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Resumen

En los afos 80, tomo fuerza la ciencia dirigida al estudio del genoma humano, cuyo obijetivo era
mejorar la salud humanaatravés de laidentificacion de genes. Este estudio permitié el surgimiento
de ciencias, entre ellas la Quimiogendémica y la Quimiogenética. La Quimiogendmica es un area
interdisciplinaria que busca la sistematizacion del genoma al identificar, analizar, expandir y
predecir las interacciones de los ligandos con las proteinas por medio de métodos in vitro e in
silico. Por otro lado, la Quimiogenética se refiere al estudio de las caracteristicas genéticas de
un paciente para optimizar la Farmacoterapia y predecir la eficacia, los efectos secundarios
y la dosificacion de farmacos selectos. El conocimiento de las interacciones entre moléculas
y proteinas especificas ayudaron al desarrollo de nuevas herramientas biotecnolégicas y a la
identificacion de novedosas dianas farmacologicas que pudieran conducir a conocimientos
mas especificos. Algunas aplicaciones en estudio en el ambito farmacéutico son los receptores
disefiados exclusivamente activados por farmacos disefiados (DREADDs, por sus siglas en
inglés). Con ellos se pretende que no se activen ante ligandos enddgenos, sino en presencia
de sintéticos. Actualmente existen muchas investigaciones en los cuales se estudian DREADDs
para la identificacion de neuronas y de vias de sefializacion involucradas en patologias como
el miedo, la ansiedad, la depresion, la adiccion y la obesidad.
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Abstract

In the decade of 1980, the science that studied human genome rose strongly, with the purpose
of improving human health by identifying genes. These studies allowed the origin of other
sciences like Chemogenomics and Chemogenetics. Chemogenomics is an interdisciplinary
area that looks for the genome systematization by identifying, analyzing, expanding and
predicting the interactions of ligands and proteins using the in vitro and in silico methods. In the
other hand, Chemogenetics is the study of the genetic characteristics of a patient to optimize
the pharmaceutical therapy and predict the efficacy, the secondary effects and the dosage of
certain drugs. The knowledge of molecules and proteins interaction helped to develop new
biotechnological tools and to identify novel drug targets that could conduct to more specific
knowledge. One of the applications in Pharmacy are the designer receptors exclusively activated
by designer drugs (DREADDs). The DREADDs may not allow the activation by the endogenous
ligands, but in presence of endogenous ones. Actually, there are lots of investigations in which
DREADDs are being studied for the identification of neurons and signalization routes involved in
pathologies such as fear, anxiety, depression, addiction, and obesity.
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Introducciéon

Gendmica es el campo que se encarga de los estudios estructurales y funcionales del genoma
[1] (informacién genética total del organismo), y la funcién e interaccion del ADN en este, asi
como los factores ambientales o no genéticos como el estilo de vida personal [2]. El genoma
contiene secuencias, denominados genes, con informacion necesaria para generar moléculas
con funcion bioldgica [3]. Dicha informacién se almacena en cromosomas.

Por otra parte, la Genética corresponde al estudio de los genes individuales, junto con su
participacion en una enfermedad y su modo de herencia [2]. En conjunto con la Gendmica,
buscan explicar las causas de diversas enfermedades y asi, mejorar las intervenciones y
los resultados terapéuticos. Este conocimiento ha sido notable en el desarrollo préactico de
la Farmacoterapia y desempefian un papel importante en el diagndstico, la prevencion vy el
tratamiento de las enfermedades [2] [3].

Por ende, la presente revision bibliografica tiene como propdsito dar a conocer técnicas
quimiogendmicas y quimiogenéticas, asi como su importancia y su aplicacion en el
descubrimiento y en el desarrollo de farmacos aplicados en las terapias individualizadas de
distintas patologias.

Antecedentes

La ciencia dirigida al estudio del genoma tomo fuerza a mediados de la década de 1980, en
la que se discutio la posibilidad de secuenciar el genoma humano. En 1986, Charles Delisi
del Departamento de Energia de Estados Unidos financié el comienzo del proyecto dirigido a
mapear y secuenciar dicho genoma. Como complemento, en 1988 se dio un financiamiento
mayor por parte del gobierno y el apoyo de James Watson con la formacion del Instituto de
Salud Nacional (NIH, por sus siglas en inglés) [4]. El objetivo del Proyecto Genoma Humano
(PGH) era mejorar la salud de la humanidad a través de su caracterizacion y la identificacion de
los genes. Gracias a la ayuda internacional y el esfuerzo cooperativo, se logré realizar en menor
tiempo al esperado [3] [4] [5] [6].

