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RESUMEN EJECUTIVO

En la exploracion de posibles blancos terapéuticos para tratar la enfermedad de
Parkinson mediante la quimica computacional, se emplea el disefio de medicamentos
utilizando herramientas de docking. Este proceso se basa en el analisis de genes como
el LRRK2, donde el objetivo principal es identificar los sitios de unién mas 6ptimos
en términos de estabilidad energética, considerdndolos como posibles ubicaciones
ideales para la accion de proteinas. En este contexto, el cribado virtual permite
verificar si los complejos formados entre la proteina y el ligando representar una via

potencial para la investigacion de un farmaco especifico para la enfermedad.

El andlisis de diversas bases de datos de enfermedades, como MalaCards,
Harmonizome, KEGG, OMIM, Unitpro, Disgenet, GeneReviews y Orphanet, ha
permitido identificar los genes clave en la enfermedad del Parkinson. Estos genes son
de gran importancia, ya que, entre numerosos candidatos, se seleccionaron aquellos
que presentaban similitudes en procesos moleculares y disfunciones comunes. La
agrupacion y categorizacién de estos genes facilitd la creacion de una red bioldgica de
interacciones mediante Cytoscape, acompafiada de una investigacion bibliografica de
las rutas metabdlicas y las relaciones entre ellos gracias a este enfoque se identificaron
las mutaciones en el gen LRRK2 para luego buscar posibles sitios drugables en esta
molécula, con el objetivo de formar complejos proteina-ligando. Asi, los farmacos
existentes o los ligandos pueden ser analizados mediante cribado y evaluacién de
propiedades toxicoldgicas.

En este estudio bioinformatico de blancos terapéuticos, sefialo que el principal ligando
Losulazine presenta una mayor afinidad de interaccion farmacoldgica con el gen
LRRK2.

Palabras clave: Bioinformatica, quimica computacional, cribado virtual, Parkinson,

dianas terapéuticas, disefio de farmacos, docking molecular.
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ABSTRACT

In the exploration of possible therapeutic targets to treat Parkinson's disease through
computational chemistry, drug design using docking tools is employed. This process
is based on the analysis of genes such as LRRK2, where the main objective is to
identify the most optimal binding sites in terms of energetic stability, considering them
as possible ideal locations for protein action. In this context, virtual screening makes
it possible to verify whether the complexes formed between the protein and the ligand

represent a potential avenue for the investigation of a disease-specific drug.

The analysis of several disease databases, such as MalaCards, Harmonizome, KEGG,
OMIM, Unitpro, Disgenet, GeneReviews and Orphanet, has allowed the identification
of key genes in Parkinson's disease. These genes are of great importance since, among
numerous candidates, those with similarities in molecular processes and common
dysfunctions were selected. The grouping and categorization of these genes facilitated
the creation of a biological network of interactions using Cytoscape, accompanied by
a bibliographic investigation of the metabolic pathways and the relationships between
them, thanks to this approach, mutations in the LRRK2 gene were identified to then
search for possible druggable sites in this molecule, with the aim of forming protein-
ligand complexes. Thus, existing drugs or ligands can be analyzed by screening and

evaluation of toxicological properties.

In this bioinformatics study of therapeutic targets, | point out that the main ligand
Losulazine presents a higher affinity of pharmacological interaction with the LRRK2

gene.

Keywords: Bioinformatics, computational chemistry, virtual screening, EP,

Parkinson disease, drug design, therapeutic targets, molecular docking.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO
1.1. Antecedentes Investigativos

1.1.1. Enfermedad de Parkinson (EP)

La investigacion sobre la enfermedad de Parkinson ha evolucionado
significativamente a lo largo del tiempo, abarcando diversos aspectos que van desde
la identificacion de sintomas clinicos hasta los avances en la comprension molecular
y genética de la enfermedad. Inicialmente descrita por James Parkinson en 1817, la
investigacion se ha centrado en la caracterizacion de sus manifestaciones motoras,

como temblores, rigidez y bradicinesia (Balestrino & Schapira, 2020).

A medida que avanzo el siglo XX, los estudios neuropatoldgicos revelaron la pérdida
de células dopaminérgicas en la sustancia negra como una caracteristica distintiva. La
introduccion de la levodopa en la década de 1960 marco un hito en el tratamiento
sintomatico, aunque con el tiempo se evidenciaron complicaciones motoras y
fluctuaciones en la respuesta al medicamento. Con el advenimiento de la biotecnologia
y la gendmica, la investigacion se ha dirigido hacia la identificacion de factores
genéticos que contribuyen a la susceptibilidad a la enfermedad. EI descubrimiento de
mutaciones en genes como SNCA y LRRK2 ha proporcionado informacion valiosa
sobre las bases genéticas de la enfermedad de Parkinson, aunque la mayoria de los
casos aun se consideran esporadicos (Armstrong & Okun, 2020).

Avances mas recientes incluyen el uso de técnicas de neuroimagen para detectar
cambios en el cerebro antes de la aparicion de sintomas motores, asi como
investigaciones sobre posibles biomarcadores que faciliten un diagndstico mas
temprano y preciso. La investigacion actual también se centra en enfoques terapéuticos
novedosos, como la estimulacion cerebral profunda y estrategias para modular la

inflamacion y la funcion mitocondrial (Rizek et al., 2016).

1.1.1.1. Epidemiologia
La EP es una de las enfermedades neurodegenerativas mas comunes, y su prevalencia
varia geograficamente. A nivel mundial, se estima que afecta a aproximadamente 1%

de la poblacion mayor de 60 afios, pero esta cifra aumenta a medida que la poblacién
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envejece (Dorsey et al., 2018). La prevalencia es ligeramente mayor en hombres que
en mujeres. La incidencia de la enfermedad también aumenta con la edad, siendo mas
comun en personas mayores de 60 afios. Sin embargo, un porcentaje significativo de
casos se diagnostica en personas mas jovenes. Se estima que alrededor del 4-5% de los
casos se presenta antes de los 50 afios, clasificandose como casos de inicio temprano
(Simon et al., 2020).

Ademas de la edad, varios factores de riesgo han sido identificados. La predisposicion
genética desempefia un papel, con algunos casos vinculados a mutaciones geneticas
especificas, aunque la mayoria de los casos son esporadicos. La exposicion a ciertos
agentes ambientales, como pesticidas, herbicidas y metales pesados, también se ha

asociado con un mayor riesgo de desarrollar EP (Rizek et al., 2016).

Se observan variaciones en la prevalencia de la EP segln la regidn geogréafica y las
caracteristicas étnicas de la poblacion. Algunos estudios han sugerido diferencias en
la incidencia entre poblaciones urbanas y rurales, asi como entre grupos étnicos
(Varadi, 2020).

La EP es una enfermedad progresiva que conduce a la discapacidad a medida que
avanza. Aunque la velocidad de progresion puede variar entre individuos, en general,
la enfermedad impacta negativamente en la calidad de vida y puede requerir atencion
médica y apoyo a medida que se desarrollan los sintomas motores y no motores
(Armstrong & Okun, 2020). Dada su naturaleza cronica y discapacitante, la EP
contribuye significativamente a la carga global de enfermedad. No solo afecta la
calidad de vida de los pacientes, sino que también impone un considerable peso
econdémico y social en términos de costos de atencién médica y pérdida de

productividad laboral (Simon et al., 2020).

1.1.2 Mecanismos Moleculares de la enfermedad de Parkinson

La acumulacién anormal de la proteina alfa-sinucleina es una caracteristica distintiva
de la EP. Esta proteina se agrega formando estructuras Ilamadas cuerpos de Lewy,
presentes en las neuronas afectadas. La formacion de estas inclusiones puede interferir
con la funcion normal de las células nerviosas y desencadenar procesos toxicos
(Simon et al., 2020).



El estrés oxidativo, resultado del desequilibrio entre la produccién de especies
reactivas de oxigeno y la capacidad antioxidante del cuerpo, desempefia un papel
crucial en la degeneracion neuronal en la EP. Las neuronas dopaminérgicas son
particularmente susceptibles al dafio oxidativo, lo que contribuye a su muerte
prematura (Rizek et al., 2016). Alteraciones en la funcién mitocondrial también son
implicadas en la EP. Las mitocondrias, responsables de la produccion de energia
celular, muestran disfunciones en los pacientes con Parkinson, incluida la disminucion
de la capacidad de generar ATP vy la liberacion de moléculas toxicas que pueden
desencadenar apoptosis neuronal (Varadi, 2020). La respuesta inflamatoria en el
sistema nervioso central, conocida como neuroinflamacion, est4 asociada con la EP.
Microgliay astrocitos, células del sistema inmunoldgico del cerebro, pueden activarse
y liberar factores proinflamatorios que contribuyen al dafio neuronal. La via del
sistema de ubiquitina-proteosoma, encargada de degradar proteinas no deseadas, esta
comprometida en la EP. La acumulacion de proteinas mal plegadas, como alfa-
sinucleina, puede abrumar este sistema, llevando a la acumulacion de proteinas toxicas

en las células nerviosas (Simon et al., 2020).

Multiples genes han sido identificados como asociados con la EP. Mutaciones en genes
como SNCA (que codifica la alfa-sinucleina), LRRK2 y PARK2 pueden aumentar el
riesgo de desarrollar la enfermedad. Estas mutaciones pueden afectar diversos
aspectos celulares, desde la funcion mitocondrial hasta la regulacion de la respuesta
inflamatoria (Domingos et al., 2019). La EP también se asocia con la alteracion del
transporte axonal, el proceso por el cual las células nerviosas mueven sustancias a lo
largo de sus prolongaciones. Esta desregulacién puede afectar la distribucion de
vesiculas sinapticas y contribuir al deterioro de las conexiones neuronales (Saunders-
Pullman et al., 2018a).

1.1.1.2. Mutacion G2019S del gen LRRK2
La mutacion G2019S es la mas comun y bien estudiada en el gen LRRK2. Esta
mutacion se encuentra en la region de la cinasa del gen y lleva a un aumento de la

actividad cinasa de LRRK2. Se ha asociado con un mayor riesgo de desarrollar la EP,



y la presencia de esta mutacion es méas frecuente en individuos de ascendencia europea

y del norte de Africa (Greenbaum et al., 2013).

1.1.1.3. Mutacién R1441C/G/H
Las mutaciones en la posicion R1441 (R1441C, R1441G, R1441H) afectan la funcion
de la GTPasa de LRRK2. Estas mutaciones han sido identificadas en varias
poblaciones y se asocian con un mayor riesgo de EP. La variabilidad clinica asociada
con estas mutaciones sugiere una diversidad en los fenotipos y la progresion de la
enfermedad (Muda et al., 2014).

1.1.1.4. Mutacién Y1699C

La mutacién Y1699C ha sido encontrada en la region de la quinasa del gen LRRK2.
Aunque es menos comun que la G2019S, también se ha asociado con un riesgo elevado
de desarrollar la EP. Estudios indican que esta mutacion puede tener efectos variables

en la penetrancia y la edad de inicio de los sintomas (Lee & Cannon, 2015).

1.1.2. Enfoques terapéuticos

Medicamentos Levodopa: La levodopa es el farmaco mas eficaz para aliviar los
sintomas motores de la EP. Se convierte en dopamina en el cerebro, compensando la
deficiencia de dopamina en las neuronas dopaminérgicas afectadas. Sin embargo, su
efectividad puede disminuir con el tiempo, y su uso prolongado puede llevar a

complicaciones motoras (Di Fonzo et al., 2005).

Agonistas Dopaminérgicos: Estos medicamentos estimulan directamente los
receptores de dopamina en el cerebro. Pueden ser utilizados en combinacién con
levodopa o como terapia inicial. Los agonistas dopaminérgicos ofrecen una opcion
para gestionar los sintomas motores y, en algunos casos, pueden retrasar la necesidad

de levodopa (Fernandez-Pajarin et al., 2023).

Inhibidores de la MAO-B: Los inhibidores de la monoaminooxidasa B (MAO-B)

actian blogueando la enzima que degrada la dopamina en el cerebro. Esto ayuda a
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mantener niveles mas estables de dopamina y a mejorar los sintomas motores. Se

utilizan tanto como monoterapia como en combinacion con otros medicamentos.

Anticolinérgicos: Estos medicamentos contrarrestan el desequilibrio entre la dopamina
y la acetilcolina en el cerebro, aliviando asi algunos de los sintomas motores. Sin
embargo, su uso se limita a ciertos casos debido a efectos secundarios como confusién

y deterioro cognitivo (Lunati et al., 2018).

1.1.3.1 Terapia fisica y ocupacional

La rehabilitacion fisica y ocupacional desempefia un papel esencial en el manejo de la
EP. Estos programas incluyen ejercicios especificos para mejorar la movilidad, el
equilibrio y la fuerza muscular. La terapia ocupacional se centra en facilitar las
actividades diarias (Osborne et al., 2022).

Cirugia de Estimulacién Cerebral Profunda (DBS): La DBS implica la implantacion
de electrodos en regiones especificas del cerebro y la entrega controlada de impulsos
eléctricos. Esta intervencion quirdrgica puede aliviar los sintomas motores,
especialmente en pacientes que han desarrollado complicaciones con medicamentos
(Radder et al., 2020).

1.1.3.2 Compuestos que acttan contra LRRK2 con mutacion G2019S

En general, los tratamientos para la EP, incluidos aquellos asociados con la mutacién
G2019S, se centran en aliviar los sintomas y no en abordar directamente las causas
genéticas. Algunos farmacos y enfoques terapeuticos que se utilizan para el
tratamiento de la EP, independientemente de la presencia de la mutacion G2019S,

incluyen:

Levodopa: La levodopa sigue siendo uno de los medicamentos mas efectivos para
aliviar los sintomas motores de la EP, ya que se convierte en dopamina en el cerebro,
compensando la deficiencia de dopamina en las neuronas dopaminérgicas afectadas

(Nagarajan et al., 2018).



