Revista Latinoamericana de Difusion Cientifica
Volumen 5 — NUmero 8
Deposito Legal ZU2019000058 - ISSN 2711-0494

Revista Latinoamericana de Difusidon Cientifica

Volumen 5 - NUmero 8
Enero — Junio 2023
Maracaibo — Venezuela



Revista Latinoamericana de Difusion Cientifica
Volumen 5 — NUmero 8 — Enero/Junio 2023- ISSN 2711-0494
M. Bello// Métodos computacionales para estimar la afinidad de un complejo ligando... 27-46

Métodos computacionales para estimar la afinidad de un complejo
ligando-receptor

DOI: https://doi.org/10.38186/difcie.58.03

Martiniano Bello *

RESUMEN

A la fecha se han empleado diferentes métodos basados en la estructura para cuantificar
las interacciones receptor-ligando, y a partir de estas predecir la energia libre de asociacion
gue proporcionara un estimado de la afinidad de un compuesto por una diana terapéutica.
Entre estos métodos esta el acoplamiento molecular y las simulaciones de dinamica
molecular en conjunto con métodos de calculo de energia libre de asociacion. El
acoplamiento molecular, aunque tiene un alto potencial selectivo posee un éxito limitado en
la precision de la estimacion de la energia de solvatacion y consideracion de cambios en la
entropia conformacional. Por lo tanto, se ha recurrido a técnicas computacionales mas
eficientes que predicen la energia libre de union de una manera mas precisa, como lo son
los métodos que combinan mecanica molecular con métodos de calculo de energia. En este
contexto, los métodos MMPBSA y MMGBSA permiten predecir la energia libre de union
usando mecanica molecular y modelos continuos de solvatacion implicita. Estas técnicas
han facilitado la identificacion de diferentes compuestos con alta afinidad por una diana
farmacoldgica. En este articulo cientifico describiremos las bases fundamentales de los
métodos MMPBSA y MMGBSA, asi como algunos avances relacionados con el empleo de
ambos métodos.
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Computational methods for estimating the affinity of a ligand-receptor
complex

ABSTRACT

To date, different structure-based methods have been used to quantify receptor-ligand
interactions, and from these to predict the free energy of association that will provide an
estimate of the affinity of a compound for a therapeutic target. Among these methods are
molecular docking and molecular dynamics simulations in conjunction with methods for
calculating free energy of association. Molecular docking, although it has a high selective
potential, has limited success in accurately estimating solvation energy and considering
changes in conformational entropy. Therefore, more efficient computational techniques that
predict binding free energy more accurately have been used, such as methods that combine
molecular mechanics with energy calculation methods. In this context, the MMPBSA and
MMGBSA methods allow the prediction of binding free energy using molecular mechanics
and continuous implicit solvation models. These techniques have facilitated the identification
of different compounds with high affinity for a pharmacological target. In this scientific article,
we will describe the essential bases of the MMPBSA and MMGBSA methods, as well as
some advances related to the use of both methods.

KEYWORDS: Pharmacology, Binding free energy, Molecular dynamic simulation, MMPBSA,

molecular docking.

Introduccion

El disefio moderno de nuevos farmacos es un procedimiento que implica varias
etapas con una duracién de alrededor de 15 afios, con un gasto que va de 500 a 1000
millones de délares. La fase inicial del descubrimiento de nuevos farmacos tipicamente
consiste en la identificacion de la diana farmacolégica y de una serie de compuestos con
afinidad hacia dicha diana farmacologica. La gran cantidad de estructuras tridimensionales
disponibles en el Protein Data Bank (PDB, por sus siglas en inglés), la mejora continua de
software y algoritmos para el modelado molecular de las interacciones quimicas, ha hecho
posible el uso del disefio de nuevos farmacos asistido por computadora, que permite
predecir la afinidad de miles de compuestos en una o varias dianas farmacoldgicas, lo que
ha facilitado acelerar la identificacibn de nuevos compuestos en tiempos relativamente

cortos y con bajo costo (Gilson y Zhou, 2007; Hayes y Leonidas, 2010). Aunque
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comunmente para que un compuesto pueda ser considerado un farmaco viable, debe de
poseer buenas propiedades farmacocinéticas de absorcion, distribucién, metabolismo,
excrecion y toxicidad (ADMET), la propiedad mas relevante es una alta selectividad hacia
la diana farmacolégica de interés.

