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Nota del Editor

La gaceta Genémica Hoy, revista de divulgacion cientifica desde el afio 2008,
ha venido mostrando el quehacer cientifico, las lineas de investigacion y la
productividad cientifica de estudiantes y profesores del Posgrado en Ciencias
Genodmicas de la UACM.

Ponemos a disposicion de todos nuestros lectores este nuevo niumero dedicado a
las aplicaciones bioinformaticas en las investigaciones genémicas y biomédicas.

En la era post-gendmica, la bioinformatica se ha convertido en una herramienta
indispensable que permite disminuir los tiempos y facilitar las estrategias de
investigacién. Aporta datos para estudiar mecanismos moleculares, redes
de interaccion molecular, modelos predictivos de enfermedades, estructuras
moleculares, asi como al descubrimiento de nuevas dianas terapéutica y farmacos.

En este numero les presentamos de la autoria de nuestros profesores aplicaciones
de las herramientas bioinformaticas para la seleccion de aptameros destinados
a la identificacion de microorganismos patdgenos para el desarrollo de nuevos
farmacos que faciliten el tratamiento de H. pylori, el descubrimiento de nuevos
virus y la descripcién de comunidades virales, y el desarrollo de vacunas. De
nuestros colaboradores invitados encontraran el uso de la bioinformatica para el
reposicionamiento de farmacos, analisis de sefiales de exportaciéon nuclear en E.
histolytica y en estudios protedmicos y metabolémicos.

Este nuevo numero se presenta con un formato renovado, incluyendo las
siguientes secciones: Nota del editor, Articulos (de divulgacion cientifica),
Curiosidades de la ciencia, Lo cotidiano de la ciencia, Graduados (Licenciatura
y Posgrado), Publicaciones, Congresos, Convocatorias, Anuncios e Imagenes
de la Ciencia. Nos complace informarles a nuestros lectores que la gaceta ya
cuenta con registro ante el Instituto Nacional del Derecho de Autor (INDAUTOR),
con Derechos al Uso Exclusivo No. 04-2023-113011184600-106 y con Numero
Internacional Normalizado de Publicaciones Seriadas 3061-712X.
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abril del 2024.
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Las herramientas bioinformaticas: una alternativa en la
selecciéon de aptameros para la identificacion de blancos
potenciales de microorganismos patégenos.

*José de Jesus Olivares Trejo', Maximo Berto Martinez Benitez' y Lilia Lopez Canovas’.

"1Posgrado en Ciencias Genomicas, Universidad Autbnoma de la Ciudad de México (UACM), San
Lorenzo 290, Col. Del Valle, 03100, Ciudad de México, México.

[\) jose.olivares@uacm.edu.mx

Introduccién

Las enfermedades infecciosas que comprometen
el tracto respiratorio son de gran importancia en el
ambito médico, debido a que pueden complicarse
rapidamente y provocar la muerte del paciente.
Streptococcus pneumoniae, también conocido
como neumococo, es un patégeno bacteriano de
gran impacto en la salud humana y de acuerdo con
los datos emitidos por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), es el principal agente etiolégico de
la neumonia adquirida en la comunidad'?.

Esta bacteria sintetiza diferentes componentes
que contribuyen a su virulencia, entre los que se
encuentran: toxinas, proteinas y otros componentes
superficiales, asi como estructuras subcelulares que
favorecen la patogénesis. El polisacarido capsular
(CPS) se considera su principal factor de virulencia
y se han reportado cerca de 98 serotipos diferentes
circulando en la poblacién a nivel mundial. Los
serotipos estan determinados y agrupados de
acuerdo a la composicién y estructura del CPS. Se
reporta que la mayoria de los casos de enfermedad
invasiva y de muerte son causados por cepas
capsuladas. Debido a esto, es muy importante la
caracterizacion de las cepas y la determinacion del
tipo capsular, lo cual ayuda a un mejor manejo del
paciente 3458,

El diagndstico de las infecciones causadas por S.
pneumoniae se basa en la utilizacion de los métodos
y técnicas de microbiologia, los cuales dependen
del cultivo de la bacteria y la posterior identificacion
a través de pruebas bioquimicas. Dichos métodos
pueden llevar mucho tiempo, aproximadamente de
3 a 5 dias, tienen una sensibilidad baja y es muy
probable emitir falsos negativos, por lo que debido
a estas dificultades se han buscado técnicas y
herramientas complementarias que faciliten el
diagndstico para disminuir el tiempo de emision de
resultados’.

Por otra parte, las infecciones causadas por
bacterias patégenas son consideradas un problema
de salud publica. Por consiguiente, la investigacion
de nuevos métodos de identificacion es de gran
interés en el area médica debido a las limitantes
que presenta su diagnéstico, lo cual repercute
directamente sobre el estado de salud del paciente
e incluso pone en riesgo su vida. Por tal razon,
es importante el estudio de nuevas técnicas
que ayuden en la identificacion de bacterias
patdgenas y que ademas ofrezcan ventajas sobre
los métodos de diagnéstico actuales, por ejemplo
los biosensores, que han sido utilizados como
métodos de diagndstico y ofrecen la ventaja de ser
mas rapidos, ademas de ser altamente sensibles y
especificos.



Una metodologia con alto potencial de ser utilizada
en la identificacion y diagnéstico de enfermedades
infecciosas es la que se basa en la utilizacién de
biosensores de aptameros.

Los biosensores son dispositivos compuestos
por un elemento bioldégico y un nanomaterial o
molécula sintética los cuales estan asociados a
un mecanismo de deteccién que permite medir los
cambios en las propiedades épticas, fisicoquimicas
o eléctricas de la muestra®.

Por otro lado, los aptameros son moléculas de RNA
o DNA monocatenarios formados aproximadamente
por 80 nucledtidos. Estas moléculas se pliegan
en una estructura tridimensional, la cual permite
reconocer y unir especificamente a su molécula
blanco. Dicha uniéon se debe a diferentes tipos
de interacciones entre las que se encuentran:
interacciones hidrofdbicas, electrostaticas, enlaces
por puente de hidrégeno, fuerza de Van der Waals,
apilamiento de bases y complementariedad de
formas®'®'"". Los aptdmeros han sido objetos de
estudio para su aplicacion en diferentes areas
de la investigacion, tales como: el desarrollo
de farmacos, asi como las estrategias para su
administracion en terapias dirigidas, el disefio de
nuevos métodos de diagnodstico y biodeteccion in
vitro; estos ultimos tomando en cuenta la expresién
diferencial de macromoléculas en la superficie de
los microorganismos.

La busqueda de un aptamero especifico y su
posible uso en un biosensor aplicable en la
identificacion y diferenciacion de cepas de bacterias
patégenas como S. pneumoniae ofrecen ventajas
al diagnostico disminuyendo las complicaciones
graves en los pacientes.

Las diferentes cepas de S. pneumoniae tienen
patrones de expresion de moléculas de superficie
Unicos, los cuales pueden utilizarse para identificar
y discriminar entre una cepa capsulada y una no
capsulada utilizando aptameros especificos que
reconozcan dichas moléculas Unicas de cada
cepa'>'®'4 En particular, en la membrana celular
de S. pneumoniae se encuentran proteinas con
regiones extracelulares que ayudan a identificar
y diferenciar entre una cepa capsulada como la
TIGR4 y una cepa sin capsula como la R6, las

cuales pueden ser reconocidas por aptameros de
RNA.

Como consecuencia de lo anterior, uno de los
objetivos importantes de este trabajo es identificar
un aptamero de RNA que reconozca a S.
pneumoniae y permita la diferenciacion entre una
cepa capsulada (TIGR4) y una cepa sin capsula
(R6).

Es conocido que la proteina serina/treonina
cinasa (STKP) bacteriana esta involucrada en
vias de transduccién de sefiales que regulan
procesos como la divisién celular y la regulacion
de la forma de la célula. Esta proteina esta
formada por un dominio de cinasa que se localiza
intracelularmente, mientras que su dominio PASTA,
en su extremo C-terminal, se encuentra expuesto
extracelularmente. Este dominio expuesto sélo
se ha reportado en las cepas capsuladas de S.
pneumoniae, pero no se ha reportado expuesto en
las cepas sin capsula. En las cepas sin capsula este
dominio se encuentra debajo de la pared celular.

La proteina mureina transglicosilasa endolitica
(MLTG) esta involucrada en el alargamiento de
la cadena de peptidoglicano y en la sintesis de
la pared celular bacteriana, contiene un dominio
YceG, el cual se encuentra expuesto en las
cepas sin capsula, pero en las cepas capsuladas
se encuentra debajo del peptidoglicano y es
enmascarado por el polisacarido capsular'®.

Las proteinas STKP y MLTG poseen una regiéon en
el citoplasma, una region anclada en la membrana
y otra region extracelular. Tomando en cuenta
esta informacion, se puede considerar la region
extracelular de cada una de estas proteinas, para
ser utilizadas como posibles blancos de interaccion
con aptameros especificos que las identifique y
permitan discriminar entre cepas capsuladas y no
capsuladas de S. pneumoniae.

Analisis bioinformatico de los blancos
moleculares
Se ha descrito previamente que las cepas

capsuladas de S. pneumoniae expresan un perfil
de proteinas superficiales Unico y diferente al de
las cepas no capsuladas. Ortiz-Benitez y col. en el

9



Estrategia experimental

Analisis in silico de blancos moleculares en dos cepas diferentes de S. pneumoniae

$

* Localizacion subcelular
e Topologia

e Hélice transmembranal
e Region extracelular

|

Seleccion de un aptamero especifico para bacterias patogenas

A

Determinacion de la secuencia y estructura del
aptamero

L

Andlisis de acoplamiento in silico

Figura 1. Diagrama que representa la estrategia experimental para identificar aptameros especificos para bacterias patégenas.

2019 reportaron a la proteina STKP como proteina
superficial unica de la cepa capsulada TIGR4 y a
la proteina MLTG como proteina superficial Unica
de la cepa no capsulada R6'. Estas proteinas
pueden ser utilizadas como blancos moleculares
de aptameros. La estrategia a seguir consiste
en realizar un analisis bioinformatico de las
proteinas candidatas para confirmar su localizacion
subcelular, la presencia de regiones extracelulares
expuestas y su topologia.

La estructura tridimensional de STKP y MLTG
bacterianas se desconoce, por tal razéon fue
necesario utilizar el servidor web PHYRE2'® que
realiza el modelado molecular basado en homologia
para predecirla.

Para el analisis de localizacién subcelular se
utilizaron los servidores web; Psortb v 3.0 (https:/
www.psort.org/psortb/) y CELLO v.2.5 (http://cello.
life.nctu.edu.tw/). Estos algoritmos agrupan a las
proteinas de acuerdo con su localizacién dentro de
la célula, posteriormente se analizaron la topologia'y

10

la presencia de hélices transmembranales utilizando
los servidores TMHMM 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/
services/TMHMM/) y HMMTOP 2.0 (http://www.
enzim.hu/hmmtop/). Ademas, se utilizo el servidor
Protter (https://wlab.ethz.ch/protter/start/) para la
visualizaciéon de la proteoforma y disposicion de
los residuos de aminoacidos y finalmente consulté
la base de datos Pfam (http://pfam.xfam.org/) para
conocer la arquitectura y dominios proteicos.

Seleccion de aptameros de RNA especificos de
S. pneumoniae

Para la seleccion de aptameros se recurrio a la
base de datos Apta-Index (https://www.aptagen.
com/apta-index/), se eligieron secuencias de RNA
de un tamafio de 75 nucledtidos, y se agruparon de
acuerdo con su contenidode GCy el valor de energia
libre. Las estructuras secundarias se obtuvieron
con ayuda del servidor web RNAfold (http://rna.tbi.
univie.ac.at/cqgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi) vy
se seleccionaron los posibles candidatos al evaluar




la probabilidad de interaccién entre las regiones
extracelulares de las dos proteinas y las secuencias
de aptameros de RNA, esto se efectu6 con ayuda
de los servidores web; RPISeq (http:/pridb.gdcb.
iastate.edu/RPISeq/results.php) y RPI-Pred (http://
ctsb.is.wfubmc.edu/projects/rpi-pred). La estructura
tridimensional de los aptameros candidatos
obtenidos se modelaron con la ayuda del servidor
web RNAComposer (http://rnacomposer.cs.put.
poznan.pl/) y las estructuras tridimensionales de
las regiones extracelulares de las dos proteinas se
obtuvieron mediante una prediccion por modelado
de homologia utilizando el servidor web PHYRE2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.

cgi?id=index).

Comprobacion de la interaccion entre los
aptameros seleccionados y su blanco especifico
mediante analisis in silico

Para comprobar que los aptameros seleccionados
reconocen su blanco especifico, se realizd un
analisis de acoplamiento molecular mediante el
uso de los servidores web HDOCK (HDOCK Server
(hust.edu.cn)) y HADDOCK 2.4 (HADDOCK Web
Server (uu.nl)), en ambos servidores se utilizan
los archivos en formato pbd que contienen las
estructuras tridimensionales del aptamero y la
proteina.

tl
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Resultados

Las dos proteinas candidatas (STKP y MLTG)
estan localizadas en la membrana citoplasmatica.
Se encontré que una region de estas proteinas se
ubica en el citoplasma, otra anclada enla membrana
citoplasmatica y otra extracelular. Ambas proteinas
poseen una hélice transmembranal, en el caso de
la proteina STKP esta hélice esta compuesta por
los residuos de aminoacidos desde la posicién
346 a la 364, mientras que en MLTG la hélice
transmembranal esta formada por los residuos de
aminoacidos desde la posicién 188 a la 206. En la
proteina STKP la regién intracelular se encuentra
en un dominio de proteina cinasa y la region
extracelular esta formada por cuatro repeticiones
de un dominio denominado PASTA. En la proteina
MLTG dnicamente se encuentra un dominio
extracelular denominado YceG (Figura 2).

Las regiones extracelulares de cada proteina
presentan una estructura tridimensional Unica que
puede ser susceptible de ser reconocida por los
aptameros (Figura 3), por lo tanto, eran buenas
candidatas para continuar el trabajo. Primero se
seleccionaron las secuencias de aptameros de
un tamarfio de 75 nucledtidos de la base de datos
Apta-Index, y los posibles candidatos de union para
cada proteina se seleccionaron con base en su
contenido de GC, la energia libre y los valores de

Figura 2. Esquema representativo de la localizacion, topologia y dominios de las proteinas STKP y MLTG de S.
pneumoniae. a) localizacién subcelular, hélice transmembranal y dominios de la proteina STKP, b) localizacién subcelular, hélice

transmembranal y dominios de la proteina MLTG.
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probabilidad de unién obtenidos de los servidores
web RPISeq y RPI-Pred. La estructura secundaria
de los aptameros candidatos se modelé usando
el servidor web RNAfold. En relacién al aptamero
seleccionado que presenta mejor posibilidad de
unirse a la proteina STPK, fue el aptamero llamado
STKP_3, y la secuencia correspondiente es
UAAUAAACCAUGUAGAGUAUUAAAUUUAACAU
UUUGUAUACAAUAAUGAUUCUUAAAACUAAAU
UCUUAAUUUCC. Este aptamero tiene un 38%
de contenido de GC, un AG kcal/mol de -27.63 y
una probabilidad de interaccién (RPISeq) de 0.98.
Estos valores mantienen a este aptamero como un
excelente candidato para unirse a la proteina STKP.
Para el caso del aptamero MLTG_5 la secuencia es
UAGAAUACCCCGUCAUGGUCGACGGAGACCA
CCGUGCGCAGCCGLCGUUGLCGLGeecasuUGcu

CUCUCGGAAAGCGC con un 32% de contenido
de GC, un AG Kcal/mol de -11.89 y una probabilidad
de interaccion (RPISeq) con la proteina MLTG de
0.89.

Para el caso de la proteina STKP el mejor
aptamero fue denominado STKP_3, con un puntaje
de interaccion de -330.06 obtenido en HDOCK,
mientras que el puntaje obtenido para HADDOCK
fue de -143.14, lo que predijo un excelente
acoplamiento. Para el caso de la proteina MLTG
el mejor aptamero es el llamado MLTG_5, ya que
sus puntajes de acoplamiento son: -332.97 para
HDOCK vy -143 para HADDOCK (Figura 4).

Esta estrategia permitié seleccionar aptameros
con caracteristicas que sugieren que son fuertes
candidatos para unirse a las regiones extracelulares
de cada proteina candidata.

Conclusion

El analisis in silico ha demostrado ser una
herramienta muy Uutil, ya que permite proponer
estrategias para obtener candidatos como en

Figura 3. Imagen de las estructuras tridimensionales de las regiones extracelulares de las proteinas STKP y MLTG; a)
region extracelular de la proteina STKP, b) region extracelular de la proteina MLTG. .

Figura 4. Imagen del analisis de acoplamiento molecular. a) acoplamiento molecular entre la regién extracelular de la proteina
STKPy el aptamero STKP_3, b) acoplamiento molecular entre la regién extracelular de la proteina MLTG y el aptamero MLTG_5.
Los analisis de acoplamiento molecular se ejecutaron con ayuda de los servidores web; HDOCK y HADDOCK v.2.4.
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el caso de aptameros que se unen con una alta
afinidad a su blanco especifico, pero también los
analisis in silico pueden utilizarse para seleccionar el
blanco especifico. Interesantemente, una estrategia
basada en analisis in silico puede ser util para
generar resultados que ayudan en el proceso de
seleccion de moléculas candidatas para desarrollar
nuevos métodos de identificacidon como por ejemplo
los biosensores. Estos biosensores son dispositivos
que se utilizan para identificar microorganismos
patégenos, pero con respecto a otros dispositivos
tienen las siguientes ventajas: alta sensibilidad y
especificidad, tiempo de deteccién muy corto y a
un costo accesible, lo cual hoy en dia es de vital
importancia y con alta demanda para el diagnéstico
de enfermedades infecciosas.
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Introduccion

Helicobacter pylori (H. pylori) es un patégeno
gastrico que esta presente en mas de la mitad de
la poblacién mundial y aunque se ha reportado que
su prevalencia ha ido disminuyendo en la poblacion
adulta, pero no en nifios y adolescentes (1), en
México su prevalencia se encuentra en un rango
del 50 al 70 % (2).