Del PGH resulté una cantidad inmensa de informacion (tres mil millones de nucledtidos componen
el genoma humano), la cual requeria ser tratada y analizada de una forma ¢6ptima. De esta
necesidad nacioé la Bioinformatica. Su finalidad fue generar bases de datos y herramientas para
un estudio funcional comprensivo, y mecanismos para producir programas computarizados que
pudieran ser compartidos y exportados [7] [8] [9].

Una de las ciencias generadas como consecuencia de la aparicion de esta tecnologia fue la
Gendmica. Consiste en la identificacion, la clasificacion de miembros de familias de genes (que
se presume tienen cierta homologia) y la determinacion de su funcién. La misma se extendio, no
so6lo a la secuenciacion del genoma, sino que promovio la aparicion de la Gendmica Funcional,
con distintas ramas, entre ellas la Protedmica [8]. La misma se refiere al estudio de la funcion y
la composicion de todas las proteinas expresadas en una muestra dada [9] [10].

Continuando con los avances en el campo, se desarrolld la Quimiogenética, también llamada
Farmacogenética o Farmacosintesis. De manera general, permite utilizar las caracteristicas
genéticas de un paciente para optimizar la Farmacoterapia y predecir la eficacia, los efectos
secundarios y la dosificacion de farmacos selectos [2]. El término Quimiogenética fue el primero
en acufarse y se separd de la connotacion directa de la Farmacologia y la Genética, aunque
puede estar relacionado a ellas [11].
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Posteriormente, en 1996, investigadores de la empresa Glaxo Wellcome introdujeron el término
Quimiogendmica [12]. Se trata de una disciplina que combina las ultimas herramientas de
Gendmica y Quimica, y se enfoca en las dianas y el descubrimiento de farmacos. De esta
forma, trata de determinar los posibles compuestos capaces de interactuar con una diana
terapéutica [13] [14].

Es asi como por primera vez, gracias a la investigacion dirigida hacia familias de genes blanco,
se discutio el concepto de la sistematizacion del descubrimiento de farmacos basandose en
el andlisis de genes blanco como receptores acoplados a proteinas G (GPCRs, por sus siglas
en inglés), canales i6nicos o proteasas que habian sido explorados de manera exitosa hasta
el momento [12] [14]. Esto se origind al recalcar las ventajas de poseer enfoques basados
en sistemas de combinacion de avances en clonacion, expresion, automatizacion de genes,
guimica combinatoria y Bioinformatica [12].

El principio basico en el cual los investigadores se basaron fue que ligandos similares se
deberian unir a blancos similares, pudiendo aplicar y transferir los conocimientos adquiridos
de proyectos anteriores a otros nuevos. En 2001, la farmacéutica Vertex introdujo la
implementacion de plataformas de Quimiogenémica para el descubrimiento de inhibidores de
receptores quinasa. Asimismo, Novartis describié los principios del disefio de una biblioteca
de Quimiogendmica para el blanco de familias biogénicas de GPCRs relacionados a aminas.
A partir de esto, muchas publicaciones e investigaciones se han realizado para entender las
interacciones de blanco-ligando y crear una matriz llamada relacion estructura-actividad (SAR,
por sus siglas en inglés) [12] [15].

Quimiogendémica

Es un area interdisciplinaria que busca la sistematizacion del genoma al identificar, analizar,
expandir y predecir las interacciones de los ligandos con las proteinas, por medio de métodos
in vitro e in silico. De esta area nace la Quimiogendmica Computacional, la cual toma esta
informacion y la integra en bases de datos, especificamente en modelos predictivos destinados
al descubrimiento, y a la validacién de moléculas y enfermedades especificas como blancos
terapéuticos [12].

La Quimiogendmica difiere del enfoque farmacéutico convencional, porque vincula directamente
proyecciones de bibliotecas extensas. Estas bibliotecas contienen millones de compuestos
similares, los cuales pueden ser sintetizados utilizando ADN recombinante o combinaciones
quimicas [16] a metodologias de gendmicas modernas. Para lograr esto, es necesario tener
acceso a nuevas “bibliotecas de compuestos sintéticos [17]”. En el descubrimiento de farmacos
basados en ella se proyectan grandes colecciones de productos quimicos para la identificacion
de dianas y compuestos biolégicamente activos [14] [18].

