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Resumen

Introduccion: Desde los anos 80s el cribado de alto
rendimiento (HTS) es el método estindar para el
desarrollo y descubrimiento de nuevos firmacos, se lleva
a cabo mediante pruebas experimentales al evaluar la
accion que ejercen sobre los sistemas vivos. Sin embargo,
requiere de proceso largo, costoso y al final un bajo
indice de moléculas son aprobadas para uso clinico. A la
fecha, existe una alternativa al HTS, utiliza herramientas
bioinformaticas, tamizaje virtual basado en la estructura
proteica (SBVS) y reposicionamiento virtual de farmacos.
El reposicionamiento virtual tiene gran impacto pues
permite identificar nuevos usos de un medicamento ya
aprobado, lo que reduce significativamente los costos y
el tiempo de investigacién, permitiendo asi encontrar
nuevos tratamientos para enfermedades relevantes
como el cancer. Objetivo: Evidenciar la aplicabilidad
del uso de las herramientas bioinformaticas en conjunto
con la metodologia del reposicionamiento virtual, para
identificar y asi proponer nuevos tratamientos potenciales
antitumorales. Resultados y conclusion: Dado que los
tratamientos actuales contra diferentes tipos de céncer
presentan baja eficiencia o bien, pueden desencadenar
resistencia en el tumor, se han realizado anadlisis para el
reposicionamientos de firmacos contra cancer como:
de préstata, mama, colon, glioma y cervicouterino. La
metodologia SBVS ha demostrado ventajas tal es el caso de
astemizol en cancer de mama y risperidona en cancer de
prostata pues se han propuesto tratamientos antitumorales.
Por lo tanto, en este trabajo se expone la importancia y el
uso de tecnologias computacionales basado en la estructura
proteica (SBVS) para el reposicionamiento de fiarmacos
con potencial de nuevo uso como agentes terapéuticos
antitumorales, con un enfoque practico para su posible
utilizacion en el sector salud.

Palabras clave: Reposicionamiento de farmacos, docking,
céncer.
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Abstract

Introduction: Since the 80s high performance screening
(HTS) is the standard method for the development and
discovery of new drugs, it is carried out by experimental
tests to evaluate the action they exert on living systems.
However, it requires a long, expensive process and
in the end a low index of molecules are approved for
clinical use. To date, there is an alternative to HTS, it
uses bioinformatics tools, virtual screening based on
protein structure (SBVS) and virtual repositioning of
drugs. Virtual repositioning has a great impact because
it allows the identification of new uses of an already
approved medicine, which significantly reduces the costs
and time of research, thus allowing new treatments to be
found for relevant diseases such as cancer. Objective: To
demonstrate the applicability of the use of bioinformatics
tools in conjunction with the methodology of virtual
repositioning, to identify and thus propose new potential
anti-tumor treatments. Results and conclusion: Since
the current treatments against different types of cancer
have low efficiency or may cause resistance in the tumor,
analyzes have been carried out to reposition cancer drugs
such as: prostate, breast, colon, glioma and cervical.
The SBVS methodology has shown advantages such as
astemzol in breast cancer and resperidoena in prostate
cancer as antitumor treatments have been proposed.
Therefore, in this work the importance and use of
computational technologies based on protein structure
(SBVYS) for the repositioning of drugs with potential for
new use as therapeutic anti-tumor agents, with a practical
approach for their possible use in the Health sector.

Keywords: Drug repositioning, docking, cancer.
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Introduccion

El descubrimiento de nuevos firmacos o agentes
terapéuticos es relevante para el sector salud pues uno
de sus objetivos es contribuir a mejorar la salud de la
poblacién, ya sea al buscar o diseflar un medicamento
para establecer tratamientos eficaces que permitan incidir
en la terapia y mejorar la calidad de vida de los pacientes.'

