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RESUMEN

La identificacion de nuevas dianas terapéuticas para la enfermedad de ELA se basa en
el disefio de farmacos asistido por computadora (CADD) mediante el analisis de genes
como el VCP y VABP frente a la base de datos Drugs-lib, permitiendo analizar el
mejor sitio de accion de las proteinas mediante un cribado virtual para comprobar la

drugabilidad que poseen.

Se analiza las bases de datos, tales como MalaCards, OMIM, Harmonizome y KEGG
para visualizar los genes relevantes de la enfermedad. Asi, se escoge los genes elite
que tienen correlacion entre ellos, estos se agrupan de acuerdo con su disfuncion.
Ademas, se crean redes bioldgicas, estas son validadas con la base de datos DrugBank.
A continuacidn, se analiza la ruta metabdlica de los genes que siguen las mutaciones
del gen SOD1 vy se identifican los dominios méas drugables. Finalmente, se analiza las

propiedades toxicoldgicas de los farmacos enlazados.

La busqueda de dianas terapéuticas que interactiien con farmacos es el objetivo del
presente estudio. Los resultados obtenidos mediante el cribado virtual permiten la
identificacion de fairmacos que pueden tener efectos sobre la enfermedad, estos son:
Saquinavir y Astemizole, que estdn asociados a los genes VCP y VABP,

respectivamente. El farmaco Astemizole presenta mejores propiedades QSAR.

La importancia del presente estudio es la identificacién de los genes con mayor
relevancia y la busqueda de dianas terapéuticas en la Esclerosis Lateral Amiotrofica.
La informacion obtenida podria ser utilizada como punto de partida para la

investigacion de nuevos farmacos para contrarrestar la neurodegeneracion.

Palabras clave: Bioinformatica, cribado virtual, Esclerosis Lateral Amiotréfica,

disefio de farmacos, acoplamiento molecular.
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ABSTRACT

The identification of new therapeutic targets for ALS disease is based on computer-
aided drug design (CADD) by analyzing genes such as VCP and VABP against the
Drugs-lib database, allowing the best site of action of proteins to be analyzed by

virtual screening for drugability.

Databases such as MalaCards, OMIM, Harmonizome and KEGG are analyzed to
visualize the relevant disease genes. Elite genes that correlate with each other are
chosen and grouped according to their dysfunction. In addition, biological networks
are created and validated with the DrugBank database. Next, the metabolic pathway
of the genes that follow the SOD1 gene mutations is analyzed and the most druggable
domains are identified. Finally, the toxicological properties of the linked drugs are

analyzed.

The search for drug-interacting therapeutic targets is the aim of the present study. The
results obtained through virtual screening allow the identification of drugs that may
have effects on the disease, these are: Saquinavir and Astemizole, which are
associated with the VCP and VABP genes, respectively. The drug Astemizole has
better QSAR properties.

The importance of the present study is the identification of the most relevant genes
and the search for therapeutic targets in Amyotrophic Lateral Sclerosis. The
information obtained could be used as a starting point for research into new drugs to

counteract neurodegeneration.

Key words: Bioinformatics, virtual screening, Amyotrophic Lateral Sclerosis, drug

design, molecular docking.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos

1.1.1 Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA)

Las enfermedades neuronales han sido caracterizadas por pérdidas progresivas de
neuronas en diferentes areas del sistema central nervioso. En algunos casos ocurre de
forma esporadica o a través factores hereditarios. La Esclerosis Lateral Amiotrofica
(ELA) se considera una enfermedad neurodegenerativa, que afecta a las neuronas
motoras superiores € inferiores, agrupadas en la corteza cerebral y la médula espinal,
causando dificultad de movilidad, disturbios oculares, disartria, disfagia y dificultad
respiratoria (Morimoto et al., 2019). Ademas, se presentan problemas para masticar,
tragar y hablar. A pesar de la busqueda de dianas terapéuticas contra dichos trastornos,

el resultado continta siendo negativo.

1.1.1.1 Epidemiologia

Aproximadamente, dos de cada 100.000 personas son afectadas por la ELA en Estados
Unidos y Europa cada afio (Valko & Ciesla, 2019). En América Latina se ha venido
estudiando la enfermedad durante varios afios, encontrandose una tasa de mortalidad
por ELA menor en comparacion con otros paises. Un estudio realizado en Cuba
determind una tasa de afeccion de 0,55 de 100.000 personas por afio (Zaldivar et al.,
2009). Por otro lado, Ecuador presenta una de las tasas mas bajas de afeccion en
Latinoamérica, siendo la incidencia de 0,2 a 0,6 por 100.000 personas corroborando

estudios previos.

Después del primer diagnostico los pacientes con ELA mueren en un periodode 3 a 5
afos. Dependiendo de la causa, ELA se clasifica como Esclerosis Lateral Amiotrofica
esporadica (SALS) o Esclerosis Lateral Amiotréfica familiar (FALS). En la mayoria
de casos de SALS, se desconoce el origen de la enfermedad y representan un 90 % de

todos los casos; la edad media de pacientes con la enfermedad es de 68 afios (Ralli et
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al., 2019). En el caso de FALS, los pacientes adquirieren la enfermedad de formay
representan el 10 % restante;- empieza a una edad mas temprana (52 afios) (Zaldivar
et al., 2009); identificandose mutaciones en mas 50 genes. Las mutaciones mas
comunes se han encontrado en los genes de C9orf72, TARDBP, FUS and SODI
(Hardiman et al.,, 2017). Ademads, ciertos factores contribuyen a adquirir la
enfermedad mediante la exposicion a metales, pesticidas, radiacion, fumar y actividad
fisica. Segun Kiernan et al. (2011) las actividades fisicas que involucran lesiones en

la cabeza estan relacionadas con ELA.
1.1.2 Mecanismos Moleculares de ELA

Diferentes vias moleculares se encuentran involucradas en el desarrollo
neurodegenerativo de ELA, siendo la excitotoxicidad, generacion de radicales libres,
agregacion de proteinas citoplasmaticas, mutaciones enzimadticas de superoxido
dismutasa (SOD1), disfuncién mitocondrial y disrupcion de procesos de transporte

axonal (Valko & Ciesla, 2019) los mas importantes.

1.1.2.1 Excitotoxicidad

La excitotoxicidad mediada por células gliales es causada principalmente por la
desregulacion de la sefializacion glutamatérgica (mediante un exceso de calcio
intracelular) y alteraciones neuronales (King et al., 2016). El glutamato esta ubicado
en sistema nervioso central, cumpliendo la funcion de estimulante neuronal que se
libera mediante vesiculas neurotransmisoras. El glutamato liberado se une a varios
canales de iones unidos a ligandos o a receptores metabotropicos (GPCR) (Kuzma-
Kozakiewicz & Kwiecinski, 2011). La eliminacion del glutamato es uno de los pasos
cruciales en la fisiologia cerebral normal. Los astrocitos cuentan con transportadores
del glutamato como por ejemplo el transportador de aminoacidos excitatorios 2
(EAAT?2) el cual es un transportador de alta afinidad dependiente de Na* (Foran &
Trotti, 2009) . Varios estudios han identificado niveles bajos de estos transportadores
en la médula espinal y corteza cerebral de pacientes con ELA debido al proceso atipico
del transcrito del ARNm de EAAT2 (Bruijn & Cudkowicz, 2006). Esta alteracion en
EAAT2 causa un incremento del glutamato y conlleva a la generacion y muerte
neuronal. Segiin Valko et al. (2019) los niveles de glutamato se ven incrementados
tres veces en 80% de los pacientes en comparacion con los pacientes control.

15



1.1.2.2 Disfuncion mitocondrial

La mitocondria es responsable de la produccion de ATP, generacion de especies
reactivas de oxigeno, regulacion de apoptosis y niveles de calcio. Sin embargo,
alteraciones presentes en la mitocondria pueden alterar la produccion de energia en las
neuronas y provocar la muerte celular. Segiin Batra et al. (2019) los biomarcadores
mas importantes de la disfuncion mitocondrial son las enzimas succinato
deshidrogenasa y citocromo ¢ oxidasa. Varios estudios realizados en pacientes con

ELA sefialan que existe deficiencia de la enzima citocromo ¢ oxidasa.

1.1.2.3 Agregacion de proteinas

La agregacion de proteinas se caracteriza por un mal plegamiento, alterando las
funciones motoras neuronales (De Paula et al., 2015). Estos agregados pueden ser
toxicos y afectan a organelos como la mitocondria provocando disrupcion de la
membrana celular. Por esta razon, varios estudios senalan que la eliminacion de estos
agregados podrian ser una solucidn terapéutica contra ELA. Debido al exponente
desarrollo de técnicas genéticas, varias proteinas han sido identificadas, involucradas
en la fisiologia de ELA. Algunos componentes moleculares o proteinas como OPTN,
TDP43, FUS, C90RF72 y UBQLN2 (ubiquitina 2) se encuentran relacionados con la
agregacion de proteinas (Blokhuis, 2013). Choques térmicos regulan el correcto
plegado de dichas proteinas y cualquier alteracion en la expresion de estas produce

mal plegamiento y acumulacion de las proteinas (Batra et al., 2019).

1.1.2.4 Estrés oxidativo

El incremento de concentracion e inmunorreactividad de 3 nitrotirosina (3-NT) han
sido identificados como marcadores de estrés oxidativo, ubicados en la médula espinal
lumbar y toracica de pacientes que padecen SALS (Okada et al., 2018). Segtin Valko
et al. (2019) el incremento de la 6xido nitrico sintasa (NOS) produce una mayor
concentracion de oxido nitrico (NO) y por lo tanto provocan la muerte celular.
Diferentes autores sugieren que dichas alteraciones no inician la muerte neuronal, sin

embargo, contribuyen a la propagacion del proceso neurodegenerativo.
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1.1.2.5 Células Gliales

En ELA, la excitotoxicidad se encuentra mediada por células gliales las cuales estan
comprendidos por astrocitos, oligodendrocitos y microglia. Principalmente, los
astrocitos regulan el intercambio de agua, iones, neurotransmisores y varios
metabolitos (Ban et al., 2019); cumpliendo con funciones neuroprotectoras. Ademas,
son subtipos de células gliales mas abundantes dentro del sistema nervioso central,
comportandose como sensores primarios (Liddelow et al., 2017). A través del dafio
neuronal, la microglia libera especies reactivas de oxigeno, citoquininas
proinflamatorias y moléculas neurotoxicas (Lasiene & Yamanaka, 2011), llevando a
la muerte neuronal. Seguin Wang et al. (2020) los macréfagos expresan ciclo
oxigenasa 2 y oxido nitrico en gran cantidad, donde las células neuronales son

fagocitadas por la infiltraciéon de macrofagos.

Un biomarcador de ELA son las células gliales atipicas, estas presentan sensibilidad a
los inhibidores de tirosina quinasa que se dirigen a la familia de receptores del factor
de crecimiento de tipo III, incluyendo PDGF-R, c-Kit, FLT3 y CSF-1R (Trias et al.,
2016). Es asi como la inhibicién de los receptores de quinasa podria regular la

neuroinflamacion y disminuir propagacion de la enfermedad.