En general, la mayoria de los métodos empleados para el desarrollo de nuevos
farmacos mediante técnicas computacionales se enfocan en predecir la energia libre de
union de un compuesto candidato, y tales métodos pueden dividirse en aquellos que aplican
el disefio basado en estructura (en inglés, structure-based design) y el disefio no basado en
estructura (en inglés, non-structure-based design).

Con respecto a los métodos no basados en estructura podemos mencionar al
método que relaciona de manera cuantitativa la estructura y actividad (en inglés, quantitative
structure-activity relationships, QSAR), el cual permite predecir la actividad de nuevos
compuestos basado en el conocimiento previo de la actividad de ligandos con alta afinidad
para una diana terapéutica en particular (Tropsha, 2010). Este método tiene la desventaja
de ser poco predictivo, puesto que considera que moléculas quimicamente parecidas tienen
propiedades similares, por lo cual muchas veces hace que se propongan compuestos con
actividades biologicas diferentes a la esperada.

Lo anterior se debe a un fenbmeno denominado acantilados de actividad (Maggiora,
2006; Cruz-Monteagudo et al., 2014). Los acantilados de actividad se dan entre pares de
compuestos quimicamente similares, pero que tienen una diferencia importante en su
potencia; por lo tanto, la correcta identificacion de dichos acantilados ayuda a mejorar la
calidad estadistica de los modelos QSAR (Stumpfe et al., 2016).

Los métodos basados en la estructura emplean la informacién estructural de la
macromolécula, la cual comiinmente es una proteina, para obtener informacion sobre las
interacciones macromolécula-ligando, y a partir de la cuantificacion de las interacciones
termodindmicamente favorables predecir la energia libre de asociacion que dara un
estimado de la afinidad del compuesto por la diana terapéutica. Entre estos métodos
resaltan: el acoplamiento molecular (en ingles molecular docking) y la simulacion de
dinamica molecular (en ingles molecular dynamics simulation) combinada con métodos de
célculo de energia libre de union. El método de acoplamiento molecular ha sido utilizado de

manera amplia para el tamizaje virtual a gran escala (en inglés, high throughput virtual
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screening) de miles de compuestos disponibles en diversas bases de datos dirigidos hacia
dianas terapéuticas especificas (Genheden & Ryde, 2015). El acoplamiento molecular es
eficiente y de bajo costo, se centra en la identificacion de varios compuestos con un alto
potencial de ser selectivos para una diana farmacoldgica especifica (Bello et al., 2013;
Lavecchia y di Giovanni, 2013); no obstante, la determinacién de las energias libres de unién
mediante esta metodologia generalmente no es de alta precisién (Wang et al., 2016; Li et
al., 2010; Hou et al., 2013).

Por consiguiente, se ha recurrido a metodologias computacionales mas eficientes
gue permiten predecir la energia libre de unién de una manera mas precisa, como lo son
los métodos que combinan mecanica molecular con métodos de célculo de energia. En este
contexto, la metodologia de Mecanica Molecular Poisson-Boltzmann/Area de Superficie (en
inglés, Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area, MMPBSA) y el de Mecanica
Molecular Generalizada-Born/Area de Superficie (en inglés, Molecular Mechanics
Generalized-Born Surface Area, MMGBSA), permiten la determinacion de la energia libre
de unién (AG) usando mecanica molecular (Campo de fuerza) y modelos continuos de
solvatacion implicita (Kollman et al., 2000), que han sido empleados en diferentes dianas
terapéuticas y sistemas de transporte de farmacos (Genheden y Ryde, 2015), y esta
disponible en paquetes computacionales como Amber (Case et al., 2005), Delphi (Rocchia
et al., 2001), GROMACS (Van Der Spoel et al., 2005) y Schrédinger (Du et al., 2011), que
son de uso amigable, y que ha permitido la identificacion de diferentes compuestos con alta
afinidad por una diana farmacoldgica.