H. pylori es capaz de colonizar el estbmago de los
humanos y desarrollar una inflamacion crénica de la
mucosa gastrica (3). La infeccion por H. pylori puede
asociarse con la formacion de Ulceras gastricas y
duodenales, inclusive causar el carcinoma gastrico
del tejido linfoide de la mucosa gastrica (MALT). Se
estima que entre el 80-90 % de la poblacion de los
paises en desarrollo cursa con una infeccién por H.

pylori (4).

H. pylori es una bacteria Gram negativa con
morfologia predominantemente helicoidal que en
cultivo puede encontrarse en forma de bacilo o
coco. Tiene un tamano de 2 a 4 um de largo por
0.5 a 1 ym de ancho y cuenta con al menos 3
flagelos monopolares en forma de gancho (5). Esta
bacteria tiene la capacidad de crecer en ambientes
microaerofilicos, cuenta con un metabolismo
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fermentativo y es capaz de metabolizar la glucosa,
para lo cual requiere de elementos metalicos como
el hierro, niquel, cobre y cobalto. En pruebas de
laboratorio es una bacteria que da positivo para los
ensayos de ureasa, catalasa y oxidasa (5).

Caracteristicas del genoma de H. pylori

El tamafo del genoma oscila entre 1.5 y 1.7 Mb,
contiene aproximadamente 1587 genes (6), de
los cuales el 4% codifica para proteinas de la
membrana externa (OMPs). Cerca de 64 OMPs
son necesarias para mantener la estructura de
la membrana externa, ademas de garantizar el
transporte de material como nutrientes y tener
contacto con las células epiteliales gastricas (7,8).
Un gran porcentaje de las OMPs también estan
involucradas en la virulencia de esta bacteria
patégena, ya que participan en mecanismos como
la adhesion, penetracion de la barrera de defensa 'y
evasion del sistema inmunoldgico (8,9). Dentro del
genoma de H. pylori también se pueden encontrar
aproximadamente 27 genes que codifican para
la isla de patogenicidad Cag-PAl, 17 de ellos se
encargan de formar el sistema de secrecion de tipo



IV que sirve para secretar la proteina CagA hacia la
célula hospedera (10). La proteina CagA se expresa
en aproximadamente el 80% de las cepas de H.
pylori y es la responsable de gran parte del dafno
gastrico producido por esta bacteria, incluyendo el
cancer gastrico (11).

Busqueda de nuevos blancos terapéuticos en
H. pylori

Con la finalidad de combatir las infecciones
causadas por H. pylori, los cientificos han centrado
su atencion en la busqueda de nuevos blancos
farmacolégicos que deriven en alternativas
terapéuticas exitosas, por ejemplo, inhibir la
traslocacion del factor de virulencia CagA con
cisplatino o moléculas estructuralmente analogas.
La proteina CagA es secretada hacia el hospedero
y se inyecta directamente desde la bacteria a
las células del estbmago a través del sistema de
secrecion de tipo IV. Esta proteina se considera
el factor de virulencia principal asociado con
el desarrollo del cancer gastrico y por lo tanto
constituye un importante blanco terapéutico
(12,13). También se pueden buscar blancos que
permitan inhibir la virulencia del patdégeno sin alterar
la microbiota del hospedero. Esta estrategia se
basa en inhibir un factor de virulencia o un proceso
involucrado en la virulencia bacteriana, por ejemplo,
inhibir especificamente a la proteasa Csd4. Esta
enzima tiene un papel importante para que H. pylori
obtenga su forma helicoidal caracteristica, la cual
le facilita su movimiento a través de la densa capa
de la mucosa gastrica. Por lo que al inhibir a esta
enzima se logra reducir la invasién y colonizacion
de H. pylori (14).

Otro ejemplo seria la inhibicion de genes dsb
que codifican para proteinas (oxidorreductasa)
responsables de la formacién de enlaces disulfuro
entre los residuos de cisteina, lo que impediria que
las proteinas adquieran sus estructuras funcionales.
En este caso podemos citar a las OMPs, las
cuales participan en la adhesion de H. pylori a las
células del hospedero, pero para poder adherirse
previamente tienen que ser plegadas de manera
correcta, ya que contienen residuos de cisteina que
estan involucrados en su conformacion funcional.
Ademas, se ha demostrado que al generar una
cepa de H. pylori deficiente de oxidorreductasa

Dsb, da como resultado una estructura no funcional
de la proteina HopQ (adhesina de la familia Hop)
y una disminucion significativa de los procesos de
adhesion y virulencia bacteriana (15,16).

En H. pylori se han realizado estudios in silico,
gendmicos, protedmicos y metabolédmicos con el
objetivo de identificar nuevos blancos terapéuticos,
asi como probar farmacos que han sido validados
mediante estudios de acoplamiento molecular,
estudios de interactomas y estudios estructurales.
Por esta razén, las proteinas codificadas en el
genoma bacteriano se vuelven atractivas en la
busqueda de nuevos blancos terapéuticos. Estos
blancos se pueden clasificar en proteinas: de la
biopelicula, del metabolismo y factores de virulencia
de H. pylori (17).

A través del analisis in silico, protedémico y
filogenético del repertorio de proteinas de
membrana externa de H. pylori, se han identificado
algunas OMPs con funciones conocidas en la
virulencia o la colonizacién, las cuales pueden
utilizarse como blancos terapéuticos.

El genoma de H. pylori codifica para
aproximadamente 64 OMPs que se agrupan en
cinco familias. La mas grande es la familia 1 que
incluye 33 proteinas, 21 de ellas pertenecen a las
proteinas de la familia Hop, presentan funcion de
porina, algunas de adhesina y 12 de las proteinas
relacionadas con Hop son denominadas Hor (18).
Las proteinas Hop y Hor tienen secuencias muy
similares, tanto en su extremo amino terminal
(aproximadamente 20 aminoacidos) con una
identidad de secuencia del 58%, como en su
extremo carboxilo terminal (aproximadamente 180
aminoacidos) con una identidad de secuencia del
35% y una regioén intermedia variable que va de 150
a 1000 residuos, correspondiente al exodominio
(a-helicoidal ED) de las proteinas Hop, en donde
se encuentra su sitio de adhesion especifico para
los diferentes receptores en las células epiteliales
gastricas (19). Las proteinas de la familia Hop:
HopB (AlpB), HopC (AlpA), HopH (QipA), HopD
(LabA), HopP (SabA), HopS (BabA), HopT (BabB),
HopQ y HopZ (19), muestran homologia con las
adhesinas cristalizadas LabA, SabA, BabA y HopQ
(Figura 1), principalmente en la region de mango-
cabeza y mango-cabeza-corona, el cual participa
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Figura 1. Estructura de las proteinas de la familia Hop en Helicobacter pylori. En amarillo la regién corona, en verde la region
cabeza y en azul la regién del mango. A) LabA (6GMM), B) SabA,(405J) C) BabA (4ZHO) y D) HopQ (5LP2). Tomado de PDB.

activamente en su adhesion a las células epiteliales
gastricas, también denominado sitio de insercion,
el cual esta conformado por el extremo N-terminal.

Tanto las OMPs de la familia 1 (Hop/Hor/Hom)
como las de la familia 2 (Hof), se estudian como
posibles blancos terapéuticos, en especial las
proteinas de la familia Hop que son especificas de
H. pylori y se sabe que participan en la adhesion
bacteriana al epitelio gastrico, que es un proceso
fundamental para la colonizaciéon y establecimiento
de la infeccién por este patdgeno (18).

Otra estrategia utilizada es el estudio in silico de
compuestos naturales con actividad antimicrobiana
que sean capaces de unirse eficientemente a
diferentes factores de virulencia de H. pylori. A partir
de estudios de acoplamiento molecular (docking)
con el algoritmo C-Docker, se ha reportado que
péptidos obtenidos del alga Tetradesmus sp. tienen
actividad contra tres factores de virulencia (CagA,
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VacAy HtrA). Como ya se menciond anteriormente,
CagA promueve el cancer gastrico, induciendo
proliferacion celular y elongacién, mientras que
VacA es una toxina multifuncional que induce
vacuolizacién celular y la supresion de HtrA es
suficiente para matar a H. pylori (20).

Aplicando estudios de dinamica molecular
con Gromacs y acoplamiento molecular con
Autodock Vina se ha demostrado que la dioscina
(una saponina espirotanica natural con potente
actividad citotdxica) interactia con el sitio activo
de la proteina SpoT, reduciendo la formacién de
biopeliculas de H. pylori (21). Por lo que SpoT es
un blanco terapéutico importante para combatir la
supervivencia y virulencia de esta bacteria.

En otro estudio mediante analisis in silico, usando
los métodos computacionales Island Pick, SIGI-
HMM e Island Path, se identificaron genes de
virulencia ubicados en islas de patogenicidad para



23 cepas de H. pylori. Para las proteinas codificadas
por estos genes se localizaron los potenciales
blancos farmacoldgicos utilizando base de datos
como STRING. También se realizaron predicciones
in silico de la interacciéon entre la bacteria y su
hospedero con herramientas como PHISTO
(Pathogen-Host interaction search tool), PATRIC
(Pathosystems Resource integration Center) y
HPIDB (Host Pathogen Interaction Database). Como
resultado se pudo identificar nuevos candidatos
para el desarrollo de medicamentos que actuen a
nivel de la isla de patogenicidad CagPAI. Entre las
moléculas identificadas, las mas importantes fueron
TRAF6 (factor 6 asociado al receptor del factor de
necrosis tumoral) y MAPKKKY (proteinas quinasas
activadas por mitdégenos), las cuales se encuentran
directamente relacionadas con el cancer gastrico
(22).

Disefo de farmacos asistido por computadora

Gracias al desarrollo tecnolégico que se ha
alcanzado en las ciencias 6micas con la creacion
de grandes bases de datos, el desarrollo de
herramientas computacionales y ordenadores
de mayor velocidad y capacidad, se han podido
desarrollar y aplicar nuevas herramientas para
el disefio de farmacos. El proceso tradicional de
desarrollo de un farmaco es muy costoso, requiere
de muchos afos de investigacion y se considera un
proceso de alto riesgo econémico (23), pero con las
nuevas tecnologias se puede acortar y disminuir
los costos de estos procesos usando herramientas
computacionales. De esta forma, se han ido
desarrollando nuevas disciplinas como la quimica
computacional y la quimioinformatica, las cuales
se integraron para dar lugar al disefio de farmacos
asistido por computadora (DIFAC) (24). Esta nueva
disciplina tiene sus antecedentes en los modelos
de relaciones cuantitativas estructura-actividad
(QSAR) desarrollados en los afios 60. Considerando
que muchos farmacos actian mediante interaccion
con determinadas macromoléculas, se han
desarrollado dos estrategias principales: Disefio
basado en la estructura del ligando y disefio basado
en la estructura del receptor (24).

Los disefios basados en estructura del receptor
hacen uso de las bases de datos de estructuras

de proteinas 3D, como el PDB (Protein data bank)
o la prediccidon de novo de la estructura 3D, con
servidores como I|-TISSER o AlphaFold. Con la
estructura 3D de la proteina se realizan estudios
de acoplamiento molecular con la finalidad de
encontrar los ligandos (farmacos) que mejor
se unen al receptor. También se puede usar el
acoplamiento molecular para evaluar la interaccion
entre la proteina blanco y una biblioteca virtual de
farmacos con actividad biolégica (24), mientras que
los disefios basados en la estructura del ligando
usan la informacién experimental disponible sobre
una serie de estructuras quimicas con actividad
biologica, por ejemplo, estudios QSAR, QSAR-
2D o QSAR-3D (analisis comparativo de campos
moleculares) y posterior validacion del modelo (24).

La primera etapa en el DIFAC es la identificacidon
de los blancos mediante métodos in silico, los
cuales pueden ser divididos en métodos basados
en secuencia y métodos basados en la estructura.

Los métodos basados en secuencia permiten
la identificacion de los blancos a través de
la informaciéon funcional de los candidatos vy
visualizando esta informacion a través de redes de
interaccion. Esto permite identificar blancos que son
especificos del patdégeno y que no estén presentes
en el hospedero. Por ejemplo, Dutta y col. (2006)
analizaron el genoma completo de la cepa 26696
de H. pylori usando una estrategia de gendémica
sustractiva y lograron identificar dentro de los 1590
genes codificados en el genoma a 178 genes que
son esenciales para esta bacteria, dentro de estos
genes esenciales identificaron 40 genes que son
especificos de la bacteria y no tienen homdlogos
en los humanos y de estos 40 genes 10 codifican
para proteinas que se encuentran asociadas
a la membrana. Por lo que estas 10 proteinas
constituyen los blancos para el disefio de farmacos
especificos (25).

En los métodos basados en estructura permiten
identificar (a partir de bases de datos de
proteinas o genes) a las proteinas que se pueden
unir a un compuesto especifico con actividad
biolégica. Posteriormente, se realiza la validacion
experimental de estas interacciones identificadas
in silico. Un ejemplo de esta estrategia es el
denominado acoplamiento reverso usando el
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servidor TarFis-Dock (Target Fishing Dock reverse
docking webserver). El proceso comprende la
busqueda de interaccién entre un compuesto
activo (medicamento) contra todas las estructuras
de proteinas existentes en una base de datos,
identificacion de las proteinas que se pueden unir
y su analisis de homologia para identificar las
que son especificas del patégeno, la validacion
experimental mediante bioensayos y posterior
validacion mediante biologia estructural.

Usando esta estrategia, Cai y col. (2006) realizaron
el anadlisis de acoplamiento reverso usando el
compuesto N-trans cafeoil tiramina, el cual fue
identificado experimentalmente como un producto
natural con actividad contra H. pylori. Se buscaron
las posibles interacciones contra las proteinas en
una base de datos creada por los autores (blancos
terapéuticos potenciales). Se identificaron 15
candidatos mediante acoplamiento reverso, de
los cuales el analisis de homologia mostré que
existian dos candidatos en el genoma de H. pylori
[diaminopimelato descarboxilasa (HpDC) y péptido
deformilasa (HpPDF)]. Los ensayos enzimaticos
experimentales demostraron que N-trans cafeail
tiramina tiene una potente actividad inhibitoria
contra HpPDF (IC,; de 10.8 uM). Estos resultados
fueron validados mediante cristalografia de rayos
X del complejo formado, demostrando que el
compuesto natural se une muy bien al sitio de union
de HpPDF a nivel atomico (26).

Por todo lo anterior, podemos plantear que el
desarrollo tecnoldgico, las nuevas bases de datos
y el desarrollo que han tenido los programas
informaticos, han permitido desarrollar nuevas
estrategias in silico para la busqueda de nuevos
farmacos. Estos procesos en computadora
permiten reducir los costos y los tiempos de
desarrollo del medicamento. Ademas, como se ha
demostrado a través de diferentes ejemplos, se
pueden identificar blancos terapéuticos especificos
contra el patdgeno sin afectar a los seres humanos
o a su flora bacteriana.
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A raiz de la pandemia, el interés por el estudio
de los virus ha aumentado, lo que se refleja
en el numero de publicaciones referentes a los
virus, y de nuevas secuencias gendémicas virales
reportadas, asi como el desarrollo de bases de
datos especializadas. Gracias al flujo constante y
global de estos datos, los investigadores pueden
desarrollar nuevos proyectos que permitan brindar
un mayor entendimiento de los virus, pensando en
ellos mas alla de su papel como agentes patdégenos.

Pero te has preguntado ¢cémo se gener6 toda
esta informacién? o ;cémo estudian a los virus?, o
tal vez ;qué estrategias existen para estudiarlos?
Primero es importante recordar que los virus son
las entidades mas abundantes en nuestro planeta
y éstos tienen un papel muy importante en el
ambiente, por ejemplo, los bacteriéfagos, virus
especificos de bacterias, son fundamentales en la
regulacion de las poblaciones bacterianas presentes
en distintos microbiomas y pueden establecer
relaciones comensales y mutualistas con sus
hospederos. Sin embargo, son relativamente pocos
los virus que estan bien caracterizados, pues los
esfuerzos se han enfocado en aquéllos que afectan
la salud humana o la de los animales y plantas de
importancia econémica.

Por otro lado, el creciente riesgo de epidemias
y pandemias por las enfermedades Vvirales
emergentes ha resaltado la importancia de suplir
esta falta de informacion de manera urgente,
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pues es deseable caracterizar el mayor numero
posible de familias virales para evitar en lo posible
que surjan nuevas enfermedades a partir de virus
desconocidos. Por ellos se estan describiendo
comunidades virales presentes en animales
silvestres que pudieran ser reservorios de posibles
virus zoondticos. Finalmente, ante la emergencia
de bacterias resistentes a antibidticos, se ha
postulado el uso de los bacteridfagos, como una
terapia alternativa, pero para esto es necesario
realizar investigaciones que permitan contar con
una amplia gama de estos virus.

