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RESUMEN

En la basqueda de posibles dianas terapéuticas mediante la quimica computacional
para la enfermedad del cancer papilar de tiroides (PTC), el disefio de farmacos con
herramientas de docking se basa en el anélisis del gen BRAF en donde principalmente
se intenta identificar los mejores sitios de union respecto a la estabilidad energética,
por lo tanto el cribado virtual permitié comprobar la drugabilidad de dichos complejos
que se crearan entre proteina y ligando, esto representa una potencial via de
investigacion para el desarrollo de un farmaco déptimo y especifico para dicha
enfermedad.

El andlisis dentro de las bases de datos de enfermedades como MalaCards,
Harmonizome, KEGG, OMIM, Unitpro, Disgenet, GeneReviews y Orphanet
permitieron conocer los principales genes que protagonizan el proceso de
carcinogeénesis en el PTC, ciertos genes presentaban disfunciones comunes de manera
que fue posible agruparlos y categorizarlos para luego crear una red bioldgica de
interaccion con la ayuda de Cytoscape y posteriormente se investigo
bibliograficamente las rutas metabdlicas de estos genes y la relacion entre estos.

De esta manera se identific6 las mutaciones que presenta este gen objetivo y las
alteraciones en su ruta metabolica, Finalmente se encontr6 las mutaciones que sufre el
gen BRAF para posteriormente identificar posibles sitios drugables que puedan crear
complejos proteina-ligando, de modo que los farmacos existentes en la actualidad
fueron analizados mediante el cribado y posterior analisis de propiedades

toxicoldgicas.

Por lo tanto, este estudio bioinformatico permitié determinar que los ligandos
Entrectinib, Bms-833923, Afacifenacin, Floxacrine, Olaparib, Nolpitantium,

Aleplasinin presentan potencial farmacoldgico para el gen BRAF.

Palabras clave: Bioinformatica, quimica computacional, cribado virtual, PTC, cancer

papilar de tiroides, disefio de farmacos, dianas terapéuticas, docking molecular.
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ABSTRACT

In the search for possible therapeutic targets through computational chemistry for
papillary thyroid cancer (PTC), the design of drugs with docking tools is based on the
analysis of the BRAF gene, where the best binding sites are mainly identified.
Regarding energy stability, therefore, the virtual screening allowed to verify the
drugability of said complexes that were created between protein and ligand, this
represents a potential avenue of research for the development of an optimal and
specific drug for said disease.

The analysis within the databases of diseases such as MalaCards, Harmonizome,
KEGG, OMIM, Unitpro, Disgenet, GeneReviews and Orphanet allowed to know the
main genes that lead the carcinogenesis process in PTC, certain genes presented
common dysfunctions so that it was possible to group and categorize them to then
create a biological network of interaction with the help of Cytoscape and subsequently
the metabolic pathways of these genes and the relationship between them were

investigated bibliographically.

In this way, the mutations that this target gene presents and the alterations in its
metabolic pathway were identified. Finally, the mutations that the BRAF gene suffers
were found to subsequently identify possible drugable sites that can create protein-
ligand complexes, so that the existing drugs currently they were analyzed by screening
and subsequent analysis of toxicological properties.

Therefore, this bioinformatic study allowed to determine that the ligands Entrectinib,
Bms-833923, Afacifenacin, Floxacrine, Olaparib, Nolpitantium, Aleplasinin present
pharmacological potential for the BRAF gene.

Keywords: Bioinformatics, computational chemistry, virtual screening, PTC,
papillary thyroid cancer, drug design, therapeutic targets, molecular docking.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO
1.1. Antecedentes Investigativos

1.1.1. Cancer Papilar de Tiroides (PTC)

El cancer papilar de tiroides es el tipo mé&s comdn de céncer de tiroides, de hecho,
representa aproximadamente el 80% de todos los casos de cancer de tiroides que se
conocen en la actualidad. Y se caracteriza por el crecimiento desmedido de masa
tumoral a partir de las células foliculares, ocasionalmente pueden progresar tanto hasta
causar metastasis en otros 6rganos. Por desgracia es el octavo cancer mas comdn entre
las mujeres y sobre todo en mujeres menores de 25 afos, aunque los hombres
presentan menor incidencia (Kloos et al., 2010), la mayoria de los pacientes lo
presenta antes de los 40 afios (LiVolsi, 2011). Quizas la relacion mas importante con
respecto al posible desarrollo del cancer de tiroides papilar en una persona es la
asociacion con la radiacién ionizante, puesto que afecta directamente las células
foliculares (Cameselle & Sobrinho, 2018; Limaiem et al., 2021). No obstante,
también las concentraciones de yodo en la dieta parecen influir en la aparicion y, en
algunos casos, en la morfologia de los carcinomas papilares (Danilowicz K et al.,
2020; Gullu et al., 2010).

1.1.1.1. Epidemiologia

En los dltimos afios con el aumento del uso de la radioterapia, se descubrié que los
sobrevivientes de canceres en varios 6rganos cuyo tumor habia sido tratado con
radiacion ionizante desarrollaron canceres papilares de tiroides, se cree probablemente
como efectos secundarios. Estos se atribuyeron en parte al dafio de los foliculos
tiroideos provocado por la radiacion en el cuello, esto causé un hipotiroidismo
relativo; las respuestas fisiologicas a esta disminucion incluyeron una mayor secrecion
de tirotropina hipofisaria (TSH). Se ha especulado que la estimulacion de TSH del
epitelio folicular dafiado (rupturas en el ADN que conllevan a mutaciones y

translocaciones) causa la transformacion neoplasica de las células tiroideas.

Las estimaciones mas recientes de la (American Cancer Society, 2016) para el cancer

de tiroides en los Estados Unidos consideran que para el 2021 habré aproximadamente



44,280 casos nuevos de cancer de tiroides tal que 12,150 se den en hombres y 32,130
en mujeres, mientras que en el peor de los casos aproximadamente 2,200 personas
moriran comprendidos en 1,050 hombres y 1,150 mujeres. Por lo tanto, se valoro que
la tasa de mortalidad por cancer de tiroides aumento ligeramente de 2009 a 2018 (0,6%
por afio) (American Cancer Society, 2016). Desde el afio pasado en Ecuador el cancer
de tiroides ha pasado a ser el tercer tipo de cancer mas frecuente en mujeres detras del
cancer de mama y cérvix segun lo reportado por el Servicio de Endocrinologia de
SOLCA Guayaquil (Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2019). Segln datos
oficiales de la OMS en 2020, la incidencia anual fue de 3 por 100.000 habitantes en el
2001 y aumento a 22 por 100.000 habitantes en el 2016 manteniéndose sesgado para

las mujeres en el Ecuador (Bautista et al., 2021).

1.1.2 Mecanismos Moleculares del Cancer Papilar de Tiroides (PTC)

El cancer papilar de tiroides (PTC) tiene una serie particular de oncogenes impulsores
que conducen a la activacion de la via de sefializacion de la proteina quinasa activada
por mitégenos (MAPK), que estd implicada en el crecimiento celular y la
desdiferenciacion. Las principales son: la mutacion BRAF V600E y los genes de
fusién RET/PTC y ETV6/NTRK3 (Ramia de Cap, 2021).

1.1.1.2. Mutacion BRAF V600E

BRAF es una serina/treonina quinasa y un miembro de la via MAPK. La via de
sefializacion de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) se activa
fisiolégicamente mediante la union de factores de crecimiento a tirosina quinasas
receptoras (RTK), como RET y NTRK, lo que da como resultado la dimerizacion y
activacion del receptor a través de la autofosforilacion de residuos de tirosina en el
dominio intracelular (Loo et al., 2018) & (Kebebew et al., 2007). El receptor
activado, a través de una serie de proteinas adaptadoras, conduce a la activacion del
RAS ubicado en la cara interna de la membrana plasmatica. Una vez activado el RAS
se une a las proteinas RAF (principalmente BRAF en las células foliculares) y las
recluta en la membrana plasmatica. BRAF activado fosforila y activa la proteina
quinasa activada por mitégeno/quinasa ERK (MEK), que también fosforila y activa la

quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK). Cuando el ERK se activa se



traslada al ndcleo, donde regula la transcripcion de los genes que participan en la
diferenciacion, proliferacion y supervivencia celular (Xing, 2015). Las alteraciones de
esta via en el cancer de tiroides pueden ocurrir a diferentes niveles y es el resultado de
una mutacion puntual o un reordenamiento en el que se ven involucrados los genes
RET, RAS y BRAF. Por otro lado la mutacion BRAF V600E es una transversion de
timina a adenina en el nucleétido 1799, lo que da como resultado una sustitucion de
valina a acido glutamico en el codon 600(p.V600E), que convierte la quinasa en una
forma activa sin estimulo de RAS lo que conduce a una desregulacion en el control de
la proliferacién celular. Esta mutacion BRAF V600E es el cambio genético que mas
se ha encontrado en los PTC adultos (Kebebew et al., 2007).