Los compuestos bioldgicamente activos que se descubren bajo esta metodologia se conocen
como terapias dirigidas, pues se unen y modulan dianas moleculares especificas. La idea de
esta estrategia es acelerar el ritmo del proceso de descubrimiento de farmacos [18]. Al ser
una oportunidad para convertir rapidamente los estudios fenotipicos de enfermedades en el
descubrimiento de drogas enfocados en las dianas farmacoldgicas encontradas, es posible
reposicionar las ya existentes, hacer predicciones de su toxicologia y descubrir nuevas
modalidades farmacoldgicas. Ademas, asegura que un farmaco pueda tener la eficacia
terapéutica deseada [19].

Entre algunos métodos computacionales que se emplean con frecuencia en la Quimiogenémica
se encuentran el cribado virtual (CV) y la busqueda computacional de blancos moleculares
(target fishing en inglés) [17]. Ambas técnicas permiten la prediccion de efectos adversos de
un compuesto, la deteccion de la polifarmacologia de una droga (interaccion de un farmaco con
varias dianas favorables) y el reposicionamiento de un farmaco [17] [20].
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De manera general, el cribado virtual filtra una serie de compuestos de bases de datos
moleculares para seleccionar un conjunto de moléculas que tienen mas probabilidad de unirse
a un objetivo especifico [20]. Existen muchos métodos como el de proteina-ligando. El mismo
trata de obtener predicciones rapidas y exactas de la conformacion 3D que adopta un ligando
al interaccionar con una proteina, asi como la fuerza de unién para evaluar funciones de
afinidad. Una de las limitaciones de este método es la falla en la prediccion de la toxicidad y de
la actividad, al estar limitada por el acceso a recursos computacionales [17] [21].

Por otra parte, la busqueda computacional de blancos moleculares se entiende como la
identificacion de uno o varios blancos moleculares mas probables de la molécula en estudio
[17] [20]. Esto se logra por medio de varios métodos computacionales clasificados en cuatro
grupos: busqueda de similitud quimica, mineria de datos/aprendizaje automatico, acoplamiento
de paneles y analisis de espectros de bioactividad. También, se han propuesto otros basados
en la estructura proteica [20].

Dos métodos adicionales en la Quimiogenomica son los quimioinformaticos y la Quimiogendmica
in silico. La Quimioinformatica se emplea para analizar cuantitativamente la diversidad quimica,
la visualizacion del espacio quimico, y el contenido y la diversidad de nucleos base [13]. Por
otra parte, la Quimiogendmica in silico busca crear una matriz bidimensional en la cual las
dianas se encuentran en columnas y los ligandos en filas [13] [14]. Los valores numéricos son
constantes de enlace o efectos funcionales [13].

Para predecir las afinidades, la Quimiogendmica se basa en el principio de la similitud [13]. Este
concepto es abstracto y trata de cuantificar el parecido que hay entre dos estructuras quimicas
[17]. El principio de similitud, el cual es la base de muchos métodos empleados, establece que
moléculas similares podrian unirse al mismo blanco y por ende, tener bioactividades similares
[13] [20]. Esta va a depender de la representacion molecular y la métrica para cuantificar el
grado de acercamiento entre ellos [13] [17].

Quimiogenética

Inicialmente, el término Quimiogenética habia sido acufiado para describir los efectos
observados por mutaciones en enzimas-sustratos especificos. Ahora, se utiliza para describir el
proceso en que macromoléculas metabdlicas como acidos hibridos, quinasas, y una variedad
de enzimas y GPCRs pueden ser sintetizados para interactuar con pequefias moléculas que
no han sido reconocidas hasta el momento [22]. También se define mediante el acrénimo
de DREADDs (por sus siglas en inglés), que significa receptores disefiados exclusivamente
activados por farmacos disefiados [23].

Es una técnica que permite el control remoto de las poblaciones de células y circuitos
neuronales, por medio de inyecciones sistémicas o micro infusién de un ligando activador. Para
ello, utiliza técnicas con receptores disefiados y ligandos bioldgicos inertes. Es poco invasiva
y Util para realizar mapeos funcionales, manipulacion especifica de ciertos tipos de células y
control de neuronas [24].