Es importante resaltar que el descubrimiento,
descripcién y caracterizacion de los virus presenta
varios retos, pues al ser entidades bioldgicas
completamente diferentes a cualquier otra,
por ejemplo, a las plantas, bacterias, hongos y
animales, se requieren estrategias especificas para
estudiarlos.

¢Como se realiza un estudio de comunidades
virales?

La descripcion y estudio del viroma, es decir, el
conjunto de virus presentes en un ambiente, es
posible gracias al desarrollo de la metagendmica.
La metagendémica permite analizar todo el material
genético presente en un ambiente determinado
y esta estrategia ha sido clave para describir
comunidades de microorganismos, principalmente



de bacterias, lo que ha cambiado nuestra manera
de entender las relaciones de parasitismo,
comensalismo y mutualismo que se establecen
entre los diferentes componentes del microbioma'y,
en su caso, con sus hospederos. Si bien la mayoria
de las descripciones de esos microbiomas se han
enfocado en las bacterias, es notorio el creciente
interés en estudiar las comunidades virales, es decir,
describir el viroma. Ahora bien, cuando queremos
describir un viroma es comun enfrentarse a algunos
retos, enumeramos los principales a continuacion:

Falta de marcadores universales. En el caso
particular de los virus, no se cuenta con un gen
marcador universal, es decir, una regién altamente
conservada y compartida por todos ellos que
permita determinar los virus presentes en la muestra
a partir de la secuenciacion de un unico gen. Por el
contrario, cuando se quieren describir comunidades
de bacterias, es comun utilizar la secuencia del
gen marcador ribosomal 16S o para los hongos
las regiones ITS. La secuenciacion de estos
marcadores permite describir todas las especies de
este tipo de organismos presentes en una muestra.
Debido a que no existe ningun marcador viral, la
descripcion de viromas requiere analizar el material
genético completo que se encuentra en la muestra
en un enfoque conocido como secuenciacion
tipo shotgun. La principal desventaja de este
enfoque es que, ademas del material genético
viral, inevitablemente, se secuenciara también
el material genético del hospedero, asi como de
bacterias y hongos que se encuentren presentes, lo
que disminuye el nUmero de secuencias de interés.

Protocolos de extraccion de material genético.
A diferencia de las demas entidades bioldgicas,
el material genético de los virus puede estar
formado de moléculas de ADN o ARN, por lo que
la caracterizacion completa de las comunidades
virales requiere hacer secuenciaciones que partan
de ambos tipos de material.

Sesgo en las bases de datos. Dentro de las
bases de datos disponibles enfocadas a virus, la
mayoria de los virus reportados corresponden a
aquéllos que son patdégenos para humanos, por
ello no es de extrafiar encontrar pocas secuencias
que pertenecen a virus presentes en cualquier
otro organismo, o bien aquéllos sin efectos

clinicos. Esta falta de informacion se ve reflejada
en las etapas de asignacion taxondmica de las
secuencias obtenidas, donde una gran cantidad de
estas secuencias virales no pueden ser asignadas
a ninguna especie, e incluso tampoco se logra
clasificarlas a nivel de familia u orden.

Cambios en la clasificacion taxonémica. El
Comité Internacional para la Taxonomia de los Virus
esta haciendo una reforma a la clasificacion, lo que
ha producido cambios importantes en la asignacion
de especies virales a géneros, familias y 6rdenes,
esto complica la comparacién de informacion entre
bases de datos que pueden tener una clasificacion
distinta o con trabajos publicados anteriormente.

A pesar de estas limitaciones, la metagenémica
es la herramienta que mejor permite realizar una
descripcién de las comunidades virales, pues
es una aproximacion sin sesgos, es decir, no se
utilizan sondas especificas para la amplificacion
de los genomas, lo cual requeriria conocimiento
previo acerca de su secuencia, ni tampoco se
basa en virus derivados de cultivos, lo cual limita
la informaciéon a aquéllos que sean capaces de
replicarse en estas condiciones. Ademas, a partir
del andlisis de datos de metagendmica, es posible
descubrir nuevas especies virales.

Como se menciond anteriormente, los estudios
metagendmicos de virus se realizan a partir del
enfoque shotgun, pero éste puede partir de ADN,
que es el enfoque tradicional en metagendémica
bacteriana, pero también se puede hacer
secuenciacion de ARN, esto es importante para el
estudio de virus, pues en un gran numero de ellos
el material genético consiste en moléculas de ARN.
El utilizar ambos enfoques brinda un panorama
mas completo de la comunidad viral presente,
sin embargo, a menudo se elige uno de ellos
dependiendo del objetivo principal del analisis ya
que esto disminuye los costos.

El flujo general para el estudio del viroma basado
en el enfoque metagenémico de shotgun, se
muestra en la Figura 1, estos pasos son: 1)
Recoleccion de las muestras que se desean
estudiar, para el caso de los virus se han llevado
a cabo estudios de un sinfin de muestras como de
insectos, reptiles, mamiferos, rios, océanos, suelo,
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plantas, etc., estas muestras deben ser mantenidas
en condiciones de congelaciéon para preservar la
integridad del material genético. 2) Extraccion del
material genético, este paso varia de acuerdo con
el tipo de muestra utilizada y a veces conlleva el
enriquecimiento de la muestra para aumentar la
cantidad de virus presente, sin embargo, lo mas
importante es garantizar la calidad y cantidad de
material obtenido. 3) Secuenciacion, una vez con
las muestras listas, éstas son secuenciadas usando
equipos especializados que permiten la generacion
de millones de lecturas, es decir, fragmentos de
secuencias del material genético de interés. 4)
Analisis bioinformaticos, probablemente la etapa
mas compleja y laboriosa ya que en este punto
se deben procesar los millones de secuencias
obtenidas para generar todas las respuestas a
tus preguntas. Este punto es vital ya que cada
flujo de trabajo para tratar tus secuencias puede
brindar distintos resultados y es importante conocer
las distintas herramientas disponibles de modo
de elegir aquéllas mas adecuadas al objetivo del
trabajo.

En términos generales, el flujo bioinformatico para
el estudio del viroma requiere en primer lugar
de un protocolo de limpieza de las secuencias
obtenidas, eliminando aquéllas de baja calidad, ya
que éstas no serian confiables. Una vez con los
datos limpios, es necesario eliminar aquéllas que
no correspondan a virus. Esto se hace a través de
programas llamados mapeadores que permiten
eliminar aquellas secuencias que no pertenecen
a virus. Los mapeadores son programas
extremadamente rapidos que pueden comparar
cada una de las millones de secuencias obtenidas
contra una base de datos de referencia, la cual se
procesa cortando las secuencias en fragmentos
cortos, lo que simplifica el trabajo del mapeador.
Una vez que se han filtrado las secuencias de virus,
éstas se utilizan como piezas de rompecabezas
para armar secuencias mas largas conocidas como
contigs, esto con el fin de disminuir la dificultad de
realizar una asignacion taxonémica al reducir el
numero de secuencias problema. La asignacién
taxonémica se hace con una herramienta llamada
blast, la cual es un alineador que permite identificar
regiones de similitud entre una secuencia problema
y una base de datos, usando pruebas estadisticas
para determinar la significancia estadistica del
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alineamiento. Este paso es sin lugar a duda el mas
costoso desde el punto de vista computacional
ya que requiere de hacer busquedas en grandes
bases de datos y a menudo es necesario utilizar
comparaciones que traducen las secuencias en
aminoacidos. Sinembargo, este costocomputacional
se ve compensado por un incremento en el poder
estadistico de la comparaciéon de secuencias de
aminoacidos en particular cuando estan separadas
por grandes distancias evolutivas.

Descubriendo nuevos virus

Por otro lado, en todos los proyectos de viroma
alrededor de 50% de las lecturas obtenidas y
clasificadas como virales quedan sin asignar a
ningun grupo taxonémico, esto quiere decir que
no se parecen a ninguna de las secuencias que
se encuentran reportadas. Esta informacion es
muy valiosa pues a partir de ella se pueden usar
herramientas de inteligencia artificial que permiten
identificar nuevos virus a partir de algoritmos de
prediccion de genes. En este sentido, Harding y
colaboradores en 2022, publicaron un proyecto
cuyo objetivo era el de explorar el viroma en anfibios
y reptiles. En este trabajo se recabaron muestras
de 25 paises y 122 especies de estos animales.
El uso de la bioinformatica permitié6 determinar el
genoma de 26 virus nuevos, ademas de confirmar
que 8 virus que se pensaba eran especificos de
mamiferos también pueden infectar otros grupos
de animales. Entre los nuevos virus descritos
dos pertenecen al orden de los Nidovirales, uno
presente en una tortuga y el otro en un camaledn,
ademas, se describié un nuevo virus de influenza
en tritones, dos nuevos virus del papiloma uno en
un sapo y el otro en un lagarto, entre otros.

La metagenémica también ha ayudado a ampliar el
numero de fagos descritos, Flores y colaboradores
en 2024, realizaron un muestreo de sistemas de
transporte en 60 ciudades durante tres afnos, y
recuperaron un total de 1714 genomas de fagos,
donde el 80% corresponden a fagos nuevos
pertenecientes a la clase Caudoviricetes. Dentro
de sus hallazgos encontraron un genoma que
alcanzé los 572 kpb, dicho tamafio representa a
uno de los genomas de fagos mas grandes jamas
encontrados.
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Figura 1. Flujo general para el estudio de los virus con herramientas informaticas y un enfoque metagenémico.

Aplicaciones de la metagendmica al estudio de
virus

Los enfoques metagendmicos brindan mucha
informacién y si cuentas con el suficiente poder
computacional resultan una gran opcion, pero es
importante recordar que, como todo, tienen sus
alcances y limitaciones, por ejemplo, el hecho
de detectar el material genético de un virus no
implica que este virus sea capaz de replicarse en
el ambiente que muestreamos, o incluso que la
particula viral sea viable. En contraste con esto
los métodos basados en cultivo también tienen
limitaciones importantes, pues en realidad son
pocos los virus para los cuales las condiciones de

cultivo estan bien establecidas, y la competencia
entre los virus presentes en la muestra llevara a
la amplificaciéon unicamente de los mas aptos para
estas condiciones, sin que se pueda detectar la
presencia de los demas. Es importante destacar
que se pueden encontrar en la muestra tanto virus
que no puedan ser cultivados en el laboratorio pero
que si sean viables en condiciones naturales, como
particulas virales cultivables que no sean capaces
de replicarse en el ambiente muestreado. Por
ejemplo, en muestras gastrointestinales humanas
a menudo se encuentran virus de plantas que son
viables, es decir, son capaces de replicarse en
sus hospederos naturales, sin embargo, esto no
quiere decir que tengan una replicacion activa en el
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intestino humano. Por lo anterior, la metagenémica
es hoy por hoy el enfoque mas completo para
describir la diversidad de virus presentes en una
comunidad y contribuir con informacion valiosa en
diversos aspectos de la virologia, por ejemplo:

e Expandir y enriquecer las bases de datos
enfocadas a virus.

o |dentificar en una misma muestra, varios virus
de manera simultanea.

e Reportar la diversidad viral que existe en
distintos entornos y detectar virus antes no
reportados en ambientes poco descritos y
extremos, ademas de determinar la composicién
de viromas centrales.

e Brinda mas informaciéon que permita el
desarrollo de nuevas técnicas de deteccion viral
mejorando su especificidad.

e Vigilar posibles transmisiones
zoondticas.

e Develar posibles interacciones comensales y
mutualistas entre los virus y su hospedero, asi
como con otros componentes de microbioma.

e Descubrir nuevos virus.

virales

Cada una de estas aplicaciones ha permitido
generar distintos proyectos, por ejemplo, gracias
al enriquecimiento en las bases de datos cientos
de secuencias de todo el mundo se encuentran
disponibles, con ellas cualquier persona puede
descargar las secuencias de muestras que se
tomaron de cualquier parte del mundo.

Estas son tan solo algunas de las aplicaciones de la
metagendmica en el estudio del viroma y con cada
avance en la bioinformatica la posibilidad de nuevas
aplicaciones crece. Sin la bioinformatica no seria
posible procesar la gran cantidad de informacién
que se genera a partir de los estudios de viromica.
Si bien el estudio de los virus trae consigo
nuevos desafios y no existe una sola estrategia
para enfrentarlos, las nuevas herramientas
bioinformaticas abren la puerta a nuevas y mejores
soluciones.
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El proceso actual de desarrollo de farmacos implica
una inversion compleja en términos de tiempo y
costos. Una vez que el farmaco es transferido a
la industria farmacéutica, su recuperacion puede
reflejarse en precios de venta elevados para el
publico. Sin embargo, un alto porcentaje de los
nuevos candidatos a farmacos no logra convertirse
en alternativas verdaderamente efectivas. Ante
este desafio, ha surgido el enfoque de reposicionar
opciones terapéuticas que originalmente fueron
desarrolladas para un determinado padecimiento,
pero que, bajo nuevas perspectivas de analisis
molecular y clinico, pueden resultar idoneas en
otras enfermedades. Esta estrategia referida como
reposicionamiento de farmacos, también se conoce
como reutilizacién, reperfilamiento, redireccion
0 cambio de farmacos. Se trata de un concepto
que surgid en 2004, concebido originalmente
como el proceso de encontrar nuevos usos para
medicamentos ya existentes que excluye alguna
modificacién a la molécula original, es decir, se usa
del mismo principio activo [1].

Es importante mencionar que un farmaco es una
sustancia, natural o sintética, con propiedades
fisicas, quimicas y acciones biolégicas que lo
hacen apto para su uso como medicamento. Por
otro lado, un medicamento es una sustancia o
combinacién de sustancias con efectos terapéuticos
en la prevencion, rehabilitacion o diagnodstico. El
medicamento se presenta en formas farmacéuticas,

que son combinaciones de uno o mas farmacos con
aditivos que lo estabilizan y facilitan su absorcion
y estabilidad. Estos aditivos se conocen como
excipientes y garantizan la correcta dosificacion,
conservaciéon y administracion del medicamento.
Los medicamentos los encontramos a la venta
en formas farmacéuticas como comprimidos,
capsulas, grageas, inyectables, pomadas, entre
otros. El farmaco en las formas farmacéuticas
también se denomina principio activo.

Aunque la selectividad de un principio activo,
entendida como su accion sobre un blanco
especifico, ha sido la premisa defendida en el
desarrollo de medicamentos, este concepto ha
evolucionado de manera progresiva conforme se
han identificado dos aspectos rectores. El primero
de ellos es el reconocimiento de que algunas
enfermedades comparten blancos biolégicos ya sea
anivel de genes, proteinas, sefiales al interior de las
células, asi como el entorno celular que influye en
el comportamiento y la funcién celular. El segundo
implica la posibilidad del farmaco de presentar
un comportamiento denominado pleiotrépico, el
cual significa que puede estar dirigido a multiples
blancos, siendo de interés terapéutico en todos los
casos [2].

Un ejemplo ilustrativo del beneficio del

reposicionamiento  farmacos es el &cido
acetilsalicilico, patentado en 1899 por Bayer como
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analgésico y anti-inflamatorio, comercializado bajo
el nombre de Aspirina. Sin embargo, en 1982 esta
molécula fue reposicionada como antiagregante
plaquetario con utilidad en la prevencion de
eventos cardiovasculares. También se han
explorado los efectos del acido acetilsalicilico en la
profilaxis y el tratamiento de la preeclampsia, asi
como para reducir el riesgo de cancer colorrectal.
A pesar de sus beneficios, se sabe también que
el acido acetilsalicilico puede causar lesion de la
mucosa gastrica, por lo que resulta imperativa
la evaluacion costo-beneficio en cada opcion de
reposicionamiento [3].

Desde esta perspectiva, el reposicionamiento de
farmacos ofrece la oportunidad de introducirlos
a nuevas poblaciones de pacientes. Ademas,
la capacidad de algunos farmacos para ejercer
multiples acciones puede permitir laimplementacion
de terapias combinadas que potencien los efectos
deseados de manera sinérgica. Reposicionar
farmacos no descarta algunas desventajas como
la de presentar efectos adversos, lo que destaca
la importancia de validar las formulaciones
existentes, las dosis y rutas de administracion,
asi como confirmar su seguridad para los nuevos
usos terapéuticos. Se debe considerar también
que uno de los aspectos criticos para el avance
en el reposicionamiento es que cada medicamento
reutilizado debe cumplir con pautas regulatorias
especificas [4].

Estrategias para reposicionar farmacos

El proceso tradicional para desarrollar un farmaco,
desde su descubrimiento hasta su comercializacion,
implica etapas que pueden durar entre diez y
quince afios. Estas etapas son el descubrimiento,
el desarrollo preclinico, los ensayos clinicos, la
aprobacién regulatoria y el seguimiento después
de la comercializacion. Sin embargo, cuando se
trata de reposicionar un farmaco, algunas de estas
etapas pueden omitirse o acortarse, dado que el
farmaco ya ha sido identificado y caracterizado
ampliamente [5].

En el desarrollo preclinico, se llevan a cabo

pruebas en modelos celulares y animales para
evaluar propiedades como eficacia, toxicidad,
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farmacocinética (el proceso que experimenta el
farmaco en el organismo a lo largo del tiempo) y
farmacodinamica (los efectos del farmaco en el
organismo). Los ensayos clinicos por otro lado,
implican la evaluacién en humanos, comenzando
con un grupo pequefio de voluntarios sanos en fase
I, donde se evalua principalmente la seguridad del
farmaco. En la fase Il se incluyen pacientes con la
enfermedad objetivo del tratamiento, centrandose
en definir la eficacia y seguridad. La fase lll involucra
un mayor numero de pacientes para confirmar la
eficacia y monitorear los efectos secundarios.
Los resultados de todas estas etapas constituyen
la evidencia para la aprobacién regulatoria que
permita la comercializacion. No obstante, es
crucial seguir monitoreando de manera continua al
farmaco [6].

