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RESUMEN EJECUTIVO

La enfermedad de Huntington (EH) es un trastorno neurodegenerativo hereditario que afecta al
movimiento, la cognicioén y el comportamiento. Se caracteriza por movimientos de corea incontrolables,
dificultad para hablar y tragar, problemas de memoria y pensamiento y cambios de humor. La EH
progresa con el tiempo y suele causar la muerte entre 15 y 20 afios después del diagnostico; el
tratamiento se centra en controlar los sintomas. Los medicamentos pueden ayudar a aliviar los
movimientos del corea, la rigidez muscular y los problemas psiquiatricos. La fisioterapia y la logopedia
también pueden ser utiles. La investigacion sobre la EH es continua, con el objetivo de encontrar nuevas
terapias y, en ultima instancia, una cura. Los cientificos estan utilizando diversos métodos, como la
bioinformatica y la informatica, para identificar genes y proteinas que puedan estar implicados en la
enfermedad. En este estudio, se utilizaron estos métodos para identificar 20 genes de élite
potencialmente implicados en la EH. Los investigadores también identificaron varias dianas
terapéuticas prometedoras, incluyendo DRD2, PDE10A y CNR1. Estos hallazgos proporcionan nuevos
conocimientos sobre las bases moleculares de la EH y pueden conducir al desarrollo de nuevos

tratamientos.

La investigacion sobre la EH es esperanzadora y hay un progreso constante hacia la comprension y el
tratamiento de esta devastadora enfermedad. Los cientificos estan trabajando duro para encontrar una

cura y, con un apoyo continuado, se espera que alglin dia se alcance este objetivo.

Palabras clave: Enfermedad de Huntington, neurodegenerativa, hereditaria, movimiento,
cognicion, comportamiento, corea, tratamiento, investigacion, genes de €lite, dianas terapéuticas.
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ABSTRACT

Huntington's disease (HD) is an inherited neurodegenerative disorder that affects movement, cognition
and behaviour. It is characterised by uncontrollable chorea movements, difficulty speaking and
swallowing, memory and thinking problems, and mood swings. HD progresses over time and usually
results in death 15-20 years after diagnosis; treatment focuses on controlling symptoms. Medications
can help relieve chorea movements, muscle stiffness and psychiatric problems. Physiotherapy and
speech therapy may also be helpful. Research into HD is ongoing, with the goal of finding new therapies
and, ultimately, a cure. Scientists are using various methods, such as bioinformatics and computer
science, to identify genes and proteins that may be involved in the disease. In this study, these methods
were used to identify 20 elite genes potentially implicated in HD. The researchers also identified several
promising therapeutic targets, including DRD2, PDE10A and CNRI. These findings provide new

insights into the molecular basis of HD and may lead to the development of new treatments.

HD research is encouraging and there is steady progress towards understanding and treating this
devastating disease. Scientists are working hard to find a cure and, with continued support, it is hoped

that one day this goal will be achieved.

Keywords: Huntington's disease, neurodegenerative, inherited, movement, cognition,
behavior, chorea, treatment, research, elite genes, therapeutic targets.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes Investigativos

1.1.1 Justificacion

Las enfermedades neurodegenerativas son un campo de investigacion muy amplio y de gran relevancia
en la biotecnologia, mediante esta se permite explorar alternativas para mitigar el impacto que ocasiona
la enfermedad en los pacientes (Nufiez Villegas, 2022). La Enfermedad de Huntington (EH) se destaca
a nivel global como una problematica neurodegenerativa urgente, dada su naturaleza hereditaria y las
manifestaciones genéticas asociadas, particularmente en el gen IT15 situado en el cromosoma 4

(Tabrizi et al., 2020).

Los signos de la EH se presentan en pacientes que tienen entre 35 y 45 afios, aunque en afos recientes
se han identificados casos en edades mas tempranas, incluso existen casos que se han presentado a partir
de los 10 afios o antes. A nivel mundial se presenta aproximadamente entre de 5 a 10 casos por cada
100,000 habitantes, en el 80% de los casos la repeticion de tripletes es por herencia paterna (Perez-
Gonzilez et al., 2019). Se estima que en la poblacion del Ecuador existen aproximadamente mas de

1,500 casos de la EH (Pavén-Realpe et al., 2014).

Es relevante destacar que esta enfermedad suele confundirse con otras afecciones, tales como Parkinson
y Alzheimer, debido a las similitudes que presentan en su sintomatologia (Patil et al., 2021). En la
actualidad, no se ha logrado evidenciar el desarrollo de terapias efectivas que permitan tratarla de forma
eficiente; se investigan soluciones que se implementan con mayor rapidez basandose en diferentes
enfoques, como por ejemplo el disefio de farmacos asistidos por computadora (DIFAC) (Martinez-
Campos et al., 2019). En este enfoque se identifican compuestos a partir de bases de datos de
interacciones, tales como proteina-ligando, con el proposito de buscar una estructura energéticamente

eficaz para el desarrollo de nuevos medicamentos (Abata Cuaycal, 2021).

La presente investigacion se enfoca en la conformacion de una Quimioteca donde se identifiquen
estructuras con posible potencial farmacoldgico y que se puedan utilizar para el tratamiento de la EH.
Esto permite mejorar el andlisis de biomoléculas y evaluar su potencial farmacologico el fin de
desarrollar nuevos farmacos enfocados en la EH, puesto que hasta el momento no se dispone de un

farmaco eficaz que pueda reducir completamente los sintomas de la enfermedad en los pacientes.



1.1.2 Enfermedades Neurodegenerativas

1.1.2.1 Investigaciones de enfermedades Neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas son afecciones que tienen un impacto directo en la esperanza de
vida de los pacientes. Se estima que se han producido avances significativos, pero atin existen lagunas
en el conocimiento de los mecanismos bioldgicos y ambientales especificos que pueden causar estas
enfermedades, lo que convierte a este problema en una de las causas de muerte mas relevantes a nivel

mundial (Ortega-Martinez, 2024a).

