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RESUMEN

Maldonado Rojas W., K. Noguera Oviedo, J. Olivero Verbel: Acoplamiento inverso y mapeo de farmacoé-
foro como herramientas para encontrar nuevos blancos farmacologicos de compuestos naturales. Rev. Acad.
Colomb. Cienc. 36 (140): 411-420, 2012. ISSN 0370-3908.

El resurgimiento de los productos naturales en el ambito de descubrimiento de farmacos tiene su base en la
introduccion de nuevos enfoques, tecnologias y metodologias, incluyendo el disefio de moléculas bioactivas
asistido por ordenador. Los servidores TarFisDock y PharmMapper son herramientas computacionales emplea-
das para la busqueda de potenciales blancos farmacoldgicos para ligandos organicos. Este trabajo muestra un
ejemplo de aplicacion de estos servidores. Los resultados obtenidos sugirieron que moléculas de origen natu-
ral, tales como la ascididemina (Didemnum sp. Tunicado), el peyssonol B (Peyssonnelia sp), el acido asiatico
(Centella asiatica) y el acido docosahexaenoico (aceite de pescado), tienen como blancos la dihidroorotato
deshidrogenasa, la mieloperoxidasa, el receptor beta del acido retinoico, y la aldosa reductasa, respectivamente.
Estas proteinas han sido relacionadas con diversas enfermedades y ofrecen una explicacion teorica de algunos
de los efectos benéficos reportados para las moléculas evaluadas.

Palabras clave: AutoDock Vina, productos naturales, PharmMapper, farmacéforo, TarFisDock, acoplamiento
molecular.

ABSTRACT

The resurgence of natural products on the drug discovery scene has its basis on the introduction of new appro-
aches, technologies and methodologies, including the computer-aided design of bioactive molecules. TarFis-
Dock and PharmMapper severs are computational tools employed for the search of potential drug targets for
organic ligands. This work shows an example of application for these servers. The obtained results suggested
that nature-derived molecules, such as ascididemine (Didemnum sp. Tunicado), peyssonol B (Peyssonnelia
sp), asiatic acid (Centella asiatica) and the docosahexaenoic acid (fish oil), have as targets the dihydroorotate
dehydrogenase, myeloperoxidase, retinoic acid receptor beta, and aldose reductase, respectivaley. These pro-
teins have been related to diverse diseases and offer a theoretical explanation for some of the beneficial effects
reported for evaluated molecules.
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Introduccion

Muchas revisiones cientificas han documentado la utiliza-
cion de los recursos naturales, plantas, animales y microor-
ganismos, entre otros, con fines medicinales (Ji ef al., 2009;
Ganesan, 2008; Butler, 2006; Rishton, 20006), practica que
ha estado presente desde el principio de la humanidad (Ji
et al., 2009), constituyéndose en la principal fuente de in-
gredientes activos empleados en la industria farmacéutica
(Harvey et al., 2008).

Las interacciones que tienen lugar entre los organismos en
los ecosistemas les ha ayudado a adaptarse a su habitat. Este
proceso ha dado lugar a una amplia variedad de compuestos
naturales complejos, los cuales pueden interactuar de manera
especifica con moléculas bioldgicas blanco (McChesney et
al., 2007). Con las millones de estructuras diferentes resul-
tantes de la quimica combinatoria natural, ha sido estimado
que la diversidad de los compuestos naturales es mayor que
la coleccion existente de productos de sintesis que existen
en la actualidad (Wilk ef al., 2010; Kumar & Waldmann,
2009; Harvey, 2008). Otra de las ventajas de los compues-
tos naturales sobre los farmacos sintéticos radica en la mayor
similitud de sus estructuras con el “espacio quimico” ocupa-
do en las proteinas objetivos, permitiendo una mejor accion
sobre estas (Harvey, 2007).