En este articulo discutiremos las bases fundamentales de los métodos MMPBSA y
MMGBSA (MMPB(GB)SA), asi como algunos avances relacionados con la combinacion del
acoplamiento molecular y el método MMPB(GB)SA, resaltando su importancia con respecto

a otros métodos menos eficientes.

1. Calculo de la energia libre de Gibbs
La constante de afinidad (Ka) de un ligando por una proteina se puede representar

mediante la siguiente ecuacion:
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donde [P], [L] y [PL] representan concentraciones en equilibrio de la proteina, ligando y del

complejo proteina-ligando, respectivamente. Esta definicion se basa en el supuesto que la

diferencia entre el estado libre y asociada es claramente definida, la cual se cumple solo

para complejos con asociaciones fuertes; pero se vuelve un poco imprecisa para
asociaciones débiles.

Esta afinidad puede relacionarse con la energia libre de asociacion mediante la

siguiente ecuacion.

AG= —RTINK .o e, (2)

Donde AG representa la energia libre de Gibbs, R es la constante de los gases, T es
la temperatura absoluta, y Ka es la constante de afinidad entre dos especies, esta Ultima es

la que deseamos estimar mediante estudios computacionales.

2. Métodos de calculos de energia

El creciente interés por estos métodos surge de que la energia libre de union entre
un receptor y un ligando puede estimarse de manera relativamente eficiente, empleando un
ciclo termodinamico que simplifica una pequefia perturbacion del espacio conformacional,
en contraste con otros cuantificables de interés farmacéutico, como lo son las energias de
enlace absolutas y cinéticas de enlace, que necesitan recursos computacionales
considerables.

Entre los diferentes métodos que combinan mecanica molecular con métodos de
célculo de energia destacan los métodos de ruta (en inglés, Pathway methods) y los
métodos de punto final (en inglés, End-point methods) (Deng y Roux, 2009; Gilson y Zhou,
2007). En el método de ruta, el sistema se convierte de un estado (v.gr., el complejo
proteina-ligando) a otro (v.gr., el estado libre de la proteina y el ligando), introduciendo un
conjunto de intermediarios no fisicos (alquimicos) finitos o infinitesimales en la funcién de
energia (Hamiltoniano) del sistema (Kollman, 1993; Straatsma y McCammon, 1992). El valor
de AG es determinado a través de las diferencias en la afinidad entre el conjunto de
intermediarios alquimicos. Entre los métodos de ruta destacan: Perturbacién de la energia

libre (en inglés, Free energy perturbation, FEP) y el método de Integracion termodinamica
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(eninglés, Thermodynamic integration, TI) (Beveridge y Dicapua, 1989). En contraste, en el
método de punto final, solo se consideran los estados iniciales (receptor y ligando libres) y
finales (complejo receptor-ligando) para determinar el valor de AG. Aunque los fundamentos
de los métodos FEP y Tl fueron postulados hace décadas (Kirkwood, 1935; Zwanzig, 1954),
fue en afios recientes que empezaron a emplearse para el célculo del valor de AG, debido
al incremento en el poder de cémputo, al desarrollo de campos de fuerza mas precisos
(Cornell et al., 1995; Van Gunsteren., 1996; MacKerell et al., 1998;), la implementacion de
protocolos para la determinacion de la AG (Boresch et al., 2003; Boresch y Bruckner, 2011;
Lee y Olson, 2006; Mobley et al., 2007), la combinacion de dinamica molecular o
simulaciones Morte Carlo en solvente explicito, y la reciente implementaciéon de cddigos
biomoleculares en unidades de procesamiento grafico o tarjetas graficas (Harvey et al.,
2009; Stone et al., 2011).