La neurodegeneracion se refiere al proceso gradual de pérdida estructural y funcional del sistema
nervioso causada por la muerte celular, el deterioro de la regeneracion axonal y la desmielinizacion, lo
que conduce a generar déficit neuronal que puede ocurrir junto o por separado y causar el mismo dafio
en una persona que padece estas enfermedades (Clerigué Louzado & Martin-Camara, 2023).

Conforme avanza la enfermedad, se provoca disfunciones cerebrales como la pérdida reducida o
completa de las funciones sensoriales, motoras y cognitivas, con la consiguiente pérdida temporal o
permanente de varias funciones corporales, como la sinapsis, el movimiento, la memoria, el habla, la
respiracion y la funcion cardiaca, como se observa en la Figura 1, donde se pueden visualizar las zonas
o regiones del cerebro en donde se desarrollan las enfermedades neurodegenerativas. (Hussain et al.,

2018).
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Figura 1. Principales zonas de desarrollo de enfermedades neurolégicas

Nota: Principales enfermedades neurodegenerativas, sus regiones asociadas e intervenciones
terapéuticas actuales. Cerebro izquierdo: los trastornos cerebrales se muestran en colores y en areas
representativas del cerebro. Cerebro derecho: tratamientos farmacologicos actuales y sus areas de

actividad dentro del cerebro. Adaptado de Hussain et al. (2018).



1.1.2.2 Enfermedad de Huntington.

La EH es un trastorno neurodegenerativo progresivo autosémico dominante con sintomas como corea
(movimientos involuntarios repetitivos, cortos e irregulares), distonia, trastornos de la coordinacion,
deterioro cognitivo y dificultades de comportamiento que suelen aparecer en la mediana edad.
(Sanchez-Rojas et al., 2021).

Esta provoca el deterioro y degeneracion de las neuronas en ciertas areas del cerebro, este trastorno se
debe a la replicacidn excesiva de una parte del ADN, es decir un aumento en el nimero de repeticiones
del triplete CAG en el exén 1 del gen IT-15 0 HTT (OMIM: 613004) (Pavon-Realpe et al., 2014).

La region poli-glutamato codificada por las triples repeticiones CAG de la huntingtina Figura 2, cuando
se expande, conduce a la formacion de agregados proteicos en el citoplasma que interfieren con la unién
normal de la proteina a los neurotransmisores y activan la via de sefializacion de las caspasas a nivel
mitocondrial (Abata Cuaycal, 2021).

Asi, los alelos con mas de 40 repeticiones y penetrancia completa, pueden desarrollar la enfermedad
entre la tercera y cuarta década de vida, con una esperanza de vida de 10 a 15 afios tras el diagnostico,
estos cambios en el gen provocan la contraccion y muerte neuronal por diversos mecanismos, estos
cambios neuropatoldgicos son selectivos, con una marcada pérdida celular y atrofia en el cuerpo
estriado y el putamen (Cubiles Troya, 2021). Inicialmente la enfermedad afecta a las neuronas de los
ganglios basales, luego se extiende a la materia blanca, la corteza cerebral y el hipotalamo, los sintomas

de la enfermedad empeoran a medida que esta progresa (Rodriguez-Agudelo et al., 2022).
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Figura 2. Representacion esquematica del cerebro destacando el cuerpo estriado y la patologia de la
EH en una célula neuronal.

Nota: En las células neuronales afectadas, el gen HTT mutante con un tracto de trinucle6tido CAG

expandido se transcribe y traduce a la proteina HTT mutante (mHTT). La proteina mHTT no se pliega
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correctamente y forma agregados y fragmentos que no pueden eliminarse adecuadamente de la célula
y, como resultado, se cree que causa ciertos fenotipos de enfermedades. Adaptado de Zhang et al.(
2016).

1.1.2.3 Estructura del gen HTT

El gen IT-15, ubicado en el cromosoma 4 (4p16.3), codifica la proteina neuronal huntingtina, que
transporta electrones a nivel mitocondrial y participa en funciones de proteccion y neurotransmision
(Cubas Montecino, 2021). El gen HTT del cromosoma 4 codifica la proteina huntingtina, esencial para
el funcionamiento normal de las células nerviosas (Paramo-Rodriguez et al., 2023). Su estructura
consta de un promotor que regula la actividad/expresidn, es decir, controla cuando y cuanta proteina se
produce; secuencias de ADN que se unen a proteinas llamadas factores de transcripcién, que ayudan a
iniciar la transcripcion del gen y la sintesis de ARN mensajero (ARNm); la region codificante donde se
encuentra la secuencia de nucle6tidos que codifica la huntingtina; las repeticiones CAG (secuencia de
nucledtidos citosina, adenina, guanina) y las secuencias intronicas, que son tramos de ADN no
codificante eliminados durante el procesamiento del ARNpre-m, las repeticiones CAG tienden a
expandirse mas alla de cierto limite, dando lugar a una forma anormal de huntingtina que causa la

enfermedad de Huntington (Aguareles Gorines, 2021).

1.1.2.4 Expresion de la proteina Huntingtina

La expresion de Huntingtina esta regulada por la transcripcién nuclear y la traduccion del gen HTT,
gue inicia la transcripcion del ADN en ARN mensajero (ARNm) bajo la influencia de la ARN
polimerasa Il y otros factores de transcripcion, el ARNm recién sintetizado contiene la informacion
genética necesaria para producir la proteina Huntingtina, después de la produccion, el ARNm se
transporta desde el ndcleo a los ribosomas en el citoplasma, alli, el ARNm se une a los ribosomas, los
organulos responsables de traducir el ARNm en proteinas (Febles Casquero, 2022). Durante la
traduccion, la secuencia de nucleétidos del ARNm se lee en grupos de tres nucleétidos, llamados
codones, que corresponden a aminoacidos en la secuencia de las proteinas (Rosales-Reynoso et al.,
2016).

