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¢Es posible identificar nuevos farmacos desde tu
computadora?

Is it possible to identify new drugs from your computer?

Maria Teresa Alvarado Parra, Maria Gabriela Mancilla Montelongo y
Karina Verdel Aranda

Resumen

;Coémo se obtienen los nuevos farmacos?
¢De dénde salen nuevos productos para
descontaminar un lago o el suelo? Las plantas
y los microorganismos producen millones de
moléculas que pueden tener una de estas
importantes aplicaciones biotecnolégicas. Hasta
hace unos afios, la caracterizacion biotecnoldgica
era un proceso costoso y complicado. Sin
embargo, la revolucion de la bioinformatica trajo
consigo las bases de datos bioldgicas que, en
conjunto con el desarrollo de la tecnologia, han
permitidoeldisefioydesarrollodealgoritmos para
conocer la funcién biolégica de un compuesto.
Gracias a ello, actualmente se puede predecir
la actividad bioldgica de una gran variedad de
moléculas antes de emprender un experimento
en el laboratorio. El objetivo de este articulo es
compartir como es que se pueden caracterizar
productos naturales, como farmacos, desde una
computadora personal, utilizando bases de datos
pertinentes y métodos computacionales in silico,
para después comprobar la actividad bioldgica
con pruebas in vitro.

Palabras clave: base de datos, insilico,acoplamiento
molecular, productos naturales, bicinformatica.
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Abstract

How are new drugs obtained? Where do new
products to decontaminate a lake or soil come
from? Plants and microorganisms produce
millions of molecules that can have one of these
important biotechnological applications. Until a
few years ago, biotechnological characterization
was an expensive and complicated process.
However, the bioinformatics revolution brought
with it biological databases that, in conjunction
with the development of technology, have
allowed the design and development of
algorithms to know the biological function of a
compound. Thanks to this, it is now possible to
predict biological activities from a wide variety of
molecules, before undertaking an experiment
in the laboratory. The objective of this article
is to share that it is possible to characterize
natural products, such as drugs, from a personal
computer, using relevant databases and in silico
computational methods, and then verify the
biological activity with in vitro tests.

Keywords: databases, in silico, molecular
docking, natural products, bioinformatics.
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Video 1. Resultado de una
simulacién dindmica realizada en
GROMACS @ 10 ns de Pseudomonas
putida y el compuesto azoico
azul indigo. Crédito: el resultado
se elabord y visualizé con el
software Visual Molecular
Dynamics (vwb).

" Biorremediacion. Proceso en

el que se utiliza un producto
natural (planta, hongo, bacteria,
enzima) para eliminar, absorber
o transformar un contaminante
del medio ambiente.

2Enzimas bacterianas. Proteinas
producidas por bacterias que
aceleran una reaccion especifica,
como la oxidacion-reduccion.

3 Afinidad de union. Fuerza con

la que interactUa una molécula,
como una protefna o enzima,
con un compuesto en particular,
Como un contaminante toxico.
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Introduccion

Hace un afio, trabajé en un proyecto para la biorremediacion’ del rio
e ALOYaC, en Puebla, México. Entre los contaminantes de este rio, estan

los tintes usados en la industria textil, que son altamente toxicos y
poco degradables. Para llevar a cabo dicha biorremediacion, los investigadores
querfan utilizar bacterias que produjeran enzimas capaces de reducir estos
compuestos toxicos. El problema era que no estaban seguros si las enzimas
producidas por las bacterias eran capaces de reaccionar de manera especifica
con esas moléculas. Entonces, mi trabajo fue realizar computacionalmente un
acoplamiento molecular de las enzimas bacterianas? propuestas con cada una
de las moléculas téxicas seleccionadas. Asi, si la afinidad de unidn® entre la
enzima y el compuesto era buena, queria decir que la enzima era capaz de
reducir el compuesto (ver video 1). Una vez realizada la propuesta, el grupo de
investigacion recopild los andlisis y disefid un sistema bacteriano capaz de
degradar esos compuestos (Acevedo et al., 2021).