El papel de las moléculas de origen natural es notable en
la produccion de farmacos beneficiosos para la salud hu-
mana. Mas del 50% de los medicamentos aprobados desde
1994 derivan de ingredientes naturales (Mc Chesney ef al.,
2007). Entre los multiples ejemplos estan los medicamentos
usados para combatir el cancer y diferentes tipos de infec-
cion (McChesney et al., 2007; Lam, 2007; Cordell, 2000).
Desafortunadamente, desde la década de 1990°s, muchas
compaflias farmacéuticas redujeron la busqueda y el interés
en el desarrollo de nuevos medicamentos a partir de compu-
estos naturales (Harvey, 2008; Lam, 2007). Esto sumado
a la aparicion de tecnologias como la busqueda de alto ren-
dimiento (High Throughput Screening, HTS), acoplada con
la quimica combinatoria, origino recortes en la investigacion
en esta area. La meta era acelerar el tiempo de desarrollo
de nuevos medicamentos y evitar las dificultades derivadas
de la utilizacion de productos naturales, incluyendo el acce-
so y el suministro de los mismos y su complejidad quimica
(Harvey, 2008; Lam, 2007). Sin embargo, la disponibilidad
estructural de biomoléculas, la aparicion de herramientas
de acoplamiento proteina-ligando y el desarrollo de meto-
dologias de diseno asistido por computadores (Mandal ef
al., 2010), han facilitado el resurgimiento del interés en el
descubrimiento de nuevos farmacos a partir de productos
naturales.

La btisqueda, el disefio y la optimizacion de nuevas molécu-
las con actividad bioldgica especifica, ha conducido a que la
industria farmacéutica sea una de las lideres en este campo
de la investigacion in silico (Wild & Wiggins, 2006). Dentro
de las herramientas computacionales mas comunes en esta
area estan el disefio basado en la estructura del blanco mole-
cular (acoplamiento inverso proteina-ligando), en el ligando
(farmacoforo), y en las relaciones cuantitativas estructura-
actividad/propiedad (QSAR/QSPR), para la prediccion de la
toxicidad de forma computacional (Kapetanovic, 2008).

Acoplamiento inverso proteina-ligando

Los métodos tradicionales de acoplamiento proteina-ligando
en general unen moléculas flexibles dentro de una repre-
sentacion especifica y rigida del receptor (proteina), lo cual
puede introducir errores en los calculos convirtiéndose en
desventajas (Harriman et al., 2007). Hoy en dia, los pro-
gramas de mayor uso realizan el acoplamiento permitiendo
flexibilidad en los residuos del sitio de unién a la proteina y
en los ligandos, proporcionando de esta manera simulacio-
nes mas realistas.

En el acoplamiento inverso o reverso, el receptor es trata-
do como un huésped, y el proceso es realizado alrededor de
un ligando rigido (Kédmper et al., 2006; Harriman et al.,
2007). Este enfoque es utilizado principalmente en la bus-
queda de posibles proteinas blanco para moléculas pequefias
con actividad bioldgica conocida, empleando métodos de
acoplamiento entre las estructuras almacenadas en una base
de datos de proteinas con cavidad y un ligando especifico (Li
et al., 2006). Los complejos con la mejor interaccion protei-
na-ligando permiten identificar candidatos potenciales para
la validacion experimental (Tang et al., 2006).

Entre las ventajas y posibles aplicaciones del método de aco-
plamiento inverso dirigidas al descubrimiento de farmacos,
existen varias contribuciones importantes, incluyendo la de-
teccion de blancos terapéuticos desconocidos, la identifica-
cion de blancos potenciales responsables de la toxicidad y/o
efectos secundarios de un medicamento, asi como la explo-
racion de mecanismos moleculares de compuestos bioacti-
vos a base de plantas, en particular aquellas provenientes de
las medicinas tradicionales (Mandal et al., 2010; Tang et
al., 2006; Chen & Ung, 2002).

En la actualidad hay varios servidores y softwares utilizados
para el acoplamiento inverso, tales como INVDOCK (Chen
& Ung, 2002), EM-Dique 3 (Harriman et al., 2007), y Tar-
FisDock (Li et al., 2006), entre otros.

TarFisDock

El servidor TarFisDock (Target Fishing Dock) es una herra-
mienta disponible en la web creada por el Centro de Disefio y
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Descubrimiento de Farmacos (DDDC) de Shanghai, China,
y desarrollada sobre la base del programa de acoplamiento
Dock 4.0 (Li et al., 2006). Tiene como propdsito encontrar
proteinas que posiblemente sirvan de blanco para peque-
flas moléculas activas que fungen como ligandos (Cai et al.,
2006). Es posible acceder libremente a esta herramienta a
través de la pagina web http://www.dddc.ac.cn/tarfisdock/.

