioactiva (denominada cap de série); segon,
el de la seva optimitzacio i prova d'activitat en models ani-
mals, i finalment, si els estudis previs donen resultats satis-
factoris, el pas a les proves cliniques en humans.

La recerca d'una nova substancia bioactiva que actui inhibint
o activant la diana terapeutica triada és un procés que dura
entre cinc i dotze mesos. Existeixen diverses fonts naturals
per descobrir noves substancies bioactives. La font tradicional
més eficac ha estat durant anys I'escrutini d'extractes de
plantes. Aixi, per exemple, una de les substancies bioactives
més antigues que es coneix, I'analgésic per antonomasia, la
morfina, s'extreu de les capsules que contenen les llavors de
la rosella Papaver somniferum. Encara que les espécies d'ori-
gen vegetal que queden per analitzar han disminuit drastica-
ment, el procés continua tenint validesa, com es demostra en
un dels exemples més recents com és el taxol, substancia bio-
activa que ha demostrat eficacia en el tractament de certs ti-



pus de cancer i que s'extreu del tell del Pacific. Una font alter-
nativa de substancies bioactives son els brous de cultiu segre-
gats per bacteris i microorganismes. Dins aquest grup es tro-
ben compostos com el que va donar origen al disseny del
losartan, antagonista de I'angiotensina Il per al tractament de
la hipertensio. Les substancies bioactives també poden prove-
nir de verins animals. Aixi, per exemple, I'epibatidina és un
analgésic prometedor que va €sser originariament extret de la
pell de la granota tricolor, originaria del Peru. Ultimament, els
organismes marins com ara les esponges, les algues, etc. han
proporcionat noves substancies bioactives. Finalment, els
peptids resulten també utils com a font d'obtencié de
substancies bioactives, encara que en aquest cas el procés és
molt més complicat, ja que els peptids presenten un baix per-
fil farmacocinétic. Aquest punt sera tractat amb detall més
endavant.

Una vegada caracteritzat un cap de série, aquest €s sotmeés a
un procés d'optimitzacio a fi de millorar la seva afinitat per la
diana terapéutica i la seva biodisponibilitat, i alhora de dismi-
nuir-ne la toxicitat i els efectes secundaris. Com més gran si-
gui l'afinitat de la substancia bioactiva més petita sera la dosi
que s'haura d'administrar per aconsequir I'efecte desitjat, i és
per aixo que els efectes secundaris es redueixen drasticament.
El procés d'optimitzacid d'un cap de série dura entre sis i cin-
quanta mesos.

L'optimitzacio d'un cap de serie condueix a un compost cone-
gut genericament com a nova substancia bioactiva d'estudi
(investigational new drug, o, simplement, IND). Aquesta
substancia posseeix un perfil farmacocinétic acceptable i no
presenta toxicitat en models animals ni efectes secundaris
apreciables, i per aix0 pot passar a ésser sotmesa als assaigs
clinics en humans. Si el compost passa les diferents etapes
d'aquest procés es converteix en un farmac potencial, que és
conegut genéricament com a nova entitat quimica (new che-
mical entity, o, simplement, NCE). En aquest moment, si és
aprovat per les autoritats competents, pot passar a desenvo-
lupament.

Des del punt de vista quimic fisic, el fet que I'accié biologica
d'un farmac es materialitzi mitjancant un receptor implica la
formacio d'un complex entre la molécula bioactiva lligand i la
diana terapeéutica (receptor), que esta governat pel procés de
reconeixement a escala molecular entre les dues entitats. Per
tant, tots els procediments encaminats a la millora de la inte-

raccio lligand-receptor produiran I'augment de |'afinitat del
compost. Aquesta afinitat és una magnitud relacionada amb
la variacid d'energia Iliure del procés de reconeixement en el
qual un lligand i un receptor es troben inicialment solvatats i
com a resultat final es forma un complex que esta igualment
solvatat, ja que I'energia lliure és una funcié d'estat i la seva
variacié pot descompondre's com a suma de tres contribu-
cions, tal com es mostra a la figura 1: una contribucio de
caracter fonamentalment entalpic, reflectida en I'energia
d'interaccio Iligand-receptor, i dues contribucions fonamen-
talment entropiques, dequdes a la dessolvatacio del lligand i
del receptor i a la posterior solvatacidé del complex. Suposant
que el procés de solvatacio del complex lligand-receptor és si-
milar per a diferents lligands, les diferéncies d'afinitat que
presenten un grup de lligands es veuran diferenciades per la
contribucio entalpica d'interaccio amb el receptor i I'entropi-
ca del procés de dessolvatacio del Iligand [1].
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FIGURA 1. Representacio esquematica de la descomposicid de I'energia lliure d'inte-

raccié entre una molécula bioactiva i la seva diana terapeutica.

