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seleccionar la mejor
pose en estudios de
acoplamiento molecular

Autodock—PMé method to
choose the better pose in
molecular docking studies

A Autodock—PM6 metodo
pra seleccionar o melhor
pose en estudios de
acoplamiento molecular

Resumen

Abstract

Resumo

El acoplamiento molecular (conocido

como docking) es una técnica de mecanica
molecular ampliamente utilizada para
predecir energias y modos de enlace entre
ligandos y proteinas, informacién de gran
utilidad en el estudio de nuevos compuestos
con efectos terapéuticos. No obstante, los
resultados obtenidos mediante esta técnica
tienden a la subjetividad, debido a que los
programas utilizados para llevarla a cabo
proporcionan més de un criterio de seleccion
de la mejor pose. En la presente investigacion
se aplicé el método semiempirico PM6 a los
resultados del acoplamiento, obteniendo con
ello mejorias en el proceso de seleccion de

la mejor pose pues se obtuvieron poses con
alta probabilidad de unién al sitio activo de
su receptor y con energfas de unién menores
a las reportadas por los criterios de seleccion
ofrecidos por el programa de docking.

The acoplamiento molecular (conocido
como docking) es una técnica de mecanica
molecular ampliamente utilizada para
predecir energias y modos de enlace entre
ligandos y proteinas, lo que proporciona
informacion de gran utilidad para el
estudio de nuevos compuestos con efectos
terapéuticos. No obstante, los resultados
obtenidos mediante esta técnica tienden a
la subjetividad, debido a que los programas
utilizados para llevarla a cabo proporcionan
mas de un criterio de seleccion de la mejor
pose. En la presente investigacion, se

aplic6 el método semiempirico PM6 a los
resultados del acoplamiento, obteniendo
con ello mejorias en el proceso de seleccion
de la mejor pose al observarse finalmente
poses con alta probabilidad de unién al sitio
activo de su receptor y con energias de unién
menores a las reportadas por los criterios
de seleccion ofrecidos por el programa de
docking.

El acoplamiento molecular (conocido

como docking) es una técnica de mecanica
molecular ampliamente utilizada para
predecir energias y modos de enlace entre
ligandos y proteinas, lo que proporciona
informacion de gran utilidad para el

estudio de nuevos compuestos con efectos
terapéuticos. No obstante, los resultados
obtenidos mediante esta técnica tienden a

la subjetividad, debido a que los programas
utilizados para llevarla a cabo proporcionan
mas de un criterio de seleccion de la mejor
pose. En la presente investigacion, se aplico el
método semiempirico PM6 a los resultados
del acoplamiento, obteniendo con ello
mejorias en el proceso de seleccién de la
mejor pose al observarse finalmente poses con
alta probabilidad de unién al sitio activo de
su receptor y con energias de unién menores
a las reportadas por los criterios de seleccion
ofrecidos por el programa de docking.
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Introduccion

Anteriormente, la bisqueda de nuevos compuestos con efectos terapéu-
ticos implicaba la sintesis a través de varias rutas de los supuestos com-
puestos con la propiedad buscada o el cribado de productos naturales,
esfuerzos que pueden ser categorizados como exploraciones aleatorias o
al azar, en lugar de orientaciones racionales. En los ultimos afos se han

dado a conocer una serie de grandes avances en los calculos teéricos que
han favorecido el uso y la popularidad de los estudios in silico (compu-
tacionales) para el andlisis de moléculas de interés bioldgico; ello se ha
convertido en parte integral de la investigacion industrial y académica
dirigida al disefio y descubrimiento de farmacos (1).

Las herramientas computacionales han evolucionando de tal for-
ma que se han transformando en tecnologias cada vez mas importantes
para la bisqueda de moléculas candidatas a firmacos, mediante la se-
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leccion de moléculas denominadas ‘cabezas de serie’ o leads a partir de
bases de datos. Entre estas herramientas se encuentra el modelado mo-
lecular, técnica que permite obtener moléculas —reales o virtuales— que
poseen gran probabilidad de exhibir una accién especifica y que hace
posible, incluso, predecir su biodisponibilidad y toxicidad (1, 2).