TarFisDock esté integrada con una base de datos de blancos
farmacolégicos potenciales (PDTD), la cual funciona como
piedra angular para identificar los posibles blancos enlazan-
tes in silico (Gao et al., 2008). Esta coleccion de proteinas
fue construida a partir de la literatura, y bases de datos en
linea tales como DrugBank, Base de Datos de Blancos Tera-
péuticos (TTD), y Thomson Pharma (Tang et al., 2006; Li et
al., 2006, Gao et al., 2008).

De acuerdo con el sitio web de PDTD (http://www.dddc.ac.cn/
pdtd/), en la actualidad (2011), esta base de datos contiene
1207 entradas con estructuras 3D de la base de datos Protein
Data Bank (PDB, http://www.pdb.org/pdb/home/home.do),
las cuales pueden ser evaluadas como blancos. Las proteinas o
blancos farmacologicos estan clasificadas de acuerdo con dos
criterios: areas terapéuticas y funcion bioquimica.

La base de datos PDTD tiene diferentes funciones de bus-
queda. Los usuarios pueden acceder a datos por el codigo
PDB, nombre de la proteina o nombre de la enfermedad. Re-
sultados de la consulta se presentan en un formato de tabla
y cada proteina blanco tiene su propia pagina de resultados
para proporcionar informacion comprensible, incluyendo el
codigo PDB, nombre, estructura, categoria, enfermedad re-
lacionada, y el sitio activo de la proteina (Gao et al., 2008).
Ademas, ofrece enlaces externos a otras bases de datos aso-
ciadas, como Therapeutic Target Database (TTD), Drug-
Bank, el servidor de protedmica ExPASy, La Enciclopedia
de Genes y Genomas de Kyoto (KEGQG), entre otras (Mat-
tingly, 2009; Gao et al., 2008). La estructura de la pequefia
molécula analizada debe ser presentada en formato Mol2 (Li
et al.,2000).

A pesar de todo su potencial, TarFisDock tiene algunas li-
mitaciones. Por ejemplo, no contempla la flexibilidad de las
proteinas durante la simulacion de acoplamiento, y las dispo-
nibles en su base de datos solo cubren una pequefia fraccion
de proteinas que han sido relacionadas con enfermedades
comunes (Li ef al., 2006). Este hecho es reconocido por sus
propios creadores y se encuentra en un proceso de mejora
continua.

Mapeo del farmacéforo

Una parte esencial de la biisqueda y disefio de farmacos es
la prediccion del posible acoplamiento o interaccion entre

moléculas pequeiias y macromoléculas blanco. Este proceso
puede ser realizado empleando el concepto de farmacoforo.
De acuerdo con la definicion de 1a IUPAC, un farmacdéforo es
“un conjunto de caracteristicas estéricas y electronicas que
es necesario para asegurar la optima interaccion supramo-
lecular con un blanco biologico especifico y para activar (o
bloquear) su respuesta bioldgica” (Wermuth et al., 1998).
El concepto farmacoforo se basa en los tipos de interaccion
observadas en el reconocimiento molecular, tales como en-
laces de hidrogeno, la carga positiva o negativa y regiones
hidrofobicas (por ejemplo, centros de anillos aromaticos)
(Mukherijee et al., 2008). El mapeo del farmacoforo es una
de las herramientas computacionales mas exitosas y un paso
para entender el proceso de reconocimiento ligando-receptor
(Kansal ez al., 2010).

Los modelos de farmacdforos son utilizados cuando un com-
puesto activo ha sido identificado, siendo la estructura 3D
de la proteina blanco o receptor por lo general desconocida
(Gad, 2008). Los farmacoforos intentan proveer una matriz
de tres dimensiones de los grupos funcionales que una molé-
cula debe poseer para ser reconocido por el receptor (Kansal
et al., 2010). Un mapeo de farmacdforo es una descripcion
3D del mismo, desarrollado mediante la especificacion de la
naturaleza de las caracteristicas electronicas y topologicas
claves, asi como de su distancia 3D en el mapa (Gad, 2008).