1.1.3 Enfoques terapéuticos

Al no existir una terapia exitosa para pacientes que padecen ELA, se han sugerido
varias hipotesis relacionadas a la disfuncion causada por el estrés. Segun Franklin et
al. (2012) el sistema de respuesta al estrés involucra varias rutas de sefalizacion
conservativa, que ha evolucionado para proteger a las neuronas de diferentes tipos de
estrés biologico. Por esta razon se han desarrollado farmacos que permiten estimular

algunas de estas vias y como resultado la generacion de resiliencia celular.

1.1.3.1 Compuestos que previenen la excitotoxicidad

Se han investigado nuevas hipotesis dando lugar al desarrollo de medicamentos
neuroprotectores que bloquean el proceso excitotoxico. Medicamentos como Riluzol,
se han sido utilizados para reducir la toxicidad del glutamato en el sistema nervioso

central. Es el inico farmaco disponible que puede prolongar la supervivencia de los
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pacientes con ELA, demostrando que el tiempo de supervivencia incrementa desde 11
hasta 14 meses (Ralli et al., 2019). Incertidumbres relacionadas con el mecanismo de
accion de este farmaco dificultan los intentos de disefiar un medicamento que aumente
la esperanza de vida. Estudios realizados indican que el Riluzol bloquea los canales
de sodio sensibles a la tetrodotoxina, reduciendo el paso de calcio y la estimulacion de
los receptores de glutamato (Sala et al., 2019). Sin embargo, no se ha demostrado un

efecto directo del antioxidante del farmaco.

1.1.3.2 Compuestos que actuan en la expresion génica de superoxido dismutasa
(SOD1)

E1 20 % de los casos de FALS causan mutaciones en el gen que codifica la superoxido
dismutasa de Cu/Zn (SOD1), ubicandose en el cromosoma 21 (Kuzma-Kozakiewicz
& Kwiecinski, 2011). Sin embargo, se ha identificado que las mutaciones de SODI

no solo se involucran con ELA, sino en varias enfermedades neuronales.

Farmacos como 1,3 difenilurea ha sido utilizado para reducir la expresion de SOD1
(Valko & Ciesla, 2019). Por otro lado, mediante modelamiento se han usado
complejos de SOD y dopamina para buscar nuevas dianas terapéuticas. Estudios de
acoplamiento molecular revelan que la tetrahidrostilbena y hespiridina tienen alta
afinidad hacia SOD (Sehgal et al., 2018); el cual puede ser usado como potencial

agente para desarrollar nuevos farmacos.

1.1.3.3 Compuestos que previenen la disfuncion mitocondrial

La disfuncion mitocondrial juega un papel importante en varias enfermedades
neurodegenerativas. Batra et al. (2019) sefiala que algunos farmacos, utilizados para
tratar la enfermedad de Parkinson pueden ayudar en el tratamiento de ELA ya que
disminuyen el consumo de oxigeno e incrementan la produccion de ATP. Uno de los
medicamentos se denomina Dextrometorfano que al combinarse con quinidina,
bloquea la actividad enzimatica del citocromo P450 provocando su desmetilacion
(Smith et al., 2017). Asi mismo, otro compuesto que ha ganado interés en la
estabilizacion de la mitocondria se denomina Melatonina. La melatonina disminuye la
liberacion del citocromo c¢, activacion y retrasa la progresion de la enfermedad

(Muyderman & Chen, 2014). Dichos farmacos han mostrado gran potencial para
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retrasar la enfermedad, sin embargo, es necesario realizas mas estudios con el fin de

comprender completamente el mecanismo de accion.
1.1.3.4 Compuesto que afecta la agregacion de proteinas

El choque térmico de proteinas actia como mecanismo de defensa celular con efectos
neuroprotectores contra agregados (Valko & Ciesla, 2019). Arimoclomol ha sido
reconocido como farmaco que act@ia induciendo choques térmicos, demostrando
retrasar la enfermedad (Benatar et al., 2018). Varios estudios han mostrado que el uso
de este medicamento mejora la supervivencia de neuronas motoras, usando ratones
SOD-1%%*A como modelos para la administracion del farmaco (Hergesheimer et al.,

2020).

1.1.3.5 Compuestos antioxidantes que alteran la actividad de la peroxidasa

Segun Fujisawa et al. (2016) Edaravone es un derivado de la 2-pirazolina-5-ona con
un grupo fenil en la posicidon 1 y un grupo metilo en la posicion 3, el cual es sintetizado
a través de la reaccion de fenilhidrazina y ester acetoacético. Dicho farmaco es
utilizado para el tratamiento degenerativo neuronal y actia mediante la supresion de
la hiperoxidacion lipidica (Valko & Ciesla, 2019). Estudios bioquimicos sefialan que
el efecto de Edaravone elimina peroxinitrito asi como radicales piroxilo de los lipidos,
revelando gran efecto terapéutico en pacientes con ELA etapa inicial (Okada et al.,

2018).

1.1.3.6 Componentes estimulantes de microglia o macrofagos

Es posible que la estimulacion de los macrofagos pueda reducir inflamaciones y la
progresion de ELA en el sistema neuronal central. Una nueva molécula denominada
NPO0O1 ha sido identificada como regulador de los macréfagos (Batra et al., 2019).
Mediante herramientas genéticas es posible eliminar el gen SODI1, incrementando la
supervivencia y disminuyendo la progresion de la muerte celular (Liddelow et al.,
2017). Asi mismo, un extracto medicinal denominado Withania somnifera
(Ashwagandha), el cual tiene efectos antiinflamatorios reduce la actividad de NF-Kb

(Ban et al., 2019).
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Un ejemplo de inhibidor de la tirosina quinasa se denomina masitinib, el cual es un
gran un inhibidor altamente selectivo de la quinasa (Anastassiadis et al., 2011); se ha
demostrado que previene neuroinflamacion en ELA y varias enfermedades
neurodegenerativas. Segin Trias et al. (2016) masitinib reduce microgliosis y la
aparicion de células gliales aberrantes, mostrando un efecto protector cuando el

farmaco se administra después de la paralisis.

1.1.3.7 Tratamiento con cloridrato de ropinirol

Cloridrato de ropinirol es un estimulador de receptores de la dopamina con una
estructura quimica de alcaloide no ergotico (Morimoto et al., 2019). Dicho farmaco
ha sido utilizado en la enfermedad de Parkinson, mostrando efectos positivos en la
estimulacion de receptores de la dopamina y propiedades neuroprotectoras. Dado que
las mitocondrias son fuente especies de oxigeno reactivas, moléculas catidnicas
dirigidas a la mitocondria con actividad antioxidante como el ropinirol muestran ser

agentes protectores de las mitocondrias en ELA (Okano et al., 2020).

1.1.4 Bioinformatica

La bioinformatica se ha convertido en una herramienta muy utilizada en los ultimos
afos. A través del analisis computacional, se realizan modelamientos matematicos de
secuencias biologicas, almacenamiento de datos de ADN con la finalidad de identificar
posibles mecanismos detras de enfermedades humanas, animales y plantas. Ademas,
la bioinformatica comprende diferentes disciplinas de la ciencia como genodmica,
transcriptomica, protedmica y filogenética molecular. De la misma forma, es utilizada
en el descubrimiento de fArmacos que son comparados entre pacientes que portan la
enfermedad frente a controles. Segun Xia (2017), el objetivo es comparar los sintomas
de las enfermedades asociados a las mutacion genética, modificaciones epigenética y
otros factores ambientales que regulan la expresion del gen. Asi mismo, la
identificacion de nuevas dianas puede eliminar o predecir el mal funcionamiento

celular.

1.1.4.1 Disefio de farmacos asistido por computadora

El disefio de farmacos asistido por computadora (CADD) por sus siglas en inglés,

llamado también disefio molecular asistido por computadora es una de las herramientas
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mas utilizadas el proceso de disefio de medicamentos, en el que se utiliza diferentes
programas computacionales. Ademas, el campo de la bioquimica, biologia molecular
y biologia celular, asistidas por el desarrollo de la genomica y protedmica, han
permitido identificar gran nimero de dianas terapéuticas biologicas (Jain, 2017) . Los
métodos computacionales del disefio de fArmacos se basan en que los compuestos
farmacologicamente activos actiian por la interaccidon con la diana, estos pueden ser
proteinas o nucleotidos (Choudhary et al., 2011). Por otro lado, algunas estrategias
para CADD pueden variar, dependiendo de la informacion disponible de la diana o
ligando. Las técnicas de CADD ayudan a la obtencion de informacion acerca de la
proteina que puede ser dirigida en una enfermedad y los posibles ligandos que pueden
inhibir estas proteinas. Segin Metwally & Hathout (2015), la aplicacion de CADD
acelera el proceso de desarrollo de farmacos, optimiza e identifica nuevos
medicamentos a través del descubrimiento de informacidon quimica y bioldgica sobre
los posibles ligandos o dianas; y utiliza simulacion ara eliminar compuestos que tienen

propiedades indeseables y selecciona los mejores candidatos.

1.1.4.1.1 Proyeccion virtual o virtual screening

La proyeccion virtual es una técnica utilizada para el descubrimiento de farmacos in
silico, en el que las bases de datos de estructuras 3D, son evaluadas bajo este método.
A través del uso de esta técnica, se espera que las moléculas sean mas susceptibles al
enlazamiento de la diana. Por lo tanto, el virtual screening ayuda en la identificacion
de los mejores resultados para enlazar al receptor ubicado en la proteina o enzima y
solo estas seran sintetizadas. Adicionalmente, la proyeccion virtual identifica
componentes que pueden ser toxicos o presentes propiedades desfavorables como la

afinidad, selectividad, absorcion, metabolismo, viabilidad (Hassan et al., 2017).

1.1.4.2 Docking o acoplamiento molecular

Mediante diferentes metodologias es posible identificar la interaccion entre pequeios
ligandos y la molécula objetivo, determinando si puede comportar como sitio de union
de dos 0 mas moléculas constituyentes con una estructura determinada (Menchaca et
al., 2013). Varios programas basados en diferentes algoritmos han sido desarrollados
para realiza estudios de acoplamiento molecular. El proceso de acoplamiento se divide

en tres partes: preparacion del ligando y las macromoléculas, definicion del tipo de
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acoplamiento ( rigido o flexible) y establecer la estrategia de busqueda para la

conformacién del ligando ( sistematico o estocastico) (Prieto-Martinez et al., 2018).

1.1.4.2.1 Preparacion del ligando y proteinas

En primer lugar, es considerable obtener la estructura proteica, preferiblemente
estructuras tridimensionales con alta resolucion y afinidad a ligandos o sustratos
naturales. Estas pueden encontrarse en la base de datos de proteinas (PDB), sin
embargo, en algunas ocasiones la informacion contenida en los archivos es
insuficientes y necesita ser corregida (Halperin et al., 2002). Diferentes software
pueden ser utilizados para dicha accion, segiin Feher et al. (2012) es importante
comparar los resultados del acoplamiento usando el mismo protocolo de preparaciones
para todos los cdalculos del acoplamiento. Ademas, el proceso de preparacion del

ligando y la proteina debe realizarse por separado.