A su vez, dentro de las herramientas de modelado molecular se en-
cuentra el acoplamiento molecular (docking), técnica de gran utilidad
para predecir la estructura de los complejos intermoleculares que se es-
tablecen entre dos o mds moléculas. Uno de los casos mas estudiados
es la interaccion proteina-ligando, cuyo objetivo principal es predecir
energias y modos de enlace, y que suele hacerse previamente a un estu-
dio experimental (3, 6).

En estudios donde se aplica el acoplamiento molecular, usualmen-
te se considera la mejor pose aquella que reporta la menor energia de
union. Alternativamente, puede ser seleccionada del cluster mas pobla-
do entre los clusters obtenidos después del acoplamiento molecular y, en
ocasiones, también se selecciona el menor valor de RMSD (Root Mean
Square Deviation) con respecto a una estructura de referencia (4, 7).

Aunque los pardmetros energéticos son muy importantes al momen-
to de efectuar esta seleccion, es conveniente tener en cuenta que los cam-
pos de fuerza empleados por los métodos de mecanica molecular (MM)
(entre éstos, el acoplamiento molecular) llevan consigo algunas aproxi-
maciones que légicamente conducirian a resultados no tan reales. Estas
aproximaciones se relacionan principalmente con el hecho de considerar
sélo la disposicion nuclear de los dtomos, prescindiendo de los electro-
nes, al asumir que éstos se distribuirdn éptimamente a su alrededor.

Es evidente que, a pesar del éxito alcanzado por los programas de
docking, es necesario alcanzar un mayor rendimiento y confiabilidad
de estos métodos, razon por la cual en esta contribucion se plantea un
método que arroje resultados de la simulacion de la interaccién mas
proximos a la realidad.

Persiguiendo este objetivo, en un estudio previo (8) realizado por
nuestro grupo de investigacion, se utilizé el método semiempirico de
mecdnica cudntica PM6 (9, 10) con el cual se recuperaria de los estudios
de docking molecular la informacion perdida en términos de interaccio-
nes y energia de acoplamiento. Para tal estudio, la metodologia arrojo
resultados satisfactorios (9).

Este hecho se utilizé6 como punto de partida para el desarrollo del
presente articulo, en el cual se evalud la efectividad que tiene la aplica-
cién del método semiempirico PM6 como complemento a los estudios
de docking, utilizando para ello un grupo de complejos pertenecientes
a la serie Astex Diverse (11) disefiada para mejorar el rendimiento y
la exactitud de los programas de docking y que se distingue por con-
tener estructuras modernas (archivos PDB depositados después del 11
de agosto del 2000) con resolucién de 2.5 A o menor y con ligandos
similares a firmacos.

Finalmente, el uso de esta metodologia acoplada permite obtener,
poses con alta probabilidad de unién al sitio activo de su receptor para
cada ligando y con energias de unién menores a las reportadas por los
criterios de seleccion ofrecidos por el programa de docking.

Materiales y métodos
Seleccion de los complejos proteina—ligando

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron 22 complejos proteina-li-
gando (Tabla 1) tomados de la base de datos Protein Data Bank (PDB)
(12) y seleccionados de la serie de prueba Astex Diverse (11). Esta serie
esta constituida por 85 complejos proteina-ligando que cumplen prin-
cipalmente con los siguientes criterios: las dianas incluidas son estruc-
turalmente diversas, aproximadamente el 90% de estas son utilizadas
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como blancos directos en proyectos de descubrimiento de firmacos y el
resto estan dentro de las llamadas moléculas off target, entre las cuales se
encuentran los citocromos P450. Por otra parte, la mayoria de ligandos
clasifican, ya sea como drogas aprobadas, en etapa de ensayos clinicos,
o compuestos obtenidos en proyectos de descubrimiento de farmacos.
Por dltimo, se utilizaron estructuras de alta calidad para la cuales la den-
sidad electrdnica del ligando es compatible con el modo de unién (11).

Evaluacion del programa de docking

Para el acoplamiento se utilizo el programa AutoDock v4.2 (13, 14). Se
realizé un docking ciego entre cada uno de los 22 complejos proteina—
ligando y su respectivo receptor, solicitindose para tal fin la generacién
de 100 poses en cada caso.

Posteriormente, se realiz6 una inspeccion visual de los resultados en
el programa AutoDockTools v1.5.4 (15) (ADT), a fin de observar el gra-
do de similitud existente entre las poses generadas y las poses nativas.