Para reposicionar un farmaco, toda la informacién
generada en las etapas que le dieron origen es
de utilidad, pero es necesario definir los aspectos
fundamentales para su aplicacion en la nueva
enfermedad a la cual se dirigira. Anteriormente,
algunos farmacos se reposicionaron identificando
sus potenciales efectos en otras enfermedades a
través de la practica clinica. Sin embargo, en la
actualidad es posible investigar y proponer nuevas
aplicaciones de farmacos ya existentes utilizando
la diversidad de opciones que nos brindan las
herramientas experimentales en conjunto con las
bioinformaticas.

Dentro de las estrategias experimentales para
reposicionamiento se incluyen los tamizados de
alto rendimiento (HTS por sus siglas en inglés:
High Throughput Screening) o bien tamizados de
alto contenido (HCS por sus siglas en inglés: High
Content Screening), que emplean librerias de
compuestos cuyas propiedades ya son conocidas.
Esto permite establecer modelos bioldgicos de
busqueda, como ensayos de unién de farmacos en
formatos in-vitro.

Entre las librerias disponibles se pueden
mencionar The Drug Repurposing Hub que
representa un deposito de acceso libre con mas
de 6000 compuestos, muchos de los cuales han
sido aprobados por la FDA (U.S. Food and Drug
Administration, https://www.broadinstitute.org/
drug-repurposing-hub); The Approved Oncology




Drugs Set Information, que contiene medicamentos
contra el cancer aprobados también por la FDA,
(https://dtp.cancer.gov/organization/dscb/obtaining/
available_plates.htm); la Prestwick Chemical
Library, una coleccién de 1520 moléculas de bajo
peso molecular aprobadas mayoritariamente
por la FDA, la EMA (The European Medicines
Agency) y Japon (https://www.prestwickchemical.
com/screening-libraries/prestwick-chemical-
library/); The International Drug Collection que
proporciona 400 compuestos comercializados
en Europa y Asia (http://www.msdiscovery.com/
intdrug.html); LOPAC, una colecciéon de 1280
compuestos con actividad en sefalizacion celular
y neurociencias (https://www.sigmaaldrich.com/
MX/es/products/protein-biology/bioactive-small-
molecules); FDA-approved Drug Library, una
coleccion que incluye 3064 compuestos aprobados
y principios activos de interés farmacéutico (https:/
www.selleckchem.com/screening/fda-approved-
drug-library.html); SCREEN-WEL FDA approved
drug library V2, un conjunto de 770 bioactivos
con impacto farmacolégico en cardiologia,
neuropsiquiatria, inmunologia y oncologia (https://
www.enzolifesciences.com/BML-2843/screen-well-
fda-approved-drug-library-v2). Evidentemente, el
costo de estas colecciones y la infraestructura para
evaluarlas pueden ser algunas limitantes.

Al tratarse de un gran nimero de moléculas, resulta
idéneo contar con plataformas para HTS, es decir,
equipos automatizados que permitan realizar una
gran cantidad de ensayos bioldégicos de manera
rapida y eficiente. Esta infraestructura incluye
robots para distribuir reactivos con alta precision,
lectores de placas y desde luego, programas de
analisis de grandes volumenes de datos.

Por otro lado, las estrategias computacionales
involucran el andlisis de fuentes de datos
existentes, como estructuras quimicas, datos de
expresion génica, datos de proteinas y, cada vez
mas importante, registros médicos electrénicos a
los que actualmente se puede tener acceso. Otras
aproximaciones computacionales involucran el
acoplamiento molecular o docking molecular el cual
se abordara mas adelante, estudios de asociacion
de genoma completo (GWAS: Genome-wide
association studies) y el uso de Datos del Mundo
Real (RWD: Real World Data) [7, 8]. La utilidad de

GWAS incluye desde la identificacion de variantes
génicas asociadas con fenotipos clinicamente
relevantes, hasta el uso de la variacion de multiples
genes biolégicamente relacionados en todo el
genoma para nuevos esquemas de tratamiento [8].

En RWD se integra la informacion relacionada
con la atencion médica del paciente y el estado
de salud durante la prestacion de atencion médica
de rutina. Especificamente, se trata del acceso a
evidencias generadas sobre la atencion médica
a las personas, a los sistemas de atenciéon de
salud, a la terapéutica en desarrollo, al entorno
clinico, a efectos del tratamiento, entre otros
[7, 8]. Esta informaciéon puede aplicarse en el
reposicionamiento de farmacos por ejemplo para
la generacioén y validacidon de hipétesis, asi como
para la evaluacion de seguridad. Evidentemente,
esto requiere las autorizaciones éticas y legales
correspondientes en cada region.

A lo anterior se suma la informaciéon que brindan
las bases de datos, en particular, pero no de
manera exclusiva, las que integran informacion
sobre reposicionamiento de farmacos como
DrugRepurposing Online (https://drugrepurposing.
info/). Se trata de una base de datos de acceso
abierto creada para encontrar nuevos usos para
medicamentos existentes y abandonados. Se
presenta como un recurso colaborativo en el
que los usuarios pueden incluir su informacion
previo registro. Otro ejemplo es ChemBL (https://
www.ebi.ac.uk/chembl/), un recurso en linea
que integra moléculas bioactivas que se van
depositando periddicamente en colaboracion
con el consorcio EUbOPEN. Entre las ultimas
actualizaciones se incluyen datos para compuestos
con posible actividad anti-SARS-CoV-2 derivados
de pruebas a gran escala para reutilizacion de
medicamentos, indicadores actualizados para
productos naturales, un nuevo indicador para
sondas quimicas y las anotaciones iniciales sobre
el tipo de acciéon para aproximadamente 270
000 mediciones de bioactividad [9]. DrugBank
(https://go.drugbank.com/), también es un recurso
bioinformatico y quimioinformatico que contiene
informacién de moléculas de bajo peso molecular y
biotecnolégicos aprobados por la FDA, entre otros.
Incluye informacién sobre metabolismo, absorcion,
distribucién, excrecion y toxicidad de farmacos, asi

27



como relaciones estructura-actividad (QSAR) [10].

Acoplamiento molecular: herramienta crucial en
el reposicionamiento de farmacos

El acoplamiento molecular se erige como una
herramienta crucial en el reposicionamiento
de farmacos. Es una estrategia esencial para
comprender y optimizar procesos bioldgicos a
través de estudios In silico. Estos Ultimos, permiten
abordar una amplia gama de objetivos, tales como
la visualizacion tridimensional de estructuras, la
identificacion de funciones de biomoléculas y la
produccién de respuestas a estimulos, entre otros,
todo mediante simulaciones computacionales.

Desde el desarrollo inicial de un farmaco hasta
su eventual reposicionamiento, es fundamental
predecir de manera computacional las formas
de union entre el compuesto y su diana. El
este contexto, las herramientas de docking o
acoplamiento  molecular utilizan  estructuras
previamente definidas por métodos experimentales
o empleando modelado por homologia. Entre los
principales objetivos se encuentra la definicion de la
forma de interacciéon mas probable entre el farmaco
y su ligando, ello se traduce en la caracterizacion
tedrica de la forma de unién mas fuerte y estable,
asi como la delimitacion del sitio de uniéon molecular
[11].

El acoplamiento molecular posibilita la identificacién
de aspectos comoladisposicion espacial, las fuerzas
de atraccion y repulsion, asi como la orientacion
y posicion del ligando respecto a su blanco
molecular. El conocimiento de estos parametros
permite estimar la estabilidad de las interacciones
y con ello mejorar su eficacia terapéutica, impactar
en la reduccién de sus efectos secundarios y en la
definicion de terapias personalizadas.

Asimismo, el acoplamiento molecular facilita la
busqueda de ligandos potenciales de un farmaco
empleando bases de datos como las mencionadas
anteriormente. Esta estrategia bioinformatica,
también contribuye a definir  parametros
farmacoldgicos una vez identificadas las dianas
potenciales.
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Aunque inicialmente se desarrollé y utilizé como
método independiente, el acoplamiento molecular
se puede emplear en combinacién con otros
enfoques computacionales dentro de flujos de
trabajo integrados. A pesar de sus alcances, es
importante destacar que los resultados derivados
de analisis In silico pueden presentar margen de
error. Por lo tanto, es necesario complementarlos
con otras herramientas bioinformaticas, asi como
con evaluaciones in vitro e in vivo, para validar
completamente el reposicionamiento de un farmaco.
Una estrategia integral que combine enfoques
computacionales y experimentales resulta crucial
para este fin.

Existe una variedad de enfermedades y sindromes
con necesidades insatisfechas en las opciones de
tratamiento disponibles, lo que genera una demanda
urgente de innovacioén para llevar terapias eficaces
al mercado. Sin duda, la pandemia por SARS-
CoV2 sigue representando un desafio en el ambito
terapéutico. Por otro lado, entre las necesidades
mas apremiantes se encuentran las relacionadas
con el cancer, en particular el de mama, debido a la
diversidad de su tipificacién molecular.

Reposicionando farmacos para cancer de mama

Se estima que cada afio se diagnostican 2.3
millones de nuevos casos de Cancer de Mama
(CaMa) en el mundo lo cual podria constituir mas
del 30% de todos los canceres diagnosticados en
la mujer. El tratamiento para el CaMa se define
bajo criterios multidisciplinarios, siendo la cirugia,
la quimioterapia citotdxica, la terapia dirigida, la
radioterapia, la terapia enddcrina e inmunoterapia
los principales tratamientos [12]. Algunos de estos
tipos de tratamiento implican efectos secundarios
significativos en las pacientes pues sus mecanismos
de accion son violentos. Por ejemplo, las opciones
citotdxicas interfieren en la capacidad de division
celular en las células cancerosas, pero también en
las sanas.

Aunque el manejo de ciertos subtipos de CaMa
ha mejorado significativamente en las ultimas
décadas, persiste la necesidad de desarrollar
alternativas para los canceres agresivos, para
pacientes que presentan resistencia a las terapias



existentes y para disminuir los efectos secundarios.
Existe ademas un tipo de CaMa que es dificil
de tratar debido a la ausencia de proteinas que
puedan servir como blancos terapéuticos. Estas
proteinas que comunmente se encuentran en otros
subtipos de CaMa, son el receptor de estrégeno
(ER), el receptor de progesterona (PR) y el factor
de crecimiento epidérmico humano 2 (HER-2).
Debido a estas caracteristicas, este tipo de cancer
denominado triple negativo es un desafio particular
para el que es urgente y necesario desarrollar
nuevas opciones terapéuticas, por lo que el
reposicionamiento de farmacos es una estrategia
con perspectivas en marcha.

Existen casos exitosos en los que se usan farmacos
reposicionados para el tratamiento de cancer
de mama (figura 1). Se pueden mencionar las
siguientes categorias [4]: (1) Agentes alquilantes
como Ciclofosfamida y Tiotepa cuyo mecanismo
consiste en dafiar el ADN; (2) la Doxorrubicina
que es una antraciclina que interfiere con la
replicacién del ADN y promueve la muerte celular;
(3) Palbociclib, un inhibidor de enzimas cinasas
que regulan el ciclo celular; (4) Moduladores
Selectivos de Receptores de Estrogenos (SERMs)
como Tamoxifeno, Toremifeno y Raloxifeno, estos

farmacos pueden modificar la actividad de los ER
bloqueandolos y reduciendo con ello el riesgo de
proliferacion celular; (5) Inhibidores de aromatasa
como Exemestano, Letrozol y Anastrozol, reducen
la cantidad de estrégeno que produce el cuerpo,
disminuyen la multiplicacion de células cancerosas;
6) Fulvestrant que es un degradador Selectivo del
Receptor de Estrégeno (SERD); (7) Goserelina
es un analogo de la hormona liberadora de
gonadotropina que puede impactar en la reduccion
del crecimiento del cancer; (8) Everolimus es un
inhibidor de mTOR, una proteina que también es
crucial para regular el crecimiento, la proliferacion y
la muerte celular; (9) los inhibidores mitéticos como
Docetaxel, Paclitaxel y Vinblastina. Finalmente (10)
los antimetabolitos Capecitabina, 5-fluorouracilo,
Gemcitabina y Metotrexato que interfieren con
la sintesis de acidos nucleicos y la proliferacion
celular.

Actualmente, en la investigacion oncoldgica, se
genera cada vez mayor evidencia sobre el uso
de agentes como antipaludicos, antihelminticos,
antibidticos, antiinflamatorios, antihipertensivos,
antihiperlipidémicos y  antidiabéticos, con
propiedades y perfiles de toxicidad conocidos que
los hace viables para una rapida implementacion
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Figura 1. Farmacos reposicionados para CaMa y su mecanismo de accion [4]. Creada con BioRender.com.
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en nuevas aplicaciones médicas, entre ellas
su reposicionamiento en cancer de mama. Por
mencionar algunos con caracterizacion avanzada
se encuentran la metformina, un farmaco empleado
en diabetes mellitus tipo 2; el propanolol, un beta-
bloqueador usado en hipertension arterial; el
mebendazol un antihelmintico y la atorvastatina
empleada para controlar los niveles de colesterol
en sangre y en la prevencion de padecimientos
cardiovasculares [13].

A pesar del potencial de la reutilizacion de
medicamentos, algunos casos podrian presentar
limitaciones para su uso prolongado como lo
demandan las terapias oncoldgicas. Tal es el
caso de inmunosupresores [14], antiinflamatorios
[15] y antimicrobianos por el riesgo de generar
resistencia bacteriana [16]. Ante esa perspectiva,
la reutilizacion de farmacos contra enfermedades
cronicas, especificamente diabetes e hipertension
cobra especial importancia. Actualmente, en mas
de noventa y dos ensayos clinicos se evalua la
actividad de catorce farmacos anti-diabéticos y anti-
hipertensivos contra mas de quince tipos de cancer,
entre ellos el de mama [17]. Al ser medicamentos
que se toman durante periodos prolongados, son
eficaces en dosis bajas, bien tolerados y con un
perfil de seguridad conocido, por lo que su inclusién
formal en esquemas de tratamiento oncoldgico
cobra fuerza y genera expectativas alentadoras.
Especificamente, la metformina en cancer de mama
impacta en acciones de induccién de muerte celular
programada (apoptosis), anti-angiogénicas, es
decir que reduce la formacién de vasos sanguineos
promovidos por las células cancerosas y anti-
proliferativas, inhibiendo vias de sefalizacion que
han sido ampliamente caracterizadas [18]. Con base
en los avances obtenidos, la metformina es uno de
los medicamentos exitosos por lo que progresa a
fases clinicas para su uso en canceres de proéstata,
oral, mama, pancreas y endometrio [19]. Por otro
lado, el propanolol se perfila como un reductor de
angiogénesis, también se caracteriza su utilidad en
combinacién con otros formatos de quimioterapia
para potenciar su efecto antiproliferativo [20].

El panorama de opciones de reposicionamiento en
CaMa es vasto, sin embargo, los esfuerzos deben
seguir encaminando investigaciones que confirmen
su utilidad en la lucha contra el cancer de mama.
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Conclusiones

En los Jdltimos afios, la reutilizacion de
medicamentos ha surgido como una estrategia
para aumentar la productividad del descubrimiento
de farmacos. Diferentes actores y mecanismos se
interrelacionan para reposicionar una molécula,
especialmente cuando las necesidades de algunas
patologias, como el cancer de mama, exigen
innovaciones a corto y mediano plazo. No obstante,
es imperativo también dirigir los esfuerzos hacia las
necesidades de regulacién que el campo requiere.
Entre estos aspectos se encuentra la posibilidad
de requerir patentes para el uso del farmaco
en su nueva indicacion, lo cual podria implicar
nuevas formulaciones y métodos de tratamiento.
Es imperativo contar con evidencias de seguridad
y eficacia del farmaco en su nuevo uso, ello
también debe reflejarse en el etiquetado. Deben
implementarse esquemas de farmacovigilancia
lo cual implica establecer sistemas de monitoreo
continuo.

El reposicionamiento de farmacos exige la
accion conjunta de esfuerzos que van desde la
investigacion hasta la comercializacion. Por sus
caracteristicas, este enfoque representa un enorme
potencial en el que, sin duda, las herramientas
bioinformaticas juegan un papel relevante.
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La discontinuidad en los genes eucariéticos ha sido
uno de los descubrimientos mas fascinantes de la
biologia molecular. Los genes se interrumpen con
secuencias no codificantes, denominadas intrones,
que son eliminadas de los pre-mRNA mediante el
spliceosoma, el cual es un complejo macromolecular
formado por RNA pequefios nucleares (snRNA) y
proteinas. En 1970 se descubrié que los intrones
se eliminan de los pre-mRNA en un proceso que se
acufid como splicing, mientras que los exones se
unen para generar secuencias de expresion génica
para producir mARN maduros (Berget et al., 1977).
El spliceosoma es responsable de reconocer y
eliminar un intron mientras se une a los exones
adyacentes. El proceso molecular que lleva a
cabo el spliceosoma se puede resumir en 4 pasos:
ensamblaje, activacion, catalisis y desensamblaje.
Durante este proceso el spliceosoma sufre
diferentes reconfiguraciones que han sido
caracterizadas bioquimica y recientemente han
sido abordadas estructuralmente principalmente en
Saccharomyces cerevisiae.