El procés de reconeixement Iligand-receptor és un procés que
pot ésser descrit a nivell molecular per mitja de les interac-
cions de Van der Waals entre els dos sistemes moleculars. Te-
nint en compte que els métodes computacionals permeten la
caracteritzacié de la interaccid entre dos sistemes, aquests
poden usar-se per proporcionar informacio sobre quins canvis
seran importants per a la millora de I'afinitat del Iligand pel
receptor. El seu tractament metodologic ha de fer-se dins el
marc de la mecanica quantica; tanmateix, ates que en el pro-
cés no existeix ruptura ni formacié d'enllacos, suposant que
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les variacions de densitat electronica entre els atoms que for-
men part d'ambdos sistemes no sén gaire grans, el teorema de
Hellmann-Feynman sosté que el sistema pot ésser descrit de
forma classica [2].

Per portar a terme estudis de modelitzacio molecular encami-
nats a |'optimitzacio de noves substancies bioactives, cal
coneixer |'estructura tridimensional del receptor i les afinitats
d'un conjunt de lligands, tant selectius com no-selectius, que
constitueixin un conjunt al més divers possible. Tanmateix
aixd no sempre és possible i, per tant, segons la informacié
estructural de queé es disposi del receptor, diferents métodes
poden ésser utilitzats en el procés de modelitzacié molecular.
A continuacid es descriuen alguns exemples d'utilitzacio de
diverses metodologies per al disseny de noves molécules bio-
actives basades en la informacio estructural de que es dispo-
sa.

El nostre laboratori ha participat recentment en un projecte
I'objectiu del qual consistia a caracteritzar els determinants
moleculars responsables de I'afinitat de diversos inhibidors
selectius de I'enzim ciclooxigenasa 2 (COX-2) [3, 4]. En els
mamifers existeixen almenys dos enzims d'aquest tipus (COX-
11 COX-2): el primer és constitutiu, mentre que el segon no-
més s'expressa en estats d'inflamacio. La funcié biologica
d'ambdés enzims ¢€s la transformacio de I'acid araquidonic en
prostaglandines. Els analgésics antiinflamatoris no esteroidals
(AINE), com ara I'aspirina o I'ibuprofe, inhibeixen aquest pro-
cés en els dos enzims amb la mateixa eficacia. Si bé la inhibi-
Ci6 va associada a la supressio de la inflamacid, la inhibicio de
COX-1 produeix efectes ulcerogenics i nefrotoxics no desitja-
bles, associats a la inhibicio de COX-1 en el sistema gastroin-
testinal. Estudis recents han suggerit que la inhibicio selectiva
de COX-2 evita aquests efectes secundaris. Es per aquesta rao
que molts laboratoris farmaceutics de tot el mon s'han dedi-
cat durant els ultims anys a dissenyar inhibidors selectius de
COX-2, alguns dels quals, com el celecoxib o el rofecoxib, es
troben ja al mercat nord-america.

Per efectuar aquest estudi, es van portar a terme treballs de
modelitzacié molecular utilitzant técniques de dinamica mo-
lecular per a I'estudi de I'ancoratge de diversos lligands, utilit-
zant tota la informacid disponible, tant estructural, a través
de les diverses estructures tridimensionals resoltes per difrac-
cio de raigs X, com pel que fa als resultats farmacologics amb
relacio a la capacitat d'inhibicié de diversos lligands, i també

els de mutagenesi dirigida. Aquests estudis van permetre es-
tablir un model d'interaccio que ha ajudat d'una manera efi-
ca¢ al disseny de nous inhibidors.