Un uso corriente del farmacoforo es explorar bases de datos
que los contienen, identificando de esta forma nuevas cla-
ses estructurales de compuestos potenciales activos (Jain &
Chincholikar, 2004). Para tal efecto, existen varios progra-
mas disponibles en el comercio, por ejemplo CATALYST,
GASP y DISCO (Mukherjee et al., 2008), asi como servi-
dores en la web tales como PharmaGist (Schneidman-Du-
hovny et al., 2008). Estas plataformas son utilizadas para la
generacion de farmacoforos para una o varias moléculas.
Sin embargo, recientemente existen nuevas herramientas po-
derosas en la web que permiten realizar enfoques basados
en modelos de farmacoforos para encontrar proteinas blanco
por acoplamiento inverso, un ejemplo destacado es el nuevo
servidor llamado PharmMapper.

PharmMapper

PharmMapper es una herramienta de servidor web puesta en
funcionamiento en 2009 por el Centro de Diseflo y Descu-
brimiento de Farmacos (DDDC) de Shanghai. El proposi-
to de esta herramienta es identificar blancos potenciales de
pequefias moléculas (medicamentos, productos naturales u
otros compuestos con blancos enlazantes no identificados)
con un mapeo “inverso” del farmacéforo (Liu et al., 2010).
PharmMapper cuenta con una coleccion de farmacoéforos,
en una base de datos llamada “PharmTargetDB”. Estos far-
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macoforos fueron extraidos de blancos presentes en Target-
Bank, DrugBank, BindingDB y PDTD. Ademas, contiene
anotaciones obtenidas de DrugBank, PDBSum, UniProt y
TargetBank. En el proceso de derivacion del farmacoforo,
PharmMapper emplea el software Ligandscout ( Wolber &
Langer, 2005)

Segin su pagina web (http://59.78.96.61/pharmmapper/),
PharmMapper permite acceder a mas de 7000 modelos de far-
macoforos que cubren 1627 proteinas blanco de interes farma-
céutico, 459 de las cuales son humanas. PharmMapper hace
una busqueda en la base de datos PharmTarget y encuentra la
mejor asignacion de poses conformacionales de la molécula
evaluada en todos los modelos de farmacoforo en su base de
datos, generando un listado de los mejores blancos con sus
anotaciones correspondientes (Liu ef al., 2010). El nimero de
estructuras de PharmTarget DB es limitado, pero aumenta de
forma constante, siendo claro que PharmMaper posee un gran
potencial en el campo del descubrimiento de farmacos.

Varios estudios han sido llevados a cabo utilizando TarFis-
Dock y PharmMapper, como herramientas en la identifica-
cion de blancos terapéuticos. Cai et al (2006), han demostra-
do el valor potencial de TarFisDock para la identificacion de
la proteina blanco de un producto natural, N-trans-caffeoil-
tiramina, en el proteoma del Helicobacter pyroli. Dos de las
quince proteinas sugeridas como blancos por TarFisDock,
tenian secuencias homologas en H. pylori: la diaminopime-
lato descarboxilasa (DC) y la péptido deformilasa (PDF).
Después de la validacion enzimatica, sélo la proteina PDF
resultd ser un blanco probable. La estructura cristalina del
complejo N-trans-caffeoiltiramina/PDF sugiere un enlace
muy selectivo en el sitio de unidn con esta proteina.

Pandey ef al en 2009 sintetizaron una biblioteca de analogos
de “carba” péptidos, tomando como plataforma de disefio el
acido glicosilamino. Mediante la utilizacion de PDTD, los
autores identificaron dos blancos potenciales de estos com-
puestos: la proteina codificada por el gen lysA y la dihidropi-
colinato reductasa de M. tuberculosis. Ambos hacen parte de
la ruta biosintética de la lisina y estan ausentes en los seres
humanos, por lo que podrian ser sugeridos para el control
de la tuberculosis. Jeong et al (2009), mediante el uso de
TarFisDock, encontraron que la Leucotrieno A4 hidrolasa
(LTA4H) podria ser un blanco potencial de [6]-gingerol, un
compuesto natural de jengibre, que muestra actividad anti-
inflamatoria y anti-tumorigénica. Estos autores demostraron
experimentalmente que el [6]-gingerol suprime el crecimien-
to tumoral in vivo, efecto mediado por la inhibicion de la
actividad de LTA4H.