Descubrimiento de nuevos farmacos, metodologia HT'S
La forma convencional para identificar y disefiar
farmacos es el cribado de alto rendimiento (HTS). El

Reposicionamiento de farmacos identificados
por métodos computacionales (svbs),
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meétodo se basa en buscar, aislar y disefiar nuevos agentes
terapéuticos a partir de bibliotecas de compuestos con
actividad bioldgica, realizando ensayos miniaturizados
(in vitro e in vivo) y el andlisis de datos a gran escala en
los cuales evaltian la eficiencia, afinidad y seguridad de las
moléculas evaluadas.®*

El proceso consta de tres grandes etapas, que va desde
el descubrimiento y optimizacién, donde se hace la
identificacion de la enfermedad o blanco farmacoldgico;
la etapa de desarrollo con las evaluaciones pre-clinica y
clinica; por ultimo, la comercializacién del farmaco.>*

(Fig. 1).

Figura 1.

Proceso de obtencion, validacion y comercializacién de farmacos (Figura original)

Investigacion basica de

la enfermedad.

Identificacion y validacion

del sitio blanco.

Identificacion lideres

de compuestos

Este método presenta diversas limitaciones, ya que
se requiere de una gran cantidad de compuestos
bioactivos, que en ocasiones son dificiles de
obtener, durante la evaluacién del mismo se pueden
presentar falsos positivos (evaluaciéon de moléculas
inactivas que prevén que puedan ser activas durante
la experimentaciéon) como falsos negativos (no
deteccién de moléculas aptas), por lo que el éxito de
los ensayos es variable.? Ademas, se requiere de una
gran infraestructura para almacenar los compuestos
bioactivos de las bibliotecas, como también para
la realizar los ensayos experimentales. Por ello, el
cribado de alto rendimiento (HTS) es un proceso que
toma tiempo, de costo elevado (1 a 2 billones por cada
farmaco aprobado), en consecuencia, el precio en que
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Fase IV (aprobado)

adquieren los medicamentos los pacientes suele ser
alto.>*

Tamizaje virtual intensivo basado en la estructura
proteica (SBVS)

A pesar de sus limitaciones el método de HTS es el método
mas utilizado por la industria farmacéutica. Lo que se ha
llevado al desarrollo de métodos alternativos basados en
estrategias computacionales también conocidas como
metodologias in silico, permiten seleccionar candidatos
terapéuticos a partir grandes bibliotecas de compuestos
activos, lo que mejora el método de diseno y uso racional
de moléculas farmacéuticas.** Una de las metodologias
computacinal o in silico es la metodologia tamizaje virtual
intensivo basado en la estructura proteica (SBVS), se
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utiliza principalmente para identificar nuevos compuestos
bioactivos, para hacer modificaciones en la estructura de
las moléculas y para buscar la conformacién y posicion
optima basada en su ligando con su blanco molecular.**
Actualmente, el SBVS se usa para predecir la union de
un ligando con su receptor mediante el uso de grandes

bases de datos. Para ello, el conocimiento estructural
de las proteinas y sus respectivos ligandos favorece a
mejorar la potencia y selectividad farmacoldgica y facilita
la identificacién de compuestos lider para que sean
evaluados mediante ensayos tradicionales del método
HTS*° (Fig. 2).

Figura 2.

Diagrama general del proceso del Tamizaje Virtual Intensivo basado
en la estructura proteica (SBVS) (Figura original)

Tamizaje virtual intensivo basado en la estructura proteica

(SBVS)
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Reposicionamiento de firmacos por tamizaje virtual

Undrea dedisefios de firmacos por tamizaje virtual (SBVS)
que han tomado relevancia, es el reposicionamiento virtual
de farmacos, el cual acelera el proceso de descubrimiento
de nuevos usos de agentes terapéuticos existentes (ya
probados y seguros), lo cual, reduce significativamente el
costo y tiempo en su desarrollo (de 40-80 millones en 3 a
12 afos, por cada farmaco)." Debido a que los firmacos
evaluados por esta alternativa han pasado por las diversas
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etapas del desarrollo clinico, por lo tanto, ya se conocen
los perfiles de seguridad y farmacocinética, lo que reduce
el riesgo en comparacién con otras estrategias.>”'>"
Aunque existen diferentes estrategias para la seleccion de
farmacos para su reposicionamiento, una de tantas esta
basado en el conocimiento previo, otra por serendipia o
ensayos HTS, a diferencia, el reposicionamiento virtual
tiene un enfoque racional, exhaustivo y sistematico" (Fig.
3).