El anterior testimonio, perteneciente a una estudiante de la Licenciatura
en Biologia, es la punta del iceberg sobre lo que se puede hacer o predecir
desde una computadora. En los ultimos afios, la demanda por los métodos
computacionales en numerosas investigaciones ha ido creciendo y, con ello, la
importancia de hacer mas accesible la bioinformatica y la biologia computacional
en el descubrimiento de nuevos compuestos activos. Por ello, en este articulo
se describen métodos computacionales generales para la caracterizacion
biotecnoldgica. Esto incluye el concepto de acoplamiento molecular de enzimas
y ligandos, junto con los pasos que se siguen para llevar a cabo este andlisis
computacional.
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Figura 1. Cémo caracterizar
productos naturales activos
desde tu computadora, en tres
sencillos pasos: 1) conocer las
bases de datos, 2) aprendery
analizar mediante un método
computacional, y 3) corroborar
el resultado in silico con un
experimento in vitro. Crédito:
imagenes y vectores de Freepik.
com.

“Xenobidticos. Cualquier
sustancia que se encuentra
dentro de un organismo pero
que no le pertenece o no ha
sido producida por él, como
farmacos o contaminantes.
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Fuentes de nuevos compuestos y cOmo analizar grandes
volimenes de datos

Los productos naturales (pn), en un sentido amplio, se refieren a cualquier parte,
biomolécula (como las enzimas o proteinas) o compuesto quimico (también
llamado metabolito secundario) obtenidos de un ser vivo, como una planta
0 un microorganismo (Sarker y Nahar, 2012). Una de las aplicaciones mas
importantes de los PN es en biotecnologia ambiental, especificamente en la
biorremediacion. Las plantas y microorganismos tienen un papel fundamental
en el reciclaje de carbono, nitrégeno, fosforo y azufre. Al mismo tiempo, sus
PN SON capaces de degradar compuestos contaminantes mas complejos como
los provenientes de las actividades industriales. Las principales aplicaciones de
estos pN son el tratamiento de aguas residuales, degradacion de xenobidticos*y
petroguimicos (Glazer y Nikaido, 2007). Este tipo de moléculas pequefias, como
los contaminantes o los metabolitos secundarios, se convierten en ligandos
cuando interaccionan con las biomoléculas, como las proteinas.

Al recopilar una vasta informacion taxondmica, molecular, genética,
metabdlica y toxicoldgica de pn se ha generado la necesidad de almacenar y
poner a disposicion grandes volumenes de datos. El surgimiento de las bases de
datos (sp) permitio resolver este problema de almacenamiento y mejoro la
disponibilidad de datos bioldgicos. Hoy en dia, la bioinformatica es esencial para
manejar y comprender esta informacion. El uso de diferentes métodos que
combinan algoritmos, lenguajes de programacion, programas y otras
herramientas han dado lugar a lo que se conoce como analisis in silico (Cafiedo-
Andalia y Arencibia Jorge, 2004). Esto quiere decir que se analizan en la
computadora las interacciones entre diferentes pn. Con la informacion que nos
proveen las b es posible predecir la actividad de un pn en tres etapas basicas
(ver figura 1).

¢Como caracterizar PN
bioactivos desde tu
5 computadora?
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Tabla 1. Algunas bases de datos de productos naturales,
actividad biolégica y acoplamiento molecular.
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Paso 1. Bases de datos de productos naturales y de
actividad biolégica

Las 8p de productos naturales cambian de acuerdo con la zona geografica, tipo de
organismo (hierbas, plantas vasculares, cactaceas, etcétera), propiedad bioldgica,
uso y aplicacion (antibioticos, anticancerigenos, suplementos alimenticios, entre
otros), compuestos quimicos o proteinas. Otro tipo de 8o son como bibliotecas
virtuales que resguardan articulos especializados y permiten acceder a
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informacion relevante para elegir un modelo de estudio. Las b enfocadas en
actividad bioldgica almacenan propiedades de interaccion entre moléculas
(compuestos quimicos-proteinas-genes). La actividad bioldgica es el potencial
que tiene una molécula para llevar a cabo una funcion, por ejemplo, su uso
contra una determinada enfermedad (Jackson et al., 2007). Algunas 8p reportan
datos como concentraciones inhibitorias, dosis efectivas y dosis letales o toxicas.
La mayoria de las 8p son de acceso libre (algunos ejemplos se encuentran en el
cuadro 1), otras son exclusivas para investigadores y requieren de un registro.
También existen o con un costo, las cuales, en su mayoria son generadas para
la industria farmacéutica.