En el afio 2010, Olivero ef al., utilizaron TarFisDock para
hacer un cribado virtual con el fin de encontrar las proteinas

diana de la TCDD (2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina), un
compuesto altamente toxico. Los autores concluyeron que,
al menos tedricamente, existen varias proteinas con alta afi-
nidad para la TCDD, tales como las metalopeptidasas 8 y
3, la oxidoescualeno ciclasa, y la mieloperoxidasa, lo cual
implicaria que el TCDD puede actuar por mecanismos dife-
rentes al mediado por el receptor de hidrocarburos, el cual es
su blanco conocido.

Para el afio siguiente (2011) Maldonado et al., usando el
servidor TarFisDock, identificaron posibles blancos farma-
cologicos para el acido alfa lipoico (R-ALA). Los resultados
in silico sugierieron que el R-ALA puede interaccionar con
enzimas presentes en mamiferos, tales como la LTA4H, el
canal de potasio dependiente de voltaje, la alfa hidroxies-
teroide deshidrogenasa, y la epdxido hidrolasa, proteinas
implicadas en enfermedades como el cancer, diabetes, tras-
tornos neurologicos y cardiovasculares. Chen et al., (2011)
emplearon el servidor PharmMapper para la identificacion
de blancos farmacoldgicos potenciales para el compuesto
etil-8-ox0-8 H-acenafto[ 1,2-b]pirrol-9-carboxilato, usando
la base de datos PharmTargetDB, identificaron dos enzimas
tirosina quinasas (LCK y Src) y tres serina/treonina quinasas
(MEK1, CDK2 y p38 MAPK) que interaccionaban con este
compuesto, hecho que fue igualmente corroborado experi-
mentalmente.

Ejercicio de aplicacion con TarFisDock y PharmMapper

Con el propoésito de explorar las capacidades de los servi-
dores TarfisDock y PharmMapper, y evidenciar su potencial
como herramientas computacionales para encontrar nuevas
blancos farmacoldgicos de compuestos naturales, cuatro mo-
léculas con actividad bioldgica reportada fueron utilizadas:
el acido asiatico de la planta de Centella asidtica (Patil, et
al.,2010), el peyssonol B, aislado de la macroalga roja Peys-
sonnelia sp (Lane, et al., 2010), el acido docosahexaenoico,
un acido graso omega-3 del aceite de pescado (Mullen et al.,
2010), y el producto marino natural ascididemina, un alcaloi-
de tipo piridoacridina, originalmente derivado del organismo
tunicado Didemnum sp. (Matsumoto et al., 2003; Appleton
etal., 2010).

Materiales y métodos

Modelado molecular de los compuestos naturales bioactivos

Un enfoque de tres pasos ha sido aplicado para identificar las
proteinas que son blanco para el acido asiatico, el peyssonol
B, el 4cido docosahexaenoico, y la ascididemina (Fig. 1). El
proceso incluye la optimizacion de los ligandos, el cribado vir-
tual de nuevos blancos y, finalmente, el calculo de la afinidad
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Ascididemina

Acido asiatico

Figura 1. Estructuras 2D (ChemDraw Ultra 11.0) y 3D (PyMOL)

de compuestos naturales evaluados in silico; ascididemina, peys-

sonol B, acido asiatico y acido docosahexaenoico. Vista 2D (A) y
Vista 3D (B).

proteina-ligando. En primer lugar, las estructuras de los ligan-
dos fueron optimizadas con el método de la teoria funcional
de la densidad (DFT) a un nivel B3LYP/6-31G. Los calculos
fueron realizados con el programa Gaussian 03 (Frisch et al.,
2003). La geometria resultante fue convertida a formato Mol2
con el programa Open Babel (Guha et al., 20006).

Identificacion de proteinas diana de compuestos naturales
bioactivos utilizando los servidores TarFisDock y Pharm-
Mapper.

Las cuatro estructuras optimizadas fueron enviadas al ser-
vidor TarFisDock para encontrar proteinas con estructuras
tridimensionales con sitios tedricos de union para cada uno
de los compuestos estudiados. La busqueda comenzé usan-
do la opcion “Targets in all categories”, y el acoplamiento
con cada ligando fue realizado en todas las proteinas pre-
sentes en PDTD. El resultado consiste en los mejores blan-
cos potenciales clasificados por una puntacion de energia
(energy score), proporcionando conformaciones de inter-
accion proteina-ligando para cada molécula evaluada, asi
como una tabla con informacion relacionada con los blancos
farmacolégicos. Los sitios de union para aquellas proteinas
presentes en mamiferos, correspondientes a los mejores 25
blancos farmacologicos sugeridos por TarFisDock, fueron
analizados y verificados mediante el algoritmo de identifi-
cacion de sitios (SiteID), incorporado en Sybyl 8.1.1 (Tri-
pos, St. Louis, 2007).