Inhibidores de la MAO-B: Medicamentos como rasagilina y selegilina, que son
inhibidores de la monoaminooxidasa B (MAO-B), ayudan a mantener niveles mas
estables de dopamina al bloquear la enzima que la degrada en el cerebro (Varadi,
2020).

Agonistas Dopaminérgicos: Medicamentos como pramipexol, ropinirol y rotigotina
estimulan directamente los receptores de dopamina en el cerebro, aliviando los

sintomas motores (Stoker & Greenland, 2018).

1.1.3. Bioinformatica para la enfermedad de Parkinson

La bioinformética aplicada a la enfermedad de Parkinson se presenta como una
herramienta crucial en la investigacion contemporéanea. Este campo multidisciplinario
utiliza métodos computacionales y analisis de datos para entender aspectos
moleculares, genéticos y funcionales de la enfermedad. La identificacion de genes
relevantes, andlisis de rutas metabdlicas, y la busqueda de posibles blancos
terapéuticos se han beneficiado significativamente de técnicas bioinforméticas
(Domingos et al., 2019).

La utilizacion de bases de datos como MalaCards, Harmonizome y KEGG, junto con
herramientas como Cytoscape, ha permitido un analisis integrado de la informacion
molecular y gendmica. La identificacién de mutaciones en genes como LRRK2 y la
exploracion de interacciones proteina-ligando mediante técnicas de docking son areas
de enfoque, facilitadas por la bioinforméatica. Ademas, la bioinformética desempefia
un papel crucial en la interpretacion de datos de secuenciacion gendmica, andlisis de
expresion génica y estudios de asociacion genética. Estos enfoques ayudan a
identificar biomarcadores, comprender la heterogeneidad de la enfermedad y avanzar

en la personalizacion de tratamientos (Tan et al., 2023).

1.1.4.1. Disefio de farmacos mediante quimica computacional
El disefio de farmacos mediante quimica computacional es una disciplina innovadora
que utiliza herramientas computacionales avanzadas para identificar y desarrollar

nuevos compuestos terapéuticos de manera eficiente. Se basa en técnicas de modelado



molecular, acoplamiento molecular y dindmica molecular para predecir la interaccion

entre farmacos potenciales y sus blancos moleculares (Meng et al., 2011).

La quimica computacional permite analizar la estructura tridimensional de las
moléculas, evaluar la afinidad entre un farmaco y su objetivo, y predecir la estabilidad
de los complejos proteina-ligando. Esto agiliza el proceso de cribado virtual, donde se
exploran virtualmente miles de compuestos para identificar aquellos con mayor

potencial terapéutico (Silakari & Singh, 2021).

Este enfoque ha revolucionado la investigacion farmacéutica al acelerar la
identificacion de candidatos a farmacos, optimizar la eficacia y reducir los costos
asociados con la sintesis y prueba experimental. La quimica computacional no solo
contribuye al descubrimiento de nuevos medicamentos, sino que también facilita la
personalizacion de tratamientos y la comprension detallada de las interacciones a nivel
molecular (Morris & Lim-Wilby, 2008) & (Silakari & Singh, 2021).

1.1.4.2. Virtual screening

El Virtual Screening como herramienta de la quimica computacional a dia de hoy
permite agilizar la identificacion de compuestos quimicos con potencial terapéutico al
analizar virtualmente bibliotecas de moléculas. Utilizando métodos de modelado
molecular y acoplamiento, esta técnica evalta la capacidad de las moléculas para
interactuar con blancos biol6gicos especificos, como proteinas asociadas a
enfermedades (Li & Shah, 2017).

En lugar de realizar costosos y laboriosos experimentos in vitro, el Virtual Screening
permite preseleccionar candidatos prometedores de manera eficiente, reduciendo el
nimero de compuestos a ser sintetizados y evaluados experimentalmente. Esta
aproximacion ha demostrado ser especialmente valiosa en el disefio de farmacos,
acelerando el proceso de descubrimiento y optimizacion de nuevos medicamentos
(Gimeno et al., 2019).

1.1.4.3. Docking molecular
La técnica del Docking Molecular simula la interaccion entre moléculas, generalmente

farmacos, y sus blancos bioldgicos, como proteinas. Este método predice cémo las
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moléculas se acoplan entre si, estimando la afinidad y la geometria de la union.
Utilizando algoritmos y modelos matemaéticos, el Docking Molecular ayuda a
identificar posibles sitios de union y evalla la estabilidad de los complejos proteina-
ligando (Silakari & Singh, 2021).

En el contexto del disefio de farmacos, el Docking Molecular es esencial para predecir
la eficacia de un compuesto en la modulacion de una proteina especifica. Permite a los
investigadores seleccionar candidatos a farmacos de manera eficiente, optimizando la
probabilidad de éxito en experimentos posteriores. Esta técnica ha demostrado ser
valiosa en la busqueda y optimizacidn de terapias, acelerando el proceso de desarrollo

de nuevos medicamentos (Gimeno et al., 2019).

1.1.4.4. Preparacion de las moléculas

La obtencion preferente de estructuras tridimensionales se realiza a través de bases de
datos oficiales que respaldan archivos mediante parametros de cristalizacion y
resolucion. Estos archivos proporcionan configuraciones optimas de afinidad para
ligandos, ya sean de origen natural o sintético. Entre las bases de datos recomendadas
para estudios con estructuras en formato .pdb se encuentran el Protein Data Bank
(PDB) y el Protein Data Bank in Europe Knowledge Base (PDBe-KB).

En casos donde ciertas proteinas no estan disponibles en estas bases de datos o no han
sido cristalizadas, es posible disefiarlas o recuperarlas de bases de datos de simulacién,
como es el caso de AlphaFold, que ha demostrado ser una herramienta valiosa en la

prediccion de estructuras de proteinas.

Aunque la mayoria de las proteinas se encuentran en el PDB, algunas de ellas pueden
presentar caracteristicas especiales, como la dimerizacidn, interacciones de ligandos,
inclusiones de residuos de aminodcidos o incluso particulas de agua. En tales
situaciones, es imperativo emplear software especializado como Pymol o Chimera.
Estos programas son esenciales para eliminar interferencias y realizar un proceso
detallado por separado tanto para la proteina como para el ligando, garantizando la

precision en el analisis estructural (Meng et al., 2011).



1.1.4.5. Acoplamiento rigido o flexible

El proceso de acoplamiento molecular entre la proteina y el ligando suele adoptar una
naturaleza semiflexible, ya que la estructura estable y de minima energia de la proteina
impide que se despliegue o tenga numerosos grados de libertad. En este contexto, es
el ligando el que experimenta giros, rotaciones y cambios en su flexibilidad para lograr
un acoplamiento adecuado en el sitio de unién de la proteina (Chen et al., 2020).
Algunos ligandos se encuentran en forma bidimensional, pero con herramientas como
Vina o Avogadro, es posible convertirlos en estructuras tridimensionales al liberar su

energia de torcion.

Un paso esencial en este proceso implica agregar libertad de torsion a los ligandos,
permitiendo que los angulos de estas moléculas pequefias adquieran energia y se
desplieguen, facilitando la interaccion posterior. Este enfoque semiflexible
proporciona mayor practicidad en comparacion con métodos de acoplamiento rigidos
o flexibles (Pinzi & Rastelli, 2019).

En el acoplamiento rigido, no hay opcion para la flexibilidad en ninguna parte de las
moléculas. Esta técnica se centra en el ajuste preciso de ligandos y proteinas
especificas, excluyendo la posibilidad de cambios estructurales. Por otro lado, el
acoplamiento flexible brinda total libertad para la alteracién funcional del complejo
proteina-ligando, aunque no se recomienda debido a la pérdida de pardmetros

importantes y al elevado esfuerzo computacional requerido (Torres et al., 2019).

1.1.4.6. Funcidén de puntuacién de interaccion de complejo proteina-ligando

La evaluacion de la drugabilidad del ligando unido a la proteina se basa en diversos
parametros y algoritmos configurados en el software utilizado, ya sea Autodock u otras
herramientas similares. En este proceso, el ligando no solo busca una unica forma de
unirse a la proteina, sino que se considera una amplia gama de posiciones potenciales
para el establecimiento de contactos. Este analisis implica la evaluacion de grados de
torsion, afinidad, fuerza de enlaces, distancia entre ellos y energia libre (Pinzi &
Rastelli, 2019).



La drugabilidad se determina buscando condiciones 6ptimas para la formacion del
complejo proteina-ligando, favoreciendo siempre una menor energia libre. Este
enfoque busca identificar las conformaciones moleculares mas estables y efectivas

para guiar el disefio de farmacos y la seleccion de candidatos terapéuticos.

Cabe destacar que la drugabilidad no solo depende de la interaccion especifica entre
el ligando y la proteina, sino también de la capacidad del ligando para atravesar
barreras bioldgicas y llegar al sitio de accién. Por lo tanto, la evaluacion integral de la
drugabilidad implica considerar factores farmacocinéticos y farmacodindmicos para
garantizar la eficacia del compuesto en un contexto biol6gico mas amplio (Li & Shah,
2017).

1.2. Objetivos
1.2.1 Objetivo General

e Identificar posibles dianas terapéuticas para la Enfermedad de Parkinson
mediante la aplicacion de métodos in silico.

1.2.2 Objetivos Especificos

e ldentificar dianas terapéuticas utilizando bases de datos bioldgicas.

e Comprobar la viabilidad de las dianas identificadas a través de programas
bioinformaticos.

e Evaluar las propiedades farmaco-cinéticas de los posibles medicamentos que
tienen efecto sobre las dianas.
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CAPITULO 11

METODOLOGIA

2.1 Materiales y equipos
2.1.1 Materiales
2.1.1.1. Softwares, websites y bases de datos para bioinforméatica:

e MalaCards

e OMIM

¢ HARMONIZOME

e Orphanet

e Disgenet

e Gene Reviews

e Drugbank

e PreoteinPlus

e AlphaFold

e GeneCards

e Protein Data Bank

e Protein Data Bank in Europe Knowledge Base
e AutoDock Tools

e AutoDock Vina

e PyRx

e Avogadro

e Cytoscape (GeneMania)
e MTIOpenScreen

e QSARVega

2.1.2 Equipos

PC personal
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2.2 Métodos

2.2.1 Seleccion Bibliografica

La indagacion se apoy6 en recursos de informacion sobre enfermedades tales como
MalaCards, KEGG, GeneCards, Disgenet, Orphanet, NCBI, PubMed, Scielo, y
Nature. Se emplearon estas bases de datos para recopilar datos referentes a las bases
moleculares de la enfermedad de Parkinson, con el objetivo de profundizar en la
comprension de las alteraciones y disfunciones que experimentan los genes

involucrados en este proceso (Gudmundsson et al., 2022).

Ademas de utilizar estas fuentes, se llevd a cabo una revision exhaustiva de la literatura
cientifica disponible en PubMed y otras plataformas académicas, asi como la
exploracién de bases de datos especializadas como Scielo y Nature. Esta estrategia de
investigacion permitié obtener una vision mas completa y actualizada de las

modificaciones moleculares relacionadas con la enfermedad de Parkinson.

Este enfoque integral, al incorporar diversas fuentes y revisar la literatura cientifica
mas reciente, contribuye a la robustez y relevancia de la investigacion al proporcionar

una base s6lida de conocimientos moleculares sobre la enfermedad.

2.2.2. Obtencion de genes

2.2.2.1 MalaCards

Dentro de los resultados obtenidos en la busqueda de la enfermedad de Parkinson (EP),
se identifico la entrada de la EP con mayor precision para la enfermedad. En
consecuencia, se optd por la entrada "Parkinson Disease Late-Onset", la cual presenta
notables interacciones y congruencias la enfermedad de Parkinson en literatura. Es
importante destacar que esta entrada aparte de ser la mejor puntuada es la mas
completa, con una puntuacién de MIFTS de 82 y un score de 170491. Estos valores

indican el nivel de informacién contenido en la entrada dentro de la base de datos.

Ademas de esta seleccidn, se exploraron otras bases de datos relevantes, como
GeneCards, KEGG, y PubMed, para obtener una vision mas integral de las relaciones
genéticas y moleculares asociadas a la enfermedad de Parkinson. Esta estrategia

amplia la comprension de la enfermedad al considerar multiples fuentes de
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informacion, facilitando una exploracion méas completa de las interacciones genéticas

y moleculares vinculadas a la EP.

2.2.2.2 Harmonizome

La plataforma Harmonizome alberga bibliotecas de genes y bibliotecas relacionadas
con enfermedades asociadas a genes. En este contexto, se opto por explorar la opcion
"gene set” con la entrada de la enfermedad de Parkinon EP en inglés: Parkinson
Disease Late-Onset. A pesar de que la revision de los resultados reveld cierta
incompletitud de informacion en la base de datos, se procedio al anélisis detallado de
la entrada "Parkinson Late-Onset". Esta revision gen por gen permitio evaluar las

similitudes y congruencias con la revision anterior en MalaCards.

La estrategia de comparar genes que comparten interacciones con buenas puntuaciones
positivas en ambas bases de datos contribuy6 a la seleccion de genes relevantes para
un analisis posterior. Ademas de la informacién proporcionada por Harmonizome, se
consultaron otras bases de datos y recursos relevantes, como GeneCards y PubMed,
para enriquecer la comprension de las relaciones genéticas y moleculares asociadas a
la EP. Esta aproximacion integral mejora la robustez de la investigacion al considerar
diversas fuentes de informacién y facilita un analisis mas completo de los genes

involucrados en la enfermedad de Parkinson.