1.1.4.2.2 Acoplamiento flexible o rigido

A continuacién de la preparacion del ligando, se debe elegir el tipo de acoplamiento.
En el caso del acoplamiento flexible, los residuos son seleccionados para determinar
el calculo de la energia mediante herramientas bioinformaticas como Vina, Autodock,
ICM, MOE (Prieto-Martinez et al., 2018). A través de este proceso ocurre el
ablandamiento y permite la flexibilidad del residuo e interaccion con el ligando.
Ambos se encuentran para cambiar la conformacion y obtener un encaje perfecto

utilizando la minima energia (Khan et al., 2018).

En el caso del acoplamiento rigido, no se permite la alteracion espacial que interactian
durante el modelado molecular (Agarwal & Mehrotra, 2016). Segun Schweiker et
al. (2020) los algoritmos que buscan el acoplamiento rigido tratan al sitio objetivo
como rigido e inmovil y enlazan al ligando dentro de una cavitacion predefinida. Es
decir, las estructuras del ligando y la proteina no sufren cambios conformacionales al
momento de interactuar entre ellas. Sin embargo, ocurren cambios en la rotacion y
traslacion de ambas moléculas. El algoritmo mas comun para realizar el acoplamiento

es un receptor rigido y un ligando flexible (Gaba et al., 2015)
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1.1.4.2.3 Funciones de puntuacion

La fuerza de interaccion del ligando dependera de la seleccion del algoritmo de
acoplamiento y drugabilidad del dominio, donde se realizard una busqueda
conformacional y una seleccion de la solucién optima en funcidon de la puntacion
(Prieto-Martinez et al., 2018). En esta etapa se evalua la interaccion entre el firmaco
y la proteina. Adicionalmente, en este proceso ocurren un gran numero de
conformaciones que involucran la variacion de la estructura del ligando, segun Khan
et al. (2018) estas puede ser internamente (rotacion del 4ngulo de torsién) o
externamente (rotaciones y traducciones). Dichas conformaciones generan energia que
puede ser calculada como energia total del sistema, con la finalidad de identificar la

unién del complejo ligando-proteina con la menor energia posible.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

e Utilizar técnicas bioinformaticas para encontrar nuevas dianas terapéuticas
para la enfermedad de ELA que puedan servir como base para la investigacion

y desarrollo de nuevos farmacos.

1.2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Comprender las bases genéticas y moleculares de la ELA.

e Buscar las posibles dianas terapéuticas en las bases de datos bioldgicas OMIM,
KEGG, MalaCards y Harmonizome.

e Disedar las redes biologicas para los genes que presentan variaciones genéticas
asociadas a la enfermedad mediante Cytoscape (GeneMania).

e Validar e identificar los genes seleccionados en la base de datos DrugBank.

e Comprobar la viabilidad de las dianas terapéuticas basados en la estructura
molecular mediante la base de datos Proteins Plus.

o Identificar las moléculas que podrian interaccionar con los dominios
seleccionados para seleccionar compuestos bioactivos que se utilizaran en el
descubrimiento de nuevos farmacos mediante Autodocktools 'y

MTIOpenScreen.
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CAPITULO 11

METODOLOGIA

2.1 Materiales y equipos

2.1.1 Materiales

e Software para bioinformatica:

2.1.2 Equipos

MalaCards

OMIM

Harmonizome
Autodock Vina
DrugBank

Proteins Plus
MTIOpenScreen
AutoDockTools
Cytoscape (GeneMania)
Vega

e Computadora personal

2.2 Métodos

2.2.1 Seleccion de bibliografia

Se utilizo bases de datos como MalaCards, KEGG, OMIM, Harmonizome, NCBI,

PubMed para encontrar informacion acerca de los genes y las disfunciones causadas

por ELA.

A continuaciodn, se detalla cada una de las bases de datos:

2.2.1.1 MalaCards

Al ingresar en el buscador se identificé varias entradas relacionadas con la

enfermedad, asi como otras asociadas a esta. Como punto inicial se escogié la entrada
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que presenté mayor puntuacion, denominada Amyotrophic Lateral Sclerosis 1 con un
puntaje de 229.074 y un MIFTS de 87. El primer valor se obtiene al sumar los
algoritmos de base 10 de los recuentos de las anotaciones pobladas y el segundo, hace
referencia al nivel de informacion que tiene cada una de las entradas, siendo 101 el

valor maximo (Rappaport et al., 2013).

2.2.1.2 Harmonizome

En la pagina principal de Harmonizome se observé distintos tipos de entradas de
informacion, entre los que se encuentran conjunto de datos, genes y conjuntos de
genes. Al momento de introducir la enfermedad, se realizdo con el nombre de la
enfermedad en inglés, Amyotrophic Lateral Scleroris. Al escoger como entrada
“genes”, se evidencid que no presentaban un valor referente al nivel de implicacion
con la enfermedad. De este modo, se especificod un “conjunto de genes” en el buscador,
para obtener mayor informaciéon de estos. Dentro la tabla generada, se encontrd
informacion acerca del nombre completo del gen o proteina, asi como, los valores
observados se encontraban en un rango entre 1-3, indicando la fuerza relativa de cada
asociacion funcional. Por este motivo, se procedio a escoger genes que presentaban un

valor cercano a 3.

2.2.1.3 OMIM

Para la busqueda de informacién en la base de datos OMIM se ingres6 el nombre
completo de la enfermedad, donde se evidenci6 diferentes entradas de informacion,
sin embargo, se escogidé el primer resultado, denominado Amyotrophic Lateral
Sclerosis 1. A continuacion se observo que existe una lista que muestra la relacion
entre el fenotipo y los genes. De igual manera, se observo el tipo de herencia que estos
presentan, siendo recesivo y dominante autosomal. Ademas, al desplegarse la pestafia

de fenotipos se genero una lista con genes adicionales relacionados con la enfermedad.

2.2.14 KEGG

La base de datos KEGG proporcioné mayor orientacion relacionada a las rutas
metabolicas que siguen cada uno de los genes. Se ingres6 la enfermedad con el nombre
en inglés como Amyotrophic Lateral Sclerosis. Posteriormente, se generaron varias

entradas, donde se escogio la ruta que sigue la enfermedad. En este caso se encontro
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una breve descripcion de la enfermedad junto con los genes mas implicados. De igual
manera, se observé informacion de varios autores que han aportado en la construccion

de la ruta genética.

2.2.2 Seleccion de genes

La seleccion de los genes se realizo en funcidn de la puntacion que presenta cada una
de las bases de datos mencionadas. Se obtuvo 59 genes que fueron organizados
mediante una hoja de célculo, donde se evidencié el nombre del gen, la disfuncién y
la puntuacion. Al colocarse en orden descendente de acuerdo con la puntacion mas
alta, se comprobd que existen genes poco relevantes para ser considerados. Por este
motivo, se decidi6 disminuir el nimero de genes, mediante la agrupacion de estos
segin la disfunciéon que presentan. Las disfunciones escogidas fueron el estrés
oxidativo, agregacion de proteinas, altas concentraciones de glutamato y transporte

axonal.

2.2.3 Integracion de los datos

El software Cytoscape (GeneMania) se empleod para generar hipdtesis sobre la funcion,
analisis de listas y priorizacion de genes para ensayos funcionales (Montojo et al.,

2014).

Se realizo los siguientes pasos:

a. Seingresa en el software los genes mutados segun la disfunciéon molecular.

b. Genera la red bioldgica mediante Cytoscape (GeneMania).

Se generd columnas con informacion de la red localizada en la parte inferior derecha,
dentro de dicha lista se encontré el nombre de los genes, los genes de consulta, nimero
de nodos, la puntuacion; las columnas restantes hacen referencia al grado de
centralidad que presenta cada uno de los genes. En este sentido, los nodos con mejor
puntuacién y mayor niumero de interacciones se tonaron de color verde y forma
circular. Adicionalmente, se aplicé el plugin Hierachical cluster y se obtuvo un grafico
en el que se genero una agrupacion de genes mediante un dendograma, el cual indicaba
el orden de agrupacion efectuado de forma jerarquica, donde el grupo mas

representativo se encontraba de color verde. De la misma manera, la funciéon K-Means
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cluster genera un grafico donde se agrupan los genes con similar puntuacion.
Finalmente, la seleccion de genes se realizé en funcion del score y el nimero de nodos

mas elevado.

2.2.4 Validacion de genes seleccionados

Se utiliz6 como base de datos DrugBank para buscar informacion acerca de los
medicamentos y las funciones que cumplen, ingresando el nombre de los genes y
especificando que se busca informacion acerca de las dianas. Se encontrod varias
entradas de medicamentos enlazadas a proteinas. Cada entrada tiene varios campos de
datos entre ellos los ensayos realizados, los targets y las fases de experimentacion en
la que se encuentra. La mitad corresponde a informacién quimica o de medicamentos

y la otra, a datos de proteinas o dianas farmacoldgicas.
2.2.5 Prueba de viabilidad de las dianas terapéuticas

Para verificar la viabilidad de las dianas terapéuticas se identifico la “drugabilidad” de
los dominios seleccionados, usando el servicio web Proteins Plus del Centro para
bioinformatica de la Universidad de Hamburgo. Los nombres de las proteinas se
ingresaron en el servicio web, generando un entorno en el que se ofrece distintas
herramientas de analisis molecular como prediccion de hidrogenos, interacciones
proteina-proteina, prediccion geométrica, datos de afinidad de proteina-ligando,
elucidacion estructural, diagramas de interaccion 2D, acoplamiento de proteina-
ligando, busqueda numérica y quimica textual en PDB. En este caso, se obtuvo el
valor de la “drugabilidad” mediante el anélisis de DoGSiteScorer. En esta lista de

dominios, se escogio el sitio que presentd mejor puntuacion.

A continuacion, se observo la ruta metabolica de los genes seleccionados y se eligio
los que compartian la misma la ruta y disfuncion. De este modo, la proteina VCP
mostré un volumen de la cavidad de 347.073 A3, profundidad de 18.62 A y una
proporcion de aminodcidos apolares de 0.46. Por otro lado, la proteina VAPB presento

cuatro sitios de union, del cual se selecciond el sitio que aparece por defecto.
Adicionalmente, se obtuvo el valor del volumen (1465.86 A3), la profundidad (27.41

&) y una proporcién de aminoacidos apolares (0.40).
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2.2.6 Busqueda de moléculas que podrian interaccionar con las dianas

Se comprobd que la estructura 3D del dominio obtenido mediante la herramienta
Proteins Plus, se encontraba en la Protein Data Bank (PDB). Por otro lado, se utilizo
el software Autodocktools para calcular las dimensiones de la Grid y las coordenadas
de su centro. El dominio seleccionado de la proteina VCP se representd de color
amarillo, el cual indica los residuos de aminoacidos que forman la posible diana,
obteniendo los siguientes valores:

Dimension de la Grid VCP:

X=50

Y =50

Z =50

Coordenadas del centro de la Grid Residuo 0

X=123.724
Y =-1.782
Z=2.657

Dimension de la Grid VABP:

=40
Y=40
=40

Coordenadas del centro de la Grid Residuo 0

X=-2.108
Y=0.153
=-0.034

Por otro lado, se utiliz6 el archivo .pdb de los dominios seleccionados y los parametros

de la Grid calculados con Autodocktools y se procedio a realizar el cribado virtual.