Paso 2. Métodos computacionales: el acoplamiento
molecular

El acoplamiento molecular es una prediccion de las interacciones entre dos pn:
un ligando (molécula pequefia) y una proteina. Los primeros acoplamientos
moleculares se basaron en métodos qsaAr (relaciones cuantitativas estructura-
actividad, por sus siglas en inglés) (Ekins et al., 2007). Estos métodos utilizaban
computadoras con procesadores hechos de silicio para estimar la actividad
bioldgica de las moléculas; por ello a estos analisis se les llamd in silico. Las
primeras predicciones con computadoras usaban modelos matematicos que
relacionaban una estructura con una propiedad fisicoquimica o una actividad
bioldgica, siguiendo como principio la estadistica. El primer registro de un farmaco
con un disefio in silico es el mesilato de nelfinavir, usado para inhibir una proteina
del Virus de Inmunodeficiencia Humana (viH) (Meza Menchaca et al., 2020).

Después surgieron metodologias de acoplamiento basadas en
descriptores, reglas, conocimiento, ligandos, objetivos, afinidad virtual, entre
muchas otras (Ekins et al.,, 2007). Dentro de las mas usadas se encuentran
aquellas que dependen de la disponibilidad de informacién estructural. Por
esta razon, durante un tiempo, los cientificos se concentraron en experimentos
con las estructuras 3D de proteinas. Todas estas metodologias condujeron a la
creacion de multiples interfaces y softwares de afinidad virtual (ver video 1).

Gracias a las numerosas metodologias, se han descubierto inhibidores
y dianas terapéuticas que han servido para probar diferentes ligandos que
prometen ser futuros farmacos. Es fascinante el control en tiempo récord de
brotes de enfermedades a partir de la identificacion de compuestos bioactivos
y su afinidad a las dianas terapéuticas (Meza Menchaca et al., 2020). Un ejemplo
bastante familiar fue la busqueda de farmacos para el tratamiento de covip-19,
donde el acoplamiento molecular fue “el rey de los métodos computacionales”
(Pavan y Moro, 2023).

El acoplamiento molecular ha evolucionado de manera que nos ha permitido
reportar y comprobar interacciones de distinta naturaleza, como interacciones
ligando-proteina (ver figura 2 y video 1), proteina-proteina, Apn-ligando, Abn-
proteina, solido-proteina, sélido-ligando, entre otras (Dar y Mir, 2017).




Figura 2. Acoplamiento
molecular proteina-ligando.

La estructura terciaria de la
proteina estd marcada en
verde y la molécula pequefia
(ligando) en rojo. Visualizacion
con el programa PyMol donde,
utilizando los botones de los
apartados marcados, se puede
eliminar las moléculas de

agua (paso (d)) y observar las
interacciones del acoplamiento
(paso (g)).

>Dominios funcionales.
Secuencias de aminoacidos
iguales que pueden encontrarse
en proteinas similares a las de
nuestra consulta.
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¢(Como se puede llevar a cabo un andlisis de acoplamiento
molecular?

La metodologia para realizar los acoplamientos moleculares puede resumirse
en siete pasos (ver listado a - g), lo que requiere diferentes Bp y programas
computacionales (ver figura 1). Cabe destacar que esta secuencia puede
considerarse como una receta basica general, pero cada bioinformatico la
modifica y adapta segln sus objetivos y lo que intenta analizar.

a) Obtencion de estructuras. Consulta de diferentes so para descargar las
estructuras 3D de las moléculas para el acoplamiento (ver figura 1y tabla 1).

b) Busqueda de dominios funcionales. Una proteina puede tener dominios
funcionales® compartidos con varias familias proteicas, pero esto no
significa que mantengan su funcion bioldgica. De esta manera, se consultan
los dominios funcionales, se anotan y, después del acoplamiento molecular,
se verifica sila union sucedio dentro de estos dominios.

C) Exploracion de sitios activos. Las proteinas contienen sitios especificos
donde otras moléculas pueden unirse y llevar a cabo su funcion
bioldgica. A estos sitios se les conoce como bolsillos de union o sitios
activos. Estos se muestran como cavidades en las estructuras 3D de las
proteinas donde entrara el ligando.

d) Minimizacion energética de moléculas. A veces las moléculas 3D
contienen moléculas de agua u otras con metales pesados. Estas
pueden interferir en el acoplamiento molecular y deben eliminarse.
Después, se minimiza la energia de las moléculas 3D para corregir
distorsiones o tensiones, reducir el movimiento y garantizar una
estructura estable (ver figura 2).
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e) Acoplamiento molecular. En este paso se seleccionan los aminoacidos
que conforman el sitio activo de la proteina y se realiza el
acoplamiento molecular de los ligandos (ver figura 2).