2.2.2.3 OMIM

En respuesta a la limitacién que presento esta base de datos, se optd por seleccionar
varias entradas con referencias a Parkinson Disease en general. Sin embargo, estas
entradas solo ocnstaban con genes individuales y muy bien determinados como el
PINK1, PARK, SCNA Yy LRRK2.

Se evalud la relevancia del gen LRRK2 en el contexto de futuras interacciones y
congruencias con respecto a la EP. Para enriquecer esta revision, se amplid la
investigacién mediante la consulta de otras bases de datos, incluyendo GeneCards y
KEGG. Este enfoque permitio obtener una perspectiva mas abarcadora de los genes y

las vias moleculares vinculadas a la enfermedad de Parkinson. Como resultado, se
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mejord significativamente la comprension de la participacion genética en la
enfermedad, facilitando una evaluacion méas completa y detallada de las conexiones

moleculares relacionadas con el objetivo de estudio.

2.2.2.4. KEGG

La base de datos proporciond conocimientos valiosos acerca de las rutas metabdlicas
relacionadas tanto con la enfermedad como con los genes involucrados en las cascadas
que resultan en disfunciones y desregulaciones durante el proceso de acumulacion de
cuerpos de Levy en la masa negra en la EP. Aunque la ruta general de la enfermedad
de Parkinson plantea un proceso complicado se delimito a una region especifica donde
actua directamente el gen LRRK2, ademas de que en dicha representacion se ve una

interaccion clara en otros genes representativos en la EP.

2.2.2.5. Seleccion de los genes més relevantes

Con base en la evaluacion del puntaje obtenido para cada gen a través de diversas bases
de datos, y considerando la relacién gen-enfermedad, asi como la coherencia con otros
genes y la informacion respaldada por la literatura, se procedié a la seleccion de los
genes gue se consideran de mayor relevancia en la enfermedad de Parkinson. Estos
genes seleccionados se clasificaron en grupos segun su disfuncién y las relaciones

identificadas.

Ademas de la informacion proporcionada, se exploraron las disfunciones especificas
de estos genes para una comprension mas detallada. Entre las disfunciones destacadas
se encuentran la desregulacién en la actividad transcripcional y la activacion de
sefializacion descontrolada. Estas disfunciones ofrecen datos valiosos sobre los
mecanismos moleculares que contribuyen al desarrollo y progresion de la enfermedad
de Parkinson, proporcionando una base sélida para futuras investigaciones y enfoques

terapéuticos.
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2.2.3 Integracion de los datos

Utilizando el software Cytoscape con el complemento GeneMania, especializado en
la recopilacion de genes, se cre6 una red bioldgica de interacciones con los genes
seleccionados como representativos para la EP. Esta estrategia permitio establecer una
hipétesis para identificar los principales genes a priorizar en la investigacion.

Los pasos realizados fueron los siguientes:
a. Se ingresaron los 50 genes en Cytoscape y se seleccion6 el modo Homo sapiens.

b. Generacion de la red bioldgica de interacciones de genes gracias al plugin
GeneMania dentro de Cytoscape.

Una vez generada la red de interaccion, se evaluaron los genes con interacciones mas
fuertes, basandose en los nodos que los conformaban. Dado que la interaccion no
mostrd un reconocimiento significativo de los genes expuestos y, a su vez, incluyo
genes adicionales que, verificados bibliograficamente, estaban relacionados con
enfermedades distintas a la EP se tom en cuenta Unicamente el gen mas representativo
en este caso el LRRK2 con posterior validacion en la plataforma de STITCH al realizar
la misma interaccién de genes y obteniendo resultados similares. Este enfoque
garantiza la priorizacion de genes con conexiones mas relevantes en el contexto de la

enfermedad de Parkinson para futuras investigaciones.

2.2.4 Validacion de genes seleccionados

Se llevd a cabo una exploracion en la base de datos de DrugBank utilizando los
nombres y sindnimos respectivos de los genes. Esta busqueda tuvo como objetivo
identificar posibles opciones farmacoldgicas y ligandos asociados a cada gen. Se
obtuvieron multiples resultados que incluyeron farmacos disponibles, aquellos en fase

de desarrollo y otros en etapa experimental.

No obstante, para el gen LRRK2, en su mayoria, no se conoce su funcion especifica
en el contexto de los farmacos identificados. Este vacio de conocimiento presenta una
oportunidad significativa para contribuir a la identificacion de nuevas dianas
terapéuticas para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson. Este descubrimiento

podria conducir a investigaciones mas detalladas y a la eventual formulacion de
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estrategias terapéuticas mas efectivas para abordar estas areas aln poco conocidas en
el tratamiento de la EP.

2.2.5 Prueba de viabilidad de dianas terapéuticas

Se empled la plataforma ProteinPlus de para determinar la drugabilidad en los
dominios de las proteinas objetivo. Esta herramienta permite mapear la proteina
utilizando el cddigo proporcionado por el Protein Data Bank (PDB). Despues de
ingresar el cddigo de la molécula receptora, se optd por utilizar la herramienta
DoGSiteScorer, una de las diversas opciones disponibles en ProteinPlus.

Los parametros de DoGSiteScorer posibilitan la prediccidon de interacciones de las
dianas con diversas moléculas, como ligandos y proteinas, asi como interacciones
mediante puentes de hidrogeno, todo dentro de un entorno de modelado
tridimensional. Se procedio a evaluar el grado de drugabilidad y se seleccioné el sitio

de union mejor puntuado como el éptimo.

En una evaluacion posterior, el gen LRRK2 analizado con DoGSiteScorer, exhibié la
configuracién més favorable para el segmento P_0, con una capacidad volumétrica de
1116,17 A3, una profundidad de 1442,13 A? y un potencial drugable de 0,8. Estos
resultados proporcionan informacion valiosa sobre la posibilidad de disefiar
compuestos terapéuticos especificos para el gen LRRK2 en el contexto de la

drugabilidad de su estructura tridimensional.

2.2.6 Busqueda de moléculas con posible interaccién frente a las dianas

Utilizando AutoDockTools, se determinaron las coordenadas de la Box Grid, tanto en
términos de dimensiones como en la ubicacion espacial del sitio de union, utilizando
los residuos de aminoacidos especificos especificados por el mismo software. La Grid
se posicion6 dentro del area de dominio mas probable para facilitar la interaccion

proteina-ligando. De este modo, se obtuvieron los siguientes valores para la Box Grid.

Dimensiones de la Grid Box LRRK2:
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X=96

Y=88

=64

Dimension de localizacién espacial Grid Box LRRK2:
X=162,675

Y=201,021

Z=195,446

2.2.7 Cribado Virtual

Con el proposito de mejorar los resultados del proceso de cribado utilizando Vina en
MTIOpenScreen, se empled la estructura tridimensional limpia y preparada con
anterioridad. Este procedimiento incluy6 la eliminacion de residuos de &omos y
aminoéacidos no deseados, asi como de moléculas de agua y posibles ligandos que
podrian estar unidos a las proteinas cristalizadas descargadas del Protein Data Bank.
Una vez que se carg6 el archivo 7lht en formato .pdb en la plataforma web, se optd
por seleccionar la opcién de pardmetros personalizados (Custom parameters) para
introducir las coordenadas de aminoacidos del sitio de union en términos de
dimensiones y ubicacion espacial. Estas coordenadas fueron previamente

determinadas mediante la Grid Box en AutodockTools.

2.2.8 Andlisis de la toxicidad de las moléculas

Se empled el software Vega, especializado en modelos de Relacion Cuantitativa
Estructura-Actividad (QSAR), con el objetivo de evaluar la actividad biologica
resultante una vez que se forma el complejo proteina-ligando. Estas evaluaciones
fueron sometidas a filtros algoritmicos basados en andlisis fisicoquimicos, estructura
quimica y otros criterios. Posteriormente, se realizd una busqueda de los codigos
(SMILES) en la plataforma ZINC para determinar la aprobacion de la posible diana
terapéutica.
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Finalmente, se llevd a cabo un andlisis de las propiedades de cada ligando candidato
destacando entre ellas la evaluacion de mutagenicidad, hepatotoxicidad, Sensibilidad
a la piel y carcinogeénesis, y se verificaron dichas propiedades mediante la consulta de

fuentes bibliogréaficas para confirmar la posible viabilidad de los farmacos obtenidos.

2.2.9 Docking Molecular gen LRRK2 y Losulazine

Se procedio a probar la interaccion molecular entre la molecula LRRK2 y el mejor
ligando seleccionado como diana objetivo Losulazine mediante el software PyRx el
cual contiene funciones de AutoDockTools, en este proceso se utilizé tanto la proteina
como el ligando limpio para obtener un aproximado de las interacciones resultanes del
MTIOpenScreen con el fin de corroborar los valores de energia de union que

permitieron verificar la estabilidad de dicha interaccion.

CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Andlisis y discusion

3.1.1 Anélisis de las bases de datos

La extraccion de 34 genes de la plataforma Malacards sugirié como punto de inicio
tomar las interacciones referentes que se analizan como “gen y enfermedad” y que
comprometen de una u otra manera los genes propuestos por este sitio web como
piezas fundamentales en la bldsqueda de posibles dianas terapéuticas para tratar la
enfermedad de Parkinson, por lo mismo se tiene un score que indica que varios
estudios e investigaciones previos corroboran el protagonismo del gen LRRK2 en el
desencadenamiento de esta enfermedad. Sin embargo, mas alla de esta base de datos,
investigaciones en la misma linea sugieren que hay mas genes que pueden estar
interactuando en las complicaciones que desencadenan la enfermedad de Parkinson

(Domingos et al., 2019), lo que conllevo a una exhaustiva busqueda por otras bases
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de datos como OMIM, Harmonizome, KEGG, Orph, Genes Reviews y Disgenet con
el fin de verificar estos datos, donde efectivamente varios de estos genes previamente
obtenidos tenian relacion directa o indirecta con la EP. Luego de un andlisis para
discernir los elementos necesarios para la presente investigacion se selecciond 24
genes que a priori pueden agruparse por tipos de disfunciones, esto con el fin de
entender de mejor manera la interaccion molecular que puedan tener estos. En la figura
1 las rutas metabolicas proporcionadas por el KEGG mostraron claramente que existe
una intervencion clave del gen LRRK2 para la acumulacion de moléculas recicladas

en la autofagia celular (Greenbaum et al., 2013).

La obtencion de 50 genes de la plataforma Malacards condujo la investigacion hacia
las interacciones catalogadas como "gen y enfermedad”, explorando genes
fundamentales segln este sitio web en la busqueda de posibles blancos terapéuticos
para la enfermedad de Parkinson. Este enfoque se respalda con un puntaje de score
que refleja la aceptacion y validacion de estudios previos, es asi que se confirma la
importancia del gen LRRK2 en el inicio y desarrollo de esta enfermedad (Zhang et
al., 2018). No obstante, mas alla de esta base de datos, investigaciones similares
indican la presencia de mas genes que podrian estar implicados en las complicaciones
que desembocan en la EP. Esto motivé una busqueda minuciosa en otras bases de datos
como OMIM, Harmonizome, KEGG, Orph, Genes Reviews y Disgenet para verificar
estos datos. En efecto, varios de los genes obtenidos anteriormente presentaban

conexiones directas o indirectas con la EP.

Luego de un andlisis para identificar los elementos esenciales de la investigacion, se
eligieron 23 genes que, en principio, podrian clasificarse segun tipos de disfunciones.
Este enfoque busca mejorar la comprensién de posibles interacciones moleculares
entre estos genes. Las rutas metabolicas proporcionadas por KEGG, representadas en
la Figura 1, dejaron en claro la intervencion crucial del gen LRRK2 en la funcion
mitocondrial y la regulacion del estrés oxidativo que da como resultado un buen o mal
desempefio de la via apoptotica celular y disfuncion de la autofagia (Pajarillo et al.,
2019).
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Tabla 1. Genes relacionados al desarrollo de la Enfermedad de Parkinson obtenido de las bases de datos.

DATABASE
Genes PROTEINA DISFUNCION 3 £
< = = 8 =
Q e c
> o L =
s o E x O
[a¥]
2 T
Microtubule ) o o
_ _involucrado en la falla del establecimiento y mantenimiento de _ ) )
MAPT Associated Protein ) 1097,57 si 1,4142 i Si
la polaridad neuronal
Tau
Glucosylceramidase S ) ) ) ) )
GBAl Beta 1 deficiencia en la enzima glucocerebrosidasa 1096,46  si 1,63 Si Si
eta
Glutamate » _ _ _ _
GLUD2 regulacion del metabolismo del glutamato. 1054,38 si 1,8583 i Si
Dehydrogenase 2
) conduce a la produccion de una proteina ataxina-2 con una ) )
ATXN2 Ataxin 2 688,93 Si 2,44 no Si

repeticion anormalmente larga de glutamina.
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TATA-Box

5 TBP o )
Binding Protein
ATXN8 Opposite
6  ATXNB8OS
Strand LncRNA
Alcohol
Dehydrogenase 1C
7 ADH1C

(Class 1), Gamma

Polypeptide

Nuclear Receptor
8 NR4A2 Subfamily 4 Group
A Member 2
Leucine Rich
9 LRRK2 )
Repeat Kinase 2
GBA
10 LOC106627981  Recombination

Region

11  DNAJC13 DnaJ Heat Shock
Protein Family

regulacion de la transcripcion genica en las células

expansion anormal de una secuencia de repeticion de
trinucledtidos (CTG)

regulacion anormal de una enzima llamada alcohol

deshidrogenasa clase I,

regulacion de la expresion génica en las neuronas

dopaminérgicas

afectacion a la via de sefializacion celular y la regulacion de

otros procesos celulares, como la autofagia

Probablemente patdgeno

fallo en el tréfico intracelular y la endocitosis mediada por

receptores, procesos que son esenciales para la regulacion del

682,97

679,33

658,5

523,1

454,36

425

4141

no

no

no

no

Si

no

no

2,855

2,789

no

no

1,878

no

0,861

no

no

no

no

no

no

no

si

no

no

no

no

Si

Si
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12

13

14

15

16

17

VPS13C

MT-ND1

MIR133B

PSAP

RFC1

MIR433

(Hsp40) Member
C13

Vacuolar Protein
Sorting 13
Homolog C

Mitochondrially
Encoded
NADH:Ubiquinone
Oxidoreductase
Core Subunit 1

MicroRNA 133b

Prosaposin

Replication Factor
C Subunit 1

MicroRNA 433

trafico de vesiculas y la eliminacion de componentes celulares

no deseados.

disfuncion en la regulacion de las vesiculas y los procesos de

transporte intracelular

disminucion en la actividad de la subunidad 1 del complejo 1, lo
que afecta la capacidad de la mitocondria para generar ATP a

través de la fosforilacién oxidativa

regulacién de la expresion de genes relacionados con el

desarrollo muscular y la funcién cardiaca
acumulacién anormal de glucolipidos en las células.

disfuncion en la proteina RFC que forma parte del complejo de

reparacion de ADN.