Entre los métodos de punto final destacan: Interaccion lineal de energia (en inglés,
Linear Interaction Energy, LIE) (Agvist et al., 1994), y el método MMPB(GB)SA (Kollman et
al., 2000; Wang et al., 2006; Wang et al., 2001;). Aunque la evaluacion de la AG en todos
estos métodos se determina a través de multiples conformaciones obtenidas a partir de la
simulacion molecular, existen diferencias entre ellos. De estos métodos, los métodos de ruta
FEP y TI, determinan la energia libre basada en perturbaciones del complejo biologico a
partir de una sola simulacién molecular; estos métodos realizan un tratamiento exhaustivo
de los grados de libertad y emplean modelos de solvatacién apropiados; no obstante, el
costo computacional de dichos métodos es alto debido a la convergencia lenta del valor de
la AG. (Meng et al., 2011), sobre todo para el cribado virtual de miles de compuestos.

Los métodos LIE y MMPB(GB)SA surgen en un intento de combinar rapidez y
precision, donde el primero considera que la energia libre de unién de un complejo es
resultado de la combinacion lineal de las energias electrostaticas y de Van der Waals. En
tanto que en el método MMPB(GB)SA, la energia libre de un sistema se evalla a partir de
la combinaciéon de mecénica molecular, la energia electrostatica, que se estima mediante
los modelos de solvatacion implicita Poisson-Boltzmann o Generalizada Born, y un término
entropico. Aunque los métodos LIE y MMPB(GB)SA han mostrado resultados similares,

estos Ultimos han sido empleados en una manera exitosa en un mayor namero de
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investigaciones. En este articulo describiremos en qué consiste el método MMPB(GB)SA,

asi como algunas aplicaciones recientes empleando ambos métodos.

3. El método MMPB(GB)SA

El método MMPB(GB)SA es empleado para determinar los valores de AG relativo, el
cual no incluye la contribucidon entrépica, de un conjunto de ligandos a una diana
farmacolégica. EI método tiene alta reproducibilidad y precision con un bajo costo
computacional comparado con los métodos FEP y TI. Esta reproducibilidad se constata
mediante la obtencién de valores similares de AG por diferentes grupos de investigacion,
con o sin variacion en su implementacion, incluido el software y el hardware empleados. En
tanto que la precision se constata por la cercania de los resultados de AG teoricos con los
valores experimentales correspondientes. Adicionalmente, el método MMPB(GB)SA puede
darnos informacion detallada de las energias por residuo de los aminoacidos que participan
en el reconocimiento molecular (Archontis et al., 2001; Polydoridis et al., 2007; Hayes et al.,
2011). Como un método de punto final, el objetivo del método MMPB(GB)SA es determinar
el valor de AG entre dos estados que representan el estado unido y no unido de dos
moléculas solvatadas.

Aunque de manera ideal nos gustaria determinar el valor de AG como se muestra:

AG

v

A

)

Figura 1. Ciclo termodinamico para la obtencién del AG considerando el estado libre y
asociado del complejo receptor-ligando en agua (medio solvatado).

Sin embargo, el considerar ambos estados como solvatados ocasionaria que gran
parte de las contribuciones energéticas provengan de la interaccion agua-agua.

Adicionalmente, las fluctuaciones en la energia total serian alrededor de un orden de
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magnitud mayor que las energias de enlace, ocasionando que estas tarden en alcanzar
convergencia. Por lo tanto, una manera mas efectiva es realizar el analisis considerando el

siguiente ciclo termodinamico:

AG

I —
I ‘ AGsolv,lig { [ AGsolv,rec \ [AGsolv,com

AGVG.C
N —

Figura 2. Ciclo termodinamico para la obtencion del AG considerando el estado libre y
asociado del complejo receptor-ligando solvatado y en vacio.

Empleando este esquema, el valor de AG en presencia de solvente se determina de

la siguiente manera.