1.1.1.3. Gen de fusion RET/PTC

RET es un receptor de tirosina quinasa transmembrana y por lo general no se expresa
en las células foliculares de la tiroides. Sin embargo, el reordenamiento cromosémico,
el dominio quinasa C-terminal de RET se une al dominio N-terminal de un gen
asociado, y su promotor se encarga de impulsar la transcripcion del gen de fusion
Ilamado RET/PTC y es lo que generalmente se encuentra en los casos de PTC
(Santoro et al., 2006). Hasta el momento, se han identificado al menos 19 tipos
diferentes de genes quiméricos RET/PTC que difieren segun los genes asociados.
RET/PTC1 y RET/PTC3 son los tipos de asociacién mas comunes y representan mas
del 90 % de todos los RET/PTC (Prescott & Zeiger, 2015). El dominio N-terminal
tiene una porcién que promueve la dimerizacion y autofosforilacion de residuos clave
de tirosina ubicados en el dominio gquinasa RET, lo que luego da como resultado la
activacion de la quinasa. La fusion deja intacto el dominio TK del receptor RET lo
que permite que la oncoproteina RET/PTC se una a SHC y active la cascada RAS-
RAF-MAPK. Varios estudios sugieren que los efectos oncogénicos de RET/PTC
requieren ser guiados por BRAF a lo largo de la via MAPK (Ciampi & Nikiforov,
2007). De hecho, el silenciamiento de BRAF en células tiroideas cultivadas revierte
los efectos inducidos por RET/PTC, tales como la fosforilacion de ERK, la inhibicion

de la expresion génica y el aumento de la proliferacion celular (Fang et al., 2016).



1.1.1.4. La fusién ETV6/NTRK3

La fusion ETV6/NTRKS3 también tiene un mecanismo de activacion similar, entre el
gen ETV6 en el cromosoma 12 y el gen NTRKS3 en el cromosoma 15. NTRK3 también
es un receptor de tirosina quinasa transmembrana, este gen esta involucrado en
procesos celulares neuronales. El terminal N de ETV6 tiene el dominio SAM, lo que
promueve la dimerizacion y también da como resultado la activacion constitutiva de
la funcién quinasa de NTRKS3 que a veces desemboca en la activacion de la via MAPK
(Bastos et al., 2018) & (Seethala et al., 2017).

1.1.2. Enfoques terapéuticos

En la actualidad aunque existen tratamientos que garantizan un pronostico de curacion
muy esperanzador para el cancer papilar de tiroides, estos estdn enfocados en la
intervencion quirdrgica (Lewinski & Marcinkowska, 2015), algunas de estas
metodologias permiten eliminar casi el total del carcinoma (Kim et al., 2014), sin
embargo, varias de estas alternativas suelen estar ligadas a secuelas posteriores e
incluso a recurrencias que dependen del estado del cancer de tiroides que se haya
tratado, asi como también al historial en radiacion por anteriores tratamientos contra
diferentes tumoraciones. Es asi que estas pueden presentarse en mayor 0 menor
magnitud y riesgo (DeVita et al., 2015). Por lo tanto, varias lineas de investigacion
hoy en dia se centran en el desarrollo de farmacos que respondan a los estudios de los
reordenamientos cromosémicos de genes como RET y mutaciones en el gen BRAF,
con el fin de producir un mecanismo inhibitorio en estos genes que codifican proteinas
que regulan sistemas de proliferacién de células y que pueden dar paso a la formacion
de los tumores (Fagin, 2014; Limaiem et al., 2021).

1.1.3.1 Tratamiento con Yodo Radioactivo (RAI)

El yodo radiactivo (RAI) que es conocido también como 1131 es un tipo de tratamiento
con radioisotopos. Los radioisotopos son sustancias radiactivas que se administran por
via oral en pastillas. Aunque los radioisétopos se propagan por el cuerpo, estos son

absorbido principalmente por las células tiroideas o las células cancerosas de tiroides.



El RAI mata estas células mientras deja otras células del cuerpo relativamente ilesas
(Goldsmith, 2017).

Por lo general se administra el yodo radioactivo para destruir pequefias cantidades de
células cancerosas restantes o tejido tiroideo sano que quedo posterior a la intervencion
quirdrgica, se recomienda sobre todo para los canceres de tiroides papilares o
foliculares que se han propagado a los ganglios linfaticos o que tienen un mayor riesgo
de reaparecer despues de la cirugia (Klubo-Gwiezdzinska et al., 2012) & (Jhiang et
al., 2021).

1.1.3.2 Compuestos contra BRAF V600E

Dabrafenib es un inhibidor selectivo y potente competitivo de ATP de BRAF V600E
mutado (IC50 0,5 nM para V600E). En un ensayo clinico con 10 pacientes con BRAF
V600EPTC con mutacién, que nunca han estado expuestos a inhibidores de BRAF o
MEK, fueron tratados con dabrafinib, 150 mg dos veces al dia. EI 60% de los pacientes
se sometieron a captacion de yodo radioactivo posteriormente. Seis meses despues del
tratamiento con yodo radioactivo después de dabrafenib, los seis pacientes mostraron
una respuesta parcial en donde se reducia el problema y cuatro pacientes restantes
tenian enfermedad estable a los 3 meses de seguimiento. Los efectos adversos mas
comunes observados fueron lesiones cutaneas, fatiga y anomalias diversas. A pesar de
la efectividad observada en el 60 % de los pacientes tratados con dabrafenib, estos
hallazgos sugieren que una terapia combinada dirigida a BRAF V600E y MEK tendria
un mayor beneficio clinico (Gonzalez-Cao et al., 2021), (Luebker & Koepsell, 2019)
& (Hertzman Johansson & Egyhazi Brage, 2014).



1.1.3.4. Compuestos que combaten la fusion ETV6/NTRK3

La mayoria de los inhibidores tirosina quinasa de NTRK que se encuentran en
desarrollo preclinico o uso clinico para el tratamiento de tumores malignos provocados
por la fusion de NTRK son inhibidores de tipo | o competitivos con ATP que se unen
preferentemente a la conformacion DFG-in del dominio quinasa. Los inhibidores de
NTRK de tipo I incluyen Larotrectinib o Taletrectinib. Ensayos de quinasa in vitro,
que utilizan quinasa recombinante purificada establecieron que Altiratinib es un
inhibidor potente de las quinasas NTRK1 NTRK3 pero que aun faltan estudios (Bastos
et al., 2018) & (Seethala et al., 2017).

1.1.3.5. Compuestos que actlan contra RET/PTC

Lenvatinib es un inhibidor multiquinasa, dirigido a RET. Se realiz6 un ensayo clinico
de fase 2 para evaluar la actividad antitumoral de Lenvatinib en el cancer de tiroides
avanzado. Se inscribieron 58 pacientes con cancer de tiroides diferenciado refractario
a RAI que no habian recibido ninguna terapia antiangiogénica dirigida en los ultimos
30 dias antes de la administracion de Lenvatinib. El cincuenta por ciento de los
pacientes tuvo una respuesta parcial, sin diferencias significativas entre los pacientes
con terapia previa dirigida a VEGFR y los que no la recibieron. El cuarenta y tres por
ciento de los pacientes tenia enfermedad estable a las 7 semanas y el 28% tenia una
enfermedad estable duradera a las 23 semanas. Sin embargo, los efectos adversos mas
comunes fueron hipertension, pérdida de peso, diarrea, fatiga, nduseas y pérdida del
apetito (Andreev-Drakhlin et al., 2012), (Samadi et al., 2012) & (Wirth et al.,
2020).

1.1.3. Bioinformatica para el cancer

La bioinformaética del cancer se centra en los ultimos avances en el campo emergente
de la medicina clinica, esta tecnologia integra la biologia de sistemas, la ciencia
clinica, la tecnologia basada en Omica, la bioinformatica, la ciencia y quimica
computacional para mejorar el diagnostico, las terapias y el prondstico del cancer (Wu
et al., 2012). Asi como también el posible disefio de farmacos y dianas terapéuticas

mediante interacciones biologicas y acoplamientos por modelamiento matematico.



Los avances tecnoldgicos en el anélisis de ADN, ARN, proteinas, células y tejidos han
acelerado el campo de la bioinformatica en los dltimos afios, produciendo grandes
cantidades de datos que reflejan la complejidad de los sistemas bioldgicos y cuan
importante es abordar esta nueva linea de investigacién que promete grandes cambios

en la farmacologia moderna (Charoentong et al., 2012).