Asociado al parkinson

413,43

411,24

405,83

405,57

400

355,63

no

no

Si

no

no

no

no

2,485

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

Si

Si

no

no

no
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18

19

20

21

22

23

24

PRKN

SNCAIP

PARK10

PARK12

PARK16

PARK 21

NEAT1

Parkin RBR E3
Ubiquitin Protein

Ligase

Synuclein Alpha
Interacting Protein

Parkinson Disease
10 (Susceptibility)

Parkinson Disease
12 (Susceptibility)

Parkinson Disease
16 (Susceptibility)

Parkinson Disease
21

Nuclear
Paraspeckle
Assembly
Transcript 1

regulacion de la degradacion de proteinas y la eliminacion de

_ ) 328,04
mitocondrias dafiadas
mayor tendencia de la alfa-sinucleina a formar agregados 192 67
anormales en el cerebro, conocidos como cuerpos de Lewy, '
Asociado al parkinson 50
Asociado al parkinson 50
Asociado al parkinson 50
Asociado al parkinson 50
regulacién de la expresion génica 155,31

no

no

no

no

no

no

no

2,9457

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

Si

no

no

no

no

no

no
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25

26

27

28

29

30

31

PINK1-AS

MAPT-AS1

UCHL1-DT

LINC01262

SNHG12

HOTAIR

MALAT1

PINK1 Antisense
RNA

MAPT Antisense
RNA 1

UCHL1 Divergent

Transcript

Long Intergenic
Non-Protein
Coding RNA 1262

Small Nucleolar
RNA Host Gene 1

HOX Transcript
Antisense RNA

Metastasis
Associated Lung
Adenocarcinoma

Transcript 1

Asociado al parkinson

regulacion de la expresion génica en la region del gen MAPT

Asociado al parkinson

Asociado al parkinson

regulacién de la expresion génica y en una variedad de procesos

celulares

cancer de mamay en el cancer de colon

promocion de la metastasis y el crecimiento tumoral

155,04

154,94

154,9

154,83

154,8

154,61

153,53

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no
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32

33

34

35

36

37

38

PCA3

DPY19L2P2

H19

LINCO01734

MIR4422HG

RNU1-1

SCOC-AS1

Prostate Cancer
Associated 3

DPY19L2

Pseudogene 2

H19 Imprinted
Maternally
Expressed

Transcript

Long Intergenic
Non-Protein
Coding RNA 1734

MIR4422 Host
Gene

RNA, Ul Small

Nuclear 1

SCOC Antisense
RNA 1

asociado con el cancer de prostata

nvolucrado en la sintesis y el mantenimiento de los

espermatozoides

regulacién de la homeostasis de la glucosa y la diabetes tipo 2

no asociado con enfermedades especificas o disfunciones

moleculares conocidas
no asociado con enfermedades especificas o disfunciones
moleculares conocidas

eliminacion de los intrones en el proceso de maduracion del
ARN

no asociado con enfermedades especificas o disfunciones

moleculares conocidas

153,12

150

150

150

150

150

150

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no
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39

40

41

42

43

44

ATXN3

DNAJB6

SNCAIP

TNK?2

PINK1

PARKY

Ataxin 3

DnaJ Heat Shock
Protein Family
(Hsp40) Member
B6

Synuclein Alpha

Tyrosine Kinase

Non Receptor 2

PTEN Induced
Kinase 1

Parkinsonism
Associated

Deglycase

expansion anormal de una repeticion de trinucle6tidos,

especificamente la repeticion de CAG en el gen ATXN3.

fallo en mantener la integridad de las proteinas musculares y

evita que se agreguen en estructuras anormales

acumulacién y agregacion anormal de la proteina alfa-

sinucleina en el cerebro

disfuncion molecular en la actividad de esta quinasa y, en
consecuencia, afectar su capacidad para regular la sefializacion

celular.

regulacion de la funcién mitocondrial en las células

las células son mas susceptibles al dafio causado por el estrés

oxidativo.

31,8

30,46

29,52

28,61

27,62

27,35

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no
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Solute Carrier

45 SLC6A3 )
Family 6 Member 3
Tyrosine
46 TH
Hydroxylase
47 ATXNS Ataxin 8

Ataxin 3 Repeat
48 LOC108663987 . :
Instability Region
TATA-Box
Binding Protein
49 LOC108663996 -
Repeat Instability

Region

Monoamine
Oxidase B

50 MAOB

isfuncion molecular que afecta la funcion del transportador de

dopamina

disminucion en la produccion de neurotransmisores como la

dopamina

expansion anormal de una repeticion de nucleétidos,

especificamente la repeticion CTG.

no asociado con enfermedades especificas o disfunciones

moleculares conocidas

no asociado con enfermedades especificas o disfunciones

moleculares conocidas

regulacion de los niveles de neurotransmisores en el cerebro

25,77

25,75

25

25

25

24,49

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no
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Tabla 2. Genes élite seleccionados para la creacion de la red bioldgica de interaccion por Cytoscape con el plugin GENEMANIA

Genes PROTEINA DISFUNCION
Microtubule Associated Protein involucrado en la falla del establecimiento y mantenimiento de la polaridad
MAPT Tau neuronal
GBA1 Glucosylceramidase Beta 1 deficiencia en la enzima glucocerebrosidasa
GLUD2 Glutamate Dehydrogenase 2 regulacion del metabolismo del glutamato.

) conduce a la produccion de una proteina ataxina-2 con una repeticion
ATXN2 Ataxin 2 )
anormalmente larga de glutamina.

TBP TATA-Box Binding Protein regulacién de la transcripcion génica en las células
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ATXN8 Opposite Strand » ] o ] .
6 ATXNBOS LncRNA expansion anormal de una secuencia de repeticion de trinucleétidos (CTG)
nc

Alcohol Dehydrogenase 1C _, ] )
7 ADH1C ) regulacion anormal de una enzima llamada alcohol deshidrogenasa clase I,
(Class 1), Gamma Polypeptide

Nuclear Receptor Subfamily 4 . L o
8 NR4A2 regulacion de la expresion génica en las neuronas dopaminérgicas
Group A Member 2

) ) ) afectacion a la via de sefializacion celular y la regulacion de otros procesos
9 LRRK?2 Leucine Rich Repeat Kinase 2 )
celulares, como la autofagia

10 LOC106627981  GBA Recombination Region Probablemente patdgeno

_ ) fallo en el tréfico intracelular y la endocitosis mediada por receptores, procesos que
DnaJ Heat Shock Protein Family ) . o ) o
11  DNAJC13 son esenciales para la regulacion del trafico de vesiculas y la eliminacion de
(Hsp40) Member C13
componentes celulares no deseados.

Vacuolar Protein Sorting 13 ) . N ; )
12 VPS13C disfuncion en la regulacion de las vesiculas y los procesos de transporte intracelular
Homolog C
Mitochondrially Encoded
13 MT-ND1 NADH:Ubiquinone

Oxidoreductase Core Subunit 1

disminucion en la actividad de la subunidad 1 del complejo I, lo que afecta la
capacidad de la mitocondria para generar ATP a través de la fosforilacion oxidativa
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14

15

16

17

18

19

20

21

regulacion de la expresion de genes relacionados con el desarrollo muscular y la

MIR133B MicroRNA 133b Ny ]
funcion cardiaca
PSAP Prosaposin acumulacién anormal de glucolipidos en las células.
RFC1 Replication Factor C Subunit 1 disfuncion en la proteina RFC que forma parte del complejo de reparacién de ADN.
MIR433 MicroRNA 433 Asociado al parkinson
Parkin RBR E3 Ubiquitin Protein y y ] L _ ) B
PRKN Li regulacién de la degradacion de proteinas y la eliminacion de mitocondrias dafiadas
igase

SNCAIP Synuclein Alpha Interacting mayor tendencia de la alfa-sinucleina a formar agregados anormales en el cerebro,
Protein conocidos como cuerpos de Lewy,

Parkinson Disease 10 ) _
PARK10 o Asociado al parkinson
(Susceptibility)

Parkinson Disease 12 ) _
PARK12 o Asociado al parkinson
(Susceptibility)
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Los registros contenidos en la tabla 1 revelan la presencia de 50 genes que comparten
una asociacion con la disfuncion previamente identificada. Sin embargo, numerosas
de estas similitudes se encuentran en fases tempranas de investigacion y demandan
maultiples etapas de estudio para validar su relacion con la potencial manifestacion de
la enfermedad de Parkinson(Hatano et al., 2014). Algunas de estas similitudes ain no
han sido sometidas a anélisis experimental, registros clinicos o historiales, aunque

existen simulaciones y predicciones.

Hasta la fecha, el principal fendmeno impulsor de la EP es la alfa-sinucleina que es
una proteina que se encuentra comunmente en el cerebro (Simpson et al., 2022). Su
funcion exacta no se comprende completamente, pero se cree que esta involucrada en
la regulacién de la liberacién de neurotransmisores en las sinapsis, que son las
conexiones entre las células nerviosas. La alfa-sinucleina normalmente se presenta en

forma soluble en las células cerebrales (Trinh et al., 2018).

En la enfermedad de Parkinson, la alfa-sinucleina experimenta cambios anormales, lo
que lleva a la formacion de agregados proteicos llamados cuerpos de Lewy. Estos
cuerpos de Lewy se acumulan en las células nerviosas, especialmente en las regiones
del cerebro responsables del control del movimiento (Simpson et al., 2022). La
acumulacion de estos agregados se asocia con el dafio y la muerte de las células
nerviosas, lo que contribuye a los sintomas motores caracteristicos de la enfermedad
de Parkinson (Somme et al., 2015).

Adicionalmente, se ha reconocido la importancia del gen LRRK2 en este proceso y
aunque no se comprenda en su totalidad su funcion es un candidato idéneo para la
investigacion debido a la disponibilidad de sus estructuras y algunas investigaciones
paralelas. Por otro lado, la carencia de datos validados acerca de genes como ARXN2,
TBP, ADH1C, VPS13C y MT-ND1 podria aportar de manera errénea la identificacion

de futuros blancos objetivos por ese motivo se excluyo su inclusion en el estudio.

3.1.2. Analisis de la integracion de datos
Las disfunciones clave vinculadas al desarrollo del Parkinson se enfocan en la
alteracion de la regulacion en procesos celulares como la autofagia la cual es

mecanismo de reciclaje celular. Principalmente, estas alteraciones se manifiestan en el
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proceso celular que se encarga de la eliminacion de componentes celulares dafiados o
no deseados, incluyendo proteinas mal plegadas (Saunders-Pullman et al., 2018). Se
ha sugerido que las mutaciones en el gen LRRK2 pueden interferir con la funcion
normal de la autofagia, lo que podria resultar en la acumulacion de proteinas mal
plegadas en las neuronas, contribuyendo a la degeneracion neuronal en la enfermedad
de Parkinson(Nazish et al., 2021). Los anélisis efectuados mediante Cytoscape, que
investigan la interaccion en la red biologica, evidenciaron una disminucion inesperada
en la presencia de los genes resaltados inicialmente, asi como la aparicién de otros
genes que, segun la literatura y experimentos, tienen una conexién limitada con el
inicio de la EP (Jin et al., 2019). Sin embargo, los resultados sefialan la existencia de

interacciones sélidas en las areas nodales en las que coincide el gen elite LRRK2.