La secuencia de aminodcidos determinada por el codon del ARNm determina la estructura

tridimensional de la huntingtina, sin embargo, en la enfermedad de Huntington, las mutaciones en el
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gen HTT provocan expansiones anormales de las repeticiones CAG en el ARNm, esto da como
resultado la traduccion de formas mutantes de la huntingtina, alterando su estructura y funcién (Mufioz-
Cobo Belart, 2017). La expansién de la repeticion CAG conduce a la expresion de la huntingtina
mutante, que genera la acumulacién de agregados toxicos en las células nerviosas y contribuye con las
caracteristicas neurodegenerativas de la enfermedad de Huntington. Por tanto, la expresion anormal de

la huntingtina es un factor clave en la aparicién y progresion de la enfermedad (Tortajada Pérez, 2020).

1.1.2.5 Toxicidad de la huntingtina mutada

La toxicidad de la huntingtina mutada es un aspecto central en la patogénesis de la EH. Cuando la
proteina huntingtina esta mutada debido a la expansion anormal de las repeticiones CAG en el gen HTT,
adquiere una estructura alterada que la hace propensa a formar agregados toxicos dentro de las células
nerviosas, estos agregados, conocidos como inclusiones citoplasmaticas, interfieren con multiples
procesos celulares esenciales, lo que conduce a la disfuncién neuronal y, eventualmente, a la muerte
celular (Martin Solana, 2020).

Los agregados de huntingtina mutada afectan negativamente a numerosos aspectos de la funcion celular,
incluido el transporte intracelular, la sefializacion celular, la funcion mitocondrial y la homeostasis del
calcio, esta disfuncién celular resulta en estrés oxidativo, activacion de vias de sefializacién celular pro-
apoptoticas y alteraciones en la plasticidad sinaptica, contribuyendo asi a la neurodegeneracion

caracteristica de la EH (Alvarez Pérez, 2023).

1.1.2.6 Mecanismo de neurodegeneracion

La neurodegeneracion en la enfermedad de Huntington implica una compleja serie de procesos celulares
y moleculares que contribuyen a la pérdida progresiva de células nerviosas en el cerebro (Simén
Vicente, 2023). Uno de los principales mecanismos implicados es la toxicidad de la huntingtina mutada,
que provoca la formacion de agregados toxicos dentro de las células nerviosas, estos agregados
interfieren con multiples funciones celulares, como el transporte intracelular, la sefializacion celular y
la funcién mitocondrial, lo que eventualmente conduce a la disfuncién y muerte celular (Sanchez et al.,
2019).

Otro mecanismo clave es la excitotoxicidad, que se produce cuando hay una sobreexcitacion de los
receptores de glutamato en las células nerviosas, la excitotoxicidad conduce a un aumento en el calcio
intracelular, desencadenando una cascada de eventos que resultan en dafio celular y muerte neuronal,
en la enfermedad de Huntington, la excitotoxicidad puede ser exacerbada por la disminucion de la
regulacion del glutamato y la pérdida de neuronas inhibidoras que normalmente controlan la actividad

neuronal (Angeles Lopez, 2023).



1.1.3 Diagnéstico de Huntington

En las etapas sintomaticas tempranas de la EH, el cerebro puede estar libre de neurodegeneracion, sin
embargo, con la evidente disfuncion neuronal se identifica al paciente que padece de esta enfermedad
incluso en individuos asintomaticos, la naturaleza de esta enfermedad permite que el diagnostico sea
rapido incluso en etapas anteriores a aquellas en las que el paciente presente sintomas Figura 3, esto
representa una ventaja crucial, debido a que la terapia puede comenzar antes de que ocurra una perdida
neuronal importante, momento en el cual es mucho mas dificil frenar o pausar esta progresion, haciendo

que sea imposible corregir estos déficits (Ortega-Martinez, 2024b).

|HD clinical Phases|

Age , Typical motor onset > 45 years
A ———
: Manifest
Peri-manifest ~
= : ‘§ Motor features:
Pre-manifest | |+ hyperkinetic movement: chorea,
H H dystonia
{1 'soft’ motor signs : « parkinsonian features
» oculomotor dysfunction
changes in the handwriting : . "::; ;’Im’lzz"“ﬂﬂ and ataxia
movements A Neuropsychiatric H enGe
= | manifestations: Depression, : * Dysarthria and dysphagia
gait and posture anxiety, apathy !
alterations d H X
' H Cognitive features:
autonomic dysfunction ' : . z ” : « affective disorder
4 little functional impairment ' « cognitive impairment: executive
Neuropsychiatric symptoms | H functioning, concentration,
- attention.
MRI segmental atrophy H \ g « personality change
vy ‘ ‘h “ il Neuropsychiatric features:
— | ) H * anxiety
{ H * low mood
: « irritability
« apathy
AN J

Figura 3. Fases Clinicas de la Enfermedad de Huntington

Nota: Principales signos que presenta un paciente con EH. Adaptado de Morena et al. (2023)

El diagndstico de la EH se puede basar en el analisis de datos clinicos especificos y en la observacion
de una herencia autosémica dominante vertical (Stoker et al., 2021). Para confirmar el diagnostico, se
utilizan pruebas de neuroimagen como la tomografia axial computarizada (TAC) y la resonancia
magnética nuclear (RMN), las cuales ayudan a identificar ciertas zonas de alteracion, como se puede
observar en la Figura 4,aqui se evidencia ventriculos agrandados y atrofia del tejido nervioso cerebral
y ganglios basales (Dong & Cong, 2021). Posteriormente, se realiza una confirmacion molecular que
demuestran la expansion patolégica del triplete CAG (Citosina, Adenina, Guanina) en el gen IT15.
Aunque estos diagnosticos suelen ser efectivos, existe un pequefio porcentaje de pacientes (1% - 7%)
conocidos como "Huntington disease-like", debido que al ser diagnosticados clinicamente con EH no

presentan mutaciones del gen (Morales Montero & Véasquez Cerdas, 2020).
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Figura 4. Visualizacion entre un cerebro normal y un cerebro que tiene la enfermedad de Huntington.