Preparacion de receptores y ligandos

La preparacion de los receptores y ligandos se llevo a cabo utilizando el
programa Discovery Studio 2.5 (16).

El tratamiento de los receptores consisti6 en la extraccién del ligan-
do y la eliminacién de moléculas de agua y cofactores con los cuales
vienen resueltas sus estructuras cristalinas.

Por su parte, el tratamiento de los ligandos se bas6 en la revision de
las posiciones de sus atomos y de todos sus enlaces, tomando como refe-
rencia la estructura 2D mostrada en la base de datos PDB. En este punto
también fueron adicionados los 4tomos de hidrégeno a las estructuras.

Acoplamiento molecular

El acoplamiento se realiz6 bajo los siguientes parametros: libre rotacion
de todos los enlaces de los ligandos con libertad conformacional, adicion
de cargas de Gasteiger a la proteina y al ligando, adicién de hidrégenos a
la proteina, generacién de 100 poses para cada ligando y utilizacién del
Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA). Este ultimo se utiliz6 bajo las
siguientes condiciones: 100 corridas del GA, 150 tamaifio de poblacion,
2 500 000 méximo numero de evaluaciones, 27 000 maximo niimero de
generaciones, 0.02 tasa de mutacion del gen y 0.08 rata de cruza.

Seleccion de las mejores poses

Para seleccionar la mejor pose para cada ligando se utilizaron los si-
guientes criterios:

Criterio 1. Energia de union del complejo: se toma como mejor pose
aquella que reporta la menor energia de unién entre todas las poses ob-
tenidas.

Criterio 2. Distribucion de energia (cluster): se toma como mejor
pose aquella que ocupa la primera posicion dentro del cluster mas po-
blado.

Recategorizacion de los resultados del docking
utilizando el método semiempirico PM6

Para cada proteina se seleccioné una cavidad de 5 A con centro en el
sitio activo. Cada cavidad y su ligando se optimizaron utilizando el mé-
todo semiempirico PM6, incluido en el paquete de métodos semiem-
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Tabla1. Complejos proteina—ligando seleccionados para el estudio.

Cédigo PDB Proteina Ligando
del complejo nombre nombre estructura

LA Cadena A de la transcriptasa 6-benzil-1-Benziloximetil-5-isopropil

inversa del HIV-1 uracilo (TNK)
W \/0 Ho
0
3-(carboximetil)-4-isopropenilprolina W ):
1TT1 Receptor de glutamato (KAD) \ ]

HC
1K3U Triptéfano sintasa N-[1H-indol-3-il-acetil] 4cido aspértico oM o,
(IAD) )‘\/ NH
~
Ho N

Proteina de union de 4cidos Acido 4-(9H-carbazol-9-il) butanoico 7 \),
1TOW
grasos (CRZ2) O
)
M, CH,
0 HO ¥ CH,
. Acido-3-(1-acetilamino-2-etilbutil)-4- P
...... NH S0
1L7F Neuraminidasa guanidino-2-hidroxiciclopentanoico (BCZ) H0> O/\

1M2Z Receptor glucocorticoide Dexametasona (DEX)

INIM Forma soluble del dipeptidil 2-amino-3-metil-1 pirrolidina-1-il-butan-1- O%Di»m
peptidasa IV ona (A3M) :

1TZ8 Transtiretina Dietilestilbestrol (DES)

1U4D CDC quinasa 1 activado Debromohimenialdisina (DBQ)