1.1.4.1. Disefio de farmacos mediante quimica computacional

La quimica computacional en el desarrollo de farmacos estd ganando cada vez mas
terreno dentro de los mecanismos utilizados para la identificacién y busqueda de
dianas terapéuticas complejas, una de las principales estrategias para el disefio de estos
compuestos con potencial farmacoldgico se basa en el Docking Molecular, esta es un
técnica bioinformética que permite localizar sitios especificos de union entre proteinas
y en su mayoria ligandos, aunque no solo se limita a estos y sirve perfectamente como
laboratorio virtual para analizar las interacciones que surgen entre estas moléculas de
modo que el analizador es capaz de modificar parametros fisicoquimicos a los que
estarian regidos en la vida real estos compuestos, por lo tanto se logra obtener
resultados muy fiables que posteriormente se puede contrastar con datos
experimentales (Yu & MacKerell, 2017). Es asi que se han disefiado varias
herramientas que no solo permiten acoplar moléculas, si no que hoy en dia es posible
disefiar y modelar proteinas que no se encuentren en bases de datos a partir de otras
ya existentes, es por esto que las investigaciones bioinformaticas se estan centrando
en la obtencion de informacion acerca de la proteina, su sitio de union y posibles
ligandos que al acoplarse muestren cambios significativos en la funcién de la proteina
una vez que se ha formado el complejo. Esto ayuda a simular procesos de inhibicién
de ciertas proteinas que son sobre expresadas en enfermedades cada vez mas comunes
como el cancer, permitiendo asi identificar una posible solucion a modo de tratamiento
(Hanauer et al., 2015) & (Sabe et al., 2021)



1.1.4.2. Virtual screening

Esta proyeccion virtual denominada técnica “in silico” es utilizada en el desarrollo de
farmacos por quimica computacional ya que es aqui donde se evalUan las estructuras
tridimensionales con el fin de obtener informacion sobre la susceptibilidad que
presentaria la molécula al momento de interactuar con sus ligandos, asi mismo permite
conocer las alteraciones de estabilidad que esta sufriria, otra de las ventajas que
presenta esta técnica es que una vez obtenidas las interacciones objetivo se pueden
evaluar propiedades importantes como toxicologia, selectividad, viabilidad, entre
otras. Lo que al final resulta en un compuesto con potencial farmacolégico (Hanauer
etal., 2007) & (Yang et al., 2012).

1.1.4.3. Docking molecular

Especificamente esta técnica evalGa las condiciones necesarias para la interaccion
entre pequefias moléculas denominadas ligandos que estan disponibles en bases de
datos a nivel mundial y que podrian unirse en un sitio determinado a proteinas de
interés que podrian ser inhibidas o activadas, el objetivo del docking es el
acoplamiento molecular tridimensional guidndose de parametros fisicoquimicos que
experimentalmente ya se conocen como la fuerza de los enlaces, las interacciones
hidrofobicas e hidrofilicas, campos de fuerza, posibles angulos de torsion en las
isomerizaciones, etc (Meng et al., 2011). El proceso de Docking normalmente se
entiende en tres etapas que son: la preparacién de las moléculas pequefias en este caso
ligandos, las moléculas grandes que son proteinas en su mayoria, luego el
establecimiento del modo de acoplamiento donde siempre suele obtenerse buenos
resultados con un proceso semiflexible, aunque existen los rigidos y flexibles. Y

finalmente la seleccion del tipo de bldsqueda sistemética (Pagadala et al., 2017).

1.1.4.4. Preparacion de las moléculas

Las estructuras tridimensionales preferentemente deben obtenerse mediante bases de
datos oficiales ya que estas proporcionan archivos avalados bajo parametros de
cristalizacion y resolucion, ademas todo esto con configuraciones optimas de afinidad

para ligandos que pueden ser o no naturales. Por lo general las bases de datos con



estructuras en formato .pdb optimas de estudio suelen ser Protein Data Bank (PDB) y
Protein Data Bank in Europe Knowledge Base (PDBe-KB), sin embargo, ciertas
proteinas que no se encuentran en estas bases de datos o que no han sido cristalizadas
se pueden disefiar o recuperar de bases de datos de simulacién en AlphaFold. Si bien
casi todas las proteinas se encuentran en el PDB algunas de estas vienen dimerizadas,
con interacciones de ligandos o con residuos de aminoacidos, incluso con particulas
de agua, en estos casos hay que valerse softwares como Pymol o Chimera para liberar
a la proteina de toda clase de interferencias y el mismo proceso se hace con el ligando,
pero todo por separado (Madhavi Sastry et al., 2013).

1.1.4.5. Acoplamiento rigido o flexible

El tipo de acoplamiento molecular entre la proteina y el ligando por lo general debe
ser un proceso semiflexible ya que la proteina como tal no puede desdoblarse o tener
muchos grados de libertad al estar en su total estructura estable y con la minima
energia por lo tanto, el ligando es el que habra de girar, rotar y ablandarse para el
correcto acoplamiento en el sitio de union de la proteina, para tal caso los ligandos a
veces se encuentran en forma bidimensional que con ciertos softwares como Vina de
Autodock se pueden convertir a estructuras tridimensionales, sin embargo un paso
importante es agregarles libertar de torsion para que los angulos que conforman esas
moléculas pequefias adquieran cierta energia y puedan desdoblarse de modo que es

mas practica la interaccion posteriormente.

Sin embargo esto no ocurre en el acoplamiento rigido o flexible, ya que son procesos
claramente determinados, en el acoplamiento rigido, no hay opcion a la flexibilidad
por ninguna parte de las moléculas, este técnica precisa encajar ligandos y proteinas
especificas, por otro lado el acoplamiento flexible da total libertad a la alteracién
funcional que podria sufrir el complejo proteina-ligando y no es recomendable porque
se pierde varios parametros importantes a tomar en cuenta y ademas es un proceso que
requiere de gran esfuerzo computacional (Alogheli et al., 2017) & (Lexa & Carlson,
2012)



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

La puntuacién que determina la drugabilidad del ligando que se ha unido a la proteina,
depende de varios parametros y algoritmos que se le otorgue al software ya sea
Autodock u otro, ya que en este proceso el ligando no solo busca una forma de unirse
a la proteina si no que se calcula una cantidad exagerada de posiciones por los cuales
el ligando estableceria contacto con la proteina, de modo que se evalla grados de
torsion, afinidad, fuerza de enlaces, distancia de los mismos y energia libre, de modo
que las condiciones optimas en la formacién del completo siempre estarian a favor de

una menor energia libre (Helgren & Hagen, 2017).

1.2. Objetivos
1.2.1 Objetivo General
e ldentificar nuevas dianas terapéuticas para el Cancer Papilar de Tiroides
mediante técnicas bioinformaticas que permitan el desarrollo de nuevos

farmacos.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Comprender las principales bases genéticas del Cancer Papilar de Tiroides
enfocadas a la busqueda de posibles dianas terapéuticas en diferentes bases de
datos biologicos.

e Integrar los resultados de las bases de datos de enfermedades mediante el
disefio de redes bioldgicas de interaccion para los genes que presentan
variantes, fusiones y mutaciones asociadas al Cancer Papilar de Tiroides.

e Seleccionar las dianas terapéuticas candidatas mediante validacion e
identificacion en la base de datos DrugBank.

e Verificar la viabilidad de las dianas terapéuticas en funcion de la estructura
molecular obtenidas de la base de datos Protein Data Bank.

e Establecer las moléculas candidatas con los dominios seleccionados en la
identificacion de compuestos bioactivos con potencial uso en investigacion,

desarrollo y disefio de nuevos farmacos.
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CAPITULO I

METODOLOGIA

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

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 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 investigacion se valio de bases de datos de enfermedades como MalaCards, KEGG,
GeneCards, Disgenet, Orphanet, NCBI, PubMed, Scielo, Nature para recopilar
informacidn acerca de las bases moleculares de la enfermedad del cancer papilar de
tiroides PTC para entender las modificaciones y disfunciones que sufren los genes en
este proceso.

2.2.2. Obtencion de genes

2.2.2.1 MalaCards

Dentro de los datos arrojados para la busqueda de cancer papilar de tiroides PTC se
identificd opcion con mas asertividad a la enfermedad, consecuentemente se
selecciond la entrada Thyroid Cancer, Nonmedullary, 1 (NMTC1) con grandes
interacciones y congruencias con Papillary Carcinoma of Thyroid que incluso esta
indexado en el apartado de sindbnimos para esta enfermedad con una puntuacién de
MIFTS de 56, estos valores refieren a el nivel de informacidn que posee la entrada en

la base de datos.

2.2.2.2 Harmonizome

La base de datos Harmonizome posee librerias de gene y librerias de enfermedades
relacionadas con genes de modo que se eligi6 la opcion “gene set” con entrada de la
enfermedad PTC en inglés: papillary thyroid cancer. Los resultados mostraron que hay
mucha informacién incompleta dentro de la base de datos al evaluar cada una de las
opciones obtenidas, sin embargo, se procedio al andlisis de la entrada “papillary
thyroid carcinoma” para evaluar gen por gen las similitudes y congruencias con la
anterior revision en Malacards de modo que se selecciond los genes que comparten
interaccion y sobre los que se tuvo puntuacion con el fin de evaluar en un posterior

analisis.
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2.2.2.3 OMIM

Al ingresar el nombre y las palabras claves para la busqueda en esta base de datos se
evidencio que hay escases de especificidad para esta enfermedad, de modo que se
seleccioné la entrada similar a la de Malacards que fue THYROID CANCER,
NONMEDULLARY, 1; NMTCL1 sin embargo, esta presento solo un gen el cual fue
NKX2-1, que concuerda y corresponde con la informacion del cancer papilar de
tiroides asi que se analiz6 la informacion de ese gen en este portal y se considero para
las futuras interacciones y congruencias en la participacion de la enfermedad objetivo

de estudio.