Estos compuestos naturales bioactivos también fueron ingre-
sadas al servidor PharmMapper, para encontrar los sitios de
union a proteinas que fuesen blancos tedricos potenciales.
La busqueda fue ejecutada empleando la opcion “Targets in
all categories”, y la identificacion de los posibles candidatos
fue llevada a cabo con la técnica de mapeo del farmacoforo
(7302 modelos de farmacdforo estan disponibles en Phar-
mTargetDB y 2241 de ellos aparecen anotados como protei-
nas provenientes de humanos). El resultado final consiste en
los mejores blancos farmacoldgicos clasificados segin una
puntuacion de ajuste (Fit Score), proporcionando las mejores
poses (en formato Mol2) de la molécula evaluada sobre los
candidatos farmacoforicos. Aquellas proteinas presentes en
mamiferos y que fueron obtenidas de los mejores 25 blancos
clasificados por PharmMapper, se analizaron y verificaron
de la misma forma realizada con TarFisDock.

Acoplamiento de compuestos bioactivos naturales en las
proteinas blanco.

Los archivos de salida de TarFisDock y PharmMapper para
los compuestos bioactivos naturales examinados fueron
acoplados a cada una de las proteinas seleccionadas (archi-
vo 3D tomados de Protein Data Bank, www.pdb.org/pdb/
home/home.do) para su andlisis. El célculo de los valores
de afinidad (kcal/mol) fue realizado utilizando el programa
AutoDock Vina 1.0 (Trott & Olson, 2010). El sitio de aco-
plamiento para las estructuras de los ligandos fue definido
estableciendo un cubo con las dimensiones 24x 24 x 24 A
cubriendo el sitio de unién predicho por TarFisDock y Phar-
Mapper, con un espaciado de malla de 0.375 A, fijado en el
centro geométrico de cada ligando evaluado.

Identificacion de los principales residuos que interactiian
con los compuestos naturales bioactivos en el sitio de union
con proteinas blanco.

La identificacion de residuos de proteinas que interactian
en el sitio de unién con los compuestos naturales bioactivos
para las proteinas que tuvieron el mejor valor de afinidad
AutoDock Vina (kcal/mol) fue realizada con el programa Li-
gandScout 3.0 (Wolber & Langer, 2005). Esta herramienta
crea modelos de farmacoforos simplificados para detectar el
numero y tipo de interaccion entre el ligando y los residuos
existentes en el sitio de unién con la proteina. La visualiza-
cion de las imagenes de cada complejo proteina-ligando fue
realizada usando el programa PyMOL (DeLano, 2003).

Resultados y discusion

Los servidores TarFisDock y PharmMapper fueron utiliza-
dos para encontrar las proteinas diana de el 4cido asiatico, el
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peyssonol B, el acido docosahexaenoico, y la ascididemina. a partir de aquellas con los 25 mejores valores de puntuacion
AutoDock Vina 1.0 fue usado para el calculo del valor teori- generados por los servidores. Los tres mejores blancos far-
co para la afinidad del acoplamiento de estos compuestos con macolégicos predichos por TarFisDock y PharmMapper son
las proteinas presentes en mamiferos, y que fueron obtenidas presentados en las Tablas 1 y 2, respectivamente.

Tabla 1. Resultados de aplicacion del acoplamiento inverso para compuestos naturales bioactivos usando el servidor TarFisDock.