(2R,6S)-6-{[metil(3,4,5-
trimetoxifenil)amino]metil}-

183V Dihidrofolato reductasa 1,2,5,6,7,8-hexahidroquinazolina-2,4- HC H,
. 0
diamina (TQD) )
HN
L . . 3-(4-amino-2-metil-pirimidin-5-ilmetil)- /‘w B\CH,
1163 Tiamina pirofosfoquinasa 5-(2-hidroxietil)-4-metil-tiazol-3-io (VIB) Sg)\(ui "
Ho
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Cédigo PDB Proteina Ligando
del complejo nombre nombre estructura
Ho_ 0
Acido 4-[(2R)-2-(amino-metil)-2- H’(\)\
1VCJ Neuraminidasa (hidroximetil )-5-oxopirrolidin-1-il]-3-[(1- He i
etilpropil) amino] benzoico (IBA) oﬁf“m
\\NHI
HO a OH
INAV Receptor de hormona tiroidea  Acido[4-(4-hidroxi-3-isopropilfenoxi)-3,5- he !
al dimetilfenil] acetico (IH5) ’ 0
o, a
W0 OH
N
1-((2- hidroxietoxi) 0
1U1C Uridina fosforilasa metil)-5-bencilpirimidina- 2,4(1H,3H) —
diona (BAU)
AL Dihidrofolato reductasa 5-fenilsulfanil-2,4-quinazolinadiamina / & NH
(TQ3) s —\
HN
0
i
HN
1WI1P Quitinasa B Inhibidor ciclo-(glicina-L-prolina) (GIO) H(N
0
N
C 4
N
, . 2-[5,6-bis-(4-metoxifenil)-furo[2,3-D] He
2BRI Proteina quinasa CHKI pirimidin- 4-ilamino] etanol (PFP) oM
3 L. 17-desmetoxi-17-N,N-
Proteina de choque térmico L o -
10SF 90KDA dimetilaminoetilamino- geldanamicina
(KOS)
1YET Proteina de choque térmico Geldanamicina (GDM)
0
AIX3 Proteina LASR N-3-oxododecanoil-L-homoserina lactona ue
(OHN) 3 A0
0 N
0
HON
WL Proteina de choque térmico 4-(2-metoxietoxi)-6-metilpirimidin-2- % "
HSP 90-ALFA amina (ZZ2) \(>/
N
o,
Ho
i ot
, L. etil (4-{3-[2,4-dihidroxi-5-(1-metiletil) ’ N
\
3HHU Proteina de choque térmico fenil]-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il} N

HSP 90-ALFA

bencil)carbamato (819)
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Tabla2. Resultados de las mejores 22 poses al emplear el criterio 1 o de energia de unién del complejo.

Ligando RMSD Energia de unién Ligando RMSD Energia de uniéon
(A) (Kcal/mol) (A) (Kcal/mol)

TNK 0.65 -10.8 IBA 1.08 -9.86
KAI 1.20 -8.51 IH5 0.92 -10.06
IAD 1.57 -8.93 BAU 1.71 -9.05
CRZ 1.18 -7.64 TQ3 0.44 -9.4

BCZ 0.81 -8.88 GIO 0.52 -5.38
DEX 0.71 -12.3 PFP 3.35 -7.82
A3M 0.53 -8.23 KOS 0.56 -10.02
DES 1.27 -7.09 GDM 0.62 -9.02
DBQ 0.67 -7.31 OHN 1.26 -8.77
TQD 0.67 -10.41 772 3.52 -5.42
VIB 0.91 -7.43 819 1.33 -9.32

piricos Mopac2009 (17). Las estructuras optimizadas y los archivo de
salida arrojados al usar el programa AutoDock v4.2 se utilizaron como
punto de partida para el proceso de recategorizacion de las poses obte-
nidas del acoplamiento, mediante la reoptimizacién de todas las geo-
metrias obtenidas.

Resultados y discusion

Acoplamiento molecular

Los resultados obtenidos de los calculos de acoplamiento molecular
fueron categorizados de acuerdo con los criterios 1 y 2, previamente
mencionados (Tablas 2 y 3).

Figura 1. Superposicién de la pose nativa del ligando TQ3 y la pose de menor energia
reportada por AutoDock. La estructura color verde representa la pose obtenida y
a de color cian, la pose nativa del ligando.

Tabla3. Resultado de las mejores 22 poses al emplear el criterio 2 o de distribucion de la energia (cluster).

Ligando RMSD Energia de uniéon Ligando RMSD Energia de uniéon
(A) (Kcal/mol) (A) (Kcal/mol)

TNK 0.65 -10.8 IBA 1.08 -9.86
KAI 1.2 -8.51 IH5 0.89 -10.06
IAD 1.57 -8.93 BAU 1.71 -9.05
CRZ 1.18 -7.64 TQ3 0.4 -9.4

BCZ 0.81 -8.88 GIO 0.52 -5.38
DEX 0.71 -12.3 PFP 1.49 -7.06
A3M 0.53 -8.23 KOS 0.56 -10.2
DES 1.27 -7.09 GDM 0.62 -9.02
DBQ 1.71 -7.31 OHN 1.26 -8.77
TQD 0.67 -10.41 772 1.33 -5.42
VIB 0.91 -7.43 819 3.52 -9.32
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Tabla4. (asosen los que se presentaron diferencias en los valores de RMSD de las poses
obtenidas mediante los criterios 1y 2.