Figura 3.

Vision general del reposicionamiento de farmacos, comparado con el proceso HTS (Figura original)

I. Etapa de descubrimiento y
optimizacion

Il. Etapa de desarrollo

1l Comercializacion

Reposicionamiento de
farmacos

La reasignacién de un nuevo uso a un farmaco se
puede implementar desde dos puntos de vista, al
hacer un reposicionamiento a nuevas dianas proteicas
(reposicionamiento de diana) o bien utilizarse enfocando
la accion hacia otro objetivo (reposicionamiento de la
enfermedad), utilizando enfoques de similitud quimica
y funcional.'®

Docking o reconocimiento molecular

El reposicionamiento virtual de fiarmacos mediante
SBVS, consiste en identificar farmacos o moléculas
a fines de una estructura proteica de interés, como
receptores y enzimas, con la finalidad de mejorar
interaccién y la afinidad entre dichas moléculas, lo
cual puede desencadenar una accién inhibitoria o
regulatoria, segiin corresponda, en la via de accién del
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blanco molecular. Para la identificacion de interacciones
moleculares entre una molécula o firmaco con una
proteina blanco de interés, de forma virtual, se emplea
el método denominado como docking o acoplamiento
molecular.?

La técnica de docking es una alternativa de analisis de
ensayos de gran magnitud alos realizados en laboratorios
farmacéuticos mediante pruebas de laboratorio. Esta
técnica es realizada de forma rapida con alta eficiencia
en la seleccién de moléculas o farmacos con potencial
farmacéutico. Ademas, se ha empleado en las etapas
de identificacién del sitio blanco, asi como de la
construccién y evaluacion de los complejos resultantes,
lo cual favorece la identificacién de farmacos con alto
potencial de un nuevo uso diferente al primer uso."
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El analisis de acoplamiento molecular (docking) se realiza
en poco tiempo y permite calcular las interacciones
entre la proteina blanco con ligandos de interés, con
lo cual, es posible analizar de entre 10,000 a 100,000
ligandos inclusive en un solo dia a una semana. En
las  conformaciones resultantes (proteina/ligando)
del docking, se evalia tanto la interaccién como de
la presentaciéon de los complejos, esto mediante una
puntuacion, con lo cual se puede clasificar la energia de
la interaccion en cada conformacién.? Sin embargo, para
que esto se lleve a cabo, se debe disponer de estructuras
tridimensionales tanto de la proteina blanco como de los
ligandos (moléculas farmacéuticas) a evaluar. Existen
bases de datos libres y privadas con un gran ntimero
de compuestos farmacéuticos, la mas conocida es:
ZINC," de igual forma para la obtencién de estructuras
tridimensionales de las proteinas blanco existe la base
de datos Protein Data Bank (PDB), Protein-NCBI, entre
otros."”

Etapas de la metodologia de docking
Los ensayos de docking consta de tres etapas claves, cada
una de ellas con una serie de pasos.*'* (Fig. 4):

Primera etapa:

* Obtenciéon e identificacion de la estructura
tridimensional del blanco, en las bases de datos de
estructuras tridimensionales de proteinas (Protein
Data Bank).

e Fase de preparaciéon molecular, las adecuaciones
mads comunes que se hacen son: adicién de atomos
de hidrogeno, los cuales no son detectados por la
técnica de difracciéon de rayos X o cristalografia,
eliminacién de moléculas de agua que esta unidas
a la superficie proteica, al igual la remocién de
ligandos extras que se encuentren en la estructura
tridimensional, y por ultimo, la adicion cargas con
base en su composicién de aminoacidos, lo cual
es clave para obtener esquemas de puntuacién
durante el docking, esto se asigna de acuerdo con
el pH de la simulacion y la composicién de la
proteina.