) Andlisis de resultados. El acoplamiento molecular arrojara varios
resultados, pero los mas importantes son la energia de enlace
(describe la fuerza de interaccion proteina-ligando) y el score o
puntuacion de acoplamiento (refleja la calidad de la unién). Mientras
menores sean estos valores, mas probable es que la funcion bioldgica
se cumpla.

g) Visualizacion de interacciones. Se observan las interacciones
intermoleculares (fuerzas de van der Waals, interacciones iénicas,
etcétera). También se verifica si la unidn sucedid dentro de los
aminoacidos que conforman los dominios funcionales del paso b (ver
figura 2).

¢Por qué se realizan los pasos de minimizacion y medicion de energias
en las biomoléculas? Como puede observarse en el video 1, estas biomoléculas
no son rigidas y estaticas como rocas. Su interaccion con los ligandos para
predecir una posible actividad bioldgica tampoco es como armar legos. Mas
bien, tienen unas partes que les dan estructura y otras que son como resortes
en movimiento. Entonces, se usan ecuaciones matematicas para predecir como
se mueven estos resortes, qué carga tienen y como interactdan con los ligandos
0 las moléculas de agua. Justo con las herramientas computacionales se pueden
hacer estos calculos matematicos y probar muchas condiciones y ligandos de
manera eficiente y muy cercana a la realidad.

Paso 3. ;Analisis in silico o analisis in vitro?

Un experimento /n vitro es aquel donde se comprueba si un pN es activo. Se
utilizan placas o cajas plasticas o de vidrio (de ahi el término in vitro) y, para que
sea valido, se requieren multiples repeticiones de una misma prueba. Entonces,
Si ya se realizd el andlisis in silico, ies necesario realizar un experimento in
vitro? ¢;Cuando es necesario hacer un analisis in silico o uno in vitro? Es normal
plantearse estas preguntas y la respuesta es mas sencilla de lo que parece.
Cuando sereporta un nuevo compuesto con determinada actividad para resolver
un problema médico o ambiental es comun ver un andlisis in vitro, en el que el
compuesto fue probado a diferentes concentraciones. Sin embargo, los analisis
in vitro no revelan la interaccion que existe entre los compuestos y, por tanto, no
tenemos conocimiento sobre porqué es efectivo y las posibles alternativas. Las
investigaciones que usan herramientas in silico permiten entender, en un menor
tiempo, la interaccion entre compuestos. Por lo tanto, el analisis in silico es un
complemento de los andlisis in vitro.




¢ Clusters. Grupo de
computadoras que estan
conectadas y trabajan en
conjunto como si fueran una
sola.
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El futuro esta en las computadoras

En la actualidad, se puede utilizar una computadora personal para dar los
primeros pasos en el descubrimiento de compuestos activos a través del
acoplamiento molecular. Ademas, gracias a internet, podemos acceder via
remota a multiples 8p y programas bioinformaticos. Sin embargo, ésta es una
vision reducida del potencial que tienenlos métodos computacionales. Enandlisis
masivos de datos in silico es ideal la independencia de la web. Para esto se usan
computadoras de alta gama que tienen miles de ge de memoria, cientos de 18 de
almacenamiento y decenas de nucleos de procesamiento. Estos equipos suelen
estar conectados entre sf formando clusters®, que pueden analizar cientos de
procesos bioinformaticos al mismo tiempo de manera eficiente.

Conclusion

AUn nos queda mucho por descubrir, pero, gracias a la bioinformatica v la
biologia computacional, los descubrimientos estan siendo mucho mas rapidos
que nunca. En general, los bioinformaticos descubren farmacos desde su
computadora en tres pasos: a) conociendo 8p sobre organismos y compuestos
activos, b) usando métodos computacionales como el acoplamiento molecular y
¢) combinando métodos in silico e in vitro.

¢Cuales son las nuevas tendencias y el futuro de esta area de la biologia
computacional? Debido a la gran cantidad de datos que actualmente existen,
conocidos como big data, los investigadores y las compafifas farmaceuticas
ya estan usando inteligencia artificial (1a) para analizar toda esta informacion
molecular. Lo anterior les permite predecir de manera muy precisa nuevas
estructuras, lo que ahorra tiempo y dinero. Ademas, el avance en el desarrollo
de métodos computacionales en general se enfoca en abordar los principales
retos en esta area, como la alta flexibilidad de las biomoléculas y la lentitud en
la unidn-disociacion de las mismas. Sin embargo, hay temas que aln necesitan
respuesta, como el entendimiento de los mecanismos de reaccién, los procesos
termodinamicos vy la cinética de las interacciones moleculares, entre otros.
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