2.2.7 Cribado Virtual

Se aplico la herramienta Autodock Vina que se encuentra en el servicio web
MTIOpenScreen. El software permitio realizar calculos utilizando datos de pequetias

moléculas, las mismas que son propias del programa, asi como otras que fueron
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generadas. A continuacion, se usé la estructura 3D de la proteina en formato .pdb,
eliminando previamente el inhibidor presente en ella y los disolventes presentes en la

estructura.

Por otro lado, se selecciond la opcion Custom parameters de la herramienta para
introducir las coordenadas del sitio de unién y sus dimensiones, buscando que los
calculos se realicen especificamente en esa zona. Se obtuvo estos parametros

extrayendo el inhibidor de la estructura 3D y se guard6 en formato .pdb.

Finalmente, se descargo los resultados que contienen una lista de los compuestos de la
base de datos en funcion de la energia de unidn con la proteina, ademas, la estructura
de la molécula en formato pdb se usd para poder visualizar el sitio de union de las

proteinas.

2.2.8 Analisis de la toxicidad de las moléculas

Se uso el paquete VEGA, con modelos QSAR para relacionar la actividad bioldgica
con descriptores moleculares o informacion fisicoquimica de una estructura quimica
(Granados-Tavera et al. , 2019). Posteriormente, se realizd6 pruebas de
mutagenicidad, carcinogénesis y hepatotoxicidad introduciendo los cédigos SMILES
(Simplified molecular-input line-entry system). Ademas, se compard estos resultados

con inhibidores conocidos con la diana.

Finalmente, se analizd las propiedades de las moléculas elegidas utilizando el
programa web pkCSM con el que se realizd pruebas de ADMET (Absorcion,
Distribucion, Metabolismo, Excrecion, Toxicidad), a partir de los cédigos SMILES de

las moléculas encontradas.
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion

3.1.1 Analisis de la Esclerosis Lateral Amiotrofica

Se reporta que la ELA es una de las enfermedades mas letales, caracterizada por la
degeneracion neuronal. Afecta principalmente a la médula espinal y tronco encefalico,
causando atrofia muscular, paralisis y la muerte. Ademas, al presentarse dichos
desordenes, contribuyen a la generacion de disfagia y disartria (Da Costa

Franceschini & Mourio, 2015).

La razén fundamental del comienzo de la enfermedad no ha sido identificada en el
caso de la Esclerosis lateral Amiotrofica esporadica (sALS), por sus siglas en inglés.
Singer et al. (2019) sugiere que el entorno como el género, la region geogréfica,
ejercicio fisico, trauma, exposicion a productos agroquimicos y consumo de sustancias
psicoactivas (tabaco) pueden influenciar en la mutacion de genes. Por otro lado, varios
estudios sefialan que los mecanismos fundamentales de la neurodegeneracion se
encuentran enmarcados por el estrés oxidativo, disfuncion en el transporte axonal,
agregacion de proteinas, acumulacion de glutamato, disfuncion mitocondrial y neuro

inflamacién.

En la actualidad, dos clases de medicamentos han sido aprobados, por la agencia de
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA). El primer tratamiento utiliza
un farmaco denominado Riluzol, prolongando el tiempo de supervivencia de 2-3 meses
y un 9% de ganancia en la probabilidad de sobrevivir un afo (Shahi & Padalkar,
2014). El mecanismo total de accion del farmaco es desconocido, sin embargo,
disminuye los efectos excitotoxicos que produce el incremento del glutamato (Valko
& Ciesla, 2019). Por otro lado, Edavarone es el segundo medicamento aprobado por
la FDA y la Agencia de Medicamentos Europea (EMA), el cual presenta efectos
antioxidantes al eliminar peroxidos lipidicos y radicales hidroxilo (Okada et al.,
2018). Asi mismo, el mecanismo de accion es incierto ya que el uso del farmaco en

distintas etapas de ELA presenta mayor efectividad, prolongando la vida del paciente.
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3.1.2 Analisis de las bases de datos

Los 59 genes elite comparados entre las bases de datos y las rutas metabolicas
analizadas en KEGG, se utilizaron para verificar que los genes que estan afectados se
encuentran relacionados, siguiendo la ruta de estos. En la base de datos MalaCards se
ha encontrado que la enfermedad de ELA es producida, principalmente, por las
mutaciones de estos genes. Mediante la correlacion de los datos encontrados en
Harmonizome, se pudo verificar que existe gran relacion entre los genes, asi como
genes adicionales que se encuentran directamente causando la neurodegeneracion. Por
otro lado, la base de datos OMIM no muestra ningtin valor relacionado a la relevancia
de los genes implicados en la enfermedad, sin embargo, se ratifica que estos, estan
asociados a las disfunciones neurodegenerativas debido a lista fenotipica presente en
dicha base de datos, confirmando que estos se encuentran en el grupo de genes élite
(Tabla 1). Asimismo, 26 genes identificados en las bases de datos de MalaCards,
Harmonizome y OMIM presentan una tonalidad roja en las rutas moleculares mutadas,
presentes en KEGG. A pesar de no mostrar ningun valor referente, el color de los genes

indica la relevancia que tienen los genes mutados en la ELA (Figura 1).
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Figura 1. Ruta molecular de la ELA en la base de datos KEGG (Yi et al., 2020)
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Tabla 1. Genes relevantes involucrados en la Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA)

Base de Datos

# Genes Disfuncion proteina
MalaCards OMIM Harmonizome KEGG
superoxido
1 SODI Estrés oxidativo ‘ 1733.78 Si 8,131 Si
dismutasa 1
Defectos en el transporte Subunidad de
2 DCTNI1 1421.85 Si 5,536 -
axonal dinactina 1
Estrés reticulo
3 VCP ‘ Proteina con valosina 894.82 Si 8,070 Si
endoplasmaético
4 UBQLN2 Estrés granular Ubiqulina 2 889.34 Si 4,112 Si
5 OPTN Excitotoxicidad Optineurina 888.98 Si 5,990 Si
TAR DNA-binding
6 TARDBP  Disfuncién mitocondrial ‘ 802.35 Si 8,896 -
protein 43
Estrés reticulo _
7 SQSTM1 . Sequstosoma 1(p62) 793.57 Si 2,880 -
endoplasmatico
Agregacion de proteinas
8 FUS ‘ Fused in sarcoma 791.11 Si 8,114 Si
en el citoplasma
Fosforilacion y estrés Polyphosphoinositid _ )
9 FIG4 788.57 Si 5,105 Si
oxidativo e phosphatase
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10

11

12

13

14

15

16

17

ERBB4

VAPB

ANG

MATR3

HNRNPA1

PFN1

NEFH

PRPH

Fosforilacion y estrés

oxidativo

Estrés de reticulo

endoplasmatico

Pérdida de la funcién
angiogénica
Homeostasis

mitocondrial

Disfuncién mitocondrial

Alteraciones del
citoesqueleto y transporte
axonal
Defectos de transporte
axonal
Fosforilacion y estrés

oxidativo

Quinasa erbB-4

Vesicle-associated
membrane protein-
associated protein

B/C

Antiogenina

Matrin 3

Ribonucleoproteina
A2 nuclear

heterogenea

Profilina 1

Polipéptido pesado

de neurofilamentos

Periferina

34

780.21

775.28

771.43

762.12

761.69

761.37

722.12

704.43

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

7,042

4,826

4,784

7,736

8,029

6,352

5,594

4,273

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si



18

19

20

21

22

23

24

25

C9orf72

TUBA4A

MRNIP

RNASE4

DAO

CHMP2B

CHCHDI10

GLE1

Agregados peptidicos de
ARN citoplasmatico
Alteraciones del
citoesqueleto y transporte

axonal
Estrés oxidativo
Pérdida de angiogénica
Estrés oxidativo

Defectos de transporte

axonal

Disfuncién mitocondrial

Estrés granular,

disfunciéon de mARN

C9orf72

Cadena de tubulina

o-4A

MRN complex-
interacting protein
Ribonucleasa 4
Nucleolar protein
dao-5
Charged
multivesicular body
protein 2b
Coiled-Coil-Helix-
Coiled-Coil-Helix
Domain Containing

10

Nucleoporin GLE1

35

473.93

409.91

400

400

385.35

363.11

361.62

360.77

Si

Si

Si

Si

4,392

7,570

4,372

3,854

3,353

3,793

Si

Si

Si



26

27

28

29

30

31

32

33

34

PONI

PON3

CCNF

CFAP410

ANXAIl

PON2

UBQLN4

ATXN2

TBK1

Oxidacion lipidica y

detoxificacion de Paraoxonasa 1

organofosfatos
Oxidacion lipidica y
detoxificacion de Paraoxonasa 3
organofosfatos
Ubiquitinacion anormal y o
' ' Ciclina F
agregacion proteica
Cilia and flagella
Disfuncion mitocondrial ~ asociado a proteina
410
Agregacion de proteinas Annexina Al1
Oxidacidn lipidica y
detoxificacion de Serum paraoxinasa 2
organofosfatos
Transporte axonal Ubiqulina 4
Disfuncion en el '
) Ataxina 2
metabolismo del ARN
‘ ‘ Quinasa de union a
Neuroinflamacion

tank 1

36

359.08

358.24

356.22

355.69

355.34

355.3

305.71

63.14

35.85

Si

Si

Si

Si

4,896

3,952

7,795

5,219

5,859

4,698

5,077

5,829

Si

Si



35

36

37

38

39

40

41

42

TREM?2 Estrés oxidativo
PPARGCI1
A Disfuncidén mitocondrial
Defectos de transporte
NEK1
axonal
Defectos de transporte
EPHA4

axonal
Defectos en la
TAF15 transcripcion del gen de
la ARN polimerasa II

GLT&8D1 Excitotoxicidad

Defectos de transporte
KIFSA
axonal

TIA1 Estrés granular

Triggering receptor
expressed on
myeloid cells 2
Peroxisoma
proliferator-activated
receptor gamma

coactivador 1-alpha
NIMA

Efrina tipo-A
receptor 4
Factor 2N asociado a
la proteina de union
TATA
Glicosiltransferasa 8
dominio- proteina 1
Quinasina cadena
pesada isoform 5A
Nucleolisina TIA-1

isoforma p40

37

32.31

31.79

31.7

31.36

31.34

30.33

Si

Si

Si

2,962

6,026

4,722

5,149

6,824

3,172

3,913

5,956



43

44

45

46

47

48

49

50

DNAJC7

C2lorf2

cdk5

KIFAP3

TDP-43

GRN

hnRNPA2B
1

MAPT

Agregacion de proteinas

Defectos de transporte

axonal
Fosforilacion y estrés
oxidativo

Defectos de transporte

axonal
Agregacion

Neuroinflamacion

Disfuncién mitocondrial

Defectos de transporte

axonal

Dnal homolog
subfamily C member
7
Cilia- and flagella-
associated protein
410
Mitochondrial tRNA
methylthiotransferas
e
Kinesin-associated
protein 3
TAR DNA-binding
protein 43
Progranulina
Heterogeneous
nuclear
ribonucleoproteins
A2/B1
Microtubule-
associated protein

tau

38

Si

Si

Si

4,579

4,020

6,910

4,093

Si

Si

Si



51

52

53

54

55

56

57

58

59

SIGMARI1

SPG11

ALS3

SETX

SPAST

ELP3

LMNBI

EWSRI1

ALS2

Estrés de reticulo
endoplasmatico
Defectos de transporte
axonal
Defectos de transporte
axonal
Disfuncion en el
metabolismo del ARN