* Identificacion del sitio de unién en el blanco, para
esto se debe tomar en cuenta toda la informacion
experimental sobre la proteina blanco, para
seleccionar solo una cavidad de toda la estructura
para el estudio. Dicha cavidad debe de tener
un tamafo Optimo en el que pueda unirse sus
ligandos naturales (si es enzima o receptor). La

eleccion correcta del sitio es clave, ya que cualquier
molécula que se una a este sitio, puede impedir la
funcién bioldgica correcta de la proteina.

Segunda etapa:

* Buasqueda y obtenciéon de ligandos (moléculas
terapéuticas) a fines al sitio determinado, para que
puedan actuar como ligandos.

*  Preparacion molecular de ligandos, al igual que la
proteina blanco, las moléculas a evaluar también
son sometidas a adecuaciones como presentar una
estructura tridimensional, adiciéon de atomos de
hidrégeno y asignacién de cargas atémicas para
cada atomo que constituyen al compuesto.

Tercera etapa:
*  Formacién de complejos proteina blanco-ligandos
y evaluacion de los complejos formados.

* Analisis y validacion de resultados, con base en
puntuacién de afinidad.

Las adecuaciones moleculares tanto de la proteina
blanco como de los ligandos evaluados, por su
complejidad existen algoritmos en los programas que
realizan docking de forma automatica y eficiente,
para que el acoplamiento molecular sea dptimo. Al
igual que las bases de datos, los programas para hacer
simulaciones moleculares existen tanto de libre acceso
y privadas (Surflex,” LigandFit,"® Glide," GOLD,*
FlexX,?! eHiTS* and AutoDock).?* 41

Todo esto se hace con la finalidad de mimetizar
computacionalmente el entorno que se presenta
comunmente al interior de las células y asi lograr una
prediccion sobre las interacciones que ocurririan en un
modelo in vitro o in vivo.

Farmacos que fueron reposicionados

Los primeros casos de reposicionamiento de fairmacos
fueron por serendipia o por observaciones clinicas de
los efectos fisiologicos favorables para un diferente
uso que para el padecimiento que se administraba,'>'
ejemplo, el uso de Sildenafil para tratar la disfuncién
eréctil, el cual fue creado para la enfermedad de angina
de pecho.” Otro caso es la Talidomida, actualmente
se usa como tratamiento en leprosis y el mieloma
multiple, originalmente indicado para tratar embarazo
antiemético, sin embargo, causo efectos secundarios,
malformaciéon en el desarrollo de los fetos,”? asi
existen otros”'>?”(Tabla 1).
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Figura 4.

Reposicionamiento de farmacos identificados
por métodos computacionales (svbs),
para su uso como terapias contra el cancer

Etapas de la metodologia Docking (Figura original)

Tabla 1.

Ejemplos de farmacos reposicionados (Tabla basada en Ashburn y Thor, 2004 [7] y GNS et al. 2019%

anestésico.

. Analgésicoy . Inhibidor selectivo de recaptacion de
Dapoxetina ) . Eyaculacién prematura. .
antidepresivo. serotonina.
Poliomielitis, paralisis . L -
Galantamida P y Enfermedad de Alzheimer Inhibidor acetilcolinesterasa.

Atomoxetina

Enfermedad de
Parkinson.

Desorden de Hiperactividad
(déficit de atencién)

Inhibidor no selectivo de absorcién de
serotonina.

Hiperplasia prostatica

Finasterida . Caida de cabello. Inhibidor de a5-reductasa.
benigna.
. . Enfermedad de Inhibidor de la retrotranscriptasa
Zidovudina Cancer . o
inmunodeficiencia por VIH. reversa.
. . . ) o Inhibidor de absorcion de serotoninay
Duloxetina Antidepresivo Incontinencia urinaria

noradrenalina

Difenildudramina

Antiemético

Migrafa

Inhibidor competitivo de los receptores
de histamina.

Lansaprozole

Antiulceroso

Trombocitopénica idiopatica
crénica.