Un ejemplo son los GPCRs. Gracias a la Quimiogenética, estas proteinas pueden excitar,
inhibir o modular las neuronas. Su potencial permite la union a ligandos cognados (del mismo
origen) relativamente inactivos. No obstante, existe un problema con respecto a la utilizacion
de moléculas sintéticas, pues no generan una sefial suficiente o que pueda ser usada como
herramienta para el control remoto de la sefalizacion neuronal [11].
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Enresumen, la Farmacogenética estudia el efecto del farmaco en un individuo segun su variacion
genética, mientras que la Farmacogendmica trata de la Genética de las enfermedades para
orientar el desarrollo de nuevas vias de tratamiento. Con frecuencia, suelen ser confundidos
y usados como términos iguales. Sin embargo, ambos estudian la funcion de la célula por
medio de pequefias moléculas sintetizadas que sirven como ligandos moduladores [18]. El
uso complementario de ambos puede guiar al desarrollo de farmacos mas selectivos y a la
comprension de mejores sitios de accion de ciertas enfermedades.

Importancia de los modelos para la evaluacion de farmacos

El proceso de descubrimiento de farmacos inicia con la identificacion de compuestos que se
unen a un blanco terapéutico o que muestran actividad biolégica en un ensayo de tamizaje.
Luego, se estudian aquellos compuestos con propiedades farmacéuticas atractivas que
incluyan: baja toxicidad, solubilidad acuosa y otras propiedades farmacocinéticas requeridas
[25].

Dentro de los requisitos solicitados para permitir la comercializaciéon de un producto farmacéutico
se encuentran los estudios clinicos controlados. Estos deben ser validados por Sistemas de
Gestion de la Calidad, los cuales determinan que la molécula en estudio puede ser autorizada
y comercializada posterior a la demostracion de seguridad y de eficacia. No obstante, antes de
esta etapa es necesario pasar por la de investigacion preclinica [26].

Los estudios preclinicos se realizan en animales y modelos fisiolégicos en el laboratorio. Los
modelos in vivo posibilitan la aplicacion de técnicas de analisis que por cuestiones éticas no
pueden realizarse en seres humanos. Ademas, permite investigaciones que no se obtienen
mediante técnicas in vitro, donde no pueden reproducir las interacciones propias de un sistema
biolégico completo [26] [27].

Através de los modelos animales es posible caracterizar la patologia de la enfermedad, evaluar
el mecanismo de accion de las drogas existentes, descubrir nuevos blancos terapéuticos
y biomarcadores, establecer las relaciones farmacodinamia/farmacocinética, estimar los
regimenes de dosis clinicos, y determinar los parametros de seguridad y toxicidad, para
salvaguardar la integridad de los voluntarios de las pruebas clinicas en sus distintas fases [26]
[27].

Sin embargo, estos limitan la extrapolacion de los resultados a los estudios en seres humanos.
Al tratarse de sistemas biolégicos distintos, existen diferencias de respuesta entre ellos. El
problema parece ser la traduccion inter especies para las reacciones adversas inesperadas y
la eficacia de la sustancia de interés. Tal situacion genera la mayoria de los retiros de drogas
y farmacos en fase de ensayo clinico o incluso del mercado. Sin embargo, lo anterior podria
reducirse mediante la mejora de los procesos de pruebas preclinicas, tomando en cuenta las
tecnologias recientes [26] [27].

Por ello, uno de los principales retos del disefio de farmacos actualmente es la identificacion de
aquellos que interaccionen con dianas bioldgicas deseadas, pero que a la vez no sean blancos
moleculares asociados a efectos adversos [17]. Se trata de un proceso complejo y costoso en
el cual convergen diferentes areas de conocimiento [25].

Si se conoce la base biolégica de un proceso patolégico a nivel molecular y se identifican las
moléculas implicadas en el mismo, asi como su interaccion con otras rutas metabdlicas, es
posible encontrar un punto sobre el cual se pueda intervenir para su modificacion. Este punto
por lo general es una proteina. Por ello, justamente la secuenciacion del genoma humano ha
ampliado el campo referente al disefio de farmacos [13].
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El conocimiento de las interacciones entre moléculas y proteinas especificas ayudan al
desarrollo de novedosas herramientas biotecnoldgicas y a la identificacion de nuevas dianas
farmacoldgicas que puede conducir a conocimientos mas especificos. Estos se puede lograr
mediante cribado quimiogendmicas. Por medio de ellas, cada pequefia molécula de una
biblioteca quimica se aplica a cada tipo de una biblioteca de células y se registran los fenotipos
resultantes [28].