Ligando RMSD criterio 1 RMSD criterio 2
DBQ 0.67 1.71
IH5 0.92 0.89
TQ3 0.44 0.4
PFP 3.35 1.49

Figura 2. (asos en los cuales se observaron diferencias muy marcadas entre la pose nativa
y la pose obtenida. a. Superposicién de la pose nativa del ligando PFP con su pose
de menor energia. b. Superposicién de la pose nativa del ligando ZZ2 con su pose
de menor energia. En ambos casos, la estructura amarilla representa la pose de
menor energia y la estructura morada corresponde a la pose nativa.

Al observar en detalle y comparar —usando el programa AutoDoc-
kTools (ADT)-, la pose nativa vs. la pose obtenida para cada ligando,
se observo gran similitud conformacional entre éstas para la mayor
parte de los casos, lo cual fue respaldado por los valores de RMSD

Tabla5. Resultados obtenidos con el método semiempirico PM6.

(Root Mean Square Deviation) arrojados para dichas poses (Tablas 2
y 3 y Figura 1).

No obstante, se encontraron casos particulares en los cuales no se
observé dicha similitud (ligandos PFP y ZZ2) (Figura 2 y Tablas 2 y 3).
En estos casos, las orientaciones espaciales de los dtomos de la mejor
pose difieren notablemente de los 4tomos de la pose nativa, hecho que
lleva a pensar que este tipo de criterio en cierta medida no ofrece una
selecciéon 100% confiable.

Al aplicar el criterio de distribucion de la energia (cluster) (Tabla
3) y comparar, se hizo evidente que aproximadamente en el 82% de los
casos las poses coincidian con las obtenidas mediante el criterio 1 (Tabla
2),lo que era de esperarse ya que, generalmente, en el cluster mds pobla-
do se encuentran agrupadas las poses de menor energia. Sin embargo,
es necesario fijarse en el 18% de los casos restantes en los cuales no se
presentaron coincidencias. Este porcentaje estd representado por los
ligandos DBQ, IH5, TQ3 y PFP, para los cuales la mejor pose seleccio-
nada no coincidié con la pose obtenida mediante el criteriol (Tabla 4).

Al visualizar ambas poses con ADT (tanto las obtenidas por el crite-
rio 1, como las obtenidas por el criterio 2), se not6 que en la mayor parte
de los casos existe gran similitud conformacional entre éstas y su pose
nativa correspondiente, excepto para el ligando PFP con el criterio 1.

Teniendo en cuenta lo anterior, se puede afirmar que no existe con-
cordancia total entre los datos arrojados por los criterios 1 y 2, corro-
bordndose asi la subjetividad que brinda AutoDock para seleccionar las
mejores poses en un estudio determinado, dejando a consideracién del
investigador el criterio a utilizar.

Ligando RMSD Energia de union Ligando RMSD Energia de union
(A) (Kcal/mol) (A) (Kcal/mol)
TNK 0.54 -10.59 IBA 1.03 -9.43
KAI 1.35 -6.63 IH5 0.75 -9.92
IAD 1.49 -8.08 BAU 0.49 -7.81
CRZ 1.17 -7.53 TQ3 0.45 -9.39
BCZ 0.81 -8.88 GIO 0.53 -5.38
DEX 0.53 -12.06 PFP 0.47 -9.38
A3M 0.42 -8.13 KOS 0.48 -9.88
DES 1.46 -6.67 GDM 0.66 -8.98
DBQ 0.81 -7.28 OHN 1.13 -6.79
TQD 0.56 -10.15 772 1.71 -4.71
VIB 1.25 -6.94 819 1.96 -8.78
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Tabla 6. Comparacién de los valores del RMSD de la mejor pose obtenida para los ligandos
TNK, BAU, PFP y ZZ2 en cada uno de los criterios utilizados. Se observa claramente
la disminucion que se da en estos valores al pasar de los criterios de mecdnica
molecular a la metodologia hibrida AutoDock—PMé.