2.2.2.4. KEGG

Esta base de datos aport6 informacion valiosa sobre las rutas metabdlicas tanto de la
enfermedad como de los genes participantes en las cascadas que desembocan las
disfunciones y desregulaciones en el proceso de carcinogénesis de PTC, la ruta general
de laPTC sugiere un proceso un poco simple y no posee varios de los genes reportados
en literatura sin embargo dio una clara idea de como intervienen los genes mas

representativos en la enfermedad.

2.2.2.5 Disgenet y Orphanet

Al introducir “papillary thyroid cancer” las entradas arrojadas por Disgenet base de
datos fue positiva ya que posee una amplia biblioteca de genes reportados con relacion
al cancer papilar de tiroides entre los cuales se encontrd la mayoria de genes expuestos
por Malacards y ademas con una breve descripcion de los mismos y mas informacion
a través de un indexado a NCBI, de la misma manera Orphanet en sus resultados
mostro varios articulos de interés relacionados al cancer de tiroides y otros carcinomas

con varios de los genes antes ya encontrados.
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2.2.2.5. Seleccién de los genes mas relevantes

En funcion del score obtenido para cada gen por las diferentes bases de datos, también
tomando en cuenta la relacion gen-enfermedad, ademas de la congruencia con otros
genes y con informacion de literatura reportada, se procedi6 a la seleccion de los genes
que se consideran mas relevantes en el cancer papilar de tiroides, de estos se
caracterizaron en grupos de acuerdo a su disfuncién y relacién existente. De modo que
las disfunciones que presentaron y por las cuales se clasificaron son: reordenamiento
cromosomico, desregulacion en la actividad transcripcional y activacion de

sefalizacion descontrolada.

2.2.3 Integracion de los datos

Con la ayuda del programa Cytoscape con plugin GeneMania especializado en
recopilacion de genes, se generd una red bioldgica de interaccion con la entrada de los
genes seleccionados como representativos para PTC, por lo tanto, se establecié una

hipotesis para determinar los principales genes para priorizar en su investigacion.
Se realizé los siguientes pasos:

a. Ingreso de datos de genes mutados en Cytoscape y seleccién de modo Homo
sapiens.

b. Generacion de red bioldgica de interaccién mediante plugin GeneMania dentro
de Cytoscape.

Una vez generada la red de interaccion se considerd los genes con interaccion mas
fuerte basandose en los nodos que los constituian ya que la interaccién no mostro
mucho reconocimiento de los genes expuestos y a su vez arrojo genes a adicionales
que verificados bibliograficamente constituyen genes de enfermedades ajenas a el
cancer papilar de tiroides de manera que solo se tomd en cuenta tres genes por su

interaccion y puntuacion con mas nodos, estos fueron BRAF, RET y TP53.
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2.2.4 Validacion de genes seleccionados

En la base de datos del DrugBank con entrada de cada uno de los nombres y sinénimos
de los genes respectivos se investigo posibles opciones farmacoldgicas y ligandos. Se
obtuvo varios resultados con ciertos farmacos disponibles y otros en fase de desarrollo,
asi como también en fase experimental. Sin embargo, algunas opciones para el caso
de TP53 y BRAF en su mayoria no se sabe que funcion especifica cumplen, de modo
que constituyen una oportunidad para la aportacion de més dianas terapéuticas para el
tratamiento del PTC.

2.2.5 Prueba de viabilidad de dianas terapéuticas

Para identificar la drugabilidad que existe en los dominios de las proteinas objetivo se
utilizé la web Protein Plus que pertenece a la Universidad de Hamburgo y que permite
mapear la proteina a través del cddigo proporcionado por el PDB, una vez ingresado
el cddigo de la molécula receptor se selecciond la herramienta DoGSiteScorer siendo
esta una de las multiples herramientas con las que cuenta. Los parametros de
DoGSiteScorer permiten la prediccion de interacciones de las dianas con otras
moléculas como ligandos, proteinas ademas de interacciones por puentes de
hidrogeno, todo esto en un entorno de modelado 3D por lo que se procedio a obtener
el grado de drugabilidad y con este seleccionar el mejor puntuado asimilando como

optimo sitio de unién.

Posteriormente el gen BRAF evaluado con DoGSiteScorer mostro la mejor
configuracién posible para el segmento P_2 con capacidad voumetrica de 1192,96
A3, profundidad de 1489,14 A? y un potencial drugable de 0,81.

2.2.6 Busqueda de moléculas con posible interaccién frente a las dianas

Se calculd mediante AutoDockTools las cordenadas de la Box Grid tanto para las
dimensiones como para la localizacion espacial del sitio de union con los restos de
aminoéacidos puntuales especificados con este mismo software, de modo que se situd
la Grid dentro del area de dominio méas probable para que exista una interaccion de

proteina-ligando obteniéndose asi los valores para la Grid Box de:

15



Dimensiones de la Grid Box BRAF:

X=158

Y=52

Z=52

Dimension de localizacién espacial Grid Box BRAF:
X=3.0

Y=24.00

Z=-46.109

2.2.7 Cribado Virtual

Para que el cribado por Vina que estd incorporado a MIOpenScreen obtenga los
mejores resultados se utilizo la estructura tridimensional procesada, esto quiere decir
que se elimind cualquier tipo de residuo indeseable, asi como también moléculas de
agua y posibles ligandos que vinieron adherida a las proteinas cristalizadas que fueron
descargadas del PDT. Una vez cargado el archivo en formato .pdb en la web se
selecciond Custom parameters para poder introducir asi las coordenadas del sitio de
unién tanto en dimensiones como en localizacion espacial que fueron determinados

por la Grid Box en AutodockTools.

2.2.8 Andlisis de la toxicidad de las moléculas

Se utilizé el software Vega de modelos QSAR con el fin de evaluar la actividad
bioldgica que estos ligandos producen una vez se ha formado el complejo proteina-
ligando, estas evaluaciones son sometidas a filtros algoritmicos en funcion de analisis
fisicoquimicos, estructura quimica y otros. Posteriormente estos se filtraron a través
de pruebas de interés entre las que destacan mutagenicidad, hepatotoxicidad y
carcinogénesis mediante los codigos Simplifiel molecular-input line-entry system
(SMILES) de dichos farmacos.
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Finalmente, estas propiedades de cada molécula se analizaron y se verificaron
bibliograficamente para la confirmacién de la posible viabilidad en los farmacos

obtenidos.

CAPITULO 11l

RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1 Andlisis y discusion

3.1.1 Anélisis de las bases de datos

La extraccion de 34 genes de la plataforma Malacards sugiri6 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 el
cancer papilar de tiroides, por lo mismo se tiene un score que indica que varios estudios
e investigaciones previos corroboran el protagonismo de genes como el BRAF, TP53
y NKX2-1 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 el PTC, lo que
conllevd a una exhaustiva busqueda por otras bases 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 PTC. 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 metabdlicas
proporcionadas por el KEGG mostraron claramente que existe una intervencion clave
del gen BRAF para la excesiva activacion de la via de sefializacion BRAF/MAPK, Por
lo tanto, la mutacion BRAF juega un papel central en la tumorigénesis y el desarrollo
de PTC.
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Figura 1. Ruta de activacion de la via de sefializacion BRAF/MAPK (Mitogen-
activated protein kinase)
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Tabla 1. Genes relacionados a la aparicion de cancer papilar de tiroides obtenidos de las bases de datos en relacion gen-enfermedad.

Genes

NKX2-1*

BRAF *

RET*

MIR221 *

MIR222*

SFTA3*

TP53*

MIR146A*

Disfuncién

Irrupcion de actividad
transcripcional

Activacion descontrolada
de sefializacion MAPK

Reordenamiento
cromosémico

(Regulacion) actividad
transcripcional

(Regulacién) actividad
transcripcional

fusion a BRAF -
sufactacion tension ocular

(Regulacion) actividad
transcripcional

(Regulacién) actividad
transcripcional

Proteina

NK2 Homeobox 1

B-Raf Proto-Oncogene, Serine/Threonine
Kinase

Ret Proto-Oncogene

MicroRNA 221

MicroRNA 222

Surfactant Associated 3

Tumor Protein P53

MicroRNA 146a

DATABASE
MalaC. OMIM Harmoni KEGG Orph Glgr?e Disgenet
1358,91 Si 1,36684 Si Si 600635 0,7
421,89 si 1,29047 Si si 164757 0,9
458,85 Si 2,44083 Si Si 164761 0,6
400 no 1,103 no no 300568 0,1
400 no no no si 300569 0,1
400 no no no no no no
400 no no no Si 191170 no
350 no no no no 610566 0,01
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9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

APELA

BANCR

CCND2-AS1

DCTN1-AS1

GAS8-AS1

H19

HAGLROS

HOTAIR

HOTTIP

HULC

LINC-ROR

Renovacion células madre

Activacién descontrolada
de sefializacion MAPK

Supresion de tumores,
regular la expresion de N-
cadherina y vimentina

(Regulacién) actividad
transcripcional

(Regulacién) actividad
transcripcional - supresor
de tumores
(Regulacién) actividad
transcripcional - supresor
de tumores