Inhibidor de bomba de protones.

Elflornitina

Hirsutismo facial

Tripanosomiasis

Inhibidor de ornitina descarboxilasa.
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Reposicionamiento de farmacos para el tratamiento de
cancer

El cancer es un padecimiento de gran relevancia en
la poblacién mundial, se prevé que para el 2025 sean
diagnosticadas mds de 20 millones de personas con dicha
enfermedad, actualmente los de mayor prevalencia,
cancer de mama, de prostata y colorrectal.

Aun a la fecha el desarrollo tradicional de farmacos
contra dicho padecimiento se realiza mediante HTS,
con etapas de identificaciéon y optimizacién, estudios
preclinicos y clinicos todo ello implica gran costo y lapsos
de tiempo que van de 11.4 a 13.5 anos. Ademds, solo el
5% de los firmacos que se encuentran en ensayos clinicos
son aprobados por la FDA o EMA (Agencia Europea
de Medicamentos).?** Aunado al tiempo de desarrollo

y al porcentaje de éxito de la etapa de evaluacion, se
sabe que el cancer es una enfermedad heterogénea, lo
que vuelve complicado la identificacién y desarrollo de
farmacos eficientes contra la enfermedad y reduciendo
efectos secundarios importantes en el paciente [30]. Por
lo tanto, el reposicionamiento de fiarmacos mediante
la aplicacion de las estrategias bioinformadticas por
medio cribado virtual intensivo (SBVS) pueden acortar
significativamente la identificacion de farmacos contra el
cancer, lo que favorece la identificacién de los mismos y
su pronto uso como parte de tratamientos antitumorales.

Existen estudios de reposicionamiento de firmacos forma
virtual con el fin de ser empleados para tratar diferentes
tipos de cancer, principalmente cancer de mama y
proéstata.””? (Tabla 2)

Tabla 2.

Ejemplos de farmacos reposicionados contra cancer de mama y préstata
(Tabla basada en GNS et al. 2019).%

Enzalutamida Céncer de proéstata

Cancer de mama avanzado

Inhibidor competitivo del receptor de

congestiva

andrégenos
Itraconazol Antimicotico Céncer de préstata Inhibidor de la 1 4 a-demetilasa
. . Insuficiencia cardiaca | | Inhibidor de la bomba Na+ - K+y
Diogoxin Cancer de préstata

ATPasa.

Dilsufiram con

Manejo de alcoholismo
cobre

Cancer de mama metastasico

Inhibidor irreversible de la aldehido
deshidrogenasa

Usando SBVS se han sido identificado moléculas para
su reposicionamiento de uso, como la olsalazina cuenta
con actividad hipometilante lo que favorece su funcién
como anticancerigeno su aplicaciéon tradicional es
antiinflamatoria .*' Otra molécula identificada mediante
esta tecnologia es la Ribavirina, mediante ensayos
computacionales de reposicionamiento, tienen efecto
antitumoral sobre lineas de cincer de prostata, mama,
colon, glioma y cervicouterino, principalmente usado
como un compuesto antiviral por inhibir la replicacién
del ARN viral.** En otro estudio, trabajaron en el
reposicionamiento de inhibidor etoposido para tratar el
cancer de mama, este medicamento se une al dominio
de unioén a hialuronano de CD44, por lo que disminuye
la unién entre células de cancer de mama.” Ademas,
de las moléculas mencionadas, se han evaluado el
Astemizol (antihistaminico), Ebastina (antihistaminico)

y Clotrimazol (antimicdtico), estos medicamentos han
mostrado potencial antitumoral. Se sabe que la actividad
anticancerigena del Astemizol para el cancer de cuello
uterino, el carcinoma hepatocelular, melanomay el cancer
de mama, es debido a su interacciéon con el receptor
H1 (receptor de histamina) y canales de potasio.***> En
cambio, las propiedades anticancerigenas del clotrimazol
se basan en la disminucién de la unién de la hexoquinasa
con la membrana mitocondrial, lo cual desencadena una
cascada de cambios alterando el metabolismo del Ca2+y
de potasio.*