El spliceosoma esta compuesto por
ribonucleoproteinas, principalmente  pequefas
ribonucleoproteinas nucleares, cuya biogénesis
y ensamblaje tiene lugar en diferentes
compartimentos celulares. La biogénesis y
ensamblaje de las pequeias ribonucleoproteinas
nucleares (snRNP) que componen al spliceosoma
tiene lugar en diferentes compartimentos celulares.
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Ribonucleoproteinas del spliceosoma

Los snRNA son una familia de RNA no codificantes
y por tanto transcritos no poliadenilados cuya
funcién molecular se localiza en el nucleoplasma.
En cuanto a los cofactores que interactian con el
spliceosoma, existen dos clases principales que se
conocen como snRNA Sm y Sm-like. Dentro de los
SmRNAtenemos U1, U2, U4, U4atac, U5,U11yU12
mientras que los snRNA tipo Sm son U6 y U6atac.
Los snRNA Sm se transcriben mediante la RNA
Pol 1l con elementos de control genético similares
a la caja TATAy secuencias potenciadoras. El inicio
de la transcripcion de los snRNAs de Sm requiere
la unién del factor pentamérico llamado complejo
proteico activador de snRNA (SNAPc) (Henry et
al., 1998; Hung y Stumph; 2011). Por otro lado, la
RNA Pol Il sufre modificaciones postraduccionales
en el extremo carboxilo terminal (CTD) para permitir
la unién de estos factores de procesamiento y su
posterior maduracion. La maduracién del extremo
snRNA3' requiere la participacion del complejo
integrador que se une a la caja 3'y corta el transcrito
Pol Il (Baillat et al., 2005). La subunidad integradora
11 (INST11) y INST9 comparten similitud de
secuencia con la subunidad de 73 kDa del factor
de especificidad de escision y poliadenilacion
(CPSF73) y CPSF100, respectivamente. El factor
de elongacion de transcripcion positivo b (P-TEFb)
es reclutado por los promotores de snRNA Pol Il
que reclutan el complejo de pequefia elongacion
(LEC), mientras que los promotores de mRNA



reclutan el complejo de super elongacion (SEC).
Adicionalmente, el inicio de la transcripcién de los
snRNA requiere factores de transcripciéon generales
(GTF) y SNAPc. Para los snRNAs y mRNAs, se
cree que la proteccion del extremo 5' y la escision
del extremo 3' ocurren de forma cotranscripcional,
mientras que los factores de procesamiento se
reclutan en transcripciones nacientes al interactuar
con el CTD de la RNA Pol Il (Matera y Wang; 2014).

Exportacion nuclear de snRNP

Es bien conocido que los snRNP se encuentran en
el nucleoplasma; sin embargo, en la mayoria de
las especies, los snRNAs, cuando se sintetizan,
se exportan al citoplasma para su proceso
de maduracién y se importan nuevamente al
nucleoplasma a través de los complejos de
poro nuclear (NPC). Sin embargo, el proceso de
maduracion y ensamblaje de las RNP tiene lugar
completamente en el nucleoplasma en Prp8 y
Prp40p que contienen una sefial de exportacion
nuclear (NES) de Saccharomyces cerevisiae y las
proteinas de uniéon U2 y U4 Sm de Trypanosoma
brucei (Murphy et al., 2004; Tkacz et al., 2007; Palfi
etal., 2009). La mayoria de los rRNA, tRNA, mRNA,
miRNA y RNA de particulas de reconocimiento de
sefiales (SRP) son exportados al citoplasma por
el NPC después de la transcripcion y maduracion
(Matera y Wang; 2014). Los transcritos de mRNA
con una longitud superior a 250 nucleétidos son
exportados al citoplasma por la via de exportacion de
mRNA en la que participa la exportina 1 relacionada
con el factor 1-NTF2 (NXF1-NXT1), denominado
también TAP-p15. Por otro lado, los transcritos
de mRNA de menos de 250 nucledtidos son
exportados por el complejo de unién al Cap CBP80,
conocido como NCBP1 y CBP20, denominado
también NCBP2 (lzaurralde et al., 1994; Ohno.,
2012). El factor de transporte de RNA PHAX es
necesario para la exportacion nuclear de snRNA 'y
el factor complejo cap-bindina/resistencia a arsenito
2 (CBC-ARS2), también conocido como SRRT
(Hallais et al., 2013). Estos factores promueven la
union de los snRNAYy la exportina 1 (conocida como
CRM1) que interactia con las nucleoporinas del
NPC para su posterior exportacion al nucleoplasma
(Fornerod et al., 1997; McCloskey et al., 2012). La
inhibicion de PHAX se lleva a cabo en los cuerpos

de Cajal (Frey y Matera, 2001; Boulon et al.,2004;
Suzuki et al.,2010). Por otra parte, las proteinas
que necesitan ser exportadas del nucleoplasma al
citoplasma portan una secuencia rica en leucinas
conocida como sefial de exportacién nuclear que
es reconocida directamente por la exportina CRM1
y asi facilitar la translocacion de proteinas al
citoplasma (Fukuda et al., 1997).

En Entamoeba histolytica se desconoce la
estructura del spliceosoma (Will y Luhrmann; 2011),
sin embargo se han identificado a las proteinas que
acompanfan este proceso en este parasito mediante
espectometria de masas (Valdes y cols., 2014).
De igual manera se han identificado a los genes
que codifican para estas proteinas en el genoma
de este parasito en la base de datos AmoebDB.
En este trabajo se obtuvieron las secuencias
de algunas de las proteinas que conforman el
splicecosoma de E. histolytica y se predijeron las
sefiales de exportacion nuclear (NES, del inglés
nuclear export signals), lo cual permitié proponer
las vias de exportacién nuclear de proteinas en
E. histolytica de acuerdo con los componentes
proteinicos encontrando que la via de la exportina
CRM1 vy la via del Exon Junction complex (EJC)
podrian ser las que estan involucradas en la
exportacion nuclear en este parasito (Figura 1).

Ademas, mediante el software LocNES (Xu et al.,
2015) encontramos que 33 proteinas de las 43 que
conforman el spliceosoma de E. histolytica cuentan
con sefal de exportacion nuclear, cuya longitud
esta conformada por 15 residuos de aminoacidos
y enriquecidas con leucina. Con las NESs
procedimos a hacer alineamientos y asi generar
logos de frecuencia relativa de los componentes
del spliceosoma de este organismo (Figura 2),
los cuales muestran la presencia conservada
de residuos de leucina caracteristicos de estas
secuencias NES.

Finalmente procedimos a generar modelos
estructurales de las proteinas EhSm D1, EhPrp8,
EhPrp2 y Prp38 indicando sus dominios principales
y su NES (Figura 3). Como se puede apreciar en las
estructuras, las NES se encuentran en la superficie
de las proteinas, potencialmente para facilitar su
reconocimiento por la maquinaria de exportacion
nuclear.
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Figura 1. Vias de exportacion nuclear de
ribonucleoproteinas en E. histolytica. A) Se indica la via
de exportacion del Exon Junction Complex que exporta los
mRNA que se uniran en el citoplasma a proteinas para formar
ribonucleoproteinas. B) Se indica la via de exportacién de la
exportina ERCRM1 unida a los complejos CBC-mRNA, PHAX
y ARS2. La estructura de las proteinas se obtuvo empleando
AlphaFold (https:/alphafold.ebi.ac.uk) y se procesaron con
PyMol.
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Conclusiones

La exportacion nuclear de proteinas en E. histolytica
es un campo poco explorado, por lo que nuestros
resultados aportan bases al entendimiento de las
vias de exportacion nuclear de ribonucleoproteinas
y a la importancia de las NES para su
reconocimiento por los factores de exportacion
nuclear en E. histolytica. La presencia de NES ricas
en leucinas muestran una conservacion evolutiva
desde eucariontes unicelulares como E. histolytica
hasta eucariontes superiores como el ser humano.
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Las vacunas son productos biolégicos que estimulan
al sistema inmune y generan inmunidad frente a las
enfermedades. Las vacunas son la estrategia mas
eficiente para la prevencion y eventual erradicacion
de las enfermedades infecciosas. Desde hace
miles de afos, las poblaciones humanas se
dieron cuenta de que las personas que estaban
en contacto con personas enfermas o las que
sobrevivian a las enfermedades presentaban cierto
grado de resistencia a enfermarse de nuevo, como
detalladamente lo describio el politico y militar
Tucidides en su descripcion de la plaga de Atenas
en el siglo V a.C., quien sobrevivié a la infeccion
y reconocié que el haber estado expuesto a la
enfermedad lo habia dejado inmune (1). En Asia, la
aplicacion de la variolizacién, una técnica empirica
de vacunacién en la que se daba a inhalar polvo
de tejido seco que se obtenia de las poéstulas
(lesiones cutaneas superficiales con pus) de
enfermos con viruela. La variolizacién funcionaba
como una vacuna, sin embargo, se corria el
riesgo de que la enfermedad se desarrollara en
algunas de las personas que inhalaban este polvo.
Posteriormente, el médico inglés Edward Jenner,
quien es reconocido como el padre de las vacunas,
en 1796 desarroll6 la vacuna contra la viruela al
darse cuenta que las personas que desarrollaban
lesiones cutaneas leves en las manos al contagiarse
con la viruela bovina, no se enfermaban de viruela
humana en las epidemias (2, 3).

Antes del uso de estas estrategias de vacunacion,
la esperanza de vida de las personas rara vez
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rebasaba los 40 afos, y las poblaciones humanas
eran mermadas de forma significativa tras las
epidemias. A finales del siglo 19, la identificacion de
algunas bacterias como la causa de enfermedades
dio pie y sustentd la teoria del germen. Es a
partir de este punto cuando inicia formalmente el
desarrollo de la vacunologia clasica que consistia
en el aislamiento del microorganismo patdgeno,
su inactivacién por calor o su atenuacién por
subcultivos y su posterior administracion como
vacuna. La vacunacion, junto con la potabilizacion
del agua y el uso de los antibiéticos (a partir de los
afos 30s), impactaron de forma significativa en la
esperanza de vida, que se incrementd a mas de 55
afios para mediados del siglo 20 y actualmente es
de 73 afios. Ademas, se redujo de forma importante
la mortalidad a causa de enfermedades infecciosas
y actualmente la principal causa de muerte son
las enfermedades no transmisibles, como las
enfermedades cronico degenerativas y el cancer

(4).

Aunque han pasado mas de dos siglos desde
el desarrollo de la primera vacuna, de las 25
enfermedades que actualmente se pueden prevenir
por vacunacion, la Organizacion Mundial de la
Salud solo reconoce a la viruela como la Unica
enfermedad infecciosa erradicada por vacunacion.
En los pasados 100 afios, el desarrollo de vacunas
ha evolucionado de la mano con el desarrollo de
nuevas tecnologias (Figura 1); ademas de las
vacunas clasicas desarrolladas de forma empirica
en los afos 30s, constituidas por patégenos
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Figura 1. Etapas en el desarrollo de las vacunas. Desde el desarrollo de la vacuna contra la viruela en 1798, a lo largo de la
historia de la humanidad se han desarrollado distintas vacunas de microorganismos inactivados, vivos atenuados, vacunas de
subunidades, de glioconjugados, de proteinas recombinantes y de particulas tipo virales, desarrolladas principalmente desde
un abordaje empirico (vacunologia clasica) que evolucioné de la mano con los avances tecnoldgicos de la época hasta la
vacunologia reversa, que aprovecha las bases de datos bioldgicos, las herramientas bioinformaticas, la biologia sintética y la
biologia estructural (por algunos considerada como vacunologia estructural) para mejorar y disefiar vacunas, tanto profilacticas
(principalmente para prevenir enfermedades infecciosas), como terapéuticas (para tratar tanto enfermedades transmisibles como
no transmisibles). A pesar de estos avances, aun hay enfermedades infecciosas para los cuales no se ha podido desarrollar una
vacuna, como la malaria, o enfermedades como la Tuberculosis en las que se requieren mejores vacunas.

inactivados o atenuados que eran inoculados para
producir inmunidad, el desarrollo de las técnicas
de clonacion permiti6 obtener proteinas para
formular vacunas de subunidades compuestas
por fracciones de los patégenos que eran mas
seguras que el uso de virus o bacterias vivas,
sin embargo, no en todos los casos funcionaban,
ya que no todos los componentes seleccionados
contribuian a conferir inmunidad. En esta época
también se propuso el uso de vacunas de ADN,
vacunas recombinantes que eran macroorganismo
atenuados que expresaban en grandes cantidades
alguna proteina inmunogénica, que induce una
respuesta protectora o que permitia una mejor
estimulacion de la respuesta inmune.

Aunque las vacunas de subunidades mostraron ser

Utiles para prevenir algunas enfermedades, como
la Polio, en ocasiones los candidatos a vacuna no
fueron lo suficientemente inmunogénicos. Para que
una vacuna sea funcional, es necesario que induzca
una respuesta inmune protectora, la cual puede ser
mediada principalmente por anticuerpos, mientras
que en otro caso se requiere preponderantemente
de la induccién de una respuesta celular o, una
respuesta mixta, lo que hace mas complejo el
desarrollo de las nuevas vacunas. En la década
de los 90s, se resolvid parte de este problema
mediante el desarrollo de glioconjugados que
favorecen el desbarro de respuesta inmunes mixtas,
desarrollandose vacunas contra los grupos A, C, W
e Y (pero no para el grupo B por su parecido con
un polisacarido que presentan nuestras células) del
meningococo e influenza, por mencionar algunas.
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También, se empezaron estudios enfocados a
utilizar el mRNA que codifica para los antigenos
utilizados en la formulacién de las vacunas de
subunidades como vacuna, sin embargo, tuvieron
que pasar varias décadas para resolver problemas
relacionados como la estabilidad del mensajero,
su reconocimiento por receptores del sistema
inmune y el mecanismo de liberacién en la célula,
antes de su utilizaciéon de emergencia en la pasada
pandemia por SARS-Cov2 (5).

La secuenciacion del genoma de un microorganismo
completo en 1995 junto con la aplicacion de
herramientas bioinformaticas impulsé el desarrollo
de vacunas de subunidades al poderse identificar
las proteinas codificadas en el genoma del
microorganismo patdgeno e identificar su posible
ubicacion celular, como fue en el caso del desarrollo
de la vacuna 4CMenB contra la enfermedad
meningocadcica. El conocer la secuencia completa
del genoma Neisseria meningitidis permitid
identificar cientos de proteinas potencialmente
expuestas en la superficie del patdégeno, muchas
de las cuales pudieron ser clonadas, purificadas y
evaluadas de forma independiente, lo que permitio
seleccionar aquéllas que inducian una respuesta
protectora paraformularlavacunaque se hautilizado
en poblaciones humanas desde 1999 (6). Pocos
afnos después, en 2001, se publicaron los primeros
borradores del genoma humano. Los avances
tecnoldgicos de las ultimas décadas permitieron el
desarrollo de técnicas de secuenciacion masiva,
el incremento en la capacidad de céomputo, y
una reduccion de costos que cada vez hace mas
accesibles estas tecnologias y que en conjunto
han impulsado el desarrollo de vacunas de ultima
generacion, dando pauta al surgimiento de la
inmunoinformatica o inmunologia computacional,
que se fundamenta en el desarrollo y aplicacién
de herramientas computacionales para el abordaje
de problemas biolégicos relacionados con el
sistema inmune (7, 8). Esta disciplina se nutre de
los conocimientos adquiridos en otras como la
estadistica, las matematicas, la informatica y la
biologia, para crear grandes bases de datos que
permitan analizar de manera precisa y especifica
al sistema inmune y sus funciones aprovechando
que actualmente se dispone de bases de datos que
contienen miles de secuencias tanto de patdégenos
como de humanos (9).
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En sus inicios, la inmunoinformatica se enfocaba
en el desarrollo de modelos matematicos
computacionales para el estudio de la trasmision
de diferentes enfermedades como la malaria, o
en la prediccion de secuencias de aminoacidos
capaces de unirse a las diferentes moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC)
(10). También, se comenzaron a desarrollar
algoritmos para la prediccién de epitopos T y B
(11, 12). Sin embargo, con el desarrollo reciente
que han tenido las ciencias 6micas, especialmente
la gendmica, la transcriptomica, la protedmica,
la metabolémica y la inmunogendémica, se han
generado un volumen exponencial de datos
relevantes que han impulsado la investigacion en el
area inmunoldégica. Paralelamente, se ha generado
una enorme cantidad de datos funcionales, clinicos
y epidemioldégicos. Para almacenar, manipular y
procesar todo este alto volumen de informacién
se han desarrollado nuevas bases de datos y
herramientas bioinformaticas, algunas de las cuales
en la actualidad ya hacen uso de la inteligencia
artificial y del aprendizaje automatico (13, 14).

Aplicando estos avances logrados en los campos
de la farmacogenémica, la farmacogenética y la
bioinformatica para el disefio de vacunas, se ha
creado un nuevo campo denominado “vacunémica”,
la cual abre las puertas para el desarrollo de
vacunas de nueva generacion. Esto representa
un cambio radical en la forma en que se disefian
y desarrollan las vacunas y en el futuro cercano
podriamos disponer de vacunas personalizadas, en
las que se tome en cuenta el perfil genético de cada
individuo, mejorando su eficacia y disminuyendo
los efectos adversos (15).