(Regulacién) actividad
transcripcional

(Regulacion) actividad
transcripcional

Regulacion de la via miR-
615/1GF-2

(Regulacién) actividad
transcripcional

(Regulacion) actividad
transcripcional

Apelin Receptor Early Endogenous Ligand
BRAF-Activated Non-Protein Coding

RNA
CCND2 Antisense RNA 1

DCTN1 Antisense RNA 1

GASS8 Antisense RNA 1

H19 Imprinted Maternally Expressed
Transcript

HAGLR Opposite Strand LncRNA
HOX Transcript Antisense RNA

HOXA Distal Transcript Antisense RNA
Hepatocellular Carcinoma Up-Regulated

Long Non-Coding RNA

Long Intergenic Non-Protein Coding RNA,
Regulator Of Reprogramming

150

150

150

150

150

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

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

Si

Si

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

103280

618209

no

no

612210

Si

no

0,01

0,01

no

0,35

no

no

0,02

0,01

no

no
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20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

LNCNEF

LOC729966

MALAT1

MEG3

NAMA

NEAT1

PTCSC1

PTCSC2

PTCSC3

PVT1

(Regulacion) actividad
transcripcional

(Regulacién) actividad
transcripcional

(Regulacion) actividad
transcripcional - supresor
de tumores

(Regulacion) actividad
transcripcional - mediante
la modulacion de la
expresion de miR-129-5p
[ KLK7

Pertenece a IncRNA

Pertenece a IncRNA

Pertenece a InNCRNA -
regula FOXE1 en el locus
de riesgo de céncer de
tiroides 9922
Pertenece a IncCRNA
(Regulacién) Inhibe la
progresion tumoral

LncRNA Neighboring Enhancer Of
FOXA2

Uncharacterized LOC729966

Metastasis Associated Lung
Adenocarcinoma Transcript 1

Maternally Expressed 3

Non-Protein Coding RNA, Associated
With MAP Kinase Pathway And Growth
Arrest

Nuclear Paraspeckle Assembly Transcript
1

Papillary Thyroid Carcinoma Susceptibility
Candidate 1

Papillary Thyroid Carcinoma Susceptibility
Candidate 2

Papillary Thyroid Carcinoma Susceptibility
Candidate 3

Pvtl Oncogene

150

150

150

150

150

150

150

150

150

150

no

no

no

no

no

no

Si

no

Si

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

Si

no

no

no

no

no

no

no

no

Si

no

no

612769

no

no

614821

165140

no

no

0,03

no

0,01

0,04

no

0,03

0,34

0,01

22



30

31

32

33

34

Pertenece a INcRNA Small Nucleolar RNA Host Gene 12

SNHG12 (Regulacién) actividad 150
transcripcional
TRIM36 Intronic Transcript 1
TRIM36-1T1 Pertenece a InCRNA 150
i i MicroRNA 138-1
MIR138-1 (Regulauo_n) f_;lctlwdad 50
transcripcional
o i MicroRNA 138-2
MIR138-2 (Regulamo_n) gctlwdad 50
transcripcional
(Regulacion o expresion ~ MicroRNA 146b
MIR146B aberrante) actividad 50

transcripcional

Si

no

Si

no

Si

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

613394

no

610567

0,03

no

no

no

0,1

Tabla 2. Genes élite seleccionados para la investigacion y creacion de red bioldgica de interaccion por Cytoscape

# Genes Disfuncién

Proteina

1  NKX2-1* Irrupcion de actividad transcripcional

2 BRAF * Activacion descontrolada de sefalizacién MAPK

NK2 Homeobox 1

B-Raf Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase
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o

9

10

11

12

13

14

RET*

SFTA3*

MIR221 *

MIR222*

TP53*

MIR146A*

BANCR

GAS8-AS1

H19

HOTAIR

HULC

LINC-
ROR

Reordenamiento cromosomico
Fusion a BRAF - sulfatacion tension ocular

(Regulacion) actividad transcripcional

(Regulacion) actividad transcripcional

(Regulacion) actividad transcripcional

(Regulacion) actividad transcripcional

Activacion descontrolada de sefializacion MAPK

(Regulacion) actividad transcripcional - supresor de tumores
(Regulaciodn) actividad transcripcional - supresor de tumores

(Regulacion) actividad transcripcional

(Regulacion) actividad transcripcional

(Regulacion) actividad transcripcional

Ret Proto-Oncogene

Surfactant Associated 3

MicroRNA 221

MicroRNA 222

Tumor Protein P53

MicroRNA 146a

BRAF-Activated Non-Protein Coding RNA

GASS8 Antisense RNA 1

H19 Imprinted Maternally Expressed Transcript

HOX Transcript Antisense RNA
Hepatocellular Carcinoma Up-Regulated Long Non-
Coding RNA

Long Intergenic Non-Protein Coding RNA, Regulator Of
Reprogramming
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15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

LNCNEF (Regulacion) actividad transcripcional LncRNA Neighboring Enhancer Of FOXA2
MALAT1 (Regulacion) actividad transcripcional Metastasis Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1

MEG3 (Regulaciodn) actividad transcripcional - supresor de tumores Maternally Expressed 3

(Regulacion) actividad transcripcional - mediante la

NEAT1 modulacién de la expresién de miR-129-5p / KLK7 Nuclear Paraspeckle Assembly Transcript 1
PTCSC3 Pertenece a IncRNA/- regula '.:O.XEl en el locus de riesgo de Papillary Thyroid Carcinoma Susceptibility Candidate 3
cancer de tiroides 9922
PVT1 Pertenece a INcRNA (Desregulacion) Inhibe la progresion Pvt1 Oncogene
tumoral
SNHG12 Pertenece a INcRNA (E?esregulacmn) actividad small Nucleolar RNA Host Gene 12
transcripcional

MIR138-1 (Regulacion) actividad transcripcional MicroRNA 138-1

MIR138-2 (Regulacion) actividad transcripcional MicroRNA 138-2

MIR146B  (Regulacién o expresion aberrante) actividad transcripcional MicroRNA 146b
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Los registros en la tabla 1 exponen 34 genes que comparten relacion en cuanto a la
disfuncion que previamente se ha identificado, no obstante, varias de estas similitudes
aln estan en etapas tempranas de investigacion y requieren varias fases de estudio
antes de confirmar que todas estas justifican la posible aparicion del PTC ya que
algunas ni siquiera se han probado con anélisis experimentales, registros o historiales
clinicos, pero se tienen simulaciones y predicciones. El principal fendmeno que se
tiene identificado como un propulsor para el PTC es el desencadenamiento de la
cascada MAPK por sus siglas en inglés y que hace referencia a la via de activacion de
la proteina quinasa que se activa por mitdgeno, esta proteina es la responsable de
direccionar varios de los estimulos de las respuestas celulares y en la gama de estos se
tiene el estrés osmotico, citosinas pro-inflamatorias, choque térmico, etc. (Loo et al.,
2018) & (Kim et al., 2014). Adicionalmente se ha identificado el papel crucial que
juega el gen BRAF dentro de este acontecimiento por lo que es un candidato idoneo
en esta investigacion ya que se cuenta con datos recopilados a lo largo de mucho
tiempo. Por otro lado, la falta de datos validados sobre genes como APELA, CCND2-
AS1, DCTN1-AS1, HALGROS, HOTTIP, LOC729966, NAMA, PTCSC1, PTCSC2,
y TRIM36-IT1 puede sesgar la busqueda de dianas en un sentido incorrecto por lo que

se descartd la incorporacion de estos.

3.1.2. Analisis de la integracion de datos

Las disfunciones clave para relacionar la aparicion del cancer papilar de tiroides entre
los genes élite son la activacion descontrolada de sefializacion MAPK y los cambios
en las regulaciones transcripcionales que sufren estos genes, que en su mayoria son
reordenamientos cromosodmicos o fusiones a otros genes para finalmente corromper
alguna actividad propia y desembocar en MAPK (Borrelli et al., 2019). Los analisis
presentados por la interaccion de la red bioldgica mediante Cytoscape mostraron una
reduccion inesperada de los genes élite antes seleccionados, asi como la aparicion de
otros que investigados en literatura y ensayos experimentales poco tienen que ver con
el inicio del cancer papilar de tiroides. Sin embargo, los resultados demuestran que

fuertes interacciones se hallan en las zonas de nodos por los cuales se atraviesa tanto
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BRAF como TP53, este ultimo es el que codifica para una proteina supresora de
tumores (McFadden et al., 2014).