AG = AGvac + AGsol,com - (AGsol,lig + AGsol,rec) ............................................. (1)

Donde AGuvac corresponde al valor de AG determinado en el vacio, mientras que
AGsolcom, AGsollig Y AGsolrec corresponden al AG del complejo, ligando y el receptor,
respectivamente, determinado en presencia de solvente. Los valores de AGsov Se
determinan mediante la resolucion de la ecuacion de Poisson-Boltzmann (PB) o de
Generalizada Born para cada uno de los tres estados. Como resultado se obtiene la
contribucion electrostéatica considerando la constante dieléctrica del exterior e interior del

receptor (Gejec,c=go, Y Getecc=1), Y 1as contribuciones hidrofdbicas (4Gp;q4ro¢) de l1a AGsow:
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AGSOW = Gelec,c=80, - Gelec,c=1 + AGhidT‘Of ...................................................... (2)

En tanto que el valor de AGvac Se obtiene a través del valor promedio de la energia
de interaccion (4E,, ) entre el receptor y ligando, y considerando la contribucién entrdpica

(49), si es requerido para el analisis.

A su vez Ey es la sumatoria de las interacciones unidas (en inglés, non-bonded
interactions) o covalentes y las interacciones no unidas (en inglés, non-bonded interactions):

interacciones electrostaticas (elec) y de Van der Waals (vdw).

EMM = Ebonded + Eelec + Evdw ................................................................. (4)

Estas contribuciones se calculan a partir de las estructuras atomicas de las especies
libres y formando el complejo empleando el campo de fuerza.

En tanto que el AS contiene las contribuciones traslacionales, rotacionales y
vibracionales. Las contribuciones traslacionales y rotacionales se calculan mediante
expresiones de la mecanica estadistica estandar; mientras que la contribucion vibracional
se determina mediante modos normales (Karplus y Kushick 1981; Tidor y Karplus 1994;
Brooks et al., 1995). En teoria se pueden emplear diferentes protocolos para realizar
estudios empleando el método MMPB(GB)SA. No obstante, se ha puesto atencion a una
serie de detalles empleados para realizar los calculos.

En general, un protocolo consiste en estos tres pasos. El primer paso es realizar
estudios de simulaciones de dinamica molecular en solvente explicito para obtener una serie
de conformaciones de complejos receptor-ligando; en esta fase es importante que las
conformaciones seleccionadas estén en equilibrio. En la segunda fase, se determinan las
energias de interaccién E,,, Yy los valores de A4G,,;, sobre el grupo de conformaciones
obtenidos en el estudio de dinamica molecular. Para este paso es necesario remover las
moléculas de agua y reemplazarlas por un continuo dieléctrico. Finalmente, se determinan

las contribuciones entrépicas A4S para el conjunto de estructuras, y dicho valor entrépico se
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combina con el AG para obtener el valor final que se describe en la ecuacion 2. Aunque
hemos descrito como se realizan los estudios con el método MMPB(GB)SA empleando solo
una simulacién de dinAmica molecular (en inglés single-trajectory approximation) (Gohlke y
Case, 2004); también se emplea el método de tres simulaciones (en inglés, three-trajectory
approximation), en el que se realizan simulaciones independientes para el ligando, receptor
y complejo receptor-ligando. Esta Ultima es considerada cuando el sistema a evaluar
experimenta cambios conformacionales significativos en su reconocimiento molecular,
llevando a mejores estimaciones de la energia libre de unién que aquellas determinadas

usando solo una simulacion de dinamica molecular (Yang et al., 2009).

3.1. Aplicaciones del método MMPB(GB)SA

La combinacion de acoplamiento molecular, dinamica molecular y determinacion de
la energia libre de union empleado el método MMPB(GB)SA nos permiten abordar muchos
problemas tanto en biofisica estructural como en el disefio de farmacos. Con estas técnicas
se pueden modelar estructuras biologicas complejas, calcular las energias libres de
asociacion, e identificar los principales contactos (residuos de aminoacidos) que contribuyen
de manera importante en la formacion del complejo bioldgico. En esta seccion describiremos
algunas aplicaciones del método MMPB(GB)SA que se han empleado para determinar la

afinidad para una variedad de sistemas biol6gicos.