Compuesto Nombre de la proteina Cédigo PDB | Organismo fuente ( Aﬁﬁ;ﬁ?gﬁ;jnmaol)
Dihidroorotato deshidrogenasa 1D3G Homo sapiens -11.9
Ascididemina Citocromo P450 2D6 2F9Q Homo sapiens -10.2
Proteina quinasa C (beta) 1A25 Rattus norvegicus -9.7
Mieloperoxidasa 1D2V Homo sapiens -9.8
Acido asidtico Proteina farnesiltransferasa 1FT2 Rattus norvegicus 93
Carnitina O-acetiltransferasa INMS Homo sapiens -8.9
Dihidrofolato reductasa IDHF Homo sapiens -9.7
Peyssonol B Leucotrieno A-4 hidrolasa 1HS6 Homo sapiens -9.0
Inositol monofosfatasa 1IMB Homo sapiens -8.3
Aldosa reductasa 2AGT Homo sapiens -8.5
Acido docosahexaenoico Transtiretina 1GOS Homo sapiens -8.3
dC:I\IIZ(l)llt%Z potasio dependiente 1ZSX Homo sapiens -7.9

Codigo PDB: Codigo de la proteina en la base de datos Protein Data Bank

Tabla 2. Resultados de aplicacion del acoplamiento inverso para compuestos naturales bioactivos usando el servidor PharmMa-
pper.

; .. . AutoDock Vina
Compuesto Nombre de la proteina Cédigo PDB | Organismo fuente (Afinidad-kcal/mol)
Receptor beta del acido retinoico 1XAP Rattus rattus -10.5
Transtiretina IRLB Homo sapiens -9.7
Peyssonol B Proteina de fijacion celular del acido retinoico II 1CBS Homo sapiens -8.9
Proteina de choque térmico HSP 90-alfa 1UY8 Homo sapiens -10.4
Aldosa reductasa humana 2DUX Homo sapiens -9.6
Ascididemina
Receptor de la hormona tiroidea beta-1 1Q4X Homo sapiens -9.4
Transtiretina 1IRLB Homo sapiens -8.2
Acido docosahexaenoico Receptor nuclear de Vitamina D 1DB1 Homo sapiens -8.1
Proteina de union al retinol 1ERB Bos taurus -7.4
Proteina de union a dacido retinoico epididimal 1EPB Rattus norvegicus -1.5
.. L. Transtiretina 1RLB Homo sapiens -6.7
Acido asiatico
Proteina quinasa activada por mitégeno quinasa 1 159] Homo sapiens -6.2

Codigo PDB: Codigo de la proteina en la base de datos Protein Data Bank
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El cribado virtual de proteinas blanco para compuestos natu-
rales bioactivos con TarFisDock y PharmMapper demostrd
que, al menos tedricamente, los cuatro compuestos evalua-
dos podrian interaccionar con diferentes enzimas tales como:
reductasas, isomerasas, hidrolasas, transferasas, quinasas y
receptores moleculares, entre otras. Algunas de las proteinas
predichas como blancos se encuentran en los mamiferos, y
estos representan importantes dianas farmacologicas, princi-
palmente aquellas que presentaron los valores absolutos mas
altos, en particular la dihidroorotato deshidrogenasa (PDB:
1D3G@), el receptor beta del acido retinoico (PDB: 1XAP), la
mieloperoxidasa (PDB: 1D2V) y la aldosa reductasa (PDB:
2AGT), las cuales podrian ser blancos importantes para la
ascididemina, el peyssonol B, el 4cido asiatico y el acido do-
cosahexaenoico, respectivamente.

Los sitios de union del ligando con estas proteinas, asi como
las interacciones entre sus residuos y cada uno de los com-
puestos naturales en cada complejo proteina-ligando, iden-
tificadas por LigandScout 3.0 son presentados en la Fig. 2.
Las interacciones para el complejo dihidroorotato deshidro-
genasa-ascididemina estan determinadas por los residuos
Tyr356 (anillo aromatico e hidrofobicas), Asn284, Lys100
(hidrégeno aceptor), Asnl45 (hidrogeno dador) Vall43,
Phel49, Ala96, Thr285, y Thr360 (hidrofébicas). Para el
complejo receptor beta del 4cido retinoico-peyssonol B, es-
tos aminoacidos fueron Leu262 (hidrogeno dador), Phe221,
Leu259, 11e263, Phe295, Leu298, Val302, 11e380, Val388,
11e403, Met406 y Leud07 (hidrofébicas). Para el complejo
mieloperoxidasa-acido asiatico los aminoacidos mas impor-
tantes en el sitio de unién fueron Glul16 (hidrégeno dador),
Phel47, Arg333, 11e339, Leud406, Phe407, Met411, Leud17,
y Leud420 (hidrofobicas). Por tltimo, el complejo aldosa re-
ductasa-acido docosahexaenoico muestra un menor numero
de aminoacidos que interacionan en el sitio de union con el
ligando, estos fueron Leu212, Ser214, Lys262 (hidrogeno
dador), y Trp219 (hidrofobica).