Tabla 3. Genes de interaccion en la aparicion de PTC en cytoscape con Genemania

gene hame Iog score score
DOK5 -632.658.816.139.027 0.0017881241645338886
MAPK3 -6.295.617.918.361.390 0.001844369271206181
RARA -6.250.014.807.035.960 0.0019304255521355174
OIP5 -61.888.320.660.196.900  0.0020522222141929336
KSR2 -6.172.914.034.073.060 0.0020851509379006816
ARAF -6.156.834.783.646.080 0.002118949602409048
GATAG -6.133.434.691.612.320 0.0021691179003381356
RPL13A -6.091.241.193.218.310 0.0022625988489106685
CUL9 -6.084.301.133.404.510 0.002278356034918827
SGMS1 -6.063.305.147.376.540 0.002326698085020784
RAF1 -6.055.695.514.241.350 0.002344470940555732
HINFP -6.021.909.754.861.960 0.002425033949584654
MAP2K2 -59.713.659.996.638.800  0.0025507547080383386
SHC3 -5.932.045.894.684.170 0.0026530485745993593
KRAS -5.830.913.853.573.230 0.0029353932345387856
GFRA1 -5.760.649.684.836.510 0.0031490650339037196
NCOAZ2 -56.993.924.031.869.400  0.0033479990731664633
CCDC59 -5.507.710.627.808.340 0.004055381040325712
MDM2 -5.402.499.387.022.330 0.00450530635446833
MAP2K1 -5.166.079.905.419.720 0.0057068966015554334
TP53 -0.2627377016520788 0.7689435634879991
BRAF -0.1179252829686207 0.8887624558261618
NKX2-1 -0.07104976019649266 0.931415543553981
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RET -0.06850926676729714 0.9337848068969181
APELA -0.0025692477795969176 0.9974340499126788
SFTA3 -3,29E+02 0.9999999999999671

O HlNOFP ‘

CUL9 SFTA3
O
OIPS @
ARAF
P53
@) (@)
SGMs1 @) KSR2
CCDC59 O KRAS RAF1
MDM2 O 9
S MAP2K2
O MAPK3
GATRR MAP2K1
NKX2:1 ©
NCOA2 RARA
SHC3
O ®
GFRA ‘ RPL13A
RET
o
DOKS

Figura 2. Interaccién molecular gen BRAF por Cytoscape

Los resultados muestran que en la interaccion de los genes objetivo conjuntamente con

genes afadidos automaticamente por genemania crean 26 nodes y 167 edges,

visiblemente se aprecia una gran cantidad de edges en la zona del gen BRAF es asi

que en la figura 2 se confirma la presencia de 28 edges que ligan al protagonismo de

la via de sefializacion MAPK a dicho gen. Mientras que para el gen TP53 se tiene 15

edges, datos validados afirman que también es un gen importante dentro del PTC.

Adicionalmente se encuentran en gran interaccion nodos como los generados por
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MAP2K1, MAP2K2 y MAPKS3, claramente estos confirman la relacion que existe
entre la activacion de la via de sefializacion con el gen BRAF que se tomO como
objetivo fundamental por su participacion en la aparicion del PTC cuando ocurre una
mutacién dentro de este y de la cual se conoce como BRAFv666e (Yaeger &
Corcoran, 2019).

El BRAF con mutacion V600E es provocada por la mutacién de valina a &cido
glutdmico en la posicion 600 se encuentra en mas del 50% de los tumores malignos de
tiroides en general. La mayoria de las mutaciones en el cancer de tiroides involucran
las vias de sefializacion MAPK y PI3K-AKT. El gen BRAF es una serina-treonina
quinasa que se transloca a la membrana celular posterior a unirse y activarse por RAS,
esto da como resultado la fosforilacion y activacion de la proteina quinasa activada
por mitdgeno 0 MAPK 'y otros procesos aguas abajo de la via de sefializacion (Loo et
al., 2018). Segun los estudios actuales, la mutacion BRAF existe exclusivamente en
PTC y cancer de tiroides anaplasico ATC derivado de PTC y no se tiene evidencia en
otros tipos histoldgicos de cancer de tiroides como el cancer de tiroides folicular FTC
o el cancer de tiroides medular MTC (Kim et al., 2014).

HINFP

CcuLs SFTA3
O

OIPG = O

ARAF
TP53 v
SGMS1 — -
CCDC59 KRAS\' .

MDM2
O
(9] MAPK3 —
GATAB BRAF
NKX2-1 NCcOA2 RARA

SHC3

O @
GFRA1 ‘ RPL13A

RET

2]
DOKS

Figura 3. Edges con mayor participacion en la interaccion bioldgica del PTC con
objetividad en BRAF
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3.1.3 Andlisis de la validacion de los genes seleccionados

Varios de los genes propuestos para la investigacion han sido estudiados y algunos de
estos presentan farmacos asociados a diferentes enfermedades que posiblemente
contribuyen a su tratamiento, por lo tanto, existio la necesitada de una exhaustiva
busqueda en la base de datos Drugbank y otras plataformas para evidenciar la
existencia de estas dianas en forma de farmacos. En la tabla 4 se exponen los genes
objetivo seleccionados con posibles farmacos, asi como también su accion terapéutica
enel PTC.

Tabla 4. Farmacos existentes y potenciales para combatir el PTC.

P G o A
1 NKX2-1 - No -
2 BRAF 12 Si Si
3 RET 11 Si Si
4 MIR221 - No -
5 MIR222 - No -
6 SFTA3 - No -
7 TP53 8 Si Si
8 MIR146A - No -
9 BANCR - No -
10 GAS8-AS1 - No -
11 H19 - No -
12 HOTAIR probable No No
13 HULC - No -
14 LINC-ROR - No -
15 LNCNEF - No -
16 MALAT1 probable No
17 MEG3 - No

18 NEAT1 probable No
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19 PTCSC3 - No -

20 PVT1 - No -
21 SNHG12 - No -
22 MIR138-1 - No -
23 MIR138-2 - No -
24 MIR146B - No -

La tabla 9 describe algunos de los farmacos y ligandos que se han encontrado como
posible tratamiento cuando ha aparecido el cancer papilar de tiroides, sin embargo,
muchos de ellos incluso se emplean en otro tipo de tratamientos, lo que no es exclusivo
del PTC y que demuestra una falta de investigacion dentro de la comunidad cientifica
e incluso cuando ya se estan estudiando no superan los filtros de validacion al estar en
fases experimentales (Wang et al., 2017), algunos de estos farmacos encontrados son
ligandos que se proponen para hacer las interacciones moleculares ya sea por Docking
Molecular o andlisis matematico , por lo tanto representa una manera oportuna de
contrastar con el resultado del cribado virtual mas adelante expuesto. Adicionalmente
varios de los farmacos encontrados tales como el Sorafenib, Fostamitinib o Dabrafenib
son utilizados en el tratamiento de varios canceres bien diferencias, quiza el mas
puntual referente al tratamiento para PTC sea el Zelboraf, este incluso se puede
encontrar en el mercado como producto de laboratorios Roche en presentacion de
capsulas de 240mg, su principio activo es Vemurafenib y que de igual manera
comparte propiedades similares a los otros ya mencionados en cuanto a la inhibicion

de BRAF independientemente del carcinoma que se esté tratando (Park et al., 2021).
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3.1.4 Prueba de viabilidad de las dianas terapéuticas

Entendiendo que el principal proceso a abordar es la sefalizacion MAPK por la
mutacion del gen BRAF se procedié a la evaluacion de una zona probablemente
drugable con el fin de encontrar las mejores cavidades posibles en las que pueda
encajar un ligando y cambie asi el comportamiento estructural y funcional del gen
cuando codifica sus proteinas. Esta estructura se tomd con una blsqueda previa por la
plataforma del instituto de gendmica de la Universidad de California Santa Cruz
(UCSC) para valorar qué modelo es mas estable y este respaldado por ensayos
experimentales. Es asi que se seleccion6 como el mejor candidato a la estructura
(Homo sapiens B-Raf proto-oncogene, serine/threonine Kkinase (BRAF),
transcript variant 13, mRNA) por ser la mas estandar y con gran aceptabilidad en el
ensamblaje humano Feb.2009(GRCh37/hg19). Se realizd la badsqueda del modelo
tridimensional 4AMNF en el Protein Data Bank mediante secuenciacion gendémica para
asegurar una busqueda lo mas cercana al objetivo y de ahi procesar el PDB del gen
BRAF. Finalmente utilizando DoGSiteScorer se probd la drugabilidad de la estructura
del gen BRAF para una sola cadena procesandola y limpiandola con el fin de reducir
el exceso de residuos de aminoacidos, moléculas de agua y sobretodo pequefios

ligandos que pueden estar interactuando previamente (Madhavi Sastry et al., 2013).

Tabla 5. Cavidades puntuadas con probabilidad drugable de BRAF gen objetivo.

Nombre  Volumen A3 Surface A*2 Drug Score

P_O 1192,96 1489,14 0,81
P_1 288,9 455,06 0,73
P_2 225,54 462,81 0,54
P_3 202,75 441,9 0,44
P_4 186,11 303,84 0,43
P_5 161,6 406,03 0,27
P_6 147,26 343,79 0,31
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En la tabla 10 se observan los tres principales sitios drugables aceptables para una
posible interaccion mediante docking o busqueda por cribado en MTIOpenScreen ya
que en una escala que va desde el 0 hasta el 1, una de las consideraciones que se debe
tomar es que el drug score no debe ser menor a 5 (Volkamer et al., 2012) &
(Volkamer et al., 2012), basado en eso se estimé el mejor sitio drugable como el
pocket_0 al observar que la estructura presenta una cavidad volumétrica de 1192,96
Angstroms cubicos y una superficie de 1489,14 Angstroms cuadrados, por lo tanto es
el sitio drugable que se considerd para los andlisis puesto que la drugability es
directamente proporcional al espacio de la pocket, por lo tanto es el punto idoneo
donde las posibles dianas que puedan interactuar y sean una opcion de estudio para la
via de sefializacién de la kinasa activado por mitdgeno en el cancer papilar de tiroides.
En la figura 6 se muestra la estructura modificada del gen BRAF encontrada como
4AMNF en PBD y modificada a una sola cadena para evaluarla en el DoGSiteScorer.
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Figura 4. Pocket_0 de la probabilidad mayormente drugable de BRaf Proto-

Oncogene, Serine/Threonine Kinase

34



3.1.5 Andlisis del cribado virtual con MTiOpeenScreen

En analisis de la busqueda de dianas terapéuticas mediante la plataforma
MTiOpeenScreen se configuro con la base de la estructura tridimensional en formato
PDB para el gen BRAF para ello también se selecciond la libreria de farmacos o
ligandos comercial Drug-lib, adicionalmente la plataforma permite direccionar el
objetivo de ataque mediante coordenadas de la GRID-BOX, afortunadamente estas se
determinaron a partir de los aminodcidos residuales que mostrd la pocket 0 en la
evaluacion previa del DogSite Scorer y una vez transpuestas en AutodockTools fue

posible aislar ese sitio de ataque.