Tabla 3. Interaccion de genes en la aparicion del Parkinson en Cytoscape con Genemania

gene name log score score

MT-ND1 -3,22E+00 9.999.999.999.999.960

ASAH1 -24.160.371.788.620.900  8.927.469.705.825.840

GBA -1.544.450.881.177.220  8.568.905.443.229.170

VPS13C -761.143.081.524.087 9.267.102.699.660.110

PPARGCIA -32.536.879.987.303.200 3.863.147.196.909.260

RIC1 -30.034.098.767.350.400 49.617.589.716.599.400

PRKN -43.095.677.585.640.400  6.498.870.009.767.080

UBE2L3 -3.562.082.507.282.020  28.379.662.279.107.300

PARKY -43.531.821.913.482.300  6.470.587.278.443.150

NR4A2 -24.685.018.679.310.300  7.812.577.274.901.090

TNK2 -21.606.134.821.489.000  8.056.858.729.672.380
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TCEAL1

LRRK2

SNCAIP

PSAP

DNAJC13

MAOA

UBE2G1

SH3GL2

ADH4

GPR37

GLUD2

VCP

ATXN3

ALDH1Al

SLC6A3

SYN1

SNCA

MAOB

RGP1

ATXN2

ADH1A

SLC18A2

-3.515.576.482.164.770

-4.329.692.503.661.390

-39.543.925.338.883.700

-2.923.785.398.233.600

-11.200.391.141.336.100

-3.004.047.585.669.650

-34.346.399.986.173.800

-3.399.171.957.938.500

-3.387.071.440.134.820

-26.410.087.526.639.900

-14.611.192.361.530.700

-3.559.726.226.423.840

-30.523.171.146.178.600

-3.590.342.976.044.900

-36.454.956.769.316.000

-3.208.342.859.214.480

-31.056.121.187.450.600

-15.640.307.962.416.100

-30.810.255.135.786.000

-3.326.155.971.876.680

-3.285.702.183.226.430

-3.189.029.932.949.860

2.973.065.881.837.230

6.485.804.351.092.580

6.733.841.879.902.260

7.464.859.078.400.350

8.940.407.605.305.410

4.958.595.822.323.840

32.237.013.512.628.900

334.009.158.759.937

3.380.753.946.966.840

712.893.199.813.791

8.640.609.889.427.110

2.844.661.157.879.850

7.369.525.942.436.530

27.588.866.480.080.400

694.509.409.909.932

40.423.545.304.433.000

447.970.890.271.403

8.552.144.013.874.900

4.591.214.896.620.090

7.170.457.755.978.750

3.741.430.417.065.810

41.211.829.792.708.100

34



RFC1 -3.782.872.151.493.960  6.850.337.203.457.470

VPS52 -3.150.127.274.635.150  42.846.673.225.290.000

ADH1C -32.937.964.802.377.000  7.193.698.575.534.020

ADH1B -2.696.807.297.253.650  6.742.042.285.434.540

TH -2.716.298.066.031.460  7.621.363.467.165.540

DDC -26.739.510.951.710.900  6.897.914.301.865.950

DNAJB6 -21.471.028.453.290.600 8.067.751.415.592.150

TBP -8.053.702.843.748.560  4.469.224.075.324.100
PINK1 -2.118.867.983.069.110  8.090.562.789.233.970
MAPT -4.266.317.147.579.480 652.703.889.178.722
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Los resultados de la interaccion entre los genes objetivo muestran adiciones nuevas de
genes por GeneMANIA de manera que se produjeron 43 nodos y 183 aristas en la red
bioldgica. Se destaca una cantidad significativa de conexiones en la region del gen
objetivo LRRK2, lo cual se confirma con la presencia de 12 conexiones mientras que
en la plataforma STICH se obtuvo 14 conexiones de ahi que se establece la importancia
de la via de reciclaje celular mediado por el gen LRRK2, considerado esencial debido
a su participacion en la génesis de la EP, especialmente cuando se presenta la mutacion
conocida como G2019S y otras que conducen siempre a la disfuncion de regulacion

en procesos similares (Somme et al., 2015).

La mutacion G2019S del gen LRRK2 es una alteracion genética asociada con el
desarrollo de la enfermedad de Parkinson. ElI gen LRRK2 (Leucine-Rich Repeat
Kinase 2) codifica una proteina llamada dardarina que tiene funciones en la regulacién
de la actividad neuronal y otras vias celulares (Trinh et al., 2014). La mutacién
G2019S es una sustitucion puntual especifica en la secuencia del gen, donde la glicina
(G) en la posicidon 2019 es reemplazada por serina (S) (Somme et al., 2015). Esta
mutacion es una de las mutaciones genéticas mas comunes y bien estudiadas
relacionadas con la enfermedad de Parkinson hereditaria. Se estima que la presencia
de la mutacion G2019S en el gen LRRK2 aumenta el riesgo de desarrollar la
enfermedad de Parkinson (Simpson et al., 2022b). Sin embargo, no todas las personas
que heredan esta mutacion desarrollan la enfermedad, y su penetrancia (la probabilidad
de que la mutacion conduzca a la enfermedad) puede variar. Ademas, esta mutacién
no es exclusiva de los casos familiares de Parkinson, sino que también se ha
identificado en algunos casos esporadicos de la enfermedad (Moreira-Junior et al.,
2022).

3.1.3 Analisis de la validacion de los genes seleccionados

Se ha examinado varios de los genes propuestos para la investigacion, y algunos de
ellos han sido objeto de estudios en los cuales se identificaron farmacos asociados a
diversas enfermedades que podrian tener un papel en su tratamiento. Por lo tanto, se
Ilevd a cabo una busqueda minuciosa en la base de datos Drugbank y Duglib ademas

de otras plataformas para confirmar la presencia de estas dianas. La Tabla 4 presenta
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los genes objetivo seleccionados junto con los posibles farmacos asociados, asi como

sus acciones terapéuticas en la enfermedad de Parkinson.

Tabla 4. Farmacos existentes y potenciales para la Enfermedad de Parkinson.

# Genes asoigzrgsg?sgen Diana  Aplicaen EP
1 MAPT 8 Si Si
2 GBAl 1 Si Si
3 GLUD2 2 probables Si No
4 ATXN2 - No -
5 TBP - No -
6 ATXNBOS 1 Si No
7 ADH1C 1 No No
8 NR4A2 - No -
9 LRRK2 1 probable Si Si
10 LOC106627981 - No -
11 DNAJC13 - No -
12 VPS13C - No

13 MT-ND1 - No -
14 MIR133B - No -
15 PSAP - No -
16 RFC1 - No -
17 MIR433 - No -
18 PRKN probable No No
19 SNCAIP - No -
20 PARK10 - No -
21 PARK12 - No -
22 PARK16 probable No Si
23 PARK 21 - No -
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La Tabla 4 detalla diversos farmacos y ligandos identificados como posibles
tratamientos para la enfermedad de Parkinson. No obstante, muchos de estos
compuestos se utilizan en diferentes tipos de tratamientos, lo que sefiala una falta de
especializacion en la investigacion cientifica y, en ocasiones, no logran superar las
validaciones necesarias al encontrarse en fases experimentales. Algunos de estos
farmacos, clasificados como ligandos, se proponen para realizar interacciones
moleculares mediante Docking Molecular y andlisis algoritmico, lo que proporciona
una forma pertinente de contrastar con los resultados del cribado virtual mencionado

posteriormente.

Adicionalmente, farmacos identificados, como Fostamatinib, son utilizados en el
tratamiento de trombocitopenias. Un ejemplo comUn podria ser el Tavalisse de 100mg
comercialmente se encuentra bajo ese nombre y en presentacion de tabletas, sin
embargo, es el Unico que se esta investigando para vincular su accion farmacoldgica

en interaccion con el gen LRRK2 (Bussel et al., 2018).

3.1.4 Prueba de viabilidad de las dianas terapéuticas

Se llevo a cabo una evaluacion para identificar una posible zona de respuesta a los
farmacos. El objetivo fue descubrir las cavidades mas propicias donde un ligando
podria encajar, alterando asi la estructura y funcién del gen durante la codificacion de
sus proteinas. Por lo tanto, se llevé a cabo la busqueda del modelo tridimensional
7LHT en el Protein Data Bank y mediante secuenciacion gendémica, asegurando asi
una aproximacion lo mas precisa posible al objetivo. A partir de esta informacion, se
proceso el archivo PDB del gen LRKK2 en ChimeraX para eliminar toda presencia de
residuos de aminoacidos, moléculas de agua y, sobre todo, pequefios ligandos que
podrian haber interactuado previamente. Finalmente, utilizando DoGSiteScorer, se
evalud la aptitud para el tratamiento farmacoldgico de la estructura del gen LRRK2 en

una sola cadena.
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Tabla 5. Cavidades puntuadas con probabilidad drugable del gen LRRK2.

Nombre  Volumen A3  Surface A2 Drug Score

P_O 1116,17 1442,13 0,8
P_1 809,54 1206,71 0,77
P_10 309,15 521,37 0,63
P_11 304,83 476,66 0,59
P_12 296,93 406,92 0,51
P_13 292,97 428,93 0,5
P_14 285,06 462,78 0,65

En la Tabla 5 se visualizan los tres principales sitios drugables considerados adecuados
para una posible interaccién mediante técnicas de docking o busqueda por cribado en
MTIOpenScreen. En una escala que varia de 0 a 1, se establecié una consideracion
clave: el puntaje de drogas no debe ser inferior a 5. Con base en este criterio, se
determind que el pocket_0 era el sitio drugable mas 6ptimo. Este analisis se basé en la
observacién de que la estructura exhibe una cavidad volumétrica de 1192.96
Angstroms cubicos y una superficie de 1489.14 Angstroms cuadrados. Por ende, este
sitio drugable se selecciond para los analisis, ya que la drugabilidad esta directamente
vinculada al espacio de la cavidad. Es el punto ideal donde posibles dianas pueden
interactuar y ofrecer una opcién de estudio para intervenir de alguna u otra manera en
los procesos de reciclaje celular o via apoptética intrinseca. La Figura 4 presenta la
estructura modificada del gen LRRKZ2, identificada como 7LHT en PBD y ajustada a

una sola cadena para su evaluacién en el DoGSiteScorer.
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Figura 4. Pocket_0 de la probabilidad mayormente drugable de LRRK2 (Leucine-
Rich Repeat Kinase 2)
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3.1.5 Andlisis del cribado virtual con MTiOpeenScreen

En el analisis para identificar posibles objetivos terapéuticos utilizando la plataforma
MTiOpenScreen, se configurd el sistema con base en la estructura tridimensional en
formato PDB del gen LRRK2. Posteriormente se escogio una libreria comercial de
farmacos o ligandos, Drug-lib. Ademas, la plataforma ofrece la capacidad de dirigir el
objetivo de atague mediante coordenadas de la GRID-BOX. Afortunadamente, estas
coordenadas fueron determinadas utilizando los residuos de aminoacidos que presento
la pocket_O durante la evaluacién inicial del DogSite Scorer. Posteriormente, estas
coordenadas fueron insertadas a la paltaforma para ajustar el ataque de dianas con
parametros especificos con el fin de justificar o descartar la posible unién cerca del

sitio Ala1950 que bibliogréficamente se entiende como region bisagra para un ligando.

Los resultados obtenidos en el cribado de MTiOpenScreen abarcan mas de mil ensayos
de ligandos y farmacos mediante el docking molecular. Por lo tanto, los primeros 100
resultados fueron arbitrariamente analizados y reorganizados en funcién de la energia

de afinidad, que indica la posibilidad de interaccién, con valores que oscilan entre -

122y -10,1m—‘zl. Sin embargo, para un analisis mas riguroso, se seleccionaron las

interacciones con energias comprendidas entre -12,2 y -10,6% , con el objetivo de

evaluar las propiedades potenciales debido a su estabilidad de unién y para llevar a

cabo un analisis subsiguiente de toxicidad.

En la Tabla 6 se presentan los resultados de los farmacos mas destacados como

candidatos a dianas terapéuticas, destacAndose por su notable estabilidad energética.
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Tabla 6. Farmacos con mejor energia de afinidad, posibles dianas terapéuticas para la EP.

Compound Model Energia nRot SMILES CODE
C[C@@H]IC[C@@]2(C)[C@@H](CC[C@H]B[C@@H]4CC[C@H](O)[C@@]4(C)
Bolazine ZINC000008214506 -12,2 3 CC[C@@H]32)C/C1=N\N=C1/C[C@@H]2CC[C@H]3[C@@H]4CC[C@H](O)[C@
@]4(C)CC[C@@H]3[C@@]2(C)C[C@H]1C
MK3207 ZINCO00043203371 118 O=C(CN1C(=0)C2(CCCC2)NC[C@H]1clcc(F)cc(F)cl)Nceleec2e(cl)C[C@@]1(C2)C
(=O)Nc2ncccec2l
CC[C@H](C)[C@@H]10[C@]2(C=C[C@@H]1C)C[C@H]1C[C@@H](CC=C(C)[C
Ab in-
amectin ZINCO00306147034 118 1 @H](O[C@@H]3C[C@H](OC)[C@H](O[C@@H]4C[C@H](OC)[C@H](O)[C@H](
component-bla C)O04)[C@H](C)03)[C@H](C)C=CC=C3CO[C@@H]4[C@H](O)C(C)=C[C@@H](C
(=0)01)[C@@]340)02
R428 ZINC000051951668 -11,5 5 Nclnc(Nc2cce3e(c2)CC[C@H](N2CCCC2)CC3)nnl-clcc2c(nnl)-cleccecclCCC2
MK3207 2 INCO00103760981 115 A O=C(CN1C(=0)C2(CCCC2)NC[C@@H]1clcc(F)cc(F)cl)Nclcec2e(cl)C[C@@]1(C2

)C(=0)Nc2nccec2l
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Uk432097

Mk3207

Velpatasvir

Dihydroergotamine

Hesperidin

Velpatasvir

ZINC000095539256

ZINC000103760978

ZINC000504665931

ZINC000003978005

ZINC000100204061

ZINC000504665932

-11,5

-11,4

-11,3

-11,3

11,2

11,2

16

13

15

13

CCNC(=0)[C@H]10[C@@H](n2cnc3c(NCC(c4cceccd)cacceecd)nc(C(=O)NCCNC(=
O)NC4CCN(c5cceen5)CC4)ne32)[C@H](O)[C@@H]10

O=C(CN1C(=0)C2(CCCC2)NC[C@H]Llclcc(F)cc(F)cl)Neleec2e(cl)C[C@]L(C2)C(=
O)Nc2nccec2l

COC[C@@H]1C[C@H](c2ncce(-
c3cccde(c3)COc3ceche(ceecbne([C@@H]7CC[C@H](C)N7C(=0)[C@H](NC(=0)0C)C
(C)C)[nH]c65)cc3-4)[nH]2)N(C(=0)[C@@H](NC(=0)OC)c2ccccc2)Cl