Este nuevo enfoque, al que Rino Rappuollidenominé
vacunologia reversa en el afio 2000, comienza con
la busqueda de los candidatos vacunales a partir
de las secuencias genéticas mediante estudios
in silico, enfocandose en el analisis de aquellos
antigenos con mayor capacidad inmunogénica.
La vacunologia reversa potencialmente puede
reducir a 1 o 2 afios el periodo de tiempo requerido
para la deteccidn y evaluacion de los candidatos
a vacuna. Este método permite descubrir nuevos
mecanismos de intervencion inmunitaria. Las
vacunas basadas en epitopos disefiadas por esta
metodologia generalmente se consideran seguras



en comparacién con otras vacunas, como las
vivas atenuadas o vacunas que usan vectores.
Ademas, las vacunas basadas en epitopos
también pueden proporcionar ayuda esencial
a las células T para lograr inmunidad mediada
por anticuerpos (6, 15). Con esta estrategia
también se pueden desarrollar vacunas basadas
en antigenos sintéticos que contienen multiples
epitopes (vacunas multiepitépicas) que son
reconocidos por los receptores de las células Ty B,
haciendo mas eficiente la estimulacion del sistema
inmune. A continuacion, revisaremos la estrategia
general, asi como las principales herramientas
inmunoinformaticas y bases de datos disponibles
para el disefio y desarrollo de vacunas.

Estrategia general para el desarrollo de vacunas
peptidicas

Los estudios requeridos para el disefio y desarrollo
de una vacuna, tradicionalmente ha sido un
proceso critico, complicado y costoso, por todos los
inconvenientes para encontrar experimentalmente
al candidato adecuado (fase preclinica) que induzca
la respuesta inmune protectora requerida para
proteger contra el patégeno en estudio (respuesta
inmune humoral, celular o ambas). Posteriormente,
se presenta una alta tasa de fracasos en la fase de
estudios clinicos. Debido a esto, el proceso puede
tomar entre 15 y 20 afios desde el descubrimiento
de la vacuna candidata hasta su licenciamiento
para uso en humanos. Con el desarrollo de las
herramientas inmunoinformaticas y su aplicaciéon
en la vacunologia reversa, este proceso se puede
reducir considerablemente a un periodo de tan solo
algunos anos; con la ventaja adicional de poderse
evaluar varios candidatos simultaneamente (6, 16).
En la figura 2, se muestra la estrategia general para
el disefio y desarrollo de una vacuna.

Recuperacion de secuencias de proteinas a
partir de las bases de datos

Las dos bases de datos mas usadas son NCBI y
UniProt, pero también se pueden usar otras bases
de datos como Ensembl o bases especificas para
determinados patdgenos, como bases de datos de
secuenciacion masiva (17). Por lo general, estas

secuencias son recuperadas y almacenadas en
formato fasta para su posterior andlisis. El proceso
se puede facilitar y automatizar con programas
escritos en R o Python.

Prediccion de epitopos T

Para que los linfocitos T puedan reconocer a los
antigenos, pequefios péptidos de éste deben serle
presentados unidos a las moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC). Estas
moléculas de MHC se encuentran en la superficie
de las células presentadoras de antigenos y
pueden ser de dos tipos: MHC clase | y MHC
clase Il. Principalmente, péptidos de los antigenos
intracelulares unidos a las moléculas de MHC-I son
presentados a los linfocitos T CD8+ para activarlos
y que puedan desarrollar su actividad citotoxica.
Las moléculas de MHC-I son capaces de presentar
péptidos secuenciales de 8-12 aminoacidos (18).
A diferencia de las moléculas de MHC clase |, las
moléculas de MHC de clase Il sélo se expresan
en la superficie de las células presentadora de
antigenos profesionales (linfocito B, macrofagos y
células dendriticas); aunque bajo estimulo de INF-y
puede ser expresado en células como: células
endotelilales, células estromales mesenquimales,
fribroblastos y células gliales entéricas. Por esta
via se procesan y presentan principalmente
antigenos exogenos. Las moléculas de MHC
clase Il reconocen péptidos secuenciales de 10-
20 aminoacidos, aunque el nucleo de interaccion
es realmente de 9 aminoacidos centrales. Estos
péptidos en el contexto de MHC-Il son presentados,
a los linfocitos T CD4+ para activarlos y estimulas
en estos sus funciones auxiliadoras (18).

Prediccion de epitopos B

Un epitopo de células B, es una region antigénica,
donde se une un anticuerpo. Estos epitopos
pueden ser secuenciales, cuando esta formado
por secuencias continuas de aminoacidos o
conformacionales, cuando los aminoacidos no
estan contiguos en la estructura primaria del
antigeno, pero si estan cercanos en la estructura
3D formando una conformacién reconocida por
los receptores de células B. Por lo general estos
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Figura 2. Estrategia general para el diseio y desarrollo de vacunas peptidicas. En la primera parte se muestra todo el
estudio in silico, el cual comprende la recuperacion y analisis de secuencias desde las bases de datos existentes, la prediccion
de los mejores epitopos para células T y células B, el disefio de la vacuna combinando estos epitopos mediante linkers o
secuencias peptidicas de unién y la adicion de secuencias inmunoestimuladoras o adyuvantes; también se le puede afadir
etiquetas que faciliten el posterior proceso de purificacion de la proteina vacunal. Seguidamente se realiza el modelado de la
estructura secundaria y terciaria de esta proteina vacunal. Se estudian sus propiedades fisicoquimicas y se hacen simulaciones
para conocer la naturaleza y estabilidad de las interacciones con posibles receptores. Finalmente se realiza el disefio del clonaje
in silico. Los candidatos que hayan superado todas estas pruebas entonces son estudiados experimentalmente en el laboratorio,

con la finalidad de desarrollar la vacuna.

epitopos B son regiones expuestas y accesibles a
los anticuerpos y el solvente (18).

En la actualidad se cuenta con herramientas
bioinformaticas para la prediccion de ambos
tipos de epitopos. Para la prediccion de epitopos
lineales se emplean las propiedades fisicoquimicas
juntamente con otros aspectos como antigenicidad,
accesibilidad superficial, hidrofilicidad y presencia
de estructuras tipo giros beta.
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Disefio y evaluacion In silico de la vacuna
multiepitopica

Para el disefio de la vacuna multiepitopica, que
estimulan la respuesta tanto humoral como celular
se requiere unir los epitopos B y T seleccionados
bioinformaticamente, con secuencias espaciadoras
como son: EAAAK, AAY, KK, CPGPG.
Opcionalmente, se pueden afadir secuencias
que potencien la respuesta inmune de la vacuna
polipeptidica (péptidos adyuvantes) y una etiqueta
que facilite la identificacion y purificacion de la
proteina vacunal construida (17). Teniendo la
construccién requerida, se procede a modelar



Tabla 1. Herramientas bioinformaticas mas usadas para la prediccion de epitopos T y B del 2006-2023

MHCI

ProPred-l, SYFPEITHI, NetCTL, y SVMHC, por lo general después de
los resultados son confrontados en IEDB. También se ha reportado que
NetCTL y IEDB son los mas usados cuando se trabaja con antigenos
virales; SVMHC es el mas usado con antigenos bacterianos; mientras
que ProPred-l, SVMHC y SYFPEITHI son los mas usados cuando se
trabaja con antigenos tumorales (17).

MHCII

IEDB, NetMHC-Il, MHCpred-ll, MetaMHC-Il, MetaS VMP, Propred-li,
RANKPEP, PREDIVAC, SYFPEITH, BIMAS, CTL-Pred, EpiTOP,
MHCPEP, EpiVax, PRE DEPP, TEPITOPE, EPIPREDICT, EpiDOCK y
EpiMatrix. También, se puede notar de la literatura revisada, que |IEDB
es la herramienta mas usada cuando se trabaja con antigenos virales,
Propered-ll para antigenos bacterianos y MHCpred cuando se analizan
antigenos tumorales (8, 17).

Bepipred, BCpred, ABCpred, Pcipep, BCEpred, BepiTope, PrediTop,
PEOPLE, LBtope, SVMTrip, EPMLR, Igpred y COBE- pro. De todas
estas herramientas Bepipred es la mas usada para predecir epitopos B
lineales en proteinas virales, mientras que BCpred se usa con mayor
frecuencia para el trabajo con proteinas bacterianas y ABCpred con
proteinas tumorales. Mientras que, para la prediccion de epitopos B
conformacionales las herramientas reportadas son: Discotope, Ellipro,
CBTope, Epitope, BEPro, CEP, SEPPA, CED, EPITOME, MAPOTOPE,
EPCES, EPSVR y EPMETA ; siendo las dos primeras las usadas con
mayor frecuencia (16, 17).

la estructura secundaria y terciaria de la proteina
vacunal. Para esta tarea también se cuentan con
varias herramientas como la base de datos de
estructura terciaria de proteinas PDB, SWISS-
MODEL que permite el modelado de la estructura
terciaria por homologia, también estan disponibles
los servidores online I-TISSER y AlphaFold2.0. Se
considera a este ultimo como el mas efectivo para
predecir la estructura terciaria, con una exactitud
del 90%. Para evaluar los modelos obtenidos se
pueden usar otras herramientas bioinformaticas
como Verify3D, ERRAT y PROCHECK (8, 16, 17).

Se requiere estudiar la interaccion de la proteina
vacunal con posibles receptores, con la finalidad
de predecir el tipo de respuesta inmune que puede
generar el candidato. Para evaluar esta interaccion
se han usado las herramientas UCSF Chimera,

AutoDock Vina, HawkDock, HADDOCK y Z-DOCK.
Mientras que para ver la estabilidad en el tiempo
de la interaccion entre el candidato vacunal y su
receptor, serealizan estudios de dinamicamolecular,
con herramientas como AMBER, GROMACS,
NAMD y LAMMPS. También, es posible estudiar
las interacciones de los epitopos T con diferentes
alelos de las moléculas de MHC usando estas
herramientas para docking y dinamica molecular
(8, 17). Con el objetivo de obtener los mejores
candidatos vacunales, ademas de la antigenicidad
e inmunogenicidad se evallan otros parametros
como alergenicidad, toxicidad, solubilidad. Aqui se
utilizan herramientas como: Vaxiden, AllergenFP,
TMHMM, AllerTOP, ToxinPred, PEP-FOLD. Se
puede mejorar la estabilidad estructural de la
nueva proteina vacunal redisefiando los puentes
disulfuro con la herramienta Disulfide by Design
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V.2.12. y posteriormente simular la respuesta
inmune in silico con la herramienta C-ImmSimm
Web server. Finalmente, se puede utilizar la
herramienta bioinformatica Jcat, la cual permite
ademas la optimizacion del uso de codones, antes
de clonar en un vector de expresién adecuado el
gen disefado in silico (17).

Hasta este punto se tendria concluida la etapa del
disefio bioinformatico de la vacuna y se pasaria a la
fase preclinica de evaluacidon experimental. Como
se muestra en la figura 1, la fase experimental
comienza con el clonaje de la construccién en un
vector de expresidén en eucariontes y purificacion
de este vector utilizando buenas practicas de
manifactura (BPM), si el destino final es una
vacuna de ADN; o en un vector de expresion en
procariontes, su transformacion en bacterias y la
expresion y purificacion de la proteina vacunal, sila
vacuna final sera la proteina purificada.

Los estudios preclinicos se usan para evaluar la
seguridad y eficacia de la vacuna, asi como para
ajustar la dosis requerida. Para ello se pueden
usar ensayos in vitro y pruebas en modelos
animales. Aunque la tendencia es a disminuir la
experimentacion en animales, ya sea aplicando el
principio de las 3 R (reducir, refinar y reemplazar)
o sustituir cuando sea posible los animales por
ensayos in vitro; en este sentido actualmente se
estan desarrollando los érganos en chips, mientras
que los ensayos clinicos se dividen en tres etapas
o fases. La fase 1 se realiza con un pequefio
grupo de adultos sanos (menos de 100 sujetos),
para evaluar seguridad, efectos secundarios y
dosis. La fase 2, tiene como objetivo estudiar la
seguridad, inmunogenicidad, las dosis y las vias de
administracién, en un grupo mas grande de adultos
sanos (200-500 sujetos). En la fase 3, se evalua
la seguridad y funcionamiento de la vacuna en
comparacioén con un placebo u otra vacuna. En este
estudio se incluyen cientos o miles de personas
voluntarias, pudiendo ser en estudios multicéntricos
en uno o varios paises (18).

Existen casos mas complejos, en los que las
vacunas peptidicas basadas en secuencias
de genes presentes en los patdégenos o en la
construccion de proteinas quiméricas que contienen
multiples epitopes no inducen una respuesta
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inmune protectora, como en el caso del HIV, debido
a que la conformacion de las proteinas cambia al
entrar en contacto con su receptor. Al conjuntar
la informacién de la evolucién de los anticuerpos
durante la infeccion natural, se pudo descubrir que
los anticuerpos neutralizantes que se desarrollan
al pasar de los afios en pacientes con infecciones
cronicas, reconocen un epitopo conformacional
que interactua con el receptor CD4 de los linfocitos
T (elucidado mediante estudios de cristalografia
y criomicroscopia electrénica). Estos hallazgos
impulsaron una nueva vertiente de la vacunologia
conocida como vacunologia estructural, en la cual
se usa la informacién estructural de las proteinas
a nivel atdmico, para modificarlas y mejorar sus
propiedades antigénicas (19). Gracias al desarrollo
de esta disciplina, se pudo disefiar una vacuna
(VRCO01) basada en la secuencia de los anticuerpos
altamente neutralizantes desarrollados en los
pacientes, la cual reduce de forma importante la
infeccion de las células (20).

En resumen, con el desarrollo que han tenido
las ciencias omicas, en especial en el area de
los estudios inmunoldgicos, las herramientas
inmunoinformaticas estan teniendo cada vez
mas un papel preponderante para el manejo
y procesamiento de los altos volumenes de
informacion generados. Especificamente en el area
del desarrollo de vacunas, estas herramientas han
permitido mejorar vacunas y desarrollar nuevas
vacunas, acortando significativamente el tiempo
requerido para la identificacion de los candidatos
vacunales, lo que se traduce en menores costos de
investigacion. El gran reto que todavia enfrenta esta
estrategia es que los candidatos vacunales todavia
tienen que ser evaluados experimentalmente. Sin
embargo, con el desarrollo de nuevas herramientas
bioinformaticas y el uso de la inteligencia artificial
para el aprendizaje automatico, cada vez se avanza
mas para cerrar esta brecha entre la fase in silico
y experimental, permitiendo acortar cada vez mas
la fase experimental y desarrollar vacunas seguras,
eficaces y econémicas en menor tiempo.
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Resumen

La protedmica y la metabolémica son disciplinas
cientificas que se han convertido en herramientas
fundamentales para comprender el funcionamiento
general de los sistemas bioldgicos a nivel molecular.
Ambas disciplinas se basan en tecnologias de
alto rendimiento como lo es la espectrometria de
masas, cuyos datos generados necesitan de la
bioinformatica para ser almacenados, clasificados,
cuantificados e interpretados. El principal objetivo
de la bioinformatica es ayudar a descubrir el valor
biolégico que se encuentra detras de los datos. En
esta revision describiremos los analisis protedmicos
y metabolémicos por espectrometria de masas, asi
como la integracion de la bioinformatica en sus
flujos de trabajo.

Introduccioén

La protedmica es el estudio a gran escala de la
estructura y funcién de las proteinas en los sistemas
biolégicos. Las proteinas estan formadas por 20
aminoacidos diferentes unidos en secuencias
especificas. Por convencion, le llamamos péptidos
a moléculas compuestas por series de 2 a 50
residuos de aminoacidos (Figura 1A) y proteinas
a las moléculas con mas de 50 residuos. La
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descripcién de la identidad y abundancia de las
proteinas presentes en una muestra (células, tejido,
fluido biolégico, mitocondrias, etc.) nos ayuda
a entender los sistemas bioldgicos al comparar
diferentes condiciones, por ejemplo, en un estado
saludable Vs un estado de enfermedad (Shuken,
2023). De manera similar, la metabolémica es el
estudio a gran escala de los metabolitos presentes
en un sistema bioldgico. Los metabolitos son
sustancias organicas pequefias (de peso molecular
menor a 1500 daltones, Figura 1 B y C), como
aminoacidos, lipidos, azucares, acidos organicos,
vitaminas, farmacos, sustancias provenientes de
los alimentos y de la microbiota o contaminantes
a los que estamos expuestos. Los metabolitos
se interconvierten muy rapidamente porque son
los sustratos, intermediarios o productos de
una compleja serie de reacciones enzimaticas y
eventos de transporte que llamamos metabolismo.
Los niveles de metabolitos ofrecen informacién
sobre el funcionamiento de los organismos vivos y
permiten estudiar las interacciones de los factores
biolégicos y ambientales que contribuyen a un
fenotipo determinado (Danzi et al., 2023).