Nota: Adaptado de Rojas (2020)

1.1.3.1 Déficit de tratamientos contra el Huntington

Las terapias mas utilizadas incluyen depletores de monoaminas, antipsicoticos, antidepresivos y
tranquilizantes, sin embargo, estos medicamentos no logran prevenir las disfunciones psicéticas,
cognitivas y conductuales asociadas con la EH, ademas, su uso prolongado esta limitado por efectos
adversos a largo plazo, los medicamentos a base de hierbas representan una alternativa factible y han
demostrado una eficacia terapéutica considerable, asimismo, su perfil de seguridad es superior en
términos de reacciones adversas, sin embargo, debido a la limitada solubilidad y permeabilidad del
farmaco para llegar al sitio deseado, los medicamentos a base de hierbas aun no han alcanzado la etapa

de investigacion clinica (Vishwas et al., 2021).

1.1.3.2 Nuevas alternativas para tratar el Huntington.

En la busqueda de alternativas a los fArmacos convencionales, se investiga la posibilidad de desarrollar
nuevos medicamentos con propiedades mejoradas y menos efectos secundarios para los pacientes y sus
familias (Morrison et al., 2021). Para lograrlo, se analizan diversas proteinas con estructuras unicas y
eficientes que podrian desempefiar un papel clave en el disefio de prototipos de fArmacos nuevos y mas

efectivos para el tratamiento de enfermedades como la EH (Maiuri et al., 2021).

En investigaciones previas, se han analizado proteinas como VMAT2 y MAOA, donde se han evaluado

aspectos como supervivencia, toxicidad y estructura. Con base en estos resultados, se ha buscado



ligandos que generen acoplamientos favorables con estas proteinas, con el fin de desarrollar nuevos

farmacos contra la enfermedad (Leal Cruz, 2021).

1.1.4 Bioinformatica en el descubrimiento de farmacos

La bioinformatica es una ciencia emergente cuyo enfoque es brindar nuevas metodologias y
herramientas para el tratamiento de enfermedades, mejorando la eficiencia y los resultados en tareas

como el desarrollo de nuevos farmacos (Castello, 2022).

La creacion de una Quimioteca Figura 5, que se las conoce como colecciones de compuestos que se
obtienen mediante multiples sintesis simultaneas y tienen como principal caracteristica la capacidad de
contener todas las combinaciones posibles de compuestos de una misma clase, posibilitando la
identificacion de agonistas y antagonistas de receptores opioides, ademas, permite el estudio de la
interaccién ligando-proteina, asi como el de las interacciones antigeno-anticuerpo, y mas recientemente

la identificacion de agentes antibacterianos (Trujillo-Del Rio et al., 2022).

La prediccion del acoplamiento molecular es un enfoque mediante el cual se busca modelar la union
entre dos moléculas, la técnica ha sido muy til en la quimica farmacéutica y en el descubrimiento de
nuevos farmacos, debido a que permite comprender las fuerzas de interaccion involucradas en el
reconocimiento molecular. En los Ultimos 20 afios, se ha mejorado mucho esta técnica, lo que ha llevado
a resultados precisos en la prediccion de complejos proteina-ligando favorables (Prieto-Martinez
etal., 2019).
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Figura 5. Ejemplo de varios acoplamientos estructurales de proteina-ligando.

Nota: Acoplamientos de proteina-ligando. Adaptado de Sosa-Peinado et al. (2022)

1.1.4.1 Dinamica Molecular

La dinamica molecular es una técnica computacional empleada en quimica y biologia para analizar el
comportamiento y las propiedades de sistemas moleculares a nivel atbmico o molecular. Esta técnica
se basa en la simulacion de la evolucion temporal de un sistema, donde se rastrean las trayectorias de

las particulas y se calculan las interacciones entre ellas (Meléndez Bottia, 2021).

La simulacién de la dinamica molecular proporciona informacion detallada sobre la estructura, las
propiedades termodindmicas y el comportamiento dindmico de los sistemas moleculares (Infante,
2023). Con ello se puede estudiar procesos de reaccion, cambios conformacionales, propiedades de
transporte, estabilidad de proteinas, interacciones de farmacos y otros fendmenos relevantes en quimica
y biologia, Ademas, ofrece una vision a nivel atomico de los procesos moleculares, lo cual resulta Util

en el disefio y desarrollo de nuevos materiales, medicamentos y tecnologias (Nascimento, 2021).

En la dindmica molecular, se utilizan algoritmos y modelos matematicos para evaluar diferentes
posiciones y orientaciones del ligando en el sitio de unién de la macromolécula, se tienen en cuenta las

interacciones quimicas, como enlaces de hidrégeno, fuerzas electrostaticas y otras interacciones no



covalentes, para predecir la afinidad y estabilidad de la unién entre el ligando y la macromolécula
(Torres et al., 2019).

Esta técnica se aplica en el disefio de farmacos y en la investigacion de interacciones moleculares
especificas permitiendo identificar y optimizar compuestos quimicos que presenten una alta afinidad y

selectividad hacia una macromolécula objetivo (Stanzione et al., 2021).