De esta manera, aunque el descubrimiento y el desarrollo de medicamentos se ha hecho
durante muchos afios usando uUnicamente métodos experimentales, el disefio de farmacos
asistido por computadora (DIFAC) tiene cada vez méas importancia en su investigacion y su
desarrollo. Se espera que este proceso se acelere gracias a los métodos computacionales para
codificar con precision modelos tedricos y para procesar grandes cantidades de informacion
[25]. EI DIFAC forma parte de un esfuerzo multidisciplinario y esta conformado por una serie de
disciplinas cientificas que abarcan Modelado Molecular, Quimioinformatica, Quimica Tedrica y
Quimica Computacional [17].

Por lo anterior, el poder predictivo de los métodos basados en secuencias ha comenzado a
atraer el interés en las Ultimas etapas de los estudios preclinicos. La identificacion temprana de
otras dianas donde podria interactuar el medicamento es crucial para el desarrollo de nuevos
farmacos [14]. Sin embargo, la practica incorrecta de usar métodos de coémputo contribuye
a crear falsas expectativas de que pueden disefar farmacos por si solos. Se debe tener la
claridad de que estos no generan de manera automatizada los medicamentos, sino que deben
estar integrados con pruebas experimentales por medio de varios ciclos de optimizacion [17].

Técnicas quimiogenémicas

A continuacion se muestran las técnicas comunmente empleadas por la Quimiogendémica para
el desarrollo de farmacos. Las mismas se dividen en aquellas basadas en el enfoque al sitio de
unioén de la diana y las basadas en el ligando.

Basadas en el enfoque al sitio de union de la diana

Enfoque basado en la secuencia

Usualmente para buscar las similitudes en las dianas multiples y Unicas se utilizan herramientas
basicas de busqueda de alineamiento local (BLAST, por sus siglas en inglés) y analisis
filogenéticos basados en la sustitucion como las matrices de sustitucion de blogues de
aminoacidos (BLOSUM, por sus siglas en inglés) y las mutaciones puntuales aceptados (PAMs,
por sus siglas en inglés). La Quimiogenémica también se puede utilizar para la identificacion
de dianas unicas y multiples, optimizado la interaccion del ligando con la diana. Al igual que
la aproximacion clésica, utiliza técnicas como descriptores fisicoquimicos y farmacaéforos de
aminoacidos, analizando la secuencia de cada uno y las posibles interacciones existentes entre
ellos [20] [29].

Enfoque basado en la estructura

Se han desarrollado numerosas bases de datos encargadas de representar el sitio de union
como: Relibase, PDBLIG, PDBBind, sc-PDB, entre otros [30]. Algunos de los recursos aplicados
con el fin de definir la estructura son la cocristalizacion (dos 0 mas especies neutras contenidas
en un mismo cristal que se mantienen unidas por interacciones no covalentes) [31] vy la
deteccion de cavidades. Una caracteristica en comun es la realizacion de estructuras 3D a los
farmacoforos representativos, los cuales son utilizados para realizar comparaciones [20] [29].
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Basadas en el ligando

Reposicionamiento de la droga y ligando

Los efectos que se presentan fuera de la diana pueden tener una ventaja, pues permiten el
reposicionamiento del farmaco para indicaciones alternas. La modificacion de compuestos
es capaz de convertir un efecto secundario en uno principal [32]. Posibles nuevas dianas se
obtienen a partir de cruces individuales para cada ligando. Para ello, se efectua el acople
de afinidades para un conjunto de compuestos, independientemente de la estructura de vy la
secuencia de la diana [33].

Bibliotecas enfocadas en estructuras privilegiadas

Algunas subestructuras se han encontrado en ligandos, de los cuales no tienen relacion. Estas
fueron llamadas estructuras privilegiadas, debido a su versatilidad [34]. Las mismas pueden
unirse a muchos receptores. También se ha visto que cuando se sustituyen, dan lugar a
ligandos potentes y muy selectivos. Esta técnica tiene la utilidad de que se puede escalar para
predicciones con todos los GPCRs [29].