Los estudios a gran escala incluyen cientos o miles
de moléculas. Generan una enorme cantidad de
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Figura 1. Ejemplos ilustrativos de las moléculas identificadas en los andlisis proteémicos y metabolémicos. A) el péptido
grelina, formado por 28 aminoacidos. Se secreta por el estbmago y desencadena el deseo de comer. B) El metabolito cafeina,
componente estimulante del café. C) El metabolito adrenalina (epinefrina), hormona que nos pone en estado de alerta y activos
para reaccionar rapidamente en situaciones de peligro. Las imagenes se obtuvieron del sitio PubChem (https:/pubchem.ncbi.

nim.nih.gov/).

datos que solo es posible analizar con el uso de
computadoras y herramientas bioinformaticas. La
técnica usada con mas frecuencia en los analisis
protedmicos y metaboldmicos es la espectrometria
de masas (MS, por las siglas en inglés mass
spectrometry), en la que se usan campos
eléctricos y magnéticos para medir el cociente de
la masa (m) entre la carga (z) de las moléculas (el
cociente entonces, se representa como m/z). Los
espectrometros de masas soélo detectan iones,
por lo que es necesario que las moléculas tengan
carga eléctrica, ya sea positiva o negativa. Para
identificar y cuantificar miles de moléculas en un

solo analisis, los espectrometros de masas se
acoplan a sistemas de cromatografia, los cuales
separan las moléculas presentes en una muestra
(Shuken, 2023; Danzi et al., 2023). Por ejemplo, el
péptido KLCYVALDFEQEMATAASSSSLEKS tiene
una masa molecular de 2709.04 Da, sin embargo
la sefal que da un espectrémetro de masas al
detectarlo es de 903.013 porque a valores de
pH cercanos a 3.7, ese péptido tiene carga de
+3, entonces, la relacion masa/carga (m/z) seria
2709.04/3=903.013. El pH de 3.7 corresponde al
pKa del acido formico, comunmente para detectar
iones positivos se acidifica un poco la fase movil
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de los sistemas de cromatografia con algun acido
débil, por ejemplo con acido formico al 0.1%. Con la
técnica de Resonancia Magnética Nuclear también
es posible hacer analisis metabolémicos, con esta
técnica no se necesita la cromatografia, pero se
detectan menos compuestos (Danzi et al., 2023).

Los andlisis a gran escala, también llamados
analisis 6micos, son una herramienta analitica
poderosa para entender fendmenos biolégicos.
Estos analisis son complejos por su metodologia
técnica y bioinformatica, esa complejidad se
multiplica al usarlos para entender fendmenos
biolégicos porque estos ultimos son inherentemente
muy dinamicos y heterogéneos. El resultado es
que la variabilidad de los resultados de los analisis
omicos frecuentemente es alta y se requieren
multiples herramientas bioinformaticas para lograr
una interpretacion biolégica certera.

En este documento describiremos brevemente:
i) cdmo se procesan las muestras, i) como se
obtienen las sefiales m/z y iii) como se analizan
los resultados de los estudios protedmicos vy
metabolémicos haciendo énfasis en el papel de las
herramientas bioinformaticas.

El flujo de trabajo de los analisis proteémicos y
metabolémicos

Los flujos de trabajo inician con el disefio del
experimento, estableciendo claramente los
requisitos que deben cumplir las muestras, el
numero de repeticiones, los controles necesarios y
las metodologias para la obtencién y procesamiento
de las muestras. Definir y cumplir estrictamente
estos criterios, reduce la variabilidad de los
resultados.

Procesamiento de la muestra en los analisis
protedmicos

La protedmica basada en MS puede analizar el
contenido de proteinas de una amplia variedad de
matrices bioldgicas como lineas celulares, tejidos,
bacterias, fluidos, etc. El analisis bioinformatico
es mas facil para organismos cuyo genoma haya
sido secuenciado porque la traduccién in silico
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de las secuencias codificantes permite conocer
el proteoma correspondiente, lo cual es muy util
para la interpretacion de las sefales de m/z (Chen
et al., 2020). Este requerimiento de la secuencia
del genoma ha limitado el uso de la proteémica en
campos como la ecologia, agricultura, alimentacion
o la biologia de poblaciones.

Las proteinas contenidas en las muestras deben
enriquecerse reduciendo la cantidad de otras
biomoléculas como lipidos, carbohidratos o acidos
nucleicos. Los aislados de proteinas se cuantifican,
se reducen (se rompen los puentes disulfuro entre
cisteinas), se alquilan (se unen algunos atomos a
los grupos tiol para evitar que se formen otra vez los
puentes disulfuro) y se digieren con proteasas que
rompen algunos enlaces peptidicos para producir
péptidos (Figura 2A). Las mezclas de péptidos
se separan en fracciones en base a su carga o
hidrofobicidad antes de su inyeccion a sistemas de
cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC,
por sus siglas en inglés High-Performance Liquid
Chromatography) acoplada a espectrometria de
masas en tandem (HPLC-MS/MS). A este tipo de
analisis basado en péptidos se le conoce como
“protedmica de escopeta” o enfoque “bottom-up”.
También es posible analizar proteinas intactas, es
decir, que no se digieren en péptidos; se analizan
proteinas purificadas y se obtiene informacion muy
precisa sobre proteoformas y modificaciones post-
traduccionales. A este enfoque se le conoce como
“top-down”.

Procesamiento de la muestra en los analisis
metabolémicos

Los metabolitos presentes en las muestras deben
enriquecerse eliminando biomoléculas de alto peso
molecular como proteinas, polisacaridos, acidos
nucleicos, etc. Generalmente se usa la extraccion
con mezclas de solventes organicos como metanol,
acetonitrilo, hexano o cloroformo. Ademas, se
puede enriquecer un tipo especifico de metabolitos
usando la extraccion en fase solida con resinas
que unen selectivamente a un tipo de compuestos,
por ejemplo, las resinas de intercambio idnico,
de afinidad y de adsorcidon. La metodologia de
extraccion elegida depende del tipo de metabolitos
de interés y del tipo de muestra de donde se
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un andlisis protedmico por espectrometria de masas. B) Representacion de la adquisicion de los valores de m/z en los analisis
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un solo ion, en este caso el ion color morado.

obtendran.

Separacion cromatografica y medicion de la
relacion m/z

En los analisis protedmicos y metabolémicos se
intenta analizar el mayor numero de proteinas
y metabolitos posible. A menudo incluyen miles
de moléculas en cada analisis. Los sistemas de
cromatografia de liquidos o gases permiten separar
las moléculas presentes en las muestras e irlas

transfiriendo poco a poco a los espectrometros
de masas. Generalmente, para el analisis de
metabolitos volatiles y semivolatiles, se prefiere la
cromatografia de gases y para metabolitos polares,
péptidos y proteinas intactas, se usa HPLC. Un
cromatoégrafo se acopla a un espectrometro de
masas (Figura 2A) de modo que conforme van
saliendo los analitos se va determinando su relacion
m/z. Sin embargo, diferentes moléculas pueden
tener el mismo valor de m/z, y para diferenciarlas,
se fragmentan (existen varios métodos de
fragmentacion, por ejemplo, haciendo chocar las
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moléculas con un gas inerte como N,) y se mide
la relacion m/z de los fragmentos resultantes. En
estos analisis hay dos instancias de medicién de
m/z, por ello se conoce como espectrometria de
masas en tandem, MS/MS o MS2 (Figura 2B), los
datos de m/z de los fragmentos ayudan a identificar
las moléculas. En los analisis proteémicos se tiene
la gran ventaja de que los iones precursores y los
fragmentos resultantes pueden ser combinaciones
de tan solo 20 aminoacidos de masa conocida,
ello facilita el analisis. En el caso de los analisis
metabolomicos, la diversidad estructural de los
posibles compuestos es enorme y son necesarios
varios pasos de procesamiento de la informacion
para lograr la identificacion.

Existen diferentes tecnologias parala determinacién
delosvaloresdem/z,tantoparalafuentedeionizacion
como para el analizador de masas, la combinacién
de distintos tipos de estos componentes da como
resultado una amplia gama de espectrometros
de masas (Shuken, 2023; Danzi et al., 2023). La
ionizacion por electrospray es comun para analizar
moléculas con carga. Algunos analisis de proteinas
usan ionizacion tipo MALDI (desorcidn/ionizaciéon
laser asistida por matriz), la cual analiza mezclas
poco complejas, pero permite la identificacion
rapida de bacterias y la imagenologia molecular de
cortes histolégicos. Para este tipo de ionizacion se
usa una delgada capa de muestra soélida de la cual
los analitos son desprendidos al ser irradiados con
laser. Si se irradian células bacterianas, los analitos
detectados son las proteinas mas abundantes, el
patron de proteinas detectadas es caracteristico
de cada especie o incluso cepas, permitiendo asi
su identificacion. Dado que se pueden detectar los
iones desprendidos en pixeles de 600 nm a 5 um
(Zhu et al., 2022), es posible obtener la localizaciéon
espacial de los iones (proteinas o metabolitos)
en corte histolégicos, mapeando las moléculas
presentes, diferentes tejidos o tipos celulares
(Aichler y Walch, 2015).

La parte de los espectrometros de masas que
determinalos valores de m/z se llama analizador, hay
diferentes tipos y cominmente los espectrometros
de masas tienen mas de uno. Algunos tipos de
analizadores son: trampa de iones, tiempo de
vuelo (TOF), cuadrupolo, orbitrap y resonancia de
ciclotrén iénica por transformada de Fourier. La

48

eleccion instrumento depende de las necesidades
especificas del analisis y el presupuesto disponible,
ya que los costos pueden variar significativamente
entre los distintos espectrometros.

La contribucion de la bioinformatica en los
analisis proteémicos y metabolomicos

Para el analisis simultaneo de cientos o miles
de péptidos o metabolitos, son indispensables
herramientas  bioinformaticas para contestar
preguntas como ¢ Cuales iones se fragmentaran?
¢Qué residuos de aminoacidos se agregaran
cuando la secuencia de un péptido esté incompleta?
¢ Qué péptidos, proteinas o metabolitos se aceptan
como identificaciones exitosas? ¢Si en unas
muestras hay datos faltantes, como se imputaran
para los analisis estadisticos? En base a las sefiales
m/z y a la informacion disponible en las bases de
datos ¢ Cual es la identidad mas probable de una
molécula? ¢ Cémo calcular su abundancia relativa?
Tal vez el reto mas grande de las herramientas
bioinformaticas actuales sea la interpretacion
biolédgica de los datos. Es decir, en base a las
moléculas identificadas ¢Qué procesos bioldgicos
estan cambiando? ;Qué nos dicen los datos acerca
del sistema bioldgico analizado? Las herramientas
bioinformaticas siguen evolucionando, incluso estan
surgiendo herramientas de andlisis multidmicos
que integran datos de gendmica, transcriptomica,
protedmica y metabolémica. A pesar de la gran
capacidad analitica de estas tecnologias, a menudo
la complejidad inherente de las células nos lleva a
pensar que mientras mas sabemos sobre ellas,
mas lejana esta su comprension holistica.

Adquisicion de datos e identificacion

Durante la adquisicion de datos en el espectrometro
de masas, cientos de péptidos o metabolitos se
ionizan y entran simultdneamente; de algunos se
mide tanto las masas de los iones precursores
(péptidos o metabolitos intactos, MS') como las
correspondientes masas de los iones resultantes
de la fragmentaciéon (MS/MS o MS?) (Figura 2B)
(Chen et al., 2020; Chen et al., 2022). El software
de los espectrometros se puede configurar para
seleccionar automaticamente los péptidos o
metabolitos que se fragmentaran. Generalmente



se seleccionan los péptidos mas abundantes o los
metabolitos que hayan resultado con diferencias
estadisticamente significativas en analisis previos
de MS1 (Figura 2B). Las sefales m/z de los
fragmentos ayudan a determinar la secuencia
de aminoacidos de los péptidos (Figura 3) y la
identidad de los metabolitos. Esta informacion se va
a almacenar en archivos con los datos sin procesar
(raw data). Para extraer la informacion, se necesitan
programas llamados motores de busqueda, los
cuales contienen librerias de espectros MS1 y MS/
MS que hacen coincidir con los espectros MS/MS
obtenidos experimentalmente, generan una lista
de iones y la comparan con bases de datos para
realizar la identificacion (Figura 3).

Los softwares pueden integrar las diferentes etapas
de analisis: adquisicion de datos, almacenamiento,
visualizacion, identificacion, cuantificacion,
analisis estadistico e interpretacion bioldgica. La
mayoria son proporcionados por el proveedor
del espectrémetro de masas, también existen de
acceso libre para los datos ya adquiridos, sélo se
necesita convertir los datos a un formato estandar.
Para analisis proteémicos, uno de los mas usados
es MaxQuant. Otros como OpenMS, MZmine sirven
para datos tanto protedmicos como metabolémicos
y MetaboAnalyst, XCMS, MetAlign ayudan a
procesar datos de metabolitos (Chen et al., 2020;
Chen et al., 2022).

Bases de datos

Para realizar la identificaciéon de las moléculas, los
softwares comparan las listas de sefiales MS1 y
MS/MS obtenidas experimentalmente con bases
de datos. En el caso de los andlisis protedmicos,
las bases de datos contienen los proteomas de
referencia obtenidos de la traduccién in silico de las
regiones codificantes identificadas en la secuencia
de los genomas. Es decir, que esas bases de datos
se obtuvieron mediante el andlisis computacional
de los genomas identificando las regiones que
se pueden traducir a proteinas y deduciendo las
correspondientes secuencias de aminodacidos
usando el codigo genético. En el caso de los andlisis
metabolomicos, las bases de datos contienen listas
de iones precursores y sus fragmentos indicando
los espectrometros de masas y las energias de

fragmentacion con las que fueron obtenidas.

Entre las principales bases de datos para la
identificacion de proteinas estan: UniProt (The
Universal Protein Resource, https://www.uniprot.
org/), RefSeq (creada por el Centro Nacional
para la Informacién Biotecnoldgica, NCBI, https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/) y GPM (The Global

Proteome Machine, https://www.thegpm.org/
gpm/). Para analisis metaboldmicos, entre las

principales bases de datos estan HMDB (The
Human Metabolome Database, https://hmdb.
cal/) y METLIN (The Metabolite and Tandem MS
Database, https://metlin.scripps.edu/landing_page.
php?pgcontent=mainPage) (Chen et al., 2020;
Chen et al., 2022). Los complejos métodos de
identificacion de proteinas y metabolitos no estan
exentos de errores. Para controlar el numero de
falsos positivos (moléculas identificadas por el
analisis bioinformatico pero que en realidad no
estan presentes en las muestras) se establece un
valor de tasa de falsos positivos (False Discovery
Rate), generalmente, un valor de 1% produce un
analisis suficientemente estricto como para obtener
conclusiones biolégicas con una certidumbre
aceptable (Chen et al., 2020; Chen et al., 2022).

Analisis estadistico y visualizacion

Las comparaciones mas sencillas de las
moléculas detectadas en diferentes condiciones
experimentales se hacen con diagramas de Venn.
Sin embargo, el hecho de que una molécula no
se detecte con los espectrometros de masas no
significa necesariamente que esté ausente en la
muestra; probablemente, su abundancia sea muy
baja en comparacién con otras moléculas y por
eso no se hayan seleccionado sus iones durante
la adquisicion, por ejemplo, en la mayoria de
los estudios, las comparaciones se enfocan en
iones detectados en al menos dos condiciones
experimentales buscando diferencias significativas
en su abundancia. Los valores de abundancia se
infieren de parametros como la intensidad o area
bajo la curva de los picos de m/z y del numero de
veces que se detecte cada ion. Por ejemplo, si los
péptidos de una proteina determinada se detectan
muchas veces y con sefiales m/z muy intensas en
una muestra, los softwares de analisis le asignaran
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Figura 3. Interpretacion de los espectros de fragmentacion de péptidos para la identificacién de proteinas. Notese que las
distancias entre las sefiales m/z de los fragmentos corresponden a la masa/carga de un aminoacido (indicados en la parte
superior con letras rojas o azules), esas sefiales permiten armar la secuencia parcial del péptido como si fuera un rompecabezas.
Algunos iones permiten armar la secuencia desde el extremo amino terminal al carboxilo terminal (secuencia roja) y otros iones
se usan para armar la secuencia en sentido contrario (secuencia azul). Los motores de busqueda comparan esas secuencias
con las bases de datos para identificar la proteina a la que pertenece el péptido, en este caso la actina humana. Nétese que no
se detectan experimentalmente todos los residuos, algunos de ellos se infieren en base a las coincidencias con las bases de
datos. En este ejemplo, la muestra analizada contenia proteinas humanas digeridas con la proteasa tripsina, estos parametros
se establecen durante el analisis bioinformatico y por ello, los softwares, al buscar coincidencias con la base de datos del
proteoma humano, agregan los residuos sefialados con letras negritas subrayadas.

un valor de abundancia mas alto que en otra
muestra en la que sus péptidos se detecten menos
veces y con picos de baja intensidad. Asi mismo,
la comparacion de la abundancia de un metabolito
entre diferentes muestras, se realiza comparando
los tamafios de los picos correspondientes.
Dependiendo del tipo de analisis se pueden usar
los iones precursores o los fragmentos que sean
peculiares de una molécula determinada. Para
la cuantificacion de proteinas se recomienda
usar varios péptidos y se toma en cuenta la
longitud de la proteina. Es necesario realizar un
preprocesamiento y normalizacién de los datos. La
normalizacion es un proceso de correccion de datos
que reduce cualquier variacién no relacionada con
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la biologia, por ejemplo, la variabilidad generada
al procesar las muestras, o por la separacion
cromatografica, o la ionizacion, o la seleccion de
iones en el analizador de masas, etc. Después se
hace un proceso llamado imputacién, en donde a
través de métodos estadisticos se reemplazan los
valores faltantes, por ejemplo, los péptidos de muy
baja abundancia (no se usan tablas de datos en las
que falte mas del 15%). Posteriormente, se realiza
el analisis estadistico univariado para comparar
las medidas de tendencia central y dispersion (t
de Student, prueba U de Mann-Whitney-Wilcoxon,
ANOVA, etc.) (Chen et al., 2020), de estos analisis
ya se puede obtener informacion bioldgica relevante
por ejemplo, la identificacion de moléculas que
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Figura 4. Algunos tipos de graficos usados para ilustrar los resultados de andlisis estadisticos de analisis proteédmicos y
metabolémicos. A) Diagrama de volcéan. Los puntos rojos representan moléculas mas abundantes en el grupo “Control” que en el
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estadisticamente significativas se resaltan en color. B) Mapa de calor o heatmap. La abundancia relativa de cada proteina se
codifica en color, el rojo indica mayor abundancia y el azul, menor. C) Andlisis de componentes principales. En este analisis cada
punto representa una muestra, las muestras que se encuentran cercanas tienen proteomas o metabolomas similares.

sean mas abundantes en un tejido sano que en un
tumor, o en la sangre de un grupo de pacientes al
compararse con un grupo de voluntarios sanos para
la definicion de marcadores bioldgicos.