- Ejemplo 1: Desarrollo de farmacos dirigidos a combatir el cancer de mama

Las anomalias en los niveles de expresion del receptor del factor de crecimiento
epidérmico humano tipo 1 (EGFR, por sus siglas en inglés: epidermal growth factor receptor)
y tipo 2 (HERZ2, por sus siglas en inglés: human epidermal growth factor receptor 2) se
encuentran sobreexpresados en muchos tipos de cancer humano. Por lo consiguiente, el
disefio de compuestos con actividad inhibitoria dual de EGFR/HER2 es una estrategia
anticancerigena reconocida. Estudios experimentales demostraron que algunos derivados
de lapatinib, un compuesto que ha demostrado actividad dual inhibitoria de EGFR/HER2
(Rusnak et al., 2001; Konecny et al., 2006), con modificacibn en el grupo
metilsulfoniletilamino, demostraron que el compuesto 2i mostr6 una potente actividad

inhibidora contra las células cancerosas que sobreexpresan EGFR/HER2, y también una
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mayor actividad inhibitoria utilizando un KitC EGFR/HER2 (ICso de 0.5y 4.1 nM para HER2
y EGFR, respectivamente) que lapatinib (ICso de 2.7 y 7.9 nM para HER2 y EGFR,
respectivamente) (Lyu et al., 2014). Debido a la falta de informacion estructural experimental
para la unién de estos ligandos, se realizaron estudios de acoplamiento y dinamica
molecular en solvente explicito usando Amber 16 (Bello et al., 2020) para cada complejo
EGFR-inhibidor o HER2-inhibitor, con dindmicas moleculares de produccién de 100
nanosegundos (ns), escala de tiempo suficiente para observar la relajacion y equilibrio de
este tipo de sistema. Basado en el tiempo de simulacion en la que los complejos alcanzaron
el equilibrio, se determinaron las conformaciones predominantes mediante un analisis de
agrupamientos (analisis de clusters) para determinar las interacciones predominantes
durante la dinamica molecular. Adicionalmente, se estimaron los valores de afinidad de los
complejos empleando el método MMPB(GB)SA. Basados en sus resultados dilucidaron
como una ligera modificacion de lapatinib contribuye a un aumento en la afinidad de ambos
receptores por el compuesto 2i en comparacion con el compuesto lapatinib, que esta de
acuerdo con los resultados experimentales. Adicionalmente, el analisis de componentes
principales (PCA, por sus siglas en inglés: Principal Component Analysis) permitié observar
gue el acoplamiento de 2i en EGFR/HER2 esta relacionado con una reduccion en la
movilidad conformacional, que también puede contribuir a la mejora de la afinidad por este

compuesto en comparacion con lapatinib.

- Ejemplo 2: Efectos de las mutaciones en la prediccion del valor de AG

Las mutaciones son frecuentes en las proteinas, lo cual repercute en el mapa de
interacciones y afinidad entre la proteina y un farmaco, por lo que establecer el impacto de
las mutaciones en el valor de AG es de gran importancia. En un estudio reciente se evalu6
la capacidad predictiva del método MMPB(GB)SA empleando diferentes proteinas
conteniendo mutaciones (Yu et al., 2021). Estos estudios se realizaron considerando las
siguientes estrategias computacionales: diferentes longitudes de simulaciones de dinamica
molecular, diferentes valores de las constantes dieléctricas, y consideracion o no de los
efectos entrépicos en el calculo del valor de AG. Los resultados de este estudio sefialaron
gue una simulacion de dinamica molecular relativamente larga, por ejemplo, de 100 ns,

beneficia la precision de la prediccion tanto para el método MMGBSA y MMPBSA. También
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se observd que los sistemas con un mayor nidmero de mutaciones mostraron una mejor
correlacion entre los valores teéricos y experimentales, indicando que el algoritmo es mas
sensible a cambios mas significativos, es decir, a un nimero considerable de mutaciones.
En general esta investigacion demostré que para proteinas con mdultiples mutaciones es
necesario un ajuste conformacional para refinar el microambiente en los sistemas mutados
y asi poder valores AG confiables, lo cual explica por qué se obtuvieron mejores resultados

en simulaciones de dinamica molecular mas largas.