Estrés oxidativo
Agregacion de proteinas
Estrés oxidativo
Estrés oxidativo

Excitotoxicidad

Receptor intracelular

no opioide Sigma 1

Spatacsina 933.15
amyotrophic lateral
YOHOP ) 58.61
sclerosis 3
Senataxina 1584.52

Spastin -
proteina del
complejo alargador 3
Lamin-B1 -
proteina 1 asociada a
EWS ARN

Alsina -

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

4,838

4,229

5,546

4,533

Si

Si

Si

Elaborado por: Ivan Lopez
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Por otra parte, los datos ratificados en las bases de datos evidencian que existen genes que
comparten la misma disfuncion molecular. De este modo, se afirma que los genes
identificados como “elite” hacen referencia a la asociacion con la causa de las mutaciones
de la enfermedad, ya que estas se encuentran respaldadas por fuentes de confianza. (Voss,
2019). En este sentido, se sefiala que las disfunciones que mayor repercusion tienen en la
ELA son: estrés oxidativo, transporte axonal, agregacion de proteinas, altas concentraciones

de glutamato. (Tabla 2).

Tabla 2. Genes relevantes implicados en la Esclerosis Lateral Amiotrofica

# Gen Disfuncion

1 SOD1 Estrés oxidativo

2 VCP Estrés oxidativo

3 SQSTM1 Estrés oxidativo

4 VAPB Estrés oxidativo

5 PRPH Estrés oxidativo

6 DAO Estrés oxidativo

7 PONI1 Estrés oxidativo

8 PON3 Estrés oxidativo

9 PON2 Estrés oxidativo

10 TREM2 Estrés oxidativo

11 CDK5 Estrés oxidativo

12 SIGMARI1 Estrés oxidativo

13 SPAST Estrés oxidativo

14 LMNBI Estrés oxidativo

15 EWSRI1 Estrés oxidativo

16 MRNIP Estrés oxidativo

17 DCTN1  Defectos de transporte axonal
18 PFN1 Defectos de transporte axonal
19 KIF5A Defectos de transporte axonal
20 TUBA4A  Defectos de transporte axonal
21 CHMP2B  Defectos de transporte axonal
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22 KIFAP3  Defectos de transporte axonal

23 UBQLN4  Defectos de transporte axonal
24 NEK1 Defectos de transporte axonal
25 EPHA4  Defectos de transporte axonal
26 C2lorf2  Defectos de transporte axonal
27 ALS3 Defectos de transporte axonal
28 MAPT Defectos de transporte axonal
29 SPG11 Defectos de transporte axonal
30 FUS Agregacion de proteinas
31 TDP-43 Agregacion de proteinas
32 C9ort72 Agregacion de proteinas
33 CCNF Agregacion de proteinas
34 ANXATl Agregacion de proteinas
35 DNAJC7 Agregacion de proteinas
36 ELP3 Agregacion de proteinas
37 OPTN Excitotoxicidad

38 CASP-8 Excitotoxicidad

39 GLT8D1 Excitotoxicidad

40 ALS2 Excitotoxicidad

Elaborado por: Ivan Lopez

3.1.3 Analisis de la integracion de datos

Los resultados indican que los 40 genes escogidos se asocian a cuatro subdivisiones,
representando las diferentes disfunciones. La informacion obtenida desde Cytoscape
(GeneMania) se ha utilizado para realizar la integracion de los genes seleccionados, de este
modo, la informacién obtenida de la seleccion de nodos de las redes biologicas elucido el
grupo de genes mas influyente en la ELA. En el caso del estrés oxidativo los nodos mas
representativos son MRNP, SIGMAR1, VAPB, VCP, PON1, PON2, PON3, SOD1 (Figura
2). Consecuentemente, el gen SOD1 presenta el mayor nimero de nodos, siendo el mas

relevante en la disfuncién ya mencionada. Un estudio similar realizado por Skolariki (2020)
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sefala que el gen SOD1 es uno de los mas frecuentes asociados a la ELA junto con TARDBP

y FUS/TLS, ademas, se estima que aproximadamente 100 mutaciones en el gen estan

relacionadas con la ELA familiar.
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Figura 2. Red Biologica de la disfuncion causada por estrés oxidativo

Entre los 40 genes, se presentan seis que estdn asociados con la disfuncién del transporte

axonal (DCTNI1, PFNI, KIF5A, KIFAP3, MAPT y SPGI11), sin embargo, los resultados

difieren ya que los genes DCTN1 y KIFAP3 muestran menor expresion (Figura 3), no

obstante, en la base de datos MalaCards y Harmonizome se observan como genes relevantes

de la enfermedad. En este enfoque, Liu (2015) senala que en eucariotas como la levadura

existen algoritmos con bajo rendimiento para descifrar las regulacion del gen a partir de los

datos de expresion. Adicionalmente, el score encontrado en Cytoscape (GenaMania) utiliza

el coeficiente de correlacion de Pearson (Montojo et al., 2014), donde el nivel de expresion

se genera en funcion de los experimentos realizados, sefialando que podria ser una de las
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causas principales del nivel bajo de expresion. Por otra parte, ambos genes muestran 12y 13

nodos, respectivamente, con lo que son los que mayor relacion presentan en la mutacion.

DTNB AP5Z1

.S
AP5S1
] BORCS5
CEP104

u =
AP5B1
P12
= CEP126
TOPIMT
KIF5A
ARHGEF15

L]
NEK1 SON SPG11

DPM3 KIFAP3 ELAVLA

CFAP410
DCTNA
] | ]
VAC14 DYRK1A
EPHA4 MAPT O
O Q O PFN1

CHMP2B UBQLM4
TUBA4A | ]
VASP MAST3
EPHAZ2
]
TTEK1
" ]
DESI1 JAK3

Figura 3. Red Bioldgica con atributos del transporte axonal

Los genes FUS, DNAJC7, TARDPB, C9orf72, CCNF, ELP3 y ANXAI11 presentan una
tonalidad verde intenso, mostrando asociacion a la disfuncion causada por la agregacion de
proteinas (Figura 4). De acuerdo con los datos de expresion y nodos, los genes FUS y
TARDPB son las mas altas en la disfuncion, ya que estan relacionados con varios genes
localizados en el nucleo, ademés, ambos pertenecen a la familia de las ribonucleoproteinas
heterogéneas, donde se unen a los genes promotores del pre-ARNm y regulan la
transcripcion (Ederle et al., 2018). De la misma manera, Blokhuis et al. (2013) ratifica que

ambos genes se encuentran altamente implicados en la ELA.
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Figura 4. Red biologica de agregacion de proteinas

Los genes mas representativos en la excitotoxicidad son CASP-8, OPTN, EAAT2, GLTS8DI
y ALS2, donde los valores de expresion se encuentran entre 0.87- 0.96, los cuales indican
que juegan un rol importante en la ELA (Figura 5). Segiin Pradhan & Bellingham (2021)
la excitotoxicidad es una de las mayores causas que desencadena la mutacion de genes
causantes de la ELA. Por otro lado, el gen OPTN y CASP-8 pueden actuar como diana en el
tratamiento de la ELA ya que la inhibicion de estos, reduce la deficiencia neurologica e
incrementa los niveles de neurofilamentos y reduce el edema cerebral (Nakazawa et al.,
2016). Adicionalmente, los atributos generados indican que la CASP-8 presenta 40
interacciones, infiriendo que el gen se encuentra interconectado con varias disfunciones, asi
como con diferentes enfermedades neurodegenerativas. Los andlisis realizados muestran la
relevancia que presentan los genes consultados ordenados por orden jerarquico (ver Anexo
20), encabezado por el gen GLT8DI, sin embargo, el gen no presenta varias interacciones a
diferencia de CASP-8. La principal razén se encuentra en el conjunto de genes consultados
ingresados en Cytoscape, los cuales no se encuentran relacionados en el mismo proceso
biologico (Morris et al., 2012). De la misma forma, se confirmaron que en las agrupaciones
y subdivisiones formadas se encuentra los dos genes mas relevantes que producen

excitotoxicidad (ver anexo 21 y 22).
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Figura 5. Red Biologica de la excitotoxicidad

Finalmente, la aplicacion de los plugins Hierachical cluster y K-Means cluster ratifican los
datos obtenidos ya que estos algoritmos agrupan a los nodos que se encuentran mas cercanos
de acuerdo a los atributos de la red y generan subdivisiones en k grupos de forma que el
valor del elemento se asigna al cluster con la media méas cercana (Schreiber, 2011). De este
modo, la informacidn obtenida ha sido corroborada con la bibliografia y las bases de datos
consultadas por lo que los genes identificados juegan un papel importante en la ELA. Por lo
tanto, los resultados muestran que 25 genes presentan un nimero de interacciones superior
a 7 y un nivel de expresion mayor a 0,4. Ambos parametros mencionados se utilizaron para

generar los valores presentes en la tabla 3.