Los resultados obtenidos van més alla de los 1000 ensayos de ligandos y farmacos con
docking molecular en el cribado del MTiOpeenScreen (Lagarde et al., 2019) &
(Labbé et al., 2015). Por lo tanto, los primeros 100 resultados fueron analizados de

manera arbitraria y reordenados de acuerdo a la energia de afinidad por la cual es
posible su interaccion, estas energias de afinidad van desde -13,2 hasta -10,8% . No
obstante para un andlisis mas riguroso se eligio las interacciones con energias que van
desde -13,2 hasta 11,1% con el fin de estimar las potenciales propiedades gracias a

su estabilidad de unién y para su posterior analisis de toxicidad.

En la tabla 6 se observando los resultados de los mejores farmacos candidatos a dianas

terapéuticas por su gran estabilidad energética.
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Tabla 6. Farmacos con mejor energia de afinidad como posibles dianas terapéuticas para el PTC.

Compuesto Zinc CODE  Energia nRot Codigo SMILES
ZINC00010015
Heliomycin 0837 -10,9 3 Cclec(O)c2c3c4c(cc(0)cl13)C(C)(C)C(=0)clce(O)cc(O)c(c1-4)C2=0
) ZINC00000148
Taclamine 1926 -10,1 0 clcec2e(cl)CCeleccc3cl[C@@H]2CNICCCC[C@@H]31
ZINC00000421 COclccc2[nH]c3cccdcec[n+](CCN5CCC(C6CCN(CCn+]7ccc8cec9[nH]c%10cc
Ditercalinium -9,9 9
5707 ¢(0C)cc%10c9c8
Sl ZINCO0000B21 5 C[C@@H]IC[C@@]2(C)[C@@H](CC[C@H]3[C@@H]4CC[C@H](O)[C
olazine -9,
4506 @@J4(C)CC[C@
R428 ZINC00005195 07 ; Nclnc(Nc2cee3c(c2)CC[C@@H](N2CCCC2)CC3)nnl-clcc2c(nnl)-
1669 ' clccceclCCC2
ZINC00001979
Vinburnine 6061 -9,6 1 CC[C@]12CCCN3CCc4c(n(c5cceecd5)C(=0)Cl)[C@@H]32
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10

11

12

13

14

Florantyrone

Vismodegib /
Erivegde

Paranyline

Bagrosin

Flutroline

Nebivolol

Alfatradiol

Astemizole

ZINC00000203
6732

ZINC00004089
9447

ZINC00000148
2136

ZINC00002666
3185

ZINC00004959
0112

ZINC00000421
3946

ZINC00000383
0765

ZINC00000060
1274

0=C(0O)CCC(=0)clccc2e(cl)-cleceec3cece-2¢13

CS(=0)(=0)clcee(C(=0)Nc2cee(Cl)e(-c3cceen3)c2)c(Clhel

N=C(N)clccc(C=C2c3cccee3-c3ccecc32)ccl

CC1(C(=0)NC(=0)N1)C2=CC3=C(C=CC4=CC=CC=C43)C=C2

O[C@@H](CCCN1CCc2¢(c3cc(F)cece3n2-c2cce(F)ec2)Cl)cleec(F)ccl

O[C@@H](CNC[C@@H](O)[C@@H]1CCc2cc(F)ccc201)[C@@H]1CCc2cc(
F)ccc201

C[C@]12CC[C@H]3[C@H]([C@@H]1CC[C@H]20)CCCA4=C3C=CC(=C4
)O

COclccc(CCN2CCC(Ne3nc4cccce4n3Ce3ccec(F)ee3)CC2)ccl
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) ) ZINC00000148
15 Pipequaline o144 -9,3 4 clcee(-c2cc(CCC3CCNCC3)c3ccccc3n2)ccl

] ] ZINC00000153
16 Siramesine 2883 -9,3 6 Fclcce(-n2cc(CCCCN3CCC4(CC3)0OCc3ccecc34)c3ccccc32)ccl

Regorafenib/  ZINC00000674
17 ) -9,3 6 CNC(=0)clcc(Oc2cecc(NC(=0)Nc3cec(Clyc(C(F)(F)F)c3)c(F)c2)cenl
Stivarga 5272
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3.1.6 Analisis de la toxicidad de las moléculas

El andlisis del paquete QSAR-VEGA in Silico se realizd mediante la agrupacion de
los ligandos con mejores puntajes, entre estos se obtuvo 6 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 estrégeno, androgeno y tiroideo,
Disrupcion endocrina, NOAEL y LOAEL (méximo y minimo nivel de dosis antes de
efectos adversos), Clasificacion de Cramer y Hepatoxicicidad (Benfenati, 2013).

Tabla 7. Interpretaciones de datos

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

Parametro

Farmacos (de -13,2 a -11,6)kcal/mol (Grupo 1)

Taclamine

Cep-11981

R428

Liafensine

Siramesine

R428

Prediccién | Fiabilidad

Prediccién | Fiabilidad

40

Prediccién | Fiabilidad

Prediccién | Fiabilidad

Prediccidn | Fiabilidad

Prediccién | Fiabilidad




Parametro

Farmacos (de -13,2 a -11,6)kcal/mol (Grupo 1)

Taclamine

Ag-13958

Entrectinib

Solcitinib

Bifeprunox

Prediccion

Fiabilidad

41

Prediccion | Fiabilidad

Prediccion | Fiabilidad

Prediccion | Fiabilidad

Prediccion | Fiabilidad




Tabla 9. Analisis de toxicidad de farmacos con afinidad de -11,5 kcal/mol Grupo 2

Parametro

Farmacos -11,5kcal/mol (Gru

po 2)

Exatecan

Bms-833923

Seganserin

Mk3207

Prediccién | Fiabilidad

42

Prediccién | Fiabilidad

Prediccién | Fiabilidad

Prediccion | Fiabilidad

*k*




Tabla 10. Analisis de toxicidad de farmacos con afinidad de -11,5 kcal/mol Grupo 3

Parametro

Farmacos -11,4kcal/mol Grupo 3

Ritanserin | Adapalene | Afacifenacin Ar-12 Irinotecan | Uk432097 Lxr-623 | Sumarotene
F P F P F P F P F P F P F P F
* ** * * ** *%* ** *%*
* *k*k * * * * *
* * * * * ** *%*
**k*k **k*k *
* * * *
**k*k *

***

**

*k*x

k| K| k| *

**

*k*k

***

***

**

KKk
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*kx

***k

***k

**

**

*k*k

**

*k*k

**

**

**

**

**

**

**k*




Tabla 11. Analisis de toxicidad de farmacos con afinidad de -11,5 kcal/mol Grupo 4

Parametro

ﬂ-ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ-ﬂﬂﬂ

*
*
**
**
*
**
*kx
**k*
**
**k*
*
*
**

**
**
**
*
*
*
**k*
**
**k*
*
*
**k*

X X x| ¥ X
X X x| % X
x| [% I N N N E E *

**

X X
X X X X

44



Parametro

*
*
*

*
*
*

*

*

*
[ X

Tabla 12. Analisis de toxicidad de farmacos con afinidad de -11,5 kcal/mol Grupo 5

*

*

*
*

*
*
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*
*

*

*

*




Tabla 13. Analisis de toxicidad de farmacos con afinidad de -11,5 kcal/mol Grupo 6

Parametro

Farmacos -11,1kcal/mol (Grupo 6)