CNI1C[C@H](C(=O)N[C@]2(C)O[C@@]3(0O)[C@@H]4CCCN4AC(=O)[C@H](Cc4cc
ccc4)N3C2=0)C[C@@H]2c3cccc4[nH]cc(c34)C[C@H]21

COclecc([C@@H]2CC(=0)c3c(0)cc(O[C@@H]40[C@H](CO[C@@H]50[C@@H]
(CO)[C@H](O)[C@@H](O)[C@H]50)[C@@H](0)[C@@H](O)[C@@H]40)cc302)cc
10

COC[C@@H]1C[C@H](c2ncc(-
c3ccc4ce(c3)COc3ccshe(ceconc([C@@H]7CC[C@H](C)N7C(=0)[C@@H](NC(=0)0C
)C(C)C)[nH]c65)cc3-4)[nH]2)N(C(=0)[C@@H](NC(=0)OC)c2ccccc2)Cl
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Hesperidin

R428

Metergotamine

Disogluside

Dihydroergocristine

Hesperidin

Hesperidin

ZINC000095568264

ZINC000051951669

ZINC000072266819

ZINC000008214547

ZINC000095862766

ZINC000038144571

ZINC000008680007

111

111

-11

-11

-11

-10,9

-10,9

15

15

15

COclccc([C@@H]2CC(=0)c3c(0)cc(O[C@@H]40[C@@H](CO[C@@H]50[C@@
H](C)[C@H](0)[C@@H](O)[C@H]50)[C@@H](0)[C@H](O)[C@H]40)cc302)ccl
0

Nclnc(Nc2cee3e(c2)CC[C@@H](N2CCCC2)CC3)nnl-clcc2c(nnl)-clccecclCCC2

CNI1C[C@H](C(=O)N[C@]2(C)O[C@@]3(O)[C@@H]4CCCN4AC(=O)[C@H](Cc4cc
ccc4)N3C2=0)C=C2c3ccccdc3c(cn4C)C[C@H]21

C[C@H]L[C@H]2[C@H](C[C@H]3[C@@H]4CC=C5C[C@@H](O[C@@H]60[C@
H](CO)[C@@H](0)[C@H](0)[C@H]60)CC[C@]5(C)[C@H]4CC[C@@]32C)O[C@
]12CC[C@@H](C)CO2

CC(C)[C@@]1(NC(=0)[C@@H]2C[C@H]3c4ccee5[nH]ce(c45)C[C@H]3N(C)C2)0]
C@@]2(0)[C@@H]3CCCN3C(=0)[C@H](Cc3cccee3)N2C1=0

COclecc([C@@H]2CC(=0)c3c(0)cc(O[C@@H]40[C@H](CO[C@@H]50[C@@H]
(O)[C@H](O)[C@H](O)[C@H]50)[C@@H](O)[C@@H](O)[C@@H]40)cc302)ccl
0

COclecc([C@@H]2CC(=0)c3c(0)cc(O[C@@H]40[C@H](CO[C@@H]50[C@@H]
(C)[C@H](0O)[C@H](O)[C@@H]50)[C@H](0)[C@H](O)[C@@H]40)cc302)ccl1O
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Golvatinib

Ergotamine

Proscillaridin

Hesperidin

Cortisuzol

Abamectin-
component-bla

Venetoclax

ZINC000043195317

ZINC000052955754

ZINC000008214665

ZINC000238924080

ZINCO000004215464

ZINC000306147035

ZINC000150338755

-10,8

-10,8

-10,8

-10,8

-10,8

-10,8

-10,8

15

11

13

CN1CCN(C2CCN(C(=0O)Nc3cc(Ocaccc(NC(=0)C5(C(=0)Ncbecec(F)ecec6)CCh)c(F)c4)
ccn3)CC2)CC1

CN1C[C@H](C(=O)N[C@]2(C)O[C@@]3(O)[C@@H]4CCCNA4C(=0)[C@H](Cc4cc
ccc4)N3C2=0)C=C2c3cccc4[nH]cc(c34)C[C@H]21

C[C@@H]10[C@@H](O[C@@H]2C=C3CC[C@@H]4[C@H](CC[C@]5(C)[C@@
H](c6cee(=0)0c6)CCI[C@]450)[C@@]3(C)CC2)[C@H](O)[C@H](O)[C@H]10

COclecc([C@@H]2CC(=0)c3c(0)cc(O[C@@H]40[C@H](CO[C@@H]50[C@H](C
)JIC@H](O)[C@H](0)[C@@H]50)[C@H](0)[C@H](O)[C@H]40)cc302)cc1O

CC1=C[C@H]2[C@@H]3C[C@@H](C)[C@](0)(C(=0)COC(=0)caccec(S(=0)(=0)
0)c4)[C@@]3(C)C[C@H](O)[C@@H]2[C@@]2(C)Cc3cnn(-c4cccecd)c3C=C12

CC[C@H](C)[C@@H]10[C@]2(C=C[C@@H]1C)C[C@H]1C[C@@H](CC=C(C)[C

@H](O[C@@H]3C[C@H](OC)[C@H](O[C@@H]4C[C@H](OC)[C@H](O)[C@H](

C)04)[C@H](C)03)[C@H](C)C=CC=C3CO[C@@H]4[C@H](O)C(C)=C[C@@H](C
(=0)01)[C@]340)02

CC1(C)CCC(CN2CCN(c3ccc(C(=0)NS(=0)(=0)caccc(NCC5CCOCCH)c([N+](=0)[O
-])cd)c(Ocdcencs[nH]ccc5c4)c3)CC2)=C(c2cce(Cl)cc2)Cl
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Rimegepant

Mk3207

Proscillaridin

Hesperidin

Hesperidin

Teniposide

Dihydroergocristine

Proscillaridin

ZINC000068267814

ZINC000103760984

ZINC000306121902

ZINC000008680006

ZINC000085340597

ZINC000003831507

ZINC000003947497

ZINC000257355131

-10,8

-10,8

-10,8

-10,8

-10,7

-10,7

-10,7

-10,7

15

15

N[C@@H]1c2ccenc2[C@H](OC(=0)N2CCC(n3c(=0)[nH]c4nccccd3)CC2)CCIC@H]
1clcccc(F)clF

O=C(CN1C(=0)C2(CCCC2)NC[C@@H]1clcc(F)cc(F)cl)Nclecc2e(cl)C[C@]1(C2)C
(=O)Nc2ncccec2l

C[C@@H]10[C@H](O[C@@H]2C=C3CC[C@H]J4[C@H](CC[C@]5(C)[C@@H](c6
cce(=0)0c6)CC[C@]450)[C@@]3(C)CC2)[C@H](0)[C@H](O)[C@H]10

COclecc([C@@H]2CC(=0)c3c(0)cc(O[C@@H]40[C@H](CO[C@@H]50[C@H](C
)JIC@H](O)[C@H](O)[C@@H]50)[C@H](O)[C@H](O)[C@@H]40)cc302)cc1O

COclecc([C@@H]2CC(=0)c3c(0)cc(O[C@@H]40[C@H](CO[C@@H]50[C@H](C
)IC@H](O)[C@@H](0)[C@@H]50)[C@H](O)[C@H](O)[C@@H]40)cc302)ccl1O

COclcc([C@H]2c3ccac(cc3[C@H](O[C@H]30[C@H]5CO[C@H](c6eeesb)O[C@ @
H]5[C@@H](0)[C@H]30)[C@H]3COC(=0)[C@H]23)OC0O4)cc(OC)cl0

CC(C)[C@]L(NC(=0)[C@@H]2C[C@@H]3cAccec5[nH]cc(c45)C[C@@H]3N(C)C2)
O[C@@]2(0)[C@H]3CCCN3C(=0)[C@H](Cc3cecce3)N2C1=0

C[C@@H]10[C@@H](O[C@@H]2C=C3CC[C@H]4[C@@H](CC[C@@]5(C)[C@
@H](c6eee(=0)0c6)CC[C@]450)[C@@]13(C)CC2)[C@H](O)[C@H](O)[C@H]10
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Hesperidin

Dihydroergocristine

Ditercalinium

Hesperidin

Telcagepant

Teniposide

Fiduxosin

Losulazine

ZINC000253499897

ZINC000003947494

ZINC000004215707

ZINC000252008995

ZINC000028827350

ZINC000003831506

ZINC000029747110

ZINC000004216779

-10,7

-10,7

-10,7

-10,7

-10,7

-10,7

-10,6

-10,6

15

15

COclecc([C@@H]2CC(=0)c3c(0)cc(O[C@H]40[C@@H](CO[C@@H]50[C@H](C
)[C@H](O)[C@H](0)[C@@H]50)[C@H](O)[C@@H](O)[C@@H]40)cc302)cclO

CC(O)[C@@]1(NC(=O)[C@@H]2C[C@@H]3c4cccch[nH]cc(c45)C[C@@H]3N(C)C
2)0[C@@]2(0)[C@H]3CCCN3C(=0)[C@@H](Cc3cccce3)N2C1=0

COclccc2[nH]c3cccdec[n+](CCN5SCCC(C6CCN(CCln+]7ccc8ccc9[nH]c%10ccc(OC)c
€%210c9c8c7)CCB)CCH)ccdc3c2cl

COclece([C@H]2CC(=0)c3c(0)cc(O[C@@H]40[C@H](CO[C@@H]50[C@H](C)[
C@H](0O)[C@H](O)[C@@H]50)[C@H](O)[C@H](O)[C@@H]40)cc302)cclO

O=C(N[C@@H]1CC[C@@H](c2cccc(F)c2F)CN(CC(F)(F)F)C1=0)N1CCC(n2c(=0)[
nH]c3nccec32)CCl

COclcc([C@@H]2c3cc4c(cc3[C@H](O[C@H]30[C@H]5CO[C@H](c6eees6)O[C@
@H]5[C@@H](O)[C@H]30)[C@H]3COC(=0)[C@H]23)OC04)cc(OC)c10

COclcccc2cl[C@@H]1CN(CCCCn3c(O)nc4c(scbnec(-
céeeeeeb)nc54)c3=0)C[C@@H]1CO02

O=C(clccc(Nc2cenc3ec(C(F)(F)F)cec23)ccl)NICCN(S(=0)(=0)c2ccc(F)cc2)CCl
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Ubrogepant

Hesperidin

Amg-900

Irinotecan

Teniposide

Teniposide

Teniposide

ZINC000095598454

ZINC000103938990

ZINC000043208325

ZINC000001612996

ZINC000004099009

ZINC000077313309

ZINC000003831508

-10,6

-10,6

-10,6

-10,6

-10,6

-10,6

-10,6

15

C[C@@H]1[C@H](c2ccecc2)C[C@H](NC(=0)c2enc3c(c2)C[C@@]2(C3)C(=0)Nc3
nccee32)C(=0)N1CC(F)(F)F

COclecc([C@@H]2CC(=0)c3c(0)cc(O[C@@H]40[C@H](CO[C@@H]50[C@@H]
(C)[C@H](O)[C@H](O)[C@@H]50)[C@@H](O)[C@H](0)[C@@H]40)cc302)ccl
0

Cclesc(-c2nnc(Nc3cec(Ocdnccccd-cdcenc(N)nd)ce3)c3cccec23)cl

CCclc2c¢(nc3ccc(OC(=0)N4CCC(N5CCCCCH)CC4a)ccll)-
clcc3c(c(=0)n1C2)COC(=0)[C@]3(O)CC

COclcc([C@@H]2c3ccac(cc3[C@@H](O[C@@H]30[C@@H]5CO[C@@H](c6cces
6)O[C@H]5[C@H](0)[C@H]30)[C@H]3COC(=0)[C@H]23)OC0O4)cc(OC)cl0

COclcc([C@@H]2c3ccac(cc3[C@@H](O[C@@H]30[C@@H]5CO[C@@H](c6cces
6)O[C@H]5[C@H](O)[C@H]30)[C@@H]3COC(=0)[C@@H]32)OC0O4)cc(OC)cl10

COclcc([C@@H]2c3cc4c(cc3[C@@H](O[C@H]30[C@H]5CO[C@H](cbeees6)O[C
@@H]5[C@@H](O)[C@H]30)[C@H]3COC(=0)[C@H]23)0OC04)cc(OC)c10
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3.1.6 Analisis de la toxicidad de las moléculas

El andlisis del paquete QSAR-VEGA in Silico se realizd6 mediante la agrupacion de
los ligandos con mejores puntajes, entre estos se obtuvo 5 grupos y se corrio el
programa con pardmetros de interés a evaluar como: Mutagenicidad, Desempefio
toxico, Carcinogenicidad, Intoxicacion aguda, Sensibilidad de piel, Aberracion
cromosOmica, Ensayo in vitro, Efectos en receptores estrogeno, androgeno y tiroideo,

Disrupcion endocrina, Clasificacion de Cramer y Hepatoxicicidad.