Tabla 3. Atributos de las redes biologicas

# Gene Disfuncion iiggizgogzs Puntuacion
1 SOD1 Estrés oxidativo 25 0.458
2 VCP Estrés oxidativo 21 0.412
3 SQSTM1 Estrés oxidativo 10 0,561
4 VAPB Estrés oxidativo 15 0,678

45



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

PRPH

DAO

PONI

PON3

PON2

TREM2

CDK5

SIGMARI1

SPAST

LMNBI

EWSRI1

DCTNI

PFNI1

KIF5A

KIFAP3

MAPT

SPG11

FUS

TARDPB

Estrés oxidativo
Estrés oxidativo
Estrés oxidativo
Estrés oxidativo
Estrés oxidativo
Estrés oxidativo
Estrés oxidativo
Estrés oxidativo
Estrés oxidativo
Estrés oxidativo
Estrés oxidativo

Defectos de
transporte axonal

Defectos de
transporte axonal

Defectos de
transporte axonal

Defectos de
transporte axonal

Defectos de
transporte axonal

Defectos de
transporte axonal

Agregacion de
proteinas

Agregacion de
proteinas
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12

21

16

16

11

10

13

15

10

13

12

0.609
0.607
0.840
0.890
0.852
0.70
0.553
0.840
0.666
0.591
0.567

0,475

0,587

0,649

0,456

0,504

0,645

0,454

0,455



24 OPTN Excitotoxicidad 18 0,908

25 CASP-8 Excitotoxicidad 40 0,872

Elaborado por: Ivan Lopez

3.1.4 Analisis de la validacion de los genes seleccionados

En DrugBank encontramos entradas de medicamentos enlazadas a proteinas, donde cada
entrada tiene varios campos de datos, la mitad corresponde a informaciéon quimica o de
medicamentos y la otra, a datos de proteinas o dianas farmacoldgicas (Hosen et al., 2012).
La informacidon obtenida sefala que unicamente el gen SOD1 ha servido como diana
terapéutica para ELA, al que se relaciona el medicamento denominado Copper (Tabla 4). A
pesar de que los 24 genes restantes no presentan asociaciones de dianas y medicamentos
para ELA, existen farmacos relacionados a los genes: VCP, DAO, PONI1, PON3, CDKS5,
PFN1, MAPT, SPG11 y CASP-8. Algunos de estos medicamentos ya han sido aprobados,
pero no se han utilizado para tratar la ELA. Otros farmacos contintan en la etapa de

investigacion, desarrollo o experimentacion.

Tabla 4. Evaluacion de dianas y farmacos asociados a los genes mutados en ELA

Diana Farmacos Farmacos
# Nombre Gen terapéutica  asociados al .
asociados ELA
para ELA gen
Superoxide dismutase .
1 [Cu-Zn] SOD1 Si 24 Copper
Transitional endoplasmic -
2 reticulum ATPase ver No 2
3 Sequestosome-1 SQSTM1 No - -
Vesicle-associated -
4 membrane protein- VAPB No -
associated protein B/C
5 Peripherin PRPH No - -
6 D-amino-acid oxidase DAO No 8 -
7 Serum PONI No 10 '
paraoxonase/arylesterase 1
8 Serum PON3 No 4 ;
paraoxonase/lactonase 3
9 Serum PON2 No ] ]

paraoxonase/arylesterase 2

47



Triggering receptor - -

10 expressed on myeloid cells ~ TREM2 No
2
1 Cychn—dppendent—hke CDK35 No 2 -
kinase 5
jp  Sigmanon-opioid SIGMARI No 2 ”
intracellular receptor 1
13 Spastin SPAST No - -
14 Lamin-B1 LMNBI No - -
RNA-binding protein - -
15 EWS EWSRI1 No
16 Dynactin subunit 1 DCTNI1 No - -
17 Profilin-1 PFNI1 No 2 -
18 K1n§s1n heavy chain KIFSA No i -
isoform 5A
19 Kmesm-assoglated protein KIFAP3 No ) -
20 Mlcrotubulg-assomated MAPT No 4 Flortaucipir F-18
protein tau
21 Spatacsin SPG11 No 4 -
22 RNA-binding protein FUS FUS No - -
73 TAR DNA—blndlng TDP-43 No i -
protein 43
24 Optineurin OPTN No 1 -
25 Caspase-8 CASP-8 No 2 -

Elaborado por: Ivan Lopez

Por otra parte, existen dos medicamentos aprobados, el Riluzol y Edavarona, no obstante,
no fueron presentados en el presente trabajo ya que los genes mutados no se encontraban en
la lista generada a través de las bases de datos. El farmaco Riluzol es un neuroprotector que
bloquea las neurotransmisiones glutamatérgicas en el sistema nervioso central (Bellingham,
2011), sin embargo, este farmaco se encuentra asociado a los genes SCNSA y SLC7A11;
encargados de la regulacion de iones de sodio (Vallerga et al., 2020). El segundo
medicamento, Edavarona elimina radicales libres, por ser una molécula de bajo peso
molecular con buenas propiedades hidrosolubles y liposolubles, es terapéuticamente
ventajoso para atravesar la barrera hematoencefalica y mediar los efectos nootropicos y
neuroprotectores (Cho & Shukla, 2021). En este caso no se presenta una diana en particular
asociada al gen, sin embargo, se ha comprobado que ayuda a reducir los niveles de estrés

oxidativo producido por la enzima SODI.
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3.1.5 Prueba de viabilidad de las dianas terapéuticas

Los datos obtenidos del analisis muestran que el valor de drugabilidad de las proteinas VCP,
VAPB, DAO, PON1, TREM2, CDK5, SIGMARI, SPAST, LMNBI1, DCTNI1, PFNI,
KIF5A, TDP-43 y CASP-8 se encuentran entre 0.5-0.8 (Tabla 5). El servicio web
DoGSiteScore calcula automaticamente las propiedades fisico quimicas para la prediccion
de proteinas-ligandos, donde un factor entre 0.5 -1 corresponden a una buena drugabilidad
(Michel et al., 2020). En este sentido, se observa que los genes VCP y VAPB se encuentran
en la ruta metabdlica del gen SODI, estos presentan una drugabilidad de 0.65 y 0.81,
respectivamente. En el descubrimiento de farmacos, la drugabilidad se define como la unién
que puede ocurrir en un sitio bioldégico con buena potencia nanomolar y al mismo tiempo
presenta biodisponibilidad oral y progresion clinica (Finan et al., 2017). Por lo tanto, dichos
genes son de interés en el presentes estudio ya que se encuentran relacionados por la
disfuncion y la ruta molecular. Las mutaciones en la ruta metabdlica de SOD1 afectan a los
genes ya mencionados (ver Anexo 4), desencadenando alteraciones en el sistema ubiquitina-
proteasoma, encargado de degradar proteinas dafiadas, no necesarias o mal plegadas
(Thibaudeau & Smith, 2019). Un estudio realizado por Adiutori et al. (2021), afirma que
38 genes presentes en diferentes bases de datos de enfermedades humanas se encuentran
asociados a las mutaciones causadas por la ELA. En ambos estudios se ha identificado que
la mayoria de las mutaciones se centran en el estrés oxidativo, donde el gen SOD1 juega un
papel importe. Este, se encuentra en el citoplasma, nucleo, lisosomas y mitocondria,
catalizando los radicales libres en moléculas de oxigeno junto con el peréxido de hidrogeno
menos reactivo (H202) y eliminando los radicales libres que causan el estrés oxidativo

(Guissart et al., 2020).

Por otra parte, a pesar de la gran cantidad de informacion que existe en las bases de datos
proteicas, no se encontrd el 25 % de las dianas en la base de datos Protein Data Bank,
correspondientes a la Serum paraoxonasa/lactonasa 3, Serum paraoxonasa/arylesterasa 2,
Kinesin-associated protein 3, y Spatacsin, deduciendo que los genes ya mencionados son

homologos a las proteinas PON1 y KIF5A.
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Tabla 5. Valores de drugabilidad de las posibles dianas terapéuticas

Proteins Protein
# Proteinas Gen Drugabilidad Data
Plus
Bank
Transitional
1 endoplasmic reticulum VCP 0.65 3qq7 Si
ATPase
2 Sequestosome-1 SQSTM1 0,35 1q02 Si
Vesicle-associated
3 membrane protein- VAPB 0.81 2knv Si
associated protein B/C
4 Peripherin PRPH - - -
5 D-amino-acid oxidase DAO 0.81 3cuk Si
Serum
6  paraoxonase/arylesteras PONI1 0.83 1v04 Si
el
Serum
7  paraoxonase/lactonase PON3 - - -
3
Serum
8  paraoxonase/arylesteras PON2 - - -
e2
Triggering receptor
9 expressed on myeloid TREM?2 0.78 Seli Si
cells 2
1o Cyclin-dependent-like -y s 0.85 1HAL Si
kinase 5
j;  Sigmanon-opioid SIGMARI 0.77 SHK2 Si
intracellular receptor 1
12 Spastin SPAST 0.83 3VFD Si
13 Lamin-B1 LMNBI1 0.74 2KPW Si
14  RNA-binding protein  pyyap, 0.27 2CPE Si
EWS
15 Dynactin subunit 1 DCTNI1 0.8 3E2U Si
16 Profilin-1 PFN1 0.68 1PFL Si
p7 ~ Kinesin heavy chain — prps 0.88 4UY0 Si
isoform 5A
18 Kinesin-agsociated KIFAP3 i i i
protein 3
19 Microtubul@-associated MAPT 0.3 IMZ7 Si
protein tau
20 Spatacsin SPG11 - - -
21 RNA'b‘II‘:%%g protein FUS 0.45 2LCW Si
pp  TARDNA®biInding  ppyp 45 0.58 IWFO i
protein 43
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23 Optineurin OPTN 0.24 2L0O4 Si
24 Caspase-8 CASP-8 0.81 114E Si

Elaborado por: Ivan Lopez

Enla figura 1 se observa el sitio de union de la proteina VCP, donde el volumen de la cavidad
es de 471.10 A3, profundidad de 13.29 A y una proporcién de aminoécidos apolares de 0.30.
Las tres caracteristicas ya mencionadas son las mas utilizadas para describir las propiedades
de un sitio que presenta drugabilidad. Stank et al. (2016) menciona que el numero de
regiones y cavidades se encuentran relacionadas con el tamano de la proteina, sin embargo,
no existe una correlacion entre el tamafio de la proteina y del sitio de enlace. Un estudio

similar realizado por Kakizuka, (2015) sefala que se ha encontrado un inhibidor derivado

del naftaleno el cual podia contrarrestar la actividad ATPasa de la VCP sin mostrar toxicidad.

Figura 6. Estructura 3D de la proteina Transitional endoplasmic reticulum ATPase (VCP)
con el mejor sitio drugable.

Por otra parte, la proteina VAPB presenta cuatro sitios de union (Figura 2), donde el valor
del volumen es mayor con respecto a la VCP, esto se debe a que la longitud de la secuencia
y el volumen del sitio de union estan correlacionados (Daberdaku, 2018). Asimismo, la tasa
de aminoacidos apolares es cercana a la de aminoécidos polares (0.39), evidenciando que en
el sitio activo se encuentran aminoacidos como Asn, Cys, Gln, Gly, Ser, Thr y Tyr. De esta
forma, se deduce que el dominio seleccionado podria interactuar positivamente, ya que la

accion del medicamento junto a los receptores de los aminoacidos producirian una accioén
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directa (Marc, 2011). Por otra parte, los aminoacidos ubicados afuera de la cavidad de unién

pueden tener un gran efecto en las propiedades del sitio de union.

Figura 7.Estructura 3D de la proteina Vesicle-associated membrane protein-associated
protein B/C (VAPB) con el mejor sitio drugable

Es importante sefalar que la identificacion de los mejores sitios drugables de una proteina
sirven como base para el desarrollo y andlisis in vitro e in vivo de farmacos, ya que el 80%
de proyectos falla y solamente el 20% logra comercializar los medicamentos. En este caso,
con los resultados obtenidos se valida y afiade fiabilidad de los dominios seleccionados para
el desarrollo y comercializaciéon de farmacos. Por otra parte, se debe realizar andlisis
adicionales a los dominios no seleccionados ya que en ambas proteinas se evidenciaba al

menos tres sitios drugables superior a 0.5 como trabajo futuro.