. Criterio 1 . (riterio 2

. Metodologia hibrida

Figura 3. Comparacion de los valores del RMSD para los tres criterios utilizados.

Recategorizacion de los resultados del docking utilizando
el método semiempirico PM6 (metodologia hibrida)

El método semiempirico PM6 se utiliz6 para optimizar todos los
atomos de hidrégeno de los 22 sistemas ligando-proteina estudiados.
Debido a que con este método se aporta un enfoque mecanico—cuan-
tico, se obtuvo un reordenamiento mas riguroso de los resultados del
docking (Tabla 5).

8 8 Valores del RMSD (A)

=

S .

g 6 Ligando Pose obtenida = Pose obtenida Possroll;trerl::da
g por el criterio  por el criterio P ,

E 1 2 todologia
=4 hibrida PM6
) TNK 0.65 0.65 0.54

II: BAU 1.71 1.71 0.49
0
PFP 3.35 1.49 0.47
0-0.50 0.51-1 1.10-1.50 1.51-2.00 2.10-3.00
RMSD () 772 3.52 1.33 1.71

Es evidente que todos los valores de RMSD para las poses obteni-
das después de la recategorizacion con PM6 estan por debajo del limite
de tolerancia (2 A), lo cual indica de que esta metodologia es capaz de
seleccionar como mejor pose aquella que presenta gran semejanza con
la pose nativa de aquellos ligandos evaluados dentro de sus receptores
bioldgicos, evitando con esto la subjetivad de los criterios 1y 2.

Los valores de RMSD mostrados en la Tabla 5 difieren en un 95%
con respecto a los de las Tablas 2 y 3. Sin embargo, para el ligando BCZ
se reportaron los mismos valores de RMSD (0.81A), tanto para los cri-
terios 1 y 2, como después de la recategorizacion con PM6, lo que se
encuentra dentro de las posibilidades debido a que este valor de RMSD
significa que la mejor pose es muy parecida a la pose nativa.

Por otra parte, los valores de RMSD menores que 2 se evidenciaron
en un 91% para el criterio 1, en un 95% para el criterio 2 y en un 100%

Criterio 1

Criterio 2 Metodologia hibrida

TNK

BAU

PFP

172

Figura 4. Comparacion grdfica de algunos ligandos en los cuales se hizo mds notable la mejoria entre las mejores pose obtenidas con los criterios 1y 2 y con la metodologia hibrida

Autodock—PMe.
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para la metodologia hibrida PM6, lo que muestra la superioridad ofre-
cida por esta ultima. La mejoria observada en esta metodologia sobre
los criterios 1y 2 se ve especialmente reflejada en el caso de los ligandos
TNK, BAU, PFP y ZZ2 (Figuras 3 y 4; Tabla 6).

En las Figuras 3 y 4 se muestra de forma global la tendencia obser-
vada en los valores RMSD para los tres criterios utilizados, asi como su
comparacion grafica correspondiente.

A pesar de que AutoDock ofrece un buen sistema de busqueda con-
formacional, sus requerimientos impiden considerar la influencia de
todos los hidrogenos del sistema ligando-proteina, lo que conduce a
una importante pérdida de informacion representada en términos de
interacciones.

Asi, la utilizacion del método semiempirico PM6 para el reorde-
namiento o recategorizacion de los resultados del docking favorece en
gran medida la seleccion de los mejores resultados, gracias a que con
esta metodologia se optimizan todos los hidrdgenos que participan en la
interaccion ligando-receptor, lo que permite lograr una aproximacién
mas real del acoplamiento. Lo anterior se ve confirmado en el hecho
que las poses obtenidas del docking con altos valores de RMSD, una vez
se optimizan con PM6, reportan valores mucho menores, evidenciando
con ello la marcada influencia que posee la consideracion de todos los
hidrégenos durante el proceso de acoplamiento.

Por otra parte, las mejores poses obtenidas con la metodologia hi-
brida PM6 presentaron valores de RMSD mejores que los ofrecidos por
AutoDock, ya que en todos los casos con esta metodologia todos valores
permanecieron dentro de su limite de tolerancia, hecho que no se obser-
v6 en los resultados con AutoDock.

De manera general se puede afirmar que la combinacién de dife-
rentes técnicas computacionales podrian permitir realizar estudios mas
rigurosos y, por tanto, mds reales a nivel molecular.
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