Tabla 7. Interpretaciones de datos

Elemento Interpretacion
Seguro
Intermedio
Peligroso
- Muy peligroso
Sin prediccion
* Poco confiable
** Medianamente confiable
faleka Muy confiable
Exp Data Pruebas experimentales
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Tabla 8. Analisis de toxicidad de farmacos con afinidad de -13,2 a -11,6 kcal/mol Grupo 1

Farmacos de -13,2 a -11,6 kcal/mol

Bolazine Mk3207 Abamectin-component-bla R428 Mk3207 Uk432097
Parametr

arametro 5 ® S ® XS ® S ® 5 ® xS ®

(6] ° (@] ° (6] ° (@] © O © (6] ©

2 = L = 2 = 9 = L = 2 =

© 0 ° 0 ° Ne) ° o) Ee} Ne) © Ne)

o © o © o © o © o © o ©

o L o L o L o w a L o [

Mutagenicity * ** ok ok * ok o
Devel toxicity * * * * * *
Carcinogenecity *ok ** *ok * * "
Acute Toxicity N N N N N N
Skin Sensitization * * * * * *
Chrom aberration ** * * * * *
In vitro M * * * * * *
Thyroid R A effect ok ok * ok ok ok * <k ok ok
Skin Irritation * * * * * *
Cramer Classif N N N N N *
k3 kK % k% * %k k ok * %

Hepatotoxity
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Tabla 9. Analisis de toxicidad de farmacos con afinidad de -11,4 a 11 kcal/mol Grupo 2

Farmacos de -11,4 a -11kcal/mol

Parametros

Fiabilidad
Fiabilidad
Fiabilidad
Fiabilidad
Fiabilidad
Fiabilidad
Fiabilidad
Fiabilidad
Fiabilidad
Fiabilidad

Prediccion
Prediccion
Prediccion
Prediccion
Prediccion
Prediccion
Prediccion
Prediccidn
Prediccidn
Prediccion

*
*
*
*
*
*
*
*
*

Mutagenicity

Devel toxicity

Carcinogenecity

Acute Toxicity

Skin
Sensitization

Chrom
aberration

In vitro M

E R-m effect

ThyroidR A
effect

Skin Irritation

Cramer Classif

I .

% %k %k

Hepatotoxity
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Tabla 10. Andlisis de toxicidad de farmacos con afinidad de -10,9 a -10,8kcal/mol Grupo 3

Farmacos de -10,9 a -10,8Kcal/mol

Parametros

< he) < he) < o o < o o c | © c | © < o < he)
S| 8 el 2| & /2| 8|2 |8 °| 9| 8 BR|S| B|olRB|S| R|9| B
(@] © © (@] © (@] © (@] © © Q © © Q © Q © Q © Q ©
O = = S = O = O = = | 9 = = || = | L8| = ke = K] =
© o) o) © Q0 © o) © 0 0 © 0 0 © 0 © o) © o) © o)
v .© .© v .© v .© v .© .© o .© .© | © v | © o .© o .©
a ic ic a ic a ic a i i a i | a| | gl i a i a ic
Mutagenicity %k 3k %k * * % %k k * * %k k * * % %k * * %k k
Devel toxicity *k K * * ok ok * * * * * * ok ok
Carcinogenecity EE 3 % %k %k * * %k * * %k k * * % %k % %k
Acute Toxicity * N * N * N N N N N *
Skln * * * * * * * * * * *
Sensitization
Chrom k% * * * k% * * * %k * * k%
aberration
|n Vitl’OIVI %k %k %k %k %k * %k %k 3k %k %k * * %k %k * * *
E R_m effect * 3k kk k% 3k kk * 3k kk %k %k k %k %k k * %k k * %k k *
TherIdRA * %k k * * 3k kk %k %k k 3k kk 3k kk %k %k %k * k% * %k k
effect
Skin Irritation * * * * * * * * * * *
Cramer Classif N N N N N N N N N N N
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Tabla 11. Analisis de toxicidad de farmacos con afinidad de -11,5 kcal/mol Grupo 4

Farmacos de 10,7 kcal/mol
3] c S
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Tabla 12. Analisis de toxicidad de farmacos con afinidad de -11,5 a -10,6 kcal/mol Grupo 5

Farmacos de -11,5 a -10,6 kcal/mol
Fiduxosin | Losulazine | Ubrogepant Hesperidin Amg-900 Irinotecan Teniposide Teniposide Teniposide
[ c [ [ c e [ [ C
Parametros | R|9©| B|o| B G Tlo| B8 S e S - 5 ° &S °
Q © Q © Q © Q © Q © @] © @] © (6] © Q ©
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Cramer Classif N
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Los resultados evidencian que la mayor parte de ligandos obtenidos a través del
cribado virtual tiene un potencial mayormente toxico. Aunque la falta de datos
experimentales no permite afirmaciones definitivas puesto que estos analisis son
modelados matematicos mas no experimentales salvo el caso de los marcados como
(Exp Data) donde se puede afirmar o descartar la validez de las pruebas QSAR, por
otro lado es importante sefialar que los andlisis advierten una alta probabilidad de que
estas moléculas interfieran con funciones moleculares, conduciendo a posibles
complicaciones y disfunciones a nivel celular al atacar a otros 6rganos (Jin et al.,
2019). Esta complicacion es un factor al que siempre se enfrentan los cientificos al
desarrollar dianas terapéuticas debido a que los ligandos pueden experimentar cambios
estructurales y dirigirse otros sitios para poder combinarse con otras proteinas. No
obstante, se ha identificado un grupo selecto de posibles dianas terapéuticas para la
enfermedad de Parkinson, basandose en un indice de fiabilidad que evalla ciertas
interacciones y el asertividad de que ese resultado no cambio demasiado con el tiempo,
ademas de considerar el nivel mas seguro previsto que se encarga de determinar el

prondstico del dafio a futuro.

Las dianas propuestas para un tratamiento potencial de la enfermedad de Parkinson
incluyen Mk3207 con una energia de -11,5 kcal/mol, Dihydroergotamine con -11,3
kcal/mol, Golvatinib con -10,8 kcal/mol y Losulazine con -11,6 kcal/mol, hay que
considerar que una energia de union (binding energy) mas negativa generalmente
indica una union mas fuerte y favorable (Costa et al., 2018). Se ha descartado aquellos
farmacos con un mayor potencial perjudicial para la salud basdndose en aquellos que
no presentan resultados de predicciones 0 a su vez no cuentan con la suficiente
fiabilidad para considerarse aptos. Aungue se ha tenido precaucion en la seleccion de
estos medicamentos, se destaca la consideracion de que ninguno de ellos presente una
potencial complicacion a nivel neuronal, cerebral y nervioso ya que podria provocar
efectos negativos en los procesos celulares de la masa negra y eso es lo

primordialmente evitable en esta investigacion.

No obstante, esta propuesta de dianas terapéuticas para la EP representa un avance
significativo hacia investigaciones y ensayos futuros. Estos estudios son importantes
para impulsar la investigacion de terapias con nuevas dianas que mejoren sus

propiedades farmacocinéticas dentro del cuerpo, asi como el cuidado con todos los
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sistemas y organos del cuerpo humano de las personas que padecen la enfermedad de

Parkinson.

Tabla 14. Posibles dianas terapéuticas encontrados para el tratamiento de la enfermedad de

Parkinson.
# Farmaco Estado Aplicaciones Aplicacion
1 Mk3207 -11,5 Tratamiento Trastornos de la migrafia
2 Dihydroergotamine ~ -11,3 Tratamiento Migrafa c/s aura
3 Golvatinib -11,4 Tratamiento Carcinoma Hepatocelular
4 Telcagepant -10,7 Desarrollo Induccion de vasodilatacion
5 Losulazine 1106 Investigacion Alterar la funci(l’)or;rri]?:rriggénica simpatica
CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se investigo gran variedad de dianas terapéuticas para la enfermedad de Parkinson,
principalmente basandose en la regulacion de los procesos de reciclaje celular y
pliegues de membrana donde el mayor responsable es el gen LRRK2 y de las cuales
las investigaciones sefialan no ser un objetivo claro de investigacién para el desarrollo
de farmacos contra la enfermedad de Parkinson. La propuesta de genes diana de esta
investigacion representa una oportunidad muy grande para realizar estudios
posteriores a nivel experimental en sentido de la patologia, toxicidad con el fin de dar

un tratamiento mas efectivo y con un menor riesgo de dafio, etc.

Se determind que 50 posibles genes estaban involucrados en la aparicion de la
enfermedad de Parkinson, mediante MalaCards, OMIM, KEGG Yy otras plataformas
de relacion gen-enfermedad, sin embargo a pesar de tener bien determinado entre la
comunidad cientifica sobre los farmacos aplicados en este tipo de enfermedad no se
han dilucidado aun tratamientos puntuales y eficientes para el gen LRRK2 en concreto,

por lo mismo se descartd a los genes cuyos datos refieren de otro tipo de

58



complicaciones que no encajan con el modelo de interaccidn que produzca la EP como
TBP, ATXN8OS, ADH1C, NR4A2, LRRK2, LOC106627981, DNAJC13, VPS13C,
MT-ND1, MIR133B, PSAP, RFC1, MIR433, PRKN, SNCAIP, PARK12,
NEATL,LINC01262, SNHG12, HOTAIR, MALATL1, PCA3, DPY19L2P2, H19,
LINCO01734, MIR4422HG. No obstante, independientemente de la enfermedad a la
que refieren en estos momentos no es de extrafiarse que en un futuro estos puedan ser
mas estudiados a fondo y demuestren relacion contundente con la enfermedad objetivo

de esta investigacion.

La viabilidad de las estructuras cristalograficas se identificé mediante predicciones de
pockets en la plataforma Protein Plus con el plugin integrado DoGSiteScorer mediante
la obtencion de los formatos .pdb provenientes de Protein Data Bank, todo este proceso
enfocado al gen LRRK2 que presento excelentes condiciones para interaccion ligando-

proteina.

El uso de las herramientas y plataformas bioinformaticas permitié encontrar
potenciales dianas terapéuticas gracias a las interacciones moleculares, datos
experimentales, cristalizacion de estructuras, cribado virtual, analisis de toxicidad y
docking molecular, este penultimo sirvid para reducir el nimero de candidatos solo 5

posibles dianas con la mayor efectividad en el tratamiento.

4.2 Recomendaciones

La eficacia de los principios activos de los farmacos utilizados en tratamientos
actuales, independientemente de su aplicacion, requiere estudios y experimentos a
largo plazo. Esto es aun mas crucial cuando se trata de modelados matematicos y
predicciones mediante quimica computacional. Aunque el analisis computacional
complejo representa una oportunidad, se sugiere el uso de diversos softwares, como
GOLD, OEDocking TK o NovaDock, ademas de AutoDockTools y PyRx. A pesar de
que algunos de estos programas no son de codigo abierto, presentan mejoras

sustanciales en modelos y algoritmos para el docking molecular.

Las herramientas de modelado y docking molecular emplean diferentes sistemas,

algoritmos y pardmetros, lo que puede generar incompatibilidades al comparar ensayos
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bioinformaticos con estudios previos. Por tanto, se recomienda investigar las pautas
de manejo de estas herramientas al cambiar a otras plataformas y softwares para

optimizar la busqueda de objetivos terapéuticos.

MTiOpenScreen utiliza la interaccion molecular para prever tridimensionalmente la
unién entre ligando y proteina, lo cual es valioso. Sin embargo, se aconseja obtener
modelos cristalizados de los farmacos generados por MTiOpenScreen para realizar el
docking molecular y comparar fuerzas de union y posiciones de ligacion. En
investigaciones se sugiere realizar al menos 1000 interacciones, ya que los resultados
raramente se repiten, a menos que se utilice el mismo algoritmo, lo cual podria sesgar
hacia un solo resultado y no permitiria explorar las consecuencias de alterar posiciones

y configuraciones espaciales de los ligandos.

Las cadenas moleculares en las estructuras cristalizadas, ya sea del PDB u otras
plataformas, a menudo contienen residuos y fragmentos de moléculas no deseadas o
ligandos, algunos susceptibles a cambios considerables al trabajar como mondmeros
o dimeros. Por lo tanto, se aconseja un andlisis bioinformatico exhaustivo,
considerando la limpieza y preparacion del modelo para eliminar impurezas que

puedan interferir en la basqueda de objetivos terapéuticos mediante cribados virtuales.

60



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Armstrong, M. J., & Okun, M. S. (2020). Diagnosis and Treatment of Parkinson
Disease. JAMA, 323(6), 548. https://doi.org/10.1001/jama.2019.22360

Balestrino, R., & Schapira, A. H. V. (2020). Parkinson disease. European Journal of
Neurology, 27(1), 27-42. https://doi.org/10.1111/ene.14108

Bussel, J., Amold, D. M., Grossbard, E., Mayer, J., Trelinski, J., Homenda, W.,
Hellmann, A., Windyga, J., Sivcheva, L., Khalafallah, A. A., Zaja, F., Cooper,
N., Markovtsov, V., Zayed, H., & Duliege, A. (2018). Fostamatinib for the
treatment of adult persistent and chronic immune thrombocytopenia: Results of
two phase 3, randomized, placebo-controlled trials. American Journal of
Hematology, 93(7), 921-930. https://doi.org/10.1002/ajh.25125

Chen, G., Seukep, A. J., & Guo, M. (2020). Recent Advances in Molecular Docking
for the Research and Discovery of Potential Marine Drugs. Marine Drugs,
18(11), 545. https://doi.org/10.3390/md18110545

Costa, M. F. B. N. A. da, Reisdorfer, E., Kempfer, S. S., Fernandes, G. C. M.,
Porporatti, A. L., & Canto, G. D. L. (2018). Diagnostic validity of biomarkers in
Parkinson’s Disease: systematic review and meta-analysis. Revista Brasileira de
Enfermagem, 71(6), 3074-3083. https://doi.org/10.1590/0034-7167-2017-0822

Di Fonzo, A., Rohé, C. F., Ferreira, J., Chien, H. F., Vacca, L., Stocchi, F., Guedes,
L., Fabrizio, E., Manfredi, M., Vanacore, N., Goldwurm, S., Breedveld, G.,
Sampaio, C., Meco, G., Barbosa, E., Oostra, B. A., & Bonifati, V. (2005). A
frequent LRRK?2 gene mutation associated with autosomal dominant Parkinson’s
disease. The Lancet, 365(9457), 412-415. https://doi.org/10.1016/S0140-
6736(05)17829-5