Otra molécula con actividad anticancerigena, es la
ebastina, la se observo quereviertelaresistenciaafarmacos
en las lineas celulares de cancer de mama y prostata,
debido a la posible inhibiciéon de ERAD (Endoplasmic-
reticulum-associated protein degradation).'?
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Para cancer de prostata, existen diversos trabajos
realizados de reposicionamiento de firmacos, pero
pocos basados en métodos computacionales. Los
mds frecuentes, reposicionados por conocimiento
previo o serendipia, como el Naftopidil, Niclosamide,
Ormeloxifene, Nelfinavir, Glipizida, Ferroquina y

Reposicionamiento de farmacos identificados
por métodos computacionales (svbs),
para su uso como terapias contra el cancer

Nitroxolina. Los reposicionados por reposicionados por
experimentos basados en su actividad Bioldgica (HTS)
(Triclosan, Digoxin, Clofoctol y acido zolendronico) y
por ultimo las metodologias in silico, como la, donde se
destacan la Resperidone, Dexametasona y el Zenarestat®’
(Tabla 3).

Tabla 3.
Medicamentos reposicionados (in silico) para el tratamiento del CaP (Tabla original)

Inhibe la accién de la De f in vit o |
L ) e forma in vitro e in vivo que la
Antipsicético: Trata desordenes del | molécula 17HSD10, ) q’ .
. . . . ) Resperidona retarda el crecimiento
Risperidona sistema nervioso central (depresién, | que se encuentra . .
. . . celular de la linea celular PC3 y ralentiza
esquizofrenia y desorden bipolar). sobre expresada en A
el desarrollo del tumor prostatico **
el CaP.
Glucocorticoide sintético: Prevenir La combinacién de este farmaco junto
trastornos de inflamacién o . » con otros quimioterapéuticos reduce el
. ) Inhibe la actividad de ] o
Dexametasona inmunosupresivas como las ERG dolor, las nduseas y el vémito, generado
alergias, colitis, artritis, lupus 'y ’ por los tratamientos actuales contra el
psoriasis. CaP*
Inhibidor de la aldosa reductasa: . .
. L, . Inhibe la via NF-Kb, por lo que
Prevenir enfermedades como la Inhibicién de la via
Zenarestat e . , puede ser un nuevo agente
catarogénesis diabética, retinopatia | NF-kB. e a0
| quimioterapeutico.
y neuropatia

El reposicionamiento de farmacos por medio de
metodologias computacionales SBVS, es muy poco
usado para la busqueda e identificacion de potenciales
medicamentos contra diversos tipos de cancer. Sin
embargo, el uso de esta metodologia presenta grandes
ventajas, ya que es un método que integra mas métodos
para su validacién y puede evaluar y filtrar grandes
cantidades de informacién. Por lo tanto, el uso de
metodologias in silico, puede hacer mas eficiente la
busqueda y uso de nuevas terapias antitumorales.

Conclusion

Las herramientas bioinformaticas para el disefio y
desarrollo de nuevos medicamentos han acelerado
el proceso de aprobacién para que farmacos salgan
al mercado en menor tiempo y puedan ser usados
para diversas enfermedades, lo que favorece a los
tratamientos actuales y la calidad de vida de los
pacientes.” Esta estrategia bioinformadtica, minimizan
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los tiempos de obtencidn, de evaluacion, validacion y
comercializacion.

El reposicionamiento de firmacos por medio de
metodologias computacionales, es muy poco usado de
primera instancia para la bisqueda e identificacion de
potenciales medicamentos antitumorales. Por lo que el uso
de tecnologias computacionales basado en la estructura
proteica (SBVS) para el disefio o reposicionamiento de
farmacos (nuevos usos de firmacos existentes) es una
alternativa que favorecerd las investigaciones de nuevos
agentes terapéuticos contra diversos tumores, asi como a
reducir el tiempo en que estos puedan ser usados por los
pacientes.
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