- Ejemplo 3: Prediccion del AG empleando el método MMGBSA en servidor web

El empleo del método MMPB(GB)SA para la prediccion del valor de AG esta
implementado en diferentes paquetes computacionales como Amber (Case et al., 2005) y
GROMACS (Van Der Spoel et al., 2005); no obstante, su empleo requiere cierto tipo de
conocimiento de manejo de plataformas UNIX, bioinformatica y quimioinformatica para
construir los sistemas a simular, lo cual es un reto incluso para los expertos; por lo tanto, se
han desarrollado servidores web como HawkDock (Weng et al., 2019) y farPPI (Wang et al.,
2019) que ayudan en la prediccion del valor de AG para un complejo proteina-proteina
empleando el método MMPB(GB)SA a partir de un complejo generado mediante estudios
de acoplamiento molecular. Mas recientemente, se desarrollo otro servidor web llamado
fastDRH (Wang et al., 2022) disefiado para predecir valor de AG para un complejo proteina-
ligando combinando el acoplamiento molecular, y el método MMPB(GB)SA con estrategias
mejoradas a las empleadas en HawkDock y farPPI. No obstante, un par de inconvenientes
de fastDRH comparado con el calculo del valor del AG mediante la combinacion de
simulaciones de dindmica molecular con el método MMPB(GB)SA, es que no considera
cambios conformacionales en el complejo proteina-ligando, lo cual es muy importante
cuando se exploran sistemas muy flexibles; y que trunca o recorta el sistema a evaluar para

acelerar la velocidad de calculo.

- Ejemplo 4: Prediccién del valor de AG entre métodos de rutay de punto final
La fosfodiesterasa 5 (PDESA, por sus siglas en inglés) es una enzima que participa
en la conversion de guanosin monofosfato ciclico a guanosin monofosfato.
El sildenafilo cuyo nombre comercial es Viagra es empleado en el tratamiento de

la disfuncién eréctil, y es un inhibidor selectivo de la PDE5A. En un estudio reciente se
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identificaron algunos inhibidores potentes de la PDE5A empleando el método de ruta FEP
y de punto final MMPB(GB)SA (Wu et al., 2022). Este estudio demostr6é que el método FEP
fue capaz de proveer en general mejores predicciones que el método MMPB(GB)SA, las
cuales fueron mas consistentes con los valores experimentales. Este resultado esta en
concordancia con reportes que sefialan que los métodos de ruta son mas capaces de
proporcionar predicciones méas consistentes que los métodos de punta final, aunque tienen
la desventaja de un costo computacional elevado debido a la convergencia lenta del valor
de AG. (Meng et al., 2011), costo que se ve acentuado en el cribado virtual de miles de

compuestos.

- Ejemplo 5: Implementaciones en el método MMPB(GB)SA para mejor su

capacidad predictiva

Aunque el método MMPB(GB)SA se ha empleado ampliamente para la prediccion
del valor de AG, en la practica es un método en disputa, ya que es dependiente del sistema
en estudio. En un estudio reciente, se desarroll6 una version novedosa denominada
MMPB(GB)SA de dieléctrico atomico variable (variable atomic dielectric, por sus siglas en
inglés) VAD- MMPB(GB)SA (Wang et al., 2021). Con esta estrategia se asignan constantes
dieléctricas variables directamente a los atomos de proteina y el ligando, permitiendo una
precision mejorada en los célculos del valor de AG. VAD-MM/GBSA también demostr6 ser
mejor que Prime MMGBSA, que es una version del método MMPB(GB)SA implementado
en el software Schrédinger. Basado en lo anterior es posible que el método VAD-
MMPB(GB)SA con poca demanda computacional reemplace al método MMPB(GB)SA
presente en el software AMBER. Adicionalmente, existe un servidor en linea disponible para
realizar predicciones del AG empleando el método VAD-MMGBSA.