Aplicacion de la Quimiogenética en el descubrimiento y el desarrollo de farmacos

Los GPCRs son los mayores objetivos farmacolégicos en el descubrimiento de nuevos farmacos,
debido a que participan en la modulacion de muchos procesos patoldgicos y fisioldgicos en
los seres humanos [35]. Por esta razon, el hallazgo y el desarrollo de nuevos farmacos van
destinados hacia este tipo de receptores [36]. El disefio de DREADDs con diferentes perfiles
farmacoldgicos es una herramienta con potencial para descubrir nuevos farmacos relacionados
con GPCRs [11]. El principio fundamental es modificar receptores celulares, de tal manera que
sean incapaces de responder al ligando enddgeno. No obstante, se disefian para que puedan
ser activados por moléculas inertes como ligandos sintéticos [22].

A diferencia del mecanismo de accion de los moduladores alostéricos, dependientes de la
presencia del neurotransmisor endégeno, el DREADD funciona independientemente del ligando
enddégeno. Su expresion en lugar del receptor muscarinico natural en sistemas biolégicos
resulta en un fenotipo similar al que se aprecia en modelos animales que han sido privados
de este receptor mediante técnicas “knock-out” [37]. Un modelo de ratén “knock-out” se
fundamenta en la disrupcion del marco de lectura de un gen, con la intencion de bloquear la
expresion del mismo en un organismo vivo. Los modelos murinos con estas caracteristicas son
Utiles para el estudio del rol bioldgico que poseen ciertos alelos genéticos en la sintesis de
proteinas especificas [38].

La administracion del ligando sustituto «sintético» activa el DREADD, permitiendo la identificacion
de respuestas celulares vy fisiolégicas asociadas con la activacion del receptor mutante. Este
enfoque imita las respuestas que podrian esperarse si se desarrollara un farmaco selectivo para
un determinado subtipo de receptor. Por ende, permite la evaluacion sistematica de los posibles
efectos farmacolégicos que podrian esperarse como respuesta a su activacion [22].

Uno de los requisitos para el uso del ligando sintético exégeno utilizado para activar el receptor
disefiado es que sea farmacoldégicamente inerte en condiciones fisiolégicas. Ademas, la
modificacion genética que se introduce en este debe ser capaz de incapacitar la respuesta del
mismo en presencia del ligando enddgeno, asi como garantizar la ausencia de actividad [22].
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Desarrollo de DREADDs

Originalmente se utilizaron técnicas de evolucién molecular dirigida y un sistema de expresion
basado en levaduras con el objetivo de disefiar un receptor muscarinico M, que fuera capaz de
responder al ligando exégeno N-6xido de clozapina (CNO, por sus siglas en inglés) y eliminar
la sefializacion intrinseca relacionada con el ligando enddégeno acetilcolina (ACh, por sus siglas
en inglés). Se debe tener en cuenta que en condiciones normales el CNO carece de completa
actividad a nivel del receptor muscarinico M, de tipo salvaje. Por ello, su escogencia como
ligando de partida para la creacion del primer receptor mutante muscarinico de tipo DREADD
no resultd intuitiva [39] [40] [41].

En contraste, la clozapina, molécula derivada del CNO, presenta en condiciones fisioldgicas
alta afinidad por el receptor muscarinico M, de tipo salvaje. Debido a esta propiedad, se predijo
que la introduccion de pocas mutaciones en el cédigo genético del receptor muscarinico seria
suficiente para que el CNO adquiriera la afinidad necesaria para funcionar como agonista del
receptor mutante disefiado, pero manteniendo su nula afinidad sobre el receptor muscarinico
de tipo salvaje. Ademas, las propiedades farmacocinéticas del CNO eran ideales, porque
presentaban muy buena biodisponibilidad tanto en ratones como en humanos [42] [43].

Como linea celular para el disefio de los DREADD se utiliz6 de manera original la levadura
Saccharomyces cerevisiae. La linea celular especifica escogida poseia la caracteristica de
que el GPCR nativo de este microorganismo fue removido, pero la subunidad Ga natural
fue preservada y modificada mediante técnicas de Ingenieria Genética, de tal manera que
pudiera interactuar con GPCRs de origen humano. Si la linea celular con estas caracteristicas
era funcional, la activacion del receptor humano acoplado a la subunidad alfa de levadura
desencadenaria una cascada de sefializacion, activada en condiciones naturales por feromonas,
gue culminaria en una promocion del crecimiento fungico en un medio selecto. El experimento
original implicé ademas la introduccién del gen HIS3, cuya transcripcion es promovida por la
activacion de la cascada de senalizacion mencionada anteriormente. La utilidad de introducir
este gen subyace en que subyacia en que permitiria que la levadura modificada genéticamente
proliferara en medios de cultivo deficientes en histidina [43].