Domingos, S., Duarte, T., Saraiva, L., Guedes, R. C., & Moreira, R. (2019). Targeting
leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK?2) for the treatment of Parkinson’s disease.
Future Medicinal Chemistry, 11(15), 1953-1977. https://doi.org/10.4155/fmc-
2018-0484

61



Fernandez-Pajarin, G., Sesar, A., Jiménez-Martin, I., Ares, B., & Castro, A. (2023).
Evolucion y tratamiento de la fase avanzada de una serie de pacientes con
enfermedad de Parkinson LRRK2. Neurologia, 38(5), 350-356.
https://doi.org/10.1016/j.nrl.2020.06.020

Gimeno, A., Ojeda-Montes, M., Tomas-Hernandez, S., Cereto-Massague, A., Beltran-
Debon, R., Mulero, M., Pujadas, G., & Garcia-Vallvé, S. (2019). The Light and
Dark Sides of Virtual Screening: What Is There to Know? International Journal
of Molecular Sciences, 20(6), 1375. https://doi.org/10.3390/ijms20061375

Greenbaum, L., Israeli-Korn, S. D., Cohen, O. S., Elincx-Benizri, S., Yahalom, G.,
Kozlova, E., Strauss, H., Molshatzki, N., Inzelberg, R., Spiegelmann, R., Israel,
Z., & Hassin-Baer, S. (2013). The LRRK2 G2019S mutation status does not
affect the outcome of subthalamic stimulation in patients with Parkinson’s
disease. Parkinsonism & Related Disorders, 19(11), 1053-1056.
https://doi.org/10.1016/j.parkreldis.2013.07.005

Gudmundsson, S., Singer-Berk, M., Watts, N. A., Phu, W., Goodrich, J. K.,
Solomonson, M., Rehm, H. L., MacArthur, D. G., & O’Donnell-Luria, A. (2022).
Variant interpretation using population databases: Lessons from gnomAD.
Human Mutation, 43(8), 1012-1030. https://doi.org/10.1002/humu.24309

Hatano, T., Funayama, M., Kubo, S., Mata, I. F., Oji, Y., Mori, A., Zabetian, C. P.,
Waldherr, S. M., Yoshino, H., Oyama, G., Shimo, Y., Fujimoto, K., Oshima, H.,
Kunii, Y., Yabe, H., Mizuno, Y., & Hattori, N. (2014). Identification of a
Japanese family with LRRK2 p.R1441G-related Parkinson’s disease.
Neurobiology of Aging, 35(11), 2656.e17-2656.e23.
https://doi.org/10.1016/j.neurobiolaging.2014.05.025

Jin, H., Kanthasamy, A., Anantharam, V., & Kanthasamy, A. G. (2019). Biomarkers
of Parkinson’s Disease. In Biomarkers in Toxicology (pp. 895-909). Elsevier.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-814655-2.00050-5

Lee, J-W., & Cannon, J. R. (2015). LRRK2 mutations and neurotoxicant
susceptibility. Experimental Biology and Medicine, 240(6), 752-759.
https://doi.org/10.1177/1535370215579162

62



Li, Q., & Shah, S. (2017). Structure-Based Virtual Screening (pp. 111-124).
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-6783-4_5

Lunati, A., Lesage, S., & Brice, A. (2018). The genetic landscape of Parkinson’s
disease. Revue Neurologique, 174(9), 628-643.
https://doi.org/10.1016/j.neurol.2018.08.004

Meng, X.-Y., Zhang, H.-X., Mezei, M., & Cui, M. (2011). Molecular Docking: A
Powerful Approach for Structure-Based Drug Discovery. Current Computer
Aided-Drug Design, 7(2), 146-157.
https://doi.org/10.2174/157340911795677602

Moreira-Junior, R., Souza, R., de Carvalho, J., Bergamini, J., & Brunialti-Godard, A.
(2022). Possible association between the Irrk2 gene and anxiety behavior: a
systematic literature review. Journal of Neurogenetics, 36(4), 98-107.
https://doi.org/10.1080/01677063.2022.2144293

Morris, G. M., & Lim-Wilby, M. (2008). Molecular Docking (pp. 365-382).
https://doi.org/10.1007/978-1-59745-177-2_19

Muda, K., Bertinetti, D., Gesellchen, F., Hermann, J. S., von Zweydorf, F., Geerlof,
A., Jacob, A., Ueffing, M., Gloeckner, C. J., & Herberg, F. W. (2014). Parkinson-
related LRRK2 mutation R1441C/G/H impairs PKA phosphorylation of LRRK2
and disrupts its interaction with 14-3-3. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 111(1). https://doi.org/10.1073/pnas.1312701111

Nagarajan, N., Chellam, J., & Kannan, R. R. (2018). Exploring the functional impact
of mutational drift in LRRK2 gene and identification of specific inhibitors for the
treatment of Parkinson disease. Journal of Cellular Biochemistry, 119(6), 4878—
4889. https://doi.org/10.1002/jcb.26703

Nazish, 1., Arber, C., Piers, T. M., Warner, T. T., Hardy, J. A., Lewis, P. A., Pocock,
J. M., & Bandopadhyay, R. (2021). Abrogation of LRRK2 dependent Rab10
phosphorylation with TLR4 activation and alterations in evoked cytokine release
in  immune cells.  Neurochemistry International, 147, 105070.
https://doi.org/10.1016/j.neuint.2021.105070

63



Osborne, J. A., Botkin, R., Colon-Semenza, C., DeAngelis, T. R., Gallardo, O. G.,
Kosakowski, H., Martello, J., Pradhan, S., Rafferty, M., Readinger, J. L., Whitt,
A. L., & Ellis, T. D. (2022). Physical Therapist Management of Parkinson
Disease: A Clinical Practice Guideline From the American Physical Therapy
Association. Physical Therapy, 102(4). https://doi.org/10.1093/ptj/pzab302

Pajarillo, E., Rizor, A., Lee, J., Aschner, M., & Lee, E. (2019). The role of
posttranslational modifications of a-synuclein and LRRK2 in Parkinson’s
disease: Potential contributions of environmental factors. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Molecular Basis of Disease, 1865(8), 1992—-2000.
https://doi.org/10.1016/j.bbadis.2018.11.017

Pinzi, L., & Rastelli, G. (2019). Molecular Docking: Shifting Paradigms in Drug
Discovery. International Journal of Molecular Sciences, 20(18), 4331.
https://doi.org/10.3390/ijms20184331

Radder, D. L. M., Ligia Silva de Lima, A., Domingos, J., Keus, S. H. J., van
Nimwegen, M., Bloem, B. R., & de Vries, N. M. (2020). Physiotherapy in
Parkinson’s Disease: A Meta-Analysis of Present Treatment Modalities.
Neurorehabilitation and Neural Repair, 34(10), 871-880.
https://doi.org/10.1177/1545968320952799

Rizek, P., Kumar, N., & Jog, M. S. (2016). An update on the diagnosis and treatment
of Parkinson disease. Canadian Medical Association Journal, 188(16), 1157—
1165. https://doi.org/10.1503/cmaj.151179

Saunders-Pullman, R., Mirelman, A., Alcalay, R. N., Wang, C., Ortega, R. A,
Raymond, D., Mejia-Santana, H., Orbe-Reilly, M., Johannes, B. A., Thaler, A.,
Ozelius, L., Orr-Urtreger, A., Marder, K. S., Giladi, N., & Bressman, S. B.
(2018a). Progression in the LRRK2 -Associated Parkinson Disease Population.
JAMA Neurology, 75(3), 312. https://doi.org/10.1001/jamaneurol.2017.4019

Saunders-Pullman, R., Mirelman, A., Alcalay, R. N., Wang, C., Ortega, R. A,
Raymond, D., Mejia-Santana, H., Orbe-Reilly, M., Johannes, B. A., Thaler, A.,
Ozelius, L., Orr-Urtreger, A., Marder, K. S., Giladi, N., & Bressman, S. B.

64



(2018b). Progression in the LRRK2 -Associated Parkinson Disease Population.
JAMA Neurology, 75(3), 312. https://doi.org/10.1001/jamaneurol.2017.4019

Silakari, O., & Singh, P. K. (2021). Chapter 1 - Fundamentals of molecular modeling.
In O. Silakari & P. K. Singh (Eds.), Concepts and Experimental Protocols of
Modelling and Informatics in Drug Design (pp. 1-27). Academic Press.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/B978-0-12-820546-4.00001-5

Simon, D. K., Tanner, C. M., & Brundin, P. (2020). Parkinson Disease Epidemiology,
Pathology, Genetics, and Pathophysiology. Clinics in Geriatric Medicine, 36(1),
1-12. https://doi.org/10.1016/j.cger.2019.08.002

Simpson, C., Vinikoor-Imler, L., Nassan, F. L., Shirvan, J., Lally, C., Dam, T., &
Maserejian, N. (2022a). Prevalence of ten LRRK2 variants in Parkinson’s
disease: A comprehensive review. Parkinsonism & Related Disorders, 98, 103—
113. https://doi.org/10.1016/j.parkreldis.2022.05.012

Simpson, C., Vinikoor-Imler, L., Nassan, F. L., Shirvan, J., Lally, C., Dam, T., &
Maserejian, N. (2022b). Prevalence of ten LRRK2 variants in Parkinson’s
disease: A comprehensive review. Parkinsonism & Related Disorders, 98, 103
113. https://doi.org/10.1016/j.parkreldis.2022.05.012

Somme, J. H., Molano Salazar, A., Gonzalez, A., Tijero, B., Berganzo, K., Lezcano,
E., Fernandez Martinez, M., Zarranz, J. J., & Gomez-Esteban, J. C. (2015).
Cognitive and behavioral symptoms in Parkinson’s disease patients with the
G2019S and R1441G mutations of the LRRK2 gene. Parkinsonism & Related
Disorders, 21(5), 494-499. https://doi.org/10.1016/j.parkreldis.2015.02.019

Stoker, T. B., & Greenland, J. C. (Eds.). (2018). Parkinson’s Disease: Pathogenesis
and Clinical Aspects. Codon Publications.

https://doi.org/10.15586/codonpublications.parkinsonsdisease.2018

Tan, S., Lu, R, Yao, D., Wang, J., Gao, P., Xie, G., Liu, H., & Yao, X. (2023).
Identification of LRRK2 Inhibitors through Computational Drug Repurposing.
ACS Chemical Neuroscience, 14(3), 481-493.
https://doi.org/10.1021/acschemneuro.2c00672

65



Torres, P. H. M., Sodero, A. C. R., Jofily, P., & Silva-Jr, F. P. (2019). Key Topics in
Molecular Docking for Drug Design. International Journal of Molecular
Sciences, 20(18), 4574. https://doi.org/10.3390/ijms20184574

Trinh, J., Amouri, R., Duda, J. E., Morley, J. F., Read, M., Donald, A., Vilarifio-Gdell,
C., Thompson, C., Szu Tu, C., Gustavsson, E. K., Ben Sassi, S., Hentati, E.,
Zouari, M., Farhat, E., Nabli, F., Hentati, F., & Farrer, M. J. (2014). A
comparative study of Parkinson’s disease and leucine-rich repeat kinase 2
p.G2019S parkinsonism. Neurobiology of Aging, 35(5), 1125-1131.
https://doi.org/10.1016/j.neurobiolaging.2013.11.015

Trinh, J., Zeldenrust, F. M. J., Huang, J., Kasten, M., Schaake, S., Petkovic, S.,
Madoev, H., Griinewald, A., Almuammar, S., Konig, I. R., Lill, C. M., Lohmann,
K., Klein, C., & Marras, C. (2018). Genotype-phenotype relations for the
Parkinson’s disease genes SNCA, LRRK2, VPS35: MDSGene systematic
review. Movement Disorders, 33(12), 1857-1870.
https://doi.org/10.1002/mds.27527

Viradi, C. (2020). Clinical Features of Parkinson’s Disease: The Evolution of Critical
Symptoms. Biology, 9(5), 103. https://doi.org/10.3390/biology9050103

Zhang, J.-R., Jin, H., Li, K., Mao, C.-J.,, Yang, Y.-P., Wang, F., Gu, C.-C., Zhang, H.-
J., Chen, J., & Liu, C.-F. (2018). Genetic analysis of LRRK2 in Parkinson’s
disease in Han Chinese population. Neurobiology of Aging, 72, 187.e5-187.e10.
https://doi.org/10.1016/j.neurobiolaging.2018.06.036

66



ANEXOS
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5 +H B ereios Parkinsonism-Dystonia 1, Inantile-Onset 38 36514
6 + < PRK0sS Parkinson Disease 15 Autosoral Recessive Early-Onset 55 36192
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Cytogenetic location: 1p36.12
Matching terms: parkinson
» Phenotype-Gene Relationships » Phenotypic Series B ICD+ # Links
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Cytogenetic location: 4q22.1
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3. # 605543. PARKINSON DISEASE 4, AUTOSOMAL DOMINANT; PARK4
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Anexo 2. Investigaciones previas relacionadas a la EP con el soporte de genes élite
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Anexo 3. Andlisis de genes de la EP en Harmonizome Gene Set.
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Anexo 6. Bosquejo de cristalografia tridimensional gen LRRK2.
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Anexo 7. Prueba DogSiteScorer de identificacion de pockets con mayor
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Anexo 8. Cribado virtual con MTiOpeenScreen, espera de ligandos encontrados con

las cordenadas de aminoéacidos para el gen LRRK2.
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Anexo 9. Interaccién Molecular tridimensional por MtiOpeenScreen
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Anexo 10. VEGA in silico para evaluacion de toxicidad de dianas probables para

tratamiento de la EP.
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Anexo 11. Docking Molecular con PyRx entre gen LRRK2 y diana propuesta

ligando Losulazine.
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