3.1.6 Analisis de interaccion molecular

Los resultados muestran que el dominio seleccionado de la proteina VCP es el adecuado

para ser utilizado como posible diana terapéutica (Figura 8). En este caso, el fArmaco que

ca

l) el cual fue elegido en funcion

r ’ . . . K
presentd mayor energia se denomina Saquinavir (-6,29 p—_—

de la energia de interaccion. El medicamento es utilizado para el tratamiento de VIH,
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actuando como inhibidor de la proteasa VIH en combinacion de ritovanir (Jayaswal et al.,

2014)

El sitio activo presenta puentes de hidrégeno que interactiian con los residuos ARG6S,
VALS87, ASN90, PRO137, TYR138, PHE152, LEU153, ARG155 y GLU141, ademas,
muestran que el fairmaco presenta flexibilidad, con lo que se evidencia un incremento
potencial para interactuar con el ligando. Es importante mencionar que la formacion de
puentes de hidrégeno se encuentra asociados con la estabilidad de la estructura proteica-
ligando. Asi mismo, la preparacion de la proteina al utilizar Autodocktools y el calculo
correcto de las coordenadas del centro de la Grid contribuyen con la deteccion de farmacos

al realizar el virtual screening.

Figura 8.Dimension de la Grid del sitio mas drugable de la proteina Transitional
endoplasmic reticulum ATPase (VCP)

53



Segun Mishra et al. (2015) menciona que la fusion de los 4&tomos hidrégeno (no polares)
juega un papel importante en el célculo del proceso del acoplamiento. De este modo, se
ratifica que el dominio elegido como diana es adecuado para el enlazamiento de Saquinavir,
debido a que los residuos que componen el sitio de unidén presentan aminoacidos apolares
(Figura 9). Adicionalmente, dos puentes de hidrégeno se formaron con el residuo His 41,
evidenciando que es clave en el sitio de union. Por otro lado, el farmaco pertenece a la clase
de H1 antihistamina el cual es uno de los seis componentes quimicamente similar al
Eeyarestatin, dicho medicamento es un inhibidor encargado de bloquear la degradacion de

las proteinas mal plegadas (Gamayun et al., 2019).

Kcal
mol

. , Kcal .
En efecto, seis fArmacos presentan un score entre -2,12 y -6,92 g considerable para

la interaccion con la proteina (Tabla 6), sin embargo, la seleccion del mejor farmaco no
depende Unicamente de la puntuacion, se considera el valor de correlacion de Pearson,
asociado al farmaco Eeyarestatin. Asi mismo, los datos se validaron mediante un estudio
realizado por Huang et al. (2014) senala que residuos (apolares) de la proteina SOD1
interaccionan con el firmaco hesperidina, el cual presenta enlaces de hidrogeno en el

Glul100, asi como, en residuos cercanos (GIn22, Pro28, Lys23, Glu21 y Lys30).

Tabla 6. Farmacos asociados a los dominios de las proteinas VCP y VABP

4 Nombre del Puntuacion del docking  Valor de correlacion
farmaco Z con Eeyarestatina
1
Ebastina -6.92 N/A
2
Saquinavir —6.29 0.11
3
Astemizole —5.98 0.3
4
Iloprost —4.11 0.05
5
Niclosamide -3.37 0.387
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Clotrimazole =2.77 0.33

Ivermectin -2.12 0.37

Elaborado por: Ivan Lopez

Figura 9.Dimension de la Grid del sitio mds drugable de la proteina Vesicle-associated
membrane protein-associated protein B/C (VAPB)

Por otro lado, el fArmaco Astemizole genera puentes de hidrogeno en el sitio activo (LEU
29, ARG 32, THR 35, ASP 39, ALA42, LEU 44, ILE 47 Y TIR 49). Actualmente, no existe
un inhibidor de las proteinas VABP, sin embargo, al encontrarse en la ruta metabdlica del
gen SODI, la inhibicién de este puede resultar en la supresion de dicho gen. La energia de

. <y Kcal .- .y .
interaccion es de -5,98 —— > bor lo que, el sitio de accion se encuentra estable mediante los

enlaces de hidrégeno. El farmaco es utilizado para tratar sintomas alérgicos, sin embargo en

dosis altas, conducen a producir arritmias (X. Wang et al., 2020). Se evidencia que el sitio

55



de unién muestra residuos flexibles en un rango de 1-4 A, indicando estabilidad. Por lo que

se infiere que el medicamento, ayuda a contrarrestar la ELA.

Figura 10. Interaccion entre la proteina VABP y la molécula del farmacoAstemizole

3.1.7 Analisis de la toxicidad de las moléculas

Los andlisis QSAR muestran una correlacion entre la estructura quimica y la actividad
bioldgica. Saquinavir y Astemizole no presentan actividad mutagénica y tampoco
carcinogénica, ambos parametros se encuentran relacionados al evaluar la actividad
biologica de fadrmacos (Saini & Kumar, 2012). Sin embargo, Saquinavir mostro
hepatotoxicidad, sefialando que genera un dafo al higado por la exposicion de este. Segiin
Alshehri (2020) la hepatotoxicidad ocurre a través de diferentes mecanismos: como
apoptosis de hepatocitos, dafio biliar e inhibicion de las células T y mitocondria, ademas, la
constante exposicion a firmacos conlleva a dicha enfermedad. Es importante resaltar, que
todos los medicamentos se metabolizan primeramente en el higado, por lo que este
parametro deberia encontrarse en la evaluacion de todos los medicamentos, sin embargo, el
medicamento Astemizole no presenta hepatotoxicidad. Un estudio realizado por Jo et al.
(2020) senala que, se ha demostrado que el medicamento desencadena problemas
gastrointestinales incluyendo diarrea, molestia abdominal y nauseas, por este motivo se ha

sefalado al compuesto bajo la clasificacion toxica.
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La absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad juegan un papel importante
en el desarrollo de farmacos, siendo una etapa crucial para reducir los fallos presentados a
la hora de la sintesis. De este modo, se identificd que el fairmaco Saquinavir cumple la
funcidn de transportador de P-glycoprotein substrat (P-gp), asi mismo, la solubilidad en el
agua e intestino indican que el farmaco liberado se sintetiza completamente en este. Por
otra parte, el volumen estable de distribucion del farmaco (VDss) no proporciona
informacion acerca del mecanismo de distribucion, sino la tasa del compuesto a separarse
del plasma (Berellini & Lombardo, 2019). El valor de excrecidon muestra que el
medicamento no presenta una pérdida de la sustancia secretada por las vias urinarias. En este
caso, pueden ser secretadas por el sudor, lagrimas o respiracion. Este parametro de la
toxicidad se confirmé mediante el presente analisis confirmando que el farmaco presenta
hepatotoxicidad. De la misma manera, el andlisis el medicamento Astemizole presenta mejor
absorcion, con un valor de 86.518 %, mostrando mejor sintesis en el intestino. Del mismo
modo, el valor de distribucion VDss (-0.044 logl/kg) indica que la accion del farmaco tiende
a una menor separacion del plasma, indicando que el medicamento esta unido a las proteinas.
La informacion referente al metabolismo corrobora que el firmaco muestra caracteristicas
de inhibicién. Mediante el proceso renal se observa que el farmaco es liberado, ademas, el
valor de liberacion liquida del farmaco es de 0,969, el cual indica que el cuerpo libera en su
totalidad el mismo. Finalmente, los datos de toxicidad muestran que el farmaco genera

hepatotoxicidad, corroborando la informacion obtenida a través de analisis QSAR.

57



CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se observo la ruta metabolica del gen SODI1 (diana terapéutica principal) para la
identificacion de los genes que se encuentran afectados directamente con la mutacion, ya
que este se asocia con distintas disfunciones neurodegenerativas, principalmente, por la
localizacion de este. En base a dicha informacion, el presente estudio ratifica que el gen
se encuentra relacionado con los genes VCP y VABP, encargados de regular los radicales
libres, asi como, alteraciones en el sistema ubiquitina-proteasoma.

Se utilizé técnicas bioinformaticas para encontrar nuevas dianas terapéuticas para la
enfermedad de la ELA, donde las proteinas VCP y VABP sirven como receptores para
los farmacos Saquinavi y Astemizole, respectivamente. Ademas, la evaluacion de QSAR
y ADMET senala que el medicamento Astemizole presenta mejores propiedades de
absorcion, excrecion y metabolismo para contrarrestar la ELA, sirviendo como diana
terapéutica para el desarrollo de farmacos.

Se identificod que existen 59 genes “elite” que se encuentran implicados directamente con
la enfermedad, los datos se ratifican con las bases de datos biologicas OMIM, KEGG,
MalaCards y Harmonizome. Adicionalmente, estos servirdn como futuras dianas
terapéuticas, ya que en el presente estudio se evalud unicamente dos genes, debido a la
capacidad de procesamiento computacional que se necesita y la restriccion del uso de
supercomputadores para esta tarea.

Se disend redes bioldgicas a través de Cytoscape (GeneMania) para los genes que
presentan mayor relevancia terapéutica para lo cual se tom6 como referencia el score e
interacciones que poseen los nodos, evidenciando que los genes VCP y VABP, poseen
21 y 15 nodos, asi como un nivel de expresion de 0.41 y 0.68, respectivamente. De la
misma forma, estos se encuentran asociados a disfunciones adicionales ya que siguen la

ruta metabdlica del gen SODI1.
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Se validaron los genes seleccionados en la base de datos DrugBank, identificando que
unicamente existe un gen como diana terapéutica. Los 24 genes no presentaban dianas
terapéuticas para ELA, en algunos casos los medicamentos se encontraban asociados a
distintas enfermedades, otros fArmacos contintian en la etapa de investigacion, desarrollo
0 experimentacion.

Se comprobaron los dominios de interaccion de las proteinas VCP y VABP en el paquete
Proteins Plus en el que los sitios de accion presentaban una drugabilidad de 0.65 y 0.81,
sefialando que la proteina VABP posee un mejor sitio de accion ya que existe mayor
presencia de residuos apolares e interacciones de hidrogeno lo que facilita la accion de

forma directa y estabilidad de la proteina-ligando.

4.2 Recomendaciones

Debido al uso de computadores personales para este tipo de proyectos, para obtener los
resultados del cribado en menor tiempo se sugiere reducir la proteina utilizando
herramientas bioinformaticas, puesto que, la informacion de la proteina completa puede
tardar varios dias en procesarse y en muchos de los casos se generan errores que no se
pueden corregir, lo que causa mucha pérdida de tiempo en el desarrollo del proyecto.
Verificar continuamente los servicios web de las herramientas bioinformaticas, puesto
que, algunos servicios que se planificaron utilizar, ya no se encontraban disponibles al
momento de desarrollar el presente trabajo.