Una vez que se tuvo definida la linea celular de levadura con un receptor muscarinico
funcional de origen humano y el gen HIS3, se procedié a evaluar combinaciones de posibles
modificaciones en la estructura conformacional de la proteina que constituia el receptor
para determinar la existencia de afinidad con el ligando CNO. Para lograrlo, se generd una
biblioteca de receptores mutantes anélogos al de origen humano, la cual se inserté en la linea
celular de levadura [39]. Para generar estos andlogos, se utilizaron técnicas de mutagénesis
aleatoria basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés).
Dicha técnica permite la introduccion de mutaciones dentro de las secuencias de una plantilla
predeterminada de ADN con la finalidad de obtener variantes genéticas de proteinas que sean
de interés investigativo [44].

Esta estrategia permiti6 descubrir que Unicamente se necesitaban dos mutaciones puntuales
especificas en residuos de la proteina del receptor (cambio de tirosina por cisteina en el tercer
dominio transmembrana o Y3.33C, y sustitucion de alanina por glicina en el quinto dominio
transmembrana o A5.46G), para lograr que respondiera al ligando sintético exdgeno CNO, que
perdiera la sensibilidad por la acetilcolina y que se obtuvieran niveles bajos de actividad basal
constitutiva. El receptor disefiado recibi¢ el nombre de hM3Dq (receptor muscarinico humano
de disefio acoplado a proteina Gq). Debido a que Y3.33 y A5.46 son residuos conservados en la
familia de proteinas de receptores muscarinicos, con esta misma tecnologia se lograron disefar
versiones mutantes del resto de subtipos de receptores muscarinicos acoplados a proteina Gq
(M, y M,) [39].
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Nuevas variantes de DREADDs

La técnica original de mutagénesis dirigida permitic esclarecer cuales residuos de aminoacidos
especificos en los dominios transmembrana del receptor muscarinicos eran los que aportaban
la afinidad por la acetilcolina en condiciones fisioldgicas naturales, y como las mutaciones
puntuales de estos generaban selectividad exclusiva por una droga sintética e impropia de
sistemas biologicos. De esta forma, se crearon DREADDs acoplados a proteinas G, al introducir
mutaciones en Y3.33 y A5.46 de receptores muscarinicos humanos M, y M, [45].

Los receptores metabotropicos muscarinicos acoplados a proteina G; estan involucrados en la
activacion de canales rectificadores de entrada de potasio (GIRKs, por sus siglas en inglés) a
través del dimero formado por las subunidades By de la proteina G [46]. Este dimero favorece
la apertura del canal GIRK y el eflujo de cationes potasio (K*), resultando en un proceso de
hiperpolarizacion de la membrana celular [47]. Esta propiedad de los receptores muscarinicos
del subtipo M,/M, ha sido emulada en celulas de rindn de embrion humano (HEK-239) mediante
la expresion del DREADD de disefio M4. Por tal razén, esta tecnologia seria de utilidad para
“silenciar” neuronas o disminuir su actividad en modelos in vivo e in vitro orientados al estudio
de circuitos neurales y su modulacion de funciones fisiolégicas [39] [48].

Si bien originalmente se disefaron receptores con esta tecnologia que uUnicamente podian
acoplarse a proteinas Gq y G, existe una variante quimerica del receptor sintético M, que
incorpora caracteristicas funcionales del receptor -adrenérgico presente en eritrocitos de pavo.
Especificamente, este receptor quimérico fue creado al sustituir los dominios intracelulares 2
y 3 del receptor muscarinico de disefio con secuencias del adrenérgico. A diferencia de las
variantes originales de los muscarinicos, este DREADD adrenérgico puede provocar cascadas
de senalizacion, porque se acopla a una proteina G_. Se disefio originalmente para el estudio
del metabolismo de la glucosa en ratones transgénicos que expresaban este DREADD de
manera selectiva en células p pancreaticas. La activacion del mismo por el ligando exdégeno
CNO provoco estados de hiperglucemia, mimetizando la respuesta fisioldgica pancreatica
gue se observa ante una descarga adrenérgica de catecolaminas. La Unica desventaja fue la
presentacion de bajos niveles de actividad constitutiva [41] [49].