La ciclooxigenasa €s un enzim de membrana bifuncional, amb
una funcid ciclooxigenasa i una altra peroxidasa. L'estructura
tridimensional de I'enzim presenta quatre dominis clarament
diferenciats: dos a la part N-terminal, un domini denominat
de factor de creixement de I'epidermis, un domini hidrofobic
involucrat en I'ancoratge de I'enzim a la membrana, el centre
actiu de la funci6 ciclooxigenasa, i, finalment, el centre actiu
de la funcio peroxidasa, on s'allotja el grup hemo. El centre
actiu de ciclooxigenasa €s un canal hidrofobic allargat que
s'estén des del domini de membrana fins a prop del grup
hemo. Residus importants de la interaccid entre Iligands no
selectius i els enzims COX-1 i COX-2 han estat assenyalats per
estudis de mutagenesi dirigida, amb raigs X, i confirmats pels
estudis de modelitzacié molecular. La forma més comuna
d'ancoratge dels AINE involucra diversos residus conservats:
Arg'20, Tyr355 Tyr385 Ser530 i Glu®?4, tal com queda reflectit en
I'ancoratge del flurbiprofén que es mostra a la figura 2. Els es-
tudis de modelitzacié molecular son consistents i permeten
explicar els estudis d'estructura-activitat efectuats, incloent-
hi la diferéncia en I'afinitat dels isomers S i R.
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FIGURA 2. Imatge de I'espai immediat que envolta el flurbiprofén quan es troba

ancorat en COX-2 (en negre) i COX-1.
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FIGURA 3. Imatge com la de la figura 2 per a celecoxib.

Les diferéncies estructurals entre COX-1i COX-2 en el centre
actiu son molt petites. Unicament, la posicié 513, que a COX-
1 €s una histidina, a COX-2 és una arginina relativament
allunyada del centre actiu de I'enzim; i, d'altra banda, la posi-
ci6 523, que a COX-1 és una isoleucina, a COX-2 és una vali-
na. Estudis de modelitzacio molecular, posteriorment confir-
mats pels estudis de difraccié de raigs X, han demostrat que
els lligands selectius de COX-2 accedeixen a una butxaca la-
teral addicional, que permet la seva interaccio amb I'Arg®'® no
conservada. Aquests estudis, units als resultats d'afinitat ob-
tinguts sobre enzims mutats per mutagénesi dirigida, han
permes deduir que I'accés a aquesta butxaca d'ancoratge ad-
dicional és possible gracies al menor volum de la cadena late-
ral de la Val®? davant la lle52% de COX-1. A la figura 3 es mos-
tra I'ancoratge de celecoxib a COX-2.

En alguns casos no és possible disposar de I'estructura tridi-
mensional de la diana terapeutica, ni tan sols d'un conjunt di-
vers de lligands per part d'aquesta diana. Segons el nivell d'in-
formacid de que es disposi, les estratégies computacionals a
seguir son diferents. Aixi, per exemple, quan es va comencar
I'estudi per establir els determinants moleculars que donen
compte de les caracteristiques moleculars de la inhibicio de
COX-2 per part de diferents AINE en aquest laboratori, no es
disposava de I'estructura tridimensional de I'enzim. No obs-
tant aixo, atés que estava disponible I'estructura de I'enzim
COX-11il'alineament de la seva seqiiéncia peptidica amb la de

COX-2 mostrava una identitat de seqiiéncia del 60 %, es va
portar a terme la construccid de I'estructura tridimensional
d'aquesta ultima per homologia de seqiiéncia. La comparacio
d'ambdues seqliencies mostra una unica insercié en COX-2
(Pro'®) que per inspeccio de I'estructura de COX-1 apareix en
un loop del domini de membrana de I'enzim. Aixi, doncs, I'es-
tructura tridimensional de COX-2 es va construir utilitzant
I'esquelet peptidic de COX-1, sobre el qual es van conservar
les cadenes laterals dels residus existents entre les dues se-
gliencies i es van anar substituint les cadenes laterals dels re-
sidus no conservats, i aixi mateix s'hi va inserir la Pro'%. Un
cop refinada, I'estructura es va utilitzar per efectuar els pri-
mers estudis d'ancoratge de lligands selectius sobre COX-2
[3]. Aproximadament un any més tard es va publicar la prime-
ra estructura obtinguda per difraccié de raigs X i es va poder
comprovar que no hi havia diferéncies substancials amb I'es-
tructura que s'havia modelitzat préviament.