Los nodos generados en funcién del score superior a 0.5 son los de mayor importancia ya
que muestran los genes que se encuentran sobreexpresados dentro de la disfuncion, asi
como, las interacciones que presenta cada nodo, por lo que hay que tener mucho cuidado
al momento de seleccionarlos.

Se debe preparar el archivo de tal forma que se utilice determinadas bases de datos de
ligandos objetivo para las proteinas target que hemos identificado, para que el proceso en
computadores personales sea mas eficiente.

El disefio de farmacos es un campo experimental muy amplio por lo que se recomienda

el uso de estas herramientas para el analisis previo de las interacciones entre los distintos
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dominios, sitios de accidon y ligandos. Esta tarea permite acercar al disefo final del
farmaco con lo cual se optimiza el tiempo de desarrollo.

Gestionar la creacion de una unidad de Bioinformatica en la que se pueda implementar
de ser posible una supercomputadora para el acceso a pruebas y ejecucion de pipelines de
los estudiantes que desarrollan proyectos de bioinformatica dentro de las carreras de

Ingenieria Bioquimica y Biotecnologia.
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ANEXOS

©) GeneCardsSuite  GeneCards ~ GeneCaRNA - PathCards ~ VarElect  GeneAnalytics  GeneAlaCart  GeneslikeMe

©) Litemap

., amyotrophic lateral sclerosis Q Advanced

Home @ User Guide = Analysis Tools = Newsand Views = Disease Lists/Categories =~ About Log In | Sign Up

Search results for amyotrophic lateral sclerosis

2127 hits were found for amyotrophic lateral sclerosis

N 2 S I3 775

c AMYOH Amyotrophic Lateral Sclerosis 1 331317
2 + p  LTROO1 Lateral Sclerosis 57 224589
3 + AMYOZT  Amyotrophic Lateral Sclerosis-Parkinsonism/dementis Complex 1 57 149.840
4 + P MUT020  Multiple Sclerosis 79 135.661
5 + P FRMNO&4 Frontotemporal Demnentia and/or Amyotrophic Lateral Sclerosis 1 64 133.100
6 + P AMY106 Amyotrophic Lateral Sclerosis 10 with or Without Frontotemporal Dementia 45 114303
7 + ¢ AMY045S  Amyotrophic Lateral Sclerosis 4 Juvenile 49 111,741
g + ¢ AMY0SS  Amyotrophic Lateral Sclerosis 2, Juvenile Y 108.270
9 + ¢ AMY030  Amyotrophic Lateral Sclerosis 8 a4 103.459
10+ ¢ AMY085  Amyotrophic Lateral Sclerosis 9 36 100.577
1M+ ¢ AMY082  Amyotrophic Lateral Sclerosis 11 39 92350
12 + c AMYO0ST Amyotrophic Lateral Sclerosis 16, Juvenile 39 a7.382
13 + c FRNO59 Frontotemporal Dementia and/or Amyatrophic Lateral Sclerosis 7 49 97.161
14+ ¢ AMY022  Amyotrophic Lateral Sclerosis Type 6 36 95.085
Anexo 1. Entradas de la base de datos MalaCards
Amyotrophic lateral sclerosis - PS105400 - 37 Entries View corresponding clnical synopses as 2 table
Phenotype Phenotype Gene/Locus
Location # Phenotype Inheritance ~ mapping key MIM number Gene/Locus ~ MIM number
1p36.22 Amyotrophic lateral sclerosis 10, withor | AD 3 612069 TARDEFP 602078
without FTD
1p3e22 Frontotemporal lobar degeneration, AD 3 612069 TARDEF 603078
TARDBP-related
p13l {Amyotrophic lateral sclerosis, 3 105400 DCINI 601143
susceptibility to}
29331 Amyotrophic lateral sclerosis 2, juvenile 3 202100 ALS2 606332
2934 Amyotrophic lateral sclerosis 19 3 613315 ERBB4 600343
2935 Amyotrophic lateral sclerosis 22 with or 3 616206 TUBA4A 191110
without frontotemporal dementia
Jpll2 Frontotemporal dementia and/or AD 3 600795 CHMFZB 609312
amyotrophic lateral sclerosis 7
433 {Amyotrophic lateral sclerosis, AD 3 617892 NEK1 (04388
susceptibility to, 24}
3312 Amyotrophic lateral sclerosis 21 AD 3 #06070 MATR3 164015

Anexo 2. Listado de genes agrupados en series fenotipicas en la base de datos OMIM
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Symbol Name Standardized Value ©

S0D1 superoxide dismutase 1, soluble 2.88009
PTGS2 E;ilsii;znedrg;eer;doperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and 2 88009
CAMKAG calcium/calmodulin-dependent protein kinase |G 2.88009
TP53 tumor protein p53 2.88009
THNFRSF21 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 21 2.88009
TARDBP TAR DNA binding protein 2.88009
GSTP1 glutathione S-transferase pi 1 2.88009
CHMP2B charged multivesicular body protein 2B 2.88009
SIGMARA sigma non-opioid intracellular receptor 1 2.88009
PLAZ2GAA phospholipase A2, group I'VA (cytosolic, calcium-dependent) 2.88009
GFAP glial fibrillary acidic protein 2.88009
UNC13A unc-13 homolog A (C. elegans) 2.88009
DPP6 dipeptidyl-peptidase & 2.88009
sS0oD2 superoxide dismutase 2, mitochondrial 2.88009
DBER1 debranching RMNA lariats 1 2.88009
SQsTMA sequestosome 1 2.88009
SLC1AZ solute carrier family 1 (glial high affinity glutamate transporter). member 2 2.88009
CD40LG CD40 ligand 2.88009
GSR glutathione reductase 2.88009
SLCEA1 solute carrier family & (neurotransmitter transporter), member 1 2.88009
Anexo 3. Lista de genes agrupados en la base de datos Harmonizome
IJump to section  w I Sources Genes for Amyotrophic L
Genes related to Amyotrophic Lateral Sclerosis 1 (44 elite genes): izhowing 50 show less) (zhow sll 437)
* - Elite gene 0 @& - Cancer Cansus gene in COSMIC g
# Symbol Description Category Score Evidence PubMed IDs
1 5001 * Superoxide Dismutase 1 Protein Coding | 1733.66 Molecular basis known 22 7501156 20577002
Pathogenic [ 25109764 {more)
Causative germline mutation =
Causative variation 22
Genetic Tests 22
Likely pathogenic s
DISEASES infarred 212
Novoseek inferred =
GeneCards inferred via :
Disorders Gene name Variznis
show sections)
2 DCTNT * Dynactin Subunit 1 Protein Coding | 1421.85 Molecular basis known 2% 23143281 12627231
Pathogenic < 2737504 fmeeed
Causative variation 22
Genetic Tests =
Susceptibility factor =
Risk factor ©
Candidate gene tested =
DISEASES inferred 212
Novoseek inferred **
3 VCP & Valosin Containing Protein Protein Coding | 894.82 Pathogenic G 15034582 21145000

21884748 (more)

-]
Causative germline mutation ==

Ganatic Tacte 22

Anexo 4. Genes élite en la base de datos MalaCards
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Anexo 13. Expresion de genes aplicando Cluster K-means en la agregacion de proteinas
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Anexo 15. Expresion de genes aplicando Hierarchical Cluster en la excitotoxicidad
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Anexo 18. Plataforma DrunkBank
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CDRUG B AN K Online Browse ¥ CovID19 ™ Search ¥ Interaction Checker Downloads Solutions ~ About ¥

Transitional endoplasmic reticulum ATPase

DETAILS

Name Transitional endoplasmic reticulum ATPase

Kind protein

Organism Humans

Protein NAME UNIPROT ID

Tranziticnal endoplasmic reticulum ATPase PS5072

DRUG RELATIONS

Drug Relations Show 10 % entrles Search
DRUGBANK D . NAME DRUG GROUP . PHARMACOLOGICAL ACTION? . ACTIONS +. DETAILS
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Details |

Anexo 19. Medicamentos asociados a al gen Transitional endoplasmic reticulum ATPase
(VCP)
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Anexo 20. Base de datos Proteins Plus

78



(guest)

“& RPBS Web Portal

: [more] Welcome Forms Data Bookmarks Jobs Tutorials

Programs Overview MTiOpenScreen - 07/28/21 20:14:28 ¥
Drugs
9 3¢ https:/imobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/data/jobs/MTiOpenScreen/Y 18694732655048
Peptlides e
Structure
Test v job progress report
Tutorials -

Data formats
@ Howtocite

6 Registration parameters
@ Stepbystep

Data Bookmarks [overview] I

= _3DStructure : VCP.pdb
= Receptor_sDStm:ture . FEC@D(DW_WE,D&IE Example run of the service with the 4AG8 protein receptor and our curated database. @ False

Jobs [overview]

= + Protein receptor
Services Help Pages

H £ Escribe aquf para buscar i g & 13°C Despejado
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Anexo 22. Analisis fisicoquimicos en el paquete VEGA
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Molecule Depiction

SMILES

Molecule properties:

Descriptor Value
IMolecular Weight 670.855
LogP 3.0924
#Rotatable Bonds 12
#Acceplors 7
#Donors 5
Qurfara Araa 297 GR4

= = = = = = = el
= = = = = = = ]
& & 2 2 & & £ -
= B EOE E E E O
E E E g E E E

H H
E E
4 E

H
g
g

Model Name

Water solubility

Caco2 permeability
Intestinal absorption (human)
Skin Permeability
P-glycoprotein substrate
P-glycoprotein | inhibitor
P-glycoprotein Il inhibitor
VDss (human)

Fraction unbound (human)
BBB permeability

CNS permeability
CYP2D6 substrate
CYP3A4 substrate

CYP1A2 inhibitior

Predicted Value Unit

-3.936

0.701

§9.088

-2.735

Yes

Yes

Yes

0631

0.022

-0.982

-3.614

No

Yes

No

Numeric (log molL)
Numeric (log Papp in 108 cmis)
Numeric (% Absorbed)
Numeric (log Kp)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Numeric (log L/kg)
Numeric (Fu)

Numeric (log BB)
Numeric (log PS)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)

Categorical (Yes/No)

Anexo 23. Analisis realizados mediante el paquete web pkCSM del farmaco

Pharmacokinetic Properties

Molecule Depiction

bsorption

bsorption

bsorption

bsorption

bsorption

bsorption

o
=

o

=
=

Absorption

Model Name

Water solubility

Caco2 permeabilty

Infestinal absorption (human)
Skin Permeabilty
P-glycoprotein substrate
P-glycoprotein | inhibitor
P-glycoprotein Il inhibitor

VDss (human)

Predicted Value

-2.958

0.237

86.518

2738

Yes

Yes

Yes

-0.044

Unit

Numeric (log maliL)

Numeric (log Papp in 10 cmis)
Numeric (% Absorbed)

Numeric (log Kp)

Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)

Numeric (log Likg)

Anexo 24. Andlisis realizados mediante el paquete web pkCSM del farmaco
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