Expresion en sistemas bioldgicos

Cuando estos receptores de disefio son activados mediante la union de CNO pueden
desencadenar la cascada de sefializacion natural acoplada al tipo especifico de proteina G con
gue hayan sido construidos. Se ha demostrado que este mecanismo sucede cuando se inserta
el receptor sintético M, en células de rifion de embrion humano (HEK-239) cultivadas in vitro, en
fibroblastos de embrién de raton que expresan el DREADD mediante técnicas de transfeccion
in vitro [49] y en poblaciones neuronales in vivo e in vitro [39] [50].

También se ha demostrado su funcionamiento en astrocitos, hepatocitos y células
pancreaticas en un contexto in vivo [41] [51]. En cada una de estas poblaciones celulares, los
efectos fisioloégicos que se derivan de la transduccion de senales a través del DREADD son
diferentes, como consecuencia de la heterogeneidad y la amplia gama de tejidos que pueden
ser utilizados para expresarlo [48].

Debido a que estos DREADDs especializados se pueden expresar en poblaciones de células
diana o células asociadas a una patologia o enfermedad especifica, si uno de estos receptores
de disefio se ha insertado en una poblacion celular particular y es eficaz para revertir el
fenotipo de una determinada enfermedad estudiada, esa poblacion de células podria ser
analizada mediante técnicas biotecnolégicas (secuenciacion de ARN) para encontrar las
dianas moleculares de interés [11]. Posteriormente, se pueden expresar dichas dianas en
cultivos celulares y sintetizar moléculas capaces de modularlas para reproducir la cascada
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de sefalizacion desencadenada por el DREADD. Una vez que se ha identificado un posible
candidato que sea capaz de replicar el comportamiento inducido por el receptor mutante, se
puede evaluar la molécula en modelos animales [52].

Elucion de la funcion de los receptores de opioides

Los opioides son un grupo de farmacos utilizados en el alivio del dolor, los cuales se unen vy
activan a sus receptores (acoplados a proteinas G). Sus efectos estan mediados principalmente
por el receptor opioide mu (MOR, por sus siglas en inglés). Este tiene dos tipos de receptores
altamente relacionados: delta (DOR, por sus siglas en inglés) y kappa (KOR, por sus siglas en
inglés) [53].

Se ha encontrado que el estado de los receptores opioides mu de los ratones pueden
encontrarse estables con el uso de nanocuerpos de alta resolucion. Los mismos se derivan
de la cadena pesada de los anticuerpos. Poseen propiedades superiores comparadas con
anticuerpos convencionales como mayor solubilidad, menor inmunogenicidad y una habilidad
Unica de unién con epitopos [54].

Usando receptores opioides KOR de alta resolucion con modelamiento molecular y mutagénesis,
la salvinorina B (metabolito inactivo de la salvinorina A, la cual es un potente agonista de los
KOR) mostré una potencia agonista mejorada para el KOR mutante D138N. También se le aplico
nitrégeno para que interactuara como el resto de péptidos endégenos opioides. De esta forma,
la salvinorina B pudo interaccionar con el KOR mutante D138N, el cual mostré una afinidad
mejorada para salvinorina B y exhibi¢ insensibilidad a todos los agonistas peptidicos opioides
y agonistas no peptidicos que contenian nitrégeno. A partir de ahi se les denomino receptores
opioides DREADD kappa (KORD, por sus siglas en inglés) [55], los cuales han sido utilizados
para silenciar neuronas in vivo [56].

Conclusiones

El uso de métodos o técnicas que involucren un estudio interdisciplinario ha llevado
al descubrimiento de nuevos compuestos con actividad biologica. La utilizacion de la
Quimiogenética tiene un gran potencial en el ambito de la investigacion farmacéutica. Lo
anterior se debe a que el conocimiento de las interacciones entre moléculas y proteinas
especificas ayudan al desarrollo de nuevas herramientas biotecnoldgicas y a la identificacion
de novedosas dianas farmacoldgicas para conducir a conocimientos mas especificos. Algunas
aplicaciones en estudio en el ambito farmacéutico son los DREADDs. Con ellos, se pretende
que no se activen ante ligandos enddgenos, sino en presencia de sintéticos. Actualmente
existen muchas investigaciones en los cuales se estudian estos receptores para la identificacion
de neuronas y de vias de sefalizacion involucrados en patologias como el miedo, la ansiedad,
la depresion, la adiccién y la obesidad. Por todo lo anterior, se espera un futuro muy promisorio
en esta area en el corto y mediano plazo.
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