Otro reto en el método MMPB(GB)SA es la determinacion correcta del componente
entropico, el cual también es sistema dependiente y en muchos casos en lugar de mejorar
el poder predictivo del método lo empeora. En un estudio reciente realizaron la
implementacion del método denominado de interaccion entrépica (Interaction entropy, IE,
por sus siglas en inglés) (Zhong et al., 2020). El desempefio de esta implementacién fue
evaluado considerando 176 complejos proteina-ligando y proteina-proteina de la familia de

la proteina Bcl-2 (B-cell lymphoma 2, por sus siglas en inglés), que participa de manera
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importante en el desarrollo normal de las células y es uno de los principales reguladores de
la via apoptotica celular. La incorporacion de la IE fue capaz de mejorar la capacidad
predictiva del método MMPB(GB)SA, proporcionando mejores resultados para los sistemas

proteina-proteina que para proteina-ligando.

- Ejemplo 6: Implementaciones en el protocolo MMPB(GB)SA para mejorar su
capacidad predictiva en complejos TCR-HLA

El complejo entre el receptor de células T (TCR por sus siglas en inglés) y su ligando
endogeno, el antigeno peptidico leucocitario humano (pHLA, por sus siglas en inglés) es un
componente importante del sistema inmunologico del cuerpo que permite diferenciar células
propias en condiciones normales o en el curso de una enfermedad metabdlica. El
reconocimiento molecular de pHLA por parte del TCR promueve la activacion de células T,
gue apoyan en la destruccion y erradicacion de células enfermas. En este contexto se han
disefiado diferentes moléculas TCR que estan dirigidos a unir pHLA especificos presentes
en células enfermas, como por ejemplo de cancer, pero sin afinidad para la gran mayoria
de pHLA presentados por células sanas, lo cual evita efectos toxicos (Oates et al., 2013).
Para lograr la especificidad del complejo TCR-pHLA, se requiere que el pHLA tenga una
alta afinidad por el TCR en el rango picomolar.

En este contexto, Crean et al. (2022), exploraron diferentes protocolos que les
permitieron evaluar de manera confiable el valor de AG para complejos entre variantes del
receptor de células. Para este estudio consideraron diferentes complejos TCR-pHLA con 3
a 14 mutaciones presentes en pHLA. Sus resultados sefialaron que una serie de
propiedades pueden ser consideradas para el estudio de estos sistemas: constante
dieléctrica interna de entre 4 y 8, simulaciones de dinamica molecular cortas de entre 4 a 5
ns, solvatacion explicita en la superficie de interaccion proteina-proteina, y considerar el
TCR truncado o recortado para el calculo de la entropia. Estos resultados podrian aplicarse

para el desarrollo y optimizacion de TCR con potencial terapéutico.

Conclusion
MMPB(GB)SA es un método de calculo de energia libre de punto final que permite

calcular la energia libre de unién absoluta con un modesto costo computacional. Aunque

40



Revista Latinoamericana de Difusién Cientifica

Volumen 5 — Nimero 8 — Enero/Junio 2023- ISSN 2711-0494

M. Bello// Métodos computacionales para estimar la afinidad de un complejo ligando... 27-46
inicialmente MMPB(GB)SA se present6 como un método que no contenia ningan pardmetro
de ajuste, a la fecha el método incluye varios parametros como la constante dieléctrica, la
energia no polar, los radios utilizados para las constantes de solvatacién implicita (PB y
GB), y lainclusion de la entropia, que pueden ajustarse dependiendo del sistema a estudiar.
No obstante, el método involucra varias aproximaciones termodindmicas; por ejemplo, el
método ignora la entropia conformacional del complejo, asi como la entropia de las
moléculas de agua involucradas en la asociacion molecular. Por consiguiente, debido a
estas aproximaciones, el método MMPB(GB)SA es mas aplicable para clasificar las
afinidades de unién entre un grupo de ligandos y un receptor especifico, que para determinar
las energias libres de union absolutas que puedan reproducir energias libres de union
experimentales; sin embargo, en varios casos el método ha permitido reproducir datos

experimentales.
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