1.1.4.2 Docking Molecular

El Docking molecular se presenta como una técnica avanzada en quimica computacional que permite
predecir como un ligando (Figura 7) se une a un sitio especifico de otra molécula de mayor tamafio,
denominada receptor (Figura 6), este proceso facilita la comprension de las interacciones moleculares
que ocurren en organismos vivos y es especialmente relevante para el Disefio de Farmacos Asistido por

Computadora (DIFAC).

Figura 6. Estructura tridimensional de una proteina.

Fuente: (Pal et al., 2009)

Figura 7. Estructura tridimensional de un ligando

Nota: Adaptado de Behjati Rad et al. (2019)

Los modelos tridimensionales empleados en este proceso se encuentran en bases de datos cientificas

como PubMed, PubChem y DrugBank. Los receptores y ligandos que se encuentran almacenados en
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estas bases de datos han sido generados mediante técnicas avanzadas, como cristalografia de rayos X,
resonancia magnética nuclear (RMN) y modelizacion computacional (Stekla¢ et al., 2021).

En el proceso de busqueda, se han empleado algoritmos y métodos de puntuacion para evaluar la
complementariedad entre las superficies de los ligandos y los receptores, asi como la energia de union
estimada entre ellos. Estas puntuaciones permiten identificar las configuraciones de unién mas
favorables y predecir la fuerza y la naturaleza de la interaccion entre el ligando y el receptor Figura 8,
(Vaithilingam et al., 2021).

Figura 8. Vista de un GridBox (Sitio en donde se realiza el Docking molecular)

Nota: El cuadrado que rodea la imagen conocida como GridBox es la zona en donde se realizara el
Docking molecular, para esto es necesario conocer los aminoacidos que conformaran este sitio de

union. Adaptado de Li (2021)

El Docking molecular tiene aplicacion significativa en la investigacion farmacéutica, se la utiliza para
identificar compuestos candidatos con potencial terapéutico (drugabilidad), optimizar la actividad de
farmacos existentes y comprender los mecanismos de accion de las moléculas bioactivas, Figura 9.
Ademés, el DM constituye una herramienta invaluable en el disefio de farmacos de precision,
permitiendo a los investigadores disefiar moléculas con propiedades especificas para dirigirse a
objetivos moleculares determinados, como en el tratamiento de enfermedades complejas, como el

cancer y las enfermedades neurodegenerativas (El-hoshoudy, 2020).
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Figura 9. Diferentes sitios de union de ligandos a una macromolécula

Nota: Adaptado de Truman et al. (2009)

1.1.4.3 Tipos de Docking: Rigido

Es un método computacional utilizado en el disefio de farmacos que permite modelar la forma como las
moléculas interacttan sin permitir cambios conformacionales durante su union. Esta técnica reduce la
complejidad del proceso y facilita el cribado con grandes bibliotecas de compuestos quimicos Figura
10 (Ibarra Vega, 2023).

Rigid

Receptor Ligand

Figura 10. Modelo Cerradura-Llave de acoplamiento molecular rigido

Nota: La figura muestra modelo llave (receptor) y candado (receptor), en donde se refiere a un
acoplamiento rigido de receptores y ligandos para localizar la orientacion correcta de la llave para asi
poder abrir la cerradura. Adaptado de Boggula et al. (2023)
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Esta es una herramienta valiosa cuyo principal objetivo es encontrar candidatos a farmacos (Diana
Terapéutica). Su funcionalidad radica en su utilidad en las etapas iniciales del descubrimiento de

farmacos, donde se requiere un cribado rapido y eficiente de compuestos (Abril Alfaro, 2021).

1.1.4.4 Energia libre de Gibbs y Sitio de union.

La energia libre de Gibbs, representada por "AG", es una medida termodinamica que indica si una
reaccion quimica es espontanea 0 no a temperatura y presion constantes. En el contexto del sitio de
unién entre una proteina y un ligando, la energia libre de Gibbs es fundamental para comprender la

estabilidad y la afinidad de la interaccion entre ambos (Bravo Villegas, 2020).

Cuando un ligando se une al sitio de unién de una proteina, pueden producirse cambios en la energia
libre de Gibbs. Si la energia libre de Gibbs es negativa (AG < 0), esto indica que la union del ligando al
sitio de la proteina es termodindmicamente favorable y que la interaccion es espontanea, esto sugiere
una alta afinidad entre la proteina y el ligando, ya que la union libera energia en el sistema (Céaceres
L6pez, 2020).

Por el contrario, si la energia libre de Gibbs es positiva (AG > 0), esto indica que la unién del ligando
al sitio de la proteina es termodindmicamente desfavorable y que la interaccion no es espontanea. Esto
implica que se requiere un aporte de energia externa para que la unioén ocurra, lo que puede indicar una

baja afinidad entre la proteina y el ligando (Calderon et al., 2020).

El sitio o motivo de unién entre una proteina y un ligando se refiere a la regién especifica de la proteina
donde el ligando se une o se acopla, Figura 11. El sitio de union, bolsillo o pocket, suele ser una cavidad
o superficie en la estructura tridimensional de la proteina con propiedades quimicas y fisicas
complementarias al ligando, es crucial para determinar la especificidad y la afinidad de la interaccion

entre la proteina y su ligando (Duvan Esteban, 2022).
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Figura 11. Acoplamiento de diferentes ligandos en un solo sitio de union de la proteina.

Nota: Adaptado de Rabal Gracia (2006)

La unidn entre la proteinay el ligando en el sitio de union es un proceso altamente especifico y selectivo,
que implican interacciones moleculares tales como enlaces de hidrégeno, interacciones electrostaticas,
enlaces de Van der Waals y fuerzas de dispersion. La complementariedad entre las caracteristicas
estructurales y quimicas del sitio de union y las del ligando es determinante para la formacion del
complejo proteina-ligando (Forti, 2011).