A vegades no es coneix |'estructura de cap proteina amb iden-
titat de seqiiéncia suficientment alta amb la diana terapeuti-
ca seleccionada. Tot i aix0, en aquest cas, pot ésser que el re-
ceptor o enzim pertanyi a una classe de proteines de les quals
es conegui vagament l'estructura. Aquest és el cas dels recep-
tors acoblats a proteines G o el dels canals de ions. Existeixen
prou evidéncies experimentals per pensar que els receptors
acoblats a proteines G consisteixen en un acoblament de set
hélixs de transmembrana. En el cas dels canals de ions, les
evidéncies experimentals suggereixen que |'estructura tridi-
mensional correspon a un conjunt de cinc unitats, cada una
de les quals esta constituida per quatre hélixs de transmem-
brana. Mitjancant técniques de modelitzaciéo molecular es po-
den proposar models tridimensionals de poca resoluci6 que
proporcionen una ajuda considerable en |'optimitzacio de
nous caps de série.

En aquest sentit, al nostre laboratori hem treballat recent-
ment en I'elaboraci6 d'un protocol general per a la construc-
cio de receptors acoblats a proteines G [5,6]. Aquests recep-
tors constitueixen al voltant d'un 70 % de les dianes
terapeutiques d'interés avui dia, i, per tant, la construccio de
models tridimensionals fiables ofereix un interés considerable.

Els receptors acoblats a proteines G sén proteines de trans-
membrana les seqliencies de les quals presenten un perfil hi-
drofobic amb set segments clarament diferenciats. Aquests
segments han estat assignats tradicionalment als dominis de
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transmembrana i diverses analisis indirectes suggereixen que
exhibeixen una estructura helicoidal. L'inica evidéncia es-
tructural de qué es disposa d'aquest dipus de receptors és la
corresponent a |'estructura de rodopsina, elucidada per mitja
de criomicroscopia electronica de cristalls bidimensionals a
una resolucio de 7 A que permet confirmar aquestes observa-
cions. El métode que s'ha desenvolupat al nostre laboratori
requereix caracteritzar les seqiiéncies corresponents als seg-
ments de transmembrana. Una vegada seleccionades, cada
una es disposa adoptant una estructura secundaria d'heélix
alfa regular. Les prolines que eventualment es trobin en els
segments produeixen distorsions en les helixs (kinks) degut al
fet que I'angle diedre g, definit sobre I'esquelet peptidic entre
el nitrogen amidic i el carboni alfa, pren valors propers a -65°.
Un cop construides les hélixs, s'acoblen per constituir el re-
ceptor, assumint que es disposen geometricament com les heé-
lixs que constitueixen rodopsina. D'aquesta manera, es poden
col-locar les helixs en I'espai tridimensional, mostrant a més
una inclinacié d'acord amb el mapa de projeccio de densitat
electronica, tal com s'observa en la rodopsina. Tanmateix,
perque el model sigui complet, per cada helix cal especificar
un grau de llibertat addicional corresponent a la seva orienta-
ci6. En el procediment que hem desenvolupat, es calcula el
moment hidrofobic de I'hélix, que és un vector definit com a
suma dels vectors unitaris definits sobre cada residu entre el
carboni alfa i el carboni beta, cada un multiplicat pel valor de
la hidrofobicitat del residu. Un cop calculada la direccio del
moment hidrofobic, I'helix es fa girar de tal manera que la
seva direccio coincideixi amb la de la bisectriu definida entre
I'helix considerada i les corresponents adlaters.

Si bé els models tridimensionals de receptors acoblats a pro-
teines G tenen una fiabilitat limitada (baixa resolucio), poden
ésser utilitzats per proporcionar una descripcié qualitativa de
les caracteristiques del reconeixement Iligand-receptor, amb
resultats complementaris als obtinguts de forma indirecta, tal
com es comenta més endavant. Recentment, he portat a ter-
me un treball I'objectiu del qual ha estat establir les caracte-
ristiques estructurals dels diferents receptors opiacis respon-
sables de la selectivitat de diversos lligands d'aquesta familia.
Els receptors opiacis passen a activitat analgésica a través de
I'activacio d'almenys tres receptors i, 6i x [7]. Durant anys
s'han estudiat diversos lligands més o menys selectius per
cada un dels receptors amb la finalitat de trobar un analgesic
que no presenti els efectes deleteris classics dels compostos
opiacis com ara la depressid respiratoria i I'addiccio. Aquests