Las proteinas predichas por los servidores TarFisDock y
PharmMapper para los compuestos naturales bioactivos exa-
minados en este ejemplo, constituyen mediadores bioquimi-
cos de especial interés en varias vias conocidas de sefali-
zacion molecular. La enzima dihidroorotato deshidrogenasa
cataliza la biosintesis de pirimidina mediante la conversion
de dihidroorotato a orotato. Ademas, esta implicada en enfer-
medades autoinmunes como el lupus eritematoso (Kulkarni
et al.,2010), lo que la ha convertido en un importante blanco
de los farmacos antiparasitarios y citostaticos (Zameitat et
al., 2007).

El receptor beta del acido retinoico, el cual interacciona con
el &cido retinoico, la forma bioldgicamente activa de vitami-
na A, ha sido relacionado con enfermedades cardiovascula-

Figura 2. Estructuras 3D de proteinas mostrando los sitios de
union (izquierda), y los residuos principales que intervienen en la
interaccion proteina-ligando (derecha), para el complejo dihidro-

orotato deshidrogenasa-ascididemina (A, B), complejo receptor

beta del acido retinoico-peyssonol B (C, D), complejo mielope-

roxidasa-acido asiatico (E, F), y el complejo aldosa reductasa-
acido docosahexaenoico (DHA) (G, H).

res, ya que su inhibicioén impide la formacion de neointima,
una capa engrosada de la intima arterial, presente especial-
mente en aterosclerosis o implantacion de protesis, produci-
da por migracion y proliferacion de células de la capa media
de la intima (Kada et al., 2007). Por otra parte, este receptor
ha sido considerado como un nuevo blanco terapéutico en la
enfermedad de Alzheimer (Wolfe & Selkoe, 2010).

La mieloperoxidasa es una enzima expresada en neutrofilos
humanos. Los estudios clinicos muestran que esta proteina
puede aumentar la vulnerabilidad a la fibrilacién auricular
(Rudolph et al., 2010). Algunos estudios han reportado que
los niveles séricos de mieloperoxidasa podrian predecir la
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disfuncion endotelial y eventos vasculopaticos en humanos
(Kaneski et al., 2006; Vita et al., 2004). Por otra parte, la ac-
cion catalitica de la aldosa reductasa ha sido asociada con la
aparicion de cataratas intumescentes, glaucoma secundario
e inflamacion ocular en pacientes diabéticos (Chomanska
et al.,2010; Yadav et al., 2010). Ademas, estudios han rela-
cionado esta enzima con algunos tipos de cancer de colon en
humanos (Ramana et al., 2010).

Aunque todavia hay mucho por descubrir sobre el mecanis-
mo de accion de los compuestos naturales con actividad bio-
logica, es muy importante indagar acerca de su accion a nivel
de proteinas con el fin de tener un conocimiento mas preciso
que explique las principales causas de sus efectos benéficos
y secundarios. La mayoria de los compuestos naturales han
servido como terapia de base y plataforma para el disefio de
nuevos farmacos. El Acoplamiento molecular inverso esta
siendo utilizado como una herramienta poderosa en estudios
de quimica computacional encaminados a la busqueda de
nuevos farmacos, gracias a la velocidad y el bajo costo de
los procesos, facilitando el arduo camino para llegar a la fase
de experimentacion, con argumentos mas claros de acuerdo
con los resultados tedricos obtenidos.

Los datos presentados en este trabajo, derivados del cribado
virtual, sugieren que moléculas tales como la ascididemina,
el peyssonol B, el acido asiatico y el acido docosahexaenoi-
co, podrian comportarse como inhibidores débiles de protei-
nas involucradas en diversas patologias. Estas propiedades
podrian explicar algunas de los beneficios que han sido ob-
servados para estos compuestos de origen natural, cuando
son empleados para el control, mejoramiento o eliminacion
de diferentes enfermedades en humanos.
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