La estructura tridimensional del sitio de unién y las interacciones moleculares que ocurren en él son de
gran importancia en el disefio de farmacos y en la comprension de la actividad bioldgica de los
compuestos quimicos. Identificar y caracterizar el sitio de union permite a los investigadores disefiar
moléculas que se unan selectivamente a la proteina objetivo, lo que puede conducir al desarrollo de
farmacos mas eficaces y especificos para el tratamiento de diversas enfermedades y trastornos (Romero

Salamanca & Castafieda Castellanos, 2019).

1.1.4.6 Diseiio de Farmacos Asistido por Computador (DIFAC)

El DIFAC es una disciplina que combina herramientas computacionales y técnicas de modelado para
facilitar el descubrimiento y disefio de nuevos medicamentos (Menéndez, 2018). Su objetivo es utilizar
algoritmos y herramientas computacionales para predecir y optimizar la interaccion entre farmacos y
receptores objetivo, dentro del desarrollo de compuestos terapéuticos personalizados (Prieto-Martinez

et al., 2019).
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El DIFAC involucra etapas, como el analisis de la estructura tridimensional de la molécula objetivo, el
modelado molecular y la simulaciéon computacional de esa interaccion (Prieto-Martinez & Medina-
Franco, 2019). Estos enfoques permiten identificar y mejorar la union entre los elementos de estudio,
considerando factores como la afinidad, la selectividad y la estabilidad de la union (Lara Muiioz et al.,

2022).

La aplicacion del DIFAC puede agilitar el proceso de descubrimiento de farmacos al reducir la
necesidad de sintesis y pruebas experimentales, lo que a su vez disminuye los costos y los tiempos de
desarrollo. Ademas, el DIFAC puede contribuir a mejorar la comprension de los mecanismos de accion
de los farmacos y predecir su eficacia y seguridad antes de su produccion y ensayos clinicos (Ramirez

Reyes, 2019).
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Objetivo General

Proponer una Quimioteca de compuestos relacionados estructuralmente disefiados para el

tratamiento de la enfermedad de Huntington.

Objetivos especificos

Buscar dianas terapéuticas para la enfermedad de Huntington que posean farmacos

identificados para su tratamiento.

Evaluar la interaccion en la diana de los ligandos identificados que actien como un prototipo

inicial contra el Huntington.

Proponer una seleccion de compuestos que conformen una quimioteca destinada a la posible

sintesis de farmacos para tratar la enfermedad.
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CAPITULO II

2.1 Materiales

El presente trabajo de titulacion se realizado con un enfoque experimental “in silico”, se llevo a cabo
en las instalaciones de la Facultad de Ciencias e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la
Universidad Técnica de Ambato. En la Tabla 1 se detallan los recursos bioinformaticos empleados, asi
mismo, en la Tabla 2 se especifican los equipos que se utilizaron para el desarrollo y ejecucion del

proyecto de investigacion.

Tabla 1.

Recursos Bioinformaticos

Recursos Enlaces

PUBMED https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/

Mala Cards http://www.malacards.org
Harmonizome https://maayanlab.cloud/Harmonizome/)
OMIM https://www.omim.org/

Drugbank https://go.drugbank.com/

PubChem https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
Cytoscape https://cytoscape.org/

Protein Data Bank https://www.rcsb.org/

UCSF Chimera https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html
AutoDock Tools https://autodock.scripps.edu/

AutoDock Vina https://vina.scripps.edu/

MarvinSketch https://chemaxon.com/marvin
ChemAxon https://chemaxon.com/

pkCSM https://biosig.lab.uq.edu.au/pkesm/
SwissADME http://www.swissadme.ch/
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Tabla 2.

Equipo
Recursos Cantidad
Computadora Portétil 1
Router para Internet 1

2.2 METODOS

2.2.1 Metodologia

2.1 Buscar dianas terapéuticas para la enfermedad de Huntington e identificar farmacos

asociados a ellas.

En la presente investigacion, se empled una busqueda sobre las bases moleculares y alteraciones
bioquimicas vinculadas con la enfermedad de Huntington. Este analisis se efectu6 utilizando bases de
datos como MalaCards, Harmonizome, OMIM, Pubmed y Pubchem, con la finalidad de recopilar

informacion sobre los genes y farmacos relevantes en el tratamiento de dicha enfermedad.

2.1.1 Bisqueda de datos bibliograficos de la enfermedad de Huntington (EH)

2.1.1.1 Base de datos Pubmed y MalaCards

Se llevod a cabo una busqueda bibliografica para conocer los mecanismos moleculares, la forma en como
actua en el ser humano y posibles farmacos usados para tratar la EH, para lo cual se utilizo PUBMED
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando como criterios de seleccion “Enfermedad de
Huntintong”, “Mecanismos moleculares de la Enfermedad”’, “Genes relacionados a la enfermedad”,

"Sintomas” y “Tratamientos" (Ramos Ninataype, 2023).

Posteriormente, se identificaron dianas terapéuticas y farmacos relacionados con la enfermedad
mediante el uso de bases de datos secundarias, se realiz6 una busqueda en la base de datos MalaCards
(http://www.malacards.org), de donde se obtuvieron datos sobre los genes asociados a la enfermedad
de Huntington; se aplicaron los siguientes criterios de seleccion "Genes", "Enfermedad Huntington",
y se seleccionaron los genes que presenten una mayor puntuacion tomado como referencia el score que

es una métrica que presenta la base de datos (Proaiio et al., 2023).
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2.1.1.2 Base de datos Harmonizome

Se utilizé la base de datos Harmonizome (https://maayanlab.cloud/Harmonizome/), esta proporciono
una amplia gama de conjuntos de datos bioldgicos y genomicos. A través de esta plataforma se buscaron
términos de interés bioldgico, se utilizaron los mismos criterios de seleccion y se escogid la opcion
“Gene Set”, con este proceso se obtuvo informacion detallada sobre expresion génica y genes

relacionados con la enfermedad (Wang et al., 2020).