Dada la enorme cantidad de datos, los analisis
multivariados son especialmente utiles para obtener
una vision general de las tendencias, variaciones y
posibles interacciones entre los grupos de datos.
El analisis de componentes principales (PCA), el
analisis de componentes independientes (ICA), la
regresion de minimos cuadrados parciales (PLS) y
los mapas auto organizativos (SOM) son algunos
ejemplos (Chen et al., 2020; Chen et al., 2022).
Los resultados se muestran con diferentes graficos.
El diagrama de volcan es un tipo de diagrama de
dispersion para representar los resultados de las
diferencias en la abundancia de grandes conjuntos
de datos resaltando aquéllos que sobrepasen los
umbrales de significancia estadistica (Figura 4A). El
mapa de calor o heatmap es una manera exploratoria
de visualizar los datos, utiliza un degradado de
color para representar la magnitud de valores
normalizados individuales dentro de un conjunto de

datos. Esto crea una representacion visual donde los
colores mas calidos (como rojo, naranja, amarillo)
representan valores mas altos, y los colores mas
frios (como azul, verde) representan valores mas
bajos. Esta técnica permite definir conjuntos de
datos similares y detectar muestras atipicas (Figura
4B). El analisis de componentes principales (PCA)
es un método de analisis estadistico multivariado
que simplifica grandes conjuntos de datos, utiliza el
numero de moléculas detectadas y su abundancia
para separar los datos en grupos de acuerdo con
su similitud (Figura 4C).

Interpretacion de datos mediante andlisis de
enriquecimiento

El andlisis de enriquecimiento es una técnica
bioinformatica que se utiliza para identificar
categorias funcionales o procesos biolégicos
sobrerrepresentados en un grupo de datos
protedmicos o metabolomicos. Estos analisis
pueden ayudar a: i) obtener el significado bioldgico
de los datos, ii) identificar potenciales marcadores
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Bioinformatics (https://david.ncifcrf.gov/home.jsp). B) Reactome (https://reactome.org/). C) KEGG (https://www.genome.jp/

kegal/).

biolégicos, iii) identificar vias de sefializacion, vias
metabdlicas o procesos celulares modulados para
futuros experimentos con otras metodologias, iv)
identificar procesos que sean blancos potenciales
para el desarrollo de farmacos. Los andlisis de
este tipo se realizan en servidores web de libre
acceso como David Bioinformatics (https://david.
ncifcrf.gov/home.jsp), STRING Database (https:/
string-db.org/), PANTHER (https://pantherdb.org/),
Reactome (https://reactome.org/), KEGG ( https:/
www.genome.jp/kega/) o The Gene Ontology (GO)

knowledgebase (https://www.geneontology.org/)
(Figura 5) (Chen et al., 2020; Chen et al., 2022).

Muchas bases de datos y softwares estan
disponibles de forma abierta y gratuita. Ademas,
los resultados de analisis realizados en distintos
laboratorios también estan disponibles en
repositorios como ProteomeXchange (https:/www.
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proteomexchange.org/) o  MetabolomeXchange
(https://www.metabolomexchange.org/) gracias
al esfuerzo conjunto de investigadores en todas
partes del mundo que promueven la difusion e
intercambio de datos y softwares.

Los analisis protedmicos y metabolémicos brindan
una visién general de los procesos celulares
que convergen y se coordinan bajo diferentes
condiciones experimentales. Sus resultados nos
asombran y nos intrigan a la vez. Frecuentemente
nos muestran la modulacién simultdnea de un gran
numero de moléculas y funciones celulares, lo que
nos indica que aun tenemos mucho que aprender
sobre el complejisimo sistema que son las células.
Las herramientas bioinformaticas son un elemento
fundamental en este emocionante proceso.
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ANUNCIOS

REALIZA TU SERVICIO SOCIAL, TESIS DE LICENCIATURA Y/O POSGRADO CON NOSOTROS.

Se solicita estudiante para realizar su servicio social y/o tesis de licenciatura en proyectos de
investigacion en Trichomonas vaginalis y en cancer de préstata.

Requisitos: Estar inscrito en una institucion de educacion superior. Contar al menos con el 85% de los
créditos de la licenciatura. Promedio minimo de 8.

Informes: Dra. Maria Elizbeth Alvarez Sanchez. Email: maria.alvarez@uacm.edu.mx

Se solicita estudiante para realizar su servicio social y/o tesis de licenciatura en el proyecto:
Control co-transcripcional de genes relacionados a la virulencia y el enquistamiento de Entamoeba.
Requisitos: Estar inscrito en la UACM en las licenciaturas de Ciencias Gendmicas o Nutricion o bien en una
Institucion de Educacion Superior en el area de las Ciencias de la Vida. Contar al menos con el 80% de los
créditos de la licenciatura.

Informes: Dra. Elisa Azuara. Email: elisa.azuara@uacm.edu.mx

Solicito dos estudiantes para desarrollar proyectos en Genémica y Proteémica del Cancer de Mama.
Se desarrollaran proyectos de investigacion enfocados al analisis funcional de microRNAs y andlisis
protedmico de biopsias de carcinomas mamarios.

Informes: Dr. César Lépez-Camarillo. Email: cesar.lopez@uacm.edu.mx

Se solicita estudiante interesado en desarrollar servicio social y/o tesis de licenciatura en proyectos
de investigacion sobre Diagnéstico molecular y vacunas. Requisitos: Estar inscrito en alguna institucion
de educacion superior, contar con al menos el 75% de los créditos de la licenciatura y con un promedio
general minimo de 8.0.

Informes. Dra. Helena Solleiro Villavicencio. Email: helena.solleiro@uacm.edu.mx

Estudiantes interesados en desarrollar servicio social y/o tesis de licenciatura en proyectos de
investigacion relacionados con la interaccion hospedero-patégeno o en proyectos relacionados con
patéogenos emergentes y reemergentes. Requisitos: Contar con al menos el 75% de los créditos de la
licenciatura.

Informes. Dr. Mauricio Castainén Arreola. Email: mauricio.castanon@uacm.edu.mx

Se solicita estudiante para realizar su servicio social en el Laboratorio de Genética Molecular de
la Escuela Nacional de Antropologia e Historia, apoyando proyectos de investigacion en Genética
Antropoldgica. Requisitos: Estar inscritos en la licenciatura en Ciencias Gendmicas, contar al menos con
el 85% de los créditos de la licenciatura. Promedio minimo de 8.

Informes: Dra. Paola Everardo Martinez. Email: paola.everardo@uacm.edu.mx
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Mujeres en la Ciencia

Mentorias del Programa de Ciencias Genomicas

En México, al igual que en muchos otros paises,
existe una notable brecha de género en los campos
de STEM. Las mujeres estan subrepresentadas
en estas areas tanto en la educacién como en el
ambito laboral. Las mentorias pueden proporcionar
a las mujeres modelos a seguir y ejemplos de éxito,
ver a mujeres en roles destacados puede inspirar
a mas jovenes a perseguir carreras en estas
disciplinas, lo cual es fundamental para aumentar la
representacion femenina en STEM.

El dia 8 de abril del afio en curso tuvimos la
presencia de la Coordinadora del Colegio de
Ciencia y Tecnologia, la Mtra. Erika Alvarez,
quien nos acompafid en el lanzamiento de

“Mujeres en la Ciencia”, programa de mentorias
en Ciencias Gendmicas. Al evento asistieron las
profesoras investigadoras Dra. Elizbeth Alvarez
Sanchez, Dra. Elisa Azuara Liceaga, Dra. Minerva
Camacho Nuez, Dra. Paola Everardo Martinez,

Dra. Lilia Lépez Canovas, Dra. Helena Solleiro
Villavicencio, Dra. Angeles Tecalco Cruz, Dra.
Martha Yocupicio Monroy y la Dra. Selene Zarate,
mentoras certificadas por el Consejo Britanico,
institucion con la cual hemos firmado un convenio
para la implementacién de este programa y para
la creacién de un manual que pueda servir a otros
departamentos de nuestra universidad para la
creacion de sus propios programas de mentorias.

Nuestro programa de mentoria, ofrece orientacién
y apoyo profesional, ayudando a las mujeres a
superar desafios como los sesgos de género,
falta de redes de apoyo o ambientes de trabajo no
inclusivos y a mantenerse en sus carreras.

Puedes seguir las novedades y convocatorias del
programa en Facebook Mentorias del Programa
Ciencias Genomicas-UACM.
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CURIOSIDADES wgb
de la ciencia

CRISPR y células madre para curar la anemia de células
falciformes.

En diciembre del 2023, la FDA aprobd el primer tratamiento basado en terapia génica celular para curar la
anemia de células falciformes en pacientes mayores de 12 afios. Este tratamiento denominado Casgevy,
permite modificar células madre obtenidas de médula 6sea obtenidas a partir de la sangre del paciente.
La correccion del defecto genético se realiza con la tecnologia CRISPR/Cas9 in vitro. Posteriormente, las
células madre sanguineas modificadas genéticamente son trasplantadas al paciente. Estas células se unen
y se multiplican dentro de la médula ésea estimulando la produccion de hemoglobina fetal (HbF), la cual
facilita el suministro de oxigeno y en niveles elevados previene la formacion de células falciformes en los
glébulos rojos.

El genoma humano incrementa de tamarno en su pangenoma.

El primer borrador del genoma humano fue publicado conjuntamente por el Consorcio Internacional para la
Secuenciacion del Genoma Humano y el equipo de Craig Venter en el 2001. Esta publicacion dio lugar al
primer genoma de referencia humano (GRCh38). Este genoma estuvo basado en la secuenciacion del ADN
de 13 voluntarios de Bufalo en Estados Unidos y el 70% del ADN procedia de un solo hombre de este grupo
seleccionado. A pesar de que se ha ido mejorando este genoma de referencia en sus diferentes versiones,
de ninguna manera representa la diversidad humana y su variabilidad como especie.

Afortunadamente, en mayo del 2023 el consorcio de referencia del pangenoma humano publicé el primer
borrador del pangenoma humano (Nature volume 617, pages 312-324 (2023); doi:10.1038/s41586-023-
05896-x). Para la construccion de este pangenoma se secuenciaron y ensamblaron el genoma diploide de
47 personas; la mitad de las cuales tiene ascendencia del Africa subsahariana, un tercio de las Américas,
el 13% de China y el 2% de Europa, con representacion de pueblos indigenas. Los genomas ensamblados
cubren mas del 99% de la secuencia esperada en cada genoma y tienen una precision de mas del 99% a
nivel estructural y de pares de bases. Ademas, se agregaron 119 millones de pares de bases de secuencias
polimérficas eucromaticas y 1115 duplicaciones de genes en relacion con la referencia existente GRCh38.
Segun la opinion de los especialistas, la publicacion de este pangenoma permite avanzar en el campo de la
genética de poblaciones o genética evolutiva y utilizar las variaciones genéticas reportadas para estudiar la
variacion genética que existe entre diferentes grupos étnicos, variaciones entre grupos continentales o entre
grupos ancestrales y grupos actuales. Ademas, permite un mayor desarrollo en la medicina personalizada
desarrollando nuevos medicamentos basados en la presion selectiva sobre ciertos genes vinculados a
enfermedades especificas.
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Lista actualizada de patégenos prioritarios por su potencial
pandémico.

La OMS en colaboracion con la Divisién de Enfermedades Infecciosas de la Universidad de Tibigen
(Alemania) ha publicado un listado de patégenos prioritarios. Estos patégenos se clasifican en tres niveles:
Nivel de prioridad critica. En este nivel se incluye a Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos,
enterobacteriales resistentes a las cefalosporinas de tercera generacion, enterobacteriales resistentes a los
carbapenémicos, y Mycobacterium tuberculosis resistente a la rifampicina.

Nivel de prioridad alta. Este nivel incluye a las bacterias Salmonella typhi resistente a las fluoroquinolonas,
Shigella spp. resistente a las fluoroquinolonas, Enterococcus faecium resistente a Vancomicina,
Pseudomonas aeruginosa resistente a los carbapenémicos, Salmonelas no tifoideas resistentes a las
fluoroquinolonas, Neisseria gonorrhoeae resistente a cefalosporinas y/o fluoroquinolonas, y Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina.

Nivel de prioridad media incluye: Estreptococos del grupo A resistentes a los macrolidos, Streptococcus
pneumoniae resistentes a los macrélidos, Haemophilus influenzae resistente a la ampicilina, y Estreptococos
del grupo B resistentes a los macrélidos.

Los criterios para incluir patégenos en la lista fueron los siguientes: El grado de letalidad provocado por
sus infecciones; si el tratamiento requiera o no hospitalizacién prolongada; la frecuencia con que presentan
resistencia a los antibidticos existentes; la facilidad para transmitirse entre animales o de animales a
personas y entre personas; la posibilidad de poder prevenir o no las infecciones; cantidad de opciones
terapéuticas disponibles y si existen actualmente investigaciones dirigidas a desarrollar nuevos antibiéticos
contra el patégeno.

El objetivo principal de la publicacién de esta lista es que se considere como una guia para los proyectos de
investigacion, desarrollo e innovacion (1+D) de nuevos antibidticos y vacunas.

https://www.who.int/es/news/item/17-05-2024-who-updates-list-of-drug-resistant-bacteria-most-
threatening-to-human-health

Anticuerpo monoclonal aprobado por la FDA frena el deterioro
cognitivo.

En julio del 2023, la FDA (Food and Drug Administration) aprobo el uso en humanos del farmaco lecanemab.
El farmaco esta destinado a personas con patologia amiloide confirmada y se administra por infusién
intravenosa cada dos semanas. Este farmaco es un anticuerpo monoclonal con alta afinidad sobre las
protofibrillas solubles de beta-amiloide en el cerebro de personas con Alzheimer. En ensayos clinicos de
fase lll, los pacientes con Alzheimer que recibieron este medicamento disminuyeron en un 27% su deterioro
cognitivo. Con este medicamento se abre una puerta a la esperanza para las personas que padecen esta
enfermedad.

https://www.alz.org/alzheimers-dementia/treatments/lecanemab-legembi?lang=es-MX
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LO COTIDIANO
DE LA CIENCI

Jessica May Rosales y Erika Yasmin Sanchez Hernandez
Laboratorio 4, del Posgrado de Ciencias Gendmicas
Dirigido por el Dr. José de Jesus Olivares Trejo.

Klebsiella pneumoniae es una bacteria Gram
negativa, anaerobia facultativa, dentro de la familia
Enterobacteriaceae. Tiene forma de bacilo y puede
ser movil o inmovil, su caracteristica distintiva es
la presencia de una capsula gruesa compuesta
de polisacaridos que le confiere resistencia, es
capaz de sobrevivir a pH alcalino. La temperatura
de crecimiento en el laboratorio es de 37 °C. Es un
patégeno oportunista ubicuo que puede colonizar
el tracto gastrointestinal humano, puede causar
infecciones como neumonia, infecciones del tracto
urinario y bacteriemia. K. pneumoniae tiene la
capacidad de crecer en agar MacConkey, debido
a que fermenta la lactosa y su adaptaciéon a las
condiciones de este medio de cultivo selectivo. El
agar MacConkey contiene lactosa como fuente de
carbono, asi como cristal violeta y sales biliares que
inhiben el crecimiento de bacterias Gram positivas y
permiten el crecimiento selectivo de bacterias Gram
negativas. Este proceso permite su identificacion
y facilita su estudio en microbiologia clinica y
diagnéstico de infecciones bacterianas (Figura 1).

Figura 1-. Medio de cultivo de K. pneumoiniae en agar MacConkey. En esta imagen se puede apreciar el medio de cultivo
solido agar MacConkey que se utiliza para el aislamiento y la diferenciaciéon de Enterobacterias y otros bacilos. Las estudiantes
de la licenciatura en Ciencias Gendmicas (Jessica May Rosales y Erika Yasmin Sanchez Hernandez) usando la punta de una
micropipeta, para dibujar a la bacteria, escribir el nombre cientifico y las iniciales de la Universidad Auténoma de la Ciudad de
México (UACM) sobre el medio de cultivo.
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IMAGENES

DE LA CIENCIA

Las nanoparticulas de hierro-oro tienen la capacidad de internalizarse
a las células alveolares humanas y fluorescen.

Células de adenocarcinoma alveolar humano (A549) fueron expuestas a nanoparticulas de hierro-
oro recubiertas con polietilenglicol por 4 h, el resultado fue observado por microscopia confocal. Las
células fueron tefiidas con colorante (azul) DAPI que se intercala en los &cidos nucleicos. En la imagen
se observa tanto en el canal rojo (panel A, excitacion a 552nm) como en el canal verde (panel B,
excitacién 488nm) la fluorescencia de las nanoparticulas. En azul se revela la disposicién del nucleo
(panel C). EI Merge muestra la sobreposicién de las nanoparticulas con el nucleo (panel D). Resultado
de los experimentos de la tesis de doctorado en ciencias genodmicas de la M. en C. Maria Ana Rivera
Soto, direccion electrénica: mrivera_soto@yahoo.com
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