Florantyrone

Chir-265

Bexarotene

Aleplasinin

Conivaptan

Sanguinarium

Ag-24322

P F

**k*k

*k*k

*k*k

**

**

**k*k

P F

**

*

**

**k*k

*k*k
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P F

**k*k
**
**
**

**k*%k

**k*%k

**k*%k

P F

**
*
*

**
*

**
*

**

P F

**

*k*k

**k*k

**k*k

**k*k

P F

*k*%k

*k*k

**x

**

*k*%k

**

*k*k

P F

*
*

*




Claramente los resultados muestran a todos los farmacos analizados con potencial
mayormente toxico, la prediccion dice que aungue no se cuenten con datos
experimentales es muy posible que estas moléculas ataquen a otros 6rganos o
interrumpan otro tipo de funciones moleculares que desembocaran en complicaciones,
sin embargo es lo que hoy en dia se suele considerar para algunas enfermedades como
una realidad, puesto que para varios tipos de canceres los medicamentos severos
suelen destruir tejidos ajenos al objetivo, no obstante se ha seleccionado como
potenciales dianas terapéuticas para el cancer papilar de tiroides a un niumero selecto
de los que menos riesgos se cree que pueden causar, esto basandose en el indice mas
bajo de fiabilidad para cierto dafio, asi mismo considerando el nivel mas seguro
predicho. Finalmente, las dianas propuestas para un posible tratamiento del PTC son:
Entrectinib -11,6kcal/mol, Bms-833923 -11,5kcal/mol, Afacifenacin -11,4kcal/mol,
Floxacrine -11,3kcal/mol, Olaparib -11,2kcal/mol, Nolpitantium -11,2kcal/mol,
Aleplasinin -11,1kcal/mol. Como es de esperarse se ha descartado los farmacos con
mas potencial dafiino a la salud, pero resalta la consideracion de que ningun farmaco
seleccionado tenga potencial complicacion o los receptores tiroides por ser el principal
objetivo de estudio en esta investigacion. Sin embargo, esta propuesta de dianas
terapéuticas para el PTC representa un paso mas hacia estudios posteriores y ensayos
tanto in vitro como in vivo que se deben realizar para confirmar experimentalmente
que la administracion de los farmacos sea con total seguridad y asi obtener datos
clinicos que permitan mejorar tanto el principio activo como la farmacodinamica en

busca de mejores tratamientos para todo tipo de cancer.

Tabla 14. Posibles dianas terapéuticas encontrados para el tratamiento del cancer papilar de

tiroides.
# Farmaco Estado Aplicaciones Aplicacion
1 Entrectinib -11,6 Aprobado Cancer de pulmorl de celulas no
pequefas
2 Bms-833923  -11,5  Investigacion Eritema Anular Centrifugo
3 Afacifenacin  -11,4 Ensayos Vejiga hiperactiva
4 Floxacrine -11,3  Investigacion Antipaludico
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6
7

Olaparib
Nolpitantium

Aleplasinin

-11,2
-11,2
-11,1

Desarrollo
Investigacion

Desarrollo

Cancer ovario
Cancer de mama

Alzheimer
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se investigo gran variedad de dianas terapéuticas para el cancer papilar de tiroides,
principalmente basandose en la regulacion de la via de sefializacion MAPK donde el
mayor responsable es el gen BRAF para intentar aislar otras rutas metabdlicas como
el reordenamiento cromosdmico por parte de RET ya que se encuentra aguas mas
arriba y de las cuales las investigaciones sefialan no ser un objetivo claro de
investigacion para el desarrollo de farmacos contra el PTC. 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, etc.

Se determind que 34 posibles genes estaban involucrados en la aparicién de PTC
mediante MalaCards y sustentando la hipotesis en varias plataformas mas de bases de
datos que relacionan gen-enfermedad, sin embargo a pesar de tener bien determinado
entre la comunidad cientifica sobre los farmacos aplicados en este tipo de cancer no
se han dilucidado aun tratamientos puntuales y eficientes para este, por lo mismo se
descartd por investigacion la existencia de ciertos farmacos ligados a la aplicacion
terapéutica en PTC. De la misma manera de descart6 a los genes cuyos datos refieren
de otro tipo de complicaciones que no encajan con el modelo de interaccion para la
aparicion del cancer papilar de tiroides como CCND2-AS1, DCTN1-AS1, GASS8-
AS1, H19, HAGLROS, HOTAIR, HOTTIP, HULC, LINC-ROR, LNCNEF,
LOC729966, MALAT1, MEG3, NAMA, NEAT1, PTCSC1, PTCSC2, PTCSC3,
PVT1, SNHG12. No obstante independientemente de la enfermedad ala que refieren
en estos momentos 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.

En el gen diana BRAF se observd la ruta metabdlica que compromete su papel
fundamental en la aparicion o diferenciacion del cancer papilar de tiroides debido a

que su disfuncion altera el correcto desempefio en la regulacion de sefiales que activan
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diferentes estimulos celulares y que entre las principales esta la cascada MAPK
provocando que otros genes reciban ordenes de produccion de células de manera

descontrolada causando la carcinogénesis.

La viabilidad de las estructuras cristalograficas se identifico 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 BRAF que presentd excelentes condiciones para interaccion ligando-

molécula.

El uso de las herramientas y plataformas bioinformaticas permitié encontrar
potenciales dianas terapéuticas gracias a las interacciones moleculares, datos
experimentales, cristalizacion de estructuras y cribado virtual y andlisis de toxicidad,
este ultimo sirvid para reducir el nimero de candidatos solo 7 posibles dianas con la

mayor efectividad en el tratamiento.

4.2 Recomendaciones

La accion del principio activo de los farmacos disponibles hoy en dia para cualquier
tipo de tratamiento requieren estudios y pruebas experimentales con mucho tiempo de
seguimiento y mas aun si son modelados matematicos y predicciones mediante
quimica computaciones, sin embargo no deja de ser una oportunidad el analisis
complejo por computadora, por lo tanto se recomienda ademas de AutoDockTools
utilizar diferentes softwares como GOLD, OEDocking TK o NovaDock aunque

algunos no son open source tienen mejoras considerables en sus modelos de docking.

Los diferentes sistemas y algoritmos que utilizan las herramientas de modelado y
docking molecular, asi como también los pardmetros por los que se manejan pueden
representar un problema de incompatibilidad con estudios previos si se quiere
comparar ensayos bioinformaticos por lo que es recomendable investigar sobre las
directrices del manejo de estas herramientas en el caso de mudarse a otros plataformas

y softwares con el fin de precisar de mejor manera la busqueda de dianas objetivos.

MTiOpeenScreen utiliza la interaccion molecular para predecir de manera

tridimensional como se podria dar la union de ligando y proteina lo cual es de gran
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ayuda sin embargo se recomienda la obtencion de los modelos cristalizados de los
farmacos arrojados por el MTiOpeenScreen para hacer el docking molecular y
comparar tanto las fuerzas de union asi como las posiciones de ligacion, en varias
investigaciones se sugiere que al menos se deberian hacer 1000 interacciones, esto
debido a que los resultados muy pocas veces se repiten a no ser que se introduzca el

mismo algoritmo, lo cual sesgaria a un solo resultado y eso no es lo que se busca.

Las cadenas moleculares en las estructuras cristalizadas ya sean provenientes del PBD
o de otras plataformas muchas veces contienen residuos y fragmentos de moléculas no
deseadas, ligando o incluso algunas de estas son susceptibles de grandes cambios al
trabajan como monomeros o dimeros, por lo tanto se sugiere el andlisis bioinformatico
de tantas maneras sea posible y siempre tomando en consideracion la limpieza y
preparacion del modelo para eliminar cualquier tipo de impureza que pueda interferir

en la busqueda de dianas terapéuticas mediante quimica computacional.
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ANEXOS

&« C Y & malacards.org/card/thyroid_cancer_nonmedullary_1?search=papillary%20thyroid%20cancer#related_genes B B W oOE@s=0 . H

Genes/enhancers related to Thyroid Cancer, Nonmedullary, 1 (7 elite genes): showing 33 show less)

%-Elitegene @ @ - Cancer Census gene in cosmic @

# Description Category Score Evidence PubMed IDs.
1 NK2 Homeobox 1 Protein Coding | 135891 | Molecular basis known 5 18176457 17285841
Pathogenic * 20028213 mery)
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Anexo 1. Busqueda en MalaCards para PTC con genes elite
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Edit History Nonmedullary thyroid cancer (NMTC) comprises thyroid cancers of follicular cell origin and
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Anexo 2. Investigaciones relacionadas al PTC por genes élites previos
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Anexo 3. Andlisis de genes en Harmonizome.
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Anexo 4. Red de interaccion bioldgica para PTC, gen BRAF como actor principal
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Anexo 5. Validacion de posibles farmacos disponibles
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Anexo 6. Busqueda y andlisis de la cristalografia tridimensional del gen BRAF.
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Anexo 7. Blusqueda de pockets con mayor posibilidad drugable.
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Compound Model ID Energy 4 nRet
Taclamine_ZINC000011616858 1 -13.2 0
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Anexo 8. Cribado virtual con MTiOpeenScreen con parametros de BRAF y BOX-
GRID.
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Anexo 9. Docking Molecular por MtiOpeenScreen

Mutagenicity (Ames test)

[] select all models

Mutagenicity (Ames test) model (CAESAR) -v. 2.1.13

[] Mutagenicity (Ames test) model (ISS) - v. 1.0.3

[] Mutagenicity (Ames test) model (SarPy-IRFMN) - v. 1.0.8

[ Mutagenicity (Ames test) model (KNN-Read-Across) - v. 1.0.1
[] Mutagenicity (Ames test) CONSENSUS model - v, 1.0.4

Developmental toxicity

[] select all models

@ Developmental Toxicity model (CAESAR) - v. 2.1.8

Anexo 10. QSAR-VEGA in silico evaluacién de toxicidad de dianas obtenidas.
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