Harmonizome present6 herramientas para la generacion de graficos, lo que facilité la comprension de
las relaciones entre diferentes términos bioldgicos, ademas, estos datos proporcionaron informacion

sobre la expresion génica, las asociaciones y la funcion bioldgica de HTT (Kropiwnicki et al., 2022).

2.1.1.3 Base de datos OMIM

Se utilizo OMIM (https://www.omim.org/), una base de datos que almacena informacion sobre
enfermedades hereditarias, sintomas clinicos y las pruebas genéticas que se realizan en pacientes y se
publican para posteriores investigaciones, se analizaron todos los datos que correspondan y coincidan
con la enfermedad de Huntington y que sean asociadas los genes involucrados en la misma, se aplicaron
criterios de seleccion como "Fenotipo", "Genética Molecular" y "Variantes" para mostrar la

informacion mas relevante relacionada con la enfermedad (Fields et al., 2021).

2.1.1.4 Integracion de las dianas terapéuticas con Cytoscape

Para la integracion de datos, se utilizd Cytoscape (https://cytoscape.org/) para el disefio de redes
bioldgicas, en donde con la ayuda del plugin GeneMania permiti6 ordenar los genes mas representativos
para la HE con la opcion “Homosapiens”. Una vez que se analiz6 la informacion obtenida de las bases
de datos mencionadas, se ordenaron y correlacionaron los genes mas importantes (score y nimero de
interacciones en los nodos mayor) que tienen influencia en la enfermedad las cuales va a ser las dianas
terapéuticas, esta informacion se compar6d con los datos bibliograficos lo que permite verificar la

existencia de estas dianas terapéuticas de la enfermedad (Modenutti & Gamarra, 2024).

Con la diana terapéutica seleccionada se hizo una breve revision de los tratamientos actuales, fArmacos
disponibles y estructuras quimicas en desarrollo para implementarlas en un tratamiento. Con esta
informacion se procedio a identificar y descargar estos ligandos que estan contenidos en la base de datos

PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) (Silva et al., 2022).
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2.1.2 Validacion de Dianas Terapéuticas en la Enfermedad de Huntington

La base de datos "Drugbank" (https://go.drugbank.com/) que es una base de datos en linea especializada
en bioinformatica y quimioinformatica, nos permitié identificar la validez de las dianas terapéuticas y

los farmacos utilizados en el tratamiento de la HE (Ballester Badenes, 2021).

Se utilizaron los criterios de seleccion “Huntington disease”, ""Huntingtin" y "drugs", para buscar los
genes que tienen relacion y presentan una mayor relevancia para la enfermedad, obteniendo asi diversos
farmacos y ligandos en fase de desarrollo y fase experimental, los mismos que se verificaron con los
datos obtenidos en la bibliografia para seleccionar aquellas proteinas y ligandos utilizadas (Menestrina

& Recanatini, 2022).

2.1.3 Obtencion de estructuras moleculares de dianas terapéuticas y ligandos.

Una vez validadas las dianas y sus farmacos asociados, se procedié descargar los componentes
estructurales que se destacaban como tratamiento del Huntington desde la base de datos PubChem y
PUBMED donde se almacenan todas las estructuras de proteinas cristalizadas y obtenidas por diferentes
métodos, en archivos descargables que contienen informacion detallada sobre la disposicion de los
atomos en la proteina, estas descargas fueron en 2D (Ligandos) y 3D (Proteinas) en un formato JSV,

(Lucas et al., 2021).

Un paso importante que se dio en el analisis y antes de la descarga fue la validacion de la calidad del
cristal que usamos, para lo que se analizaron criterios de validacion de las estructuras, tales como:
"Clashsocre", grafico Ramachandran y sus valores atipicos, analisis de Cadena Lateral, entre otros.
Estos parametros ayudaron a determinar la calidad de la estructura y seleccionar la mas apropiada para

un estudio mas preciso (Mora Poveda, 2023).

Se llevo a cabo la preparacion de las estructuras tridimensionales primero de las proteinas candidatas
que se seleccionaron en el paso anterior, utilizando el software especializado en modelado molecular
"UCSF Chimera" (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html), con el proposito de realizar una
limpieza eliminando todas las estructuras como aguas, hidrogenos y cadenas con menor indice de
importancia que no formen parte de la proteina base, corregir posibles errores y optimizar su geometria

(Queiroz, 2023).
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Con las estructuras que se obtuvieron de los ligandos se uso6 el software Avogadro (https://avogadro.cc/)
en donde se realizd una minimizacion de energia total del sistema, proporcionando una geometria
optimizada del ligando en un campo de fuerza MMFF94. (Vélez Huerta, 2018). Asimismo, se verifica
la compatibilidad de los ligandos identificados, para garantizar la simulacion de su conformacién

mediante el uso de "AutoDockTools" (https://autodock.scripps.edu/) (Sanchez Mustelier, 2023).

2.2 Evaluar la interaccion de los ligandos identificados sobre la diana terapéutica

2.2.1 Ejecucién del Docking molecular (Acoplamiento Molecular)

El Docking molecular se presentaba como la técnica computacional por excelencia para anticipar la
disposicion de los ligandos dentro de las proteinas asociadas al HTT, con el fin de evaluar la afinidad

de union entre ellas (Quispe Lipa, 2018).

El acoplamiento molecular fue llevado a cabo mediante el uso del software AutodockTools
(https://autodock.scripps.edu/). En primer lugar, se procedi6 a cargar la proteina, seguido por la adicion
de los hidrogenos polares y la eliminacion de los hidrégenos no polares. Las cargas de Kollman fueron
incorporadas y posteriormente el archivo fue guardado en formato pdbqt. De manera analoga, el ligando
fue introducido en el software y se realizaron las mismas operaciones para eliminar los hidrégenos no
polares y agregar la carga de Gasteiger. Finalmente, el ligando fue guardado en el mismo formato que

la proteina.

Se utilizo6 “ActodocktTools” (https://autodock.scripps.edu/) con el proposito de calcular las dimensiones
del Grid-Box, el cual facilito la identificacion de la region donde la relacion proteina-ligando fue 6ptima
(Xue et al., 2022). Mediante este procedimiento, se localizé el sitio de unién que esta conformado por

tres aminoacidos mismos que son de importancia primordial para llevar a cabo el Docking Molecular.

Posteriormente, se empleard un software avanzado de Docking Molecular, como "AutoDock Vina"
(https://vina.scripps.edu/), para anclar los ligandos en los posibles sitios activos de las proteinas
vinculadas con el Huntington (Bezerra, 2023). Se generaron multiples conformaciones del complejo
ligando-proteina, evaluando la energia de union de cada una para determinar su estabilidad y afinidad
de union, seguidamente, se seleccionaron las estructuras con las mejores interacciones ligando-proteina,
basandose en criterios como la energia de union, la estabilidad y la afinidad de union, y se interpretaron
los resultados para identificar posibles sitios de union y residuos clave involucrados en las interacciones

(Sanchez Mustelier, 2023).
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2.2.2 Analisis de las estructuras moleculares obtenidas mediante Dinamica Molecular.

El proceso de evaluacion de las mejores estructuras para la conformacion del farmaco se realizara

mediante un analisis detallado de las diversas caracteristicas moleculares relevantes.

Se llevdo a cabo un andlisis en el software “ChemAxon” (https://chemaxon.com/) y el plugin
MarvinSketch (https://chemaxon.com/marvin)que es una base de datos que nos permitio analizar estas
estructuras, porque cuentan con una interfaz facil de usar y proporcionaron resultados precisos para
comprender de mejor manera las caracteristicas de estas moléculas, asimismo, se evaluo la estabilidad
y la reactividad de las estructuras mediante calculos de energia y simulaciones de dindmica molecular,
proporcionando informacidn crucial sobre su comportamiento en entornos bioldgicos (Puentes Diaz,

2023).

Se identificaron y priorizaron las estructuras mas prometedoras en funcion de sus propiedades
moleculares y su capacidad de interaccion con las proteinas asociadas al Huntington, esta seleccion se
realiz6 considerando la viabilidad quimica de los candidatos y su potencial terapéutico, lo que permitid
enfocar la atencion hacia compuestos con mayor probabilidad de éxito clinico (Rojas Arévalo & Mena
Ojitos, 2022). En conjunto, este proceso sistematico de evaluacion molecular proporcioné una base
solida para disefiar y optimizar nuevos farmacos para tratar la enfermedad de Huntington (Rodriguez,

2023).

2.3 Proponer una seleccion de compuestos que conformen una quimioteca destinada a la posible

sintesis de fArmacos para tratar la enfermedad.

2.3.1 Diseino de Isosteros Estructurales

La fase inicial en el desarrollo de isdsteros de estructuras quimicas implicaron la utilizacion de datos
derivados del analisis de Docking y dinamica molecular lo que permitird utilizar como base los
principales ligandos y farmacos relacionados y probados sobre la enfermedad de Huntington (Bravo

Acuiia, 2021).

Con estos controles terapéuticos, se procedio a la prediccion de isodsteros en SwissADEM
http://www.swissadme.ch/ , estas estructuras quimicas se las relaciond con los compuestos conocidos
que interactian con dichos blancos, estos fueron compuestos que mantuvieron la misma disposicion de
atomos, pero difieran en la configuracion de sus enlaces quimicos, lo que pudo redundar en una mejora
de la eficacia, selectividad o propiedades farmacocinéticas del compuesto original (Arias Bordajandi,

2021).
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Posteriormente ~ se  utilizara  “SwissADEM”  http://www.swissadme.ch/ 'y  “pkCSM”
https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/ (Cortés Sotres, 2021). Estas herramientas permitiran simular la
interaccion entre los compuestos disefiados y los blancos terapéuticos identificados, asi como predecir
sus propiedades farmacocinéticas mediante la aplicacion de un modelo ADMET (absorcion,
distribucién, metabolismo, excrecidon y toxicidad), con esto se podra encontrar elementos necesarios

para conformar una Quimioteca (Sanchez Rojas, 2024b).

2.3.2 Seleccion de compuestos y posterior conformacion de la Quimioteca

Inicialmente se probaran las interacciones que generan los compuestos disefiados obre nuestros
controles terapéuticos, basandose en su capacidad para modular los blancos terapéuticos identificados
y su potencial para el desarrollo de farmacos, se filtraran estos mediante criterios de seleccion , tales
como la afinidad de union (energia libre de Gibbs), la selectividad, la actividad biologica y la capacidad
de penetracion en la barrera hematoencefalica, para determinar la idoneidad de los compuestos (Arias

Quiroz, 2023).

Una vez que se hayan seleccionado los compuestos candidatos, se llevaran a cabo pruebas in silico para
evaluar su actividad y selectividad contra las proteinas relacionadas con la enfermedad de Huntington
(Gonzalez Redondo, 2023). Estas pruebas in silico implicaran el uso de herramientas de modelado y
Docking molecular para simular la interaccion entre los compuestos y las proteinas diana (Galicia

Cortés, 2022).

Una vez concluidas las pruebas de afinidad y evaluacion, se procedera a la conformacion de la
quimioteca final, seleccionando los compuestos mas prometedores, esta propuesta serd presentada en
un documento compuesto por secciones, detallando exhaustivamente todas las caracteristicas descritas
previamente, con el objetivo de facilitar