estudis van permetre establir que tots els lligands opiacis pre-
senten una part comuna en la seva estructura, i que la selecti-
vitat pels diversos receptors es troba en una altra part de la
molécula clarament diferenciada. Aquest descobriment va do-
nar lloc a la utilitzacié del concepte de missatge-direccié que
havia estat préviament desenvolupat per a d'altres sistemes
farmacologics. El missatge seria la part comuna que caracte-
ritza tots els lligands opiacis i la direccié la constituirien els
grups funcionals que caracteritzen la selectivitat per a cada
un dels receptors [8, 9]. Havia estat préviament establert, mit-
jancant estudis indirectes, que el missatge esta constituit per
un grup amino i un grup fenoxil. En canvi, la selectivitat és
donada pel fet que els lligands selectius pel receptor £t son
més petits que la resta dels lligands opiacis i presenten un
grup acceptor de protons. En els lligands o |a direccio és un
grup hidrofobic voluminés i en k els lligands sén molt més
grans i presenten un grup acceptor de protons. Els estudis de
modelitzacié molecular juntament amb els resultats de mu-
tageénesi dirigida de qué es disposa son consistents amb les
propostes anteriors. Aixi, per exemple, es confirma que el resi-
du Asp'28 de I'hélix 3 és el punt d'interaccid amb el centre ac-
ceptor de protons del missatge i el grup fenoxid interacciona
amb una regi6 conservada en els tres receptors entre les he-
lixs 31 5. A lafigura 4 es mostra el receptor 5-opioide amb el
[ligand selectiu naltrindol ancorat. L'analisi dels resultats d'a-
quests estudis suggereix: a) noves posicions per portar a terme

FIGURA 4. Natrindol ancorat en el receptor opiaci delta. En el dibuix hi ha etique-

tats els residus caracteritzats per estudis de mutagénesi dirigida.



estudis de mutagénesi dirigida, i b) permeten suggerir canvis
als lligands existents per canviar la seva selectivitat pels di-
versos Iligands.

En el cas que no disposem de I'estructura del receptor ni en
puguem construir un model prou precis, els estudis de mode-
litzacio han de fer-se de manera indirecta, per comparacio de
les estructures de diversos Iligands. L'estrategia a sequir con-
sisteix a analitzar les caracteristiques estructurals i de dispo-
sicié de grups funcionals de diversos lligands que s'uneixen al
citat receptor, cosa que permet elaborar una hipotesi que es-
quematitza les interaccions més importants que es necessiten
per a aquest reconeixement molecular.

Un estudi d'aquest tipus va ésser efectuat pel nostre grup per
establir les caracteristiques funcionals i estructurals dels
compostos amb funcio terapéutica axiolitica [10]. La majoria
dels compostos d'aquesta classe son benzodiazepines, com
ara el diazepam. Es conegut que el seu lloc d'unid és un locus
alostéric que es troba entre dues subunitats del canal ionic de
clorur activat per mitja de I'acid y-aminobutiric (GABA,). En
aquest estudi es van seleccionar tretze Iligands de forma que
presentessin la maxima diversitat estructural possible, entre
els quals es van incloure agonistes, antagonistes, agonistes
inversos i compostos d'estructura semblant que no presenta-
ven afinitat pel receptor. Es van calcular diverses propietats
estructurals, com ara el moment dipolar, la capacitat de for-
macio d'enllacos d'hidrogen, la distribucio de la hidrofobici-
tat, la polaritzacid, la distribucio dels orbitals moleculars, etc.
La comparacio d'aquestes propietats estructurals ens va per-
metre proposar una hipotesi sobre les caracteristiques comu-
nes que presenten els lligands amb gran afinitat pel receptor i
sobre la seva disposicid tridimensional. Aquesta hipotesi, o
farmacofor, va ésser utilitzada per buscar aquestes caracteris-
tiques comunes en Iligands en una base de dades d'estructu-
res tridimensionals, amb el resultat de diverses molécules amb
caracteristiques estructurals completament diferents de les
que havien estat utilitzades per desenvolupar la hipotesi, i que
un cop provades van mostrar una afinitat moderada pel re-
ceptor.

Aquests exemples han permes il-lustrar com el reconeixement
de I'estructura molecular permet fer més facil el disseny i la
recerca de noves substancies bioactives. Encara queda molta
feina per fer. Les estratégies per millorar I'afinitat d'un Iligand
pel seu receptor tenen una solidesa provada; tot i aix0, encara

falta desenvolupar eines per millorar les propietats farmaco-
cinetiques dels Iligands. Cal esperar que en el futur proper
tingui lloc un desenvolupament fonamental en aquesta direc-
cio que permeti utilitzar la modelitzacié molecular per disse-
nyar farmacs amb ['inica informacié de disposar d'una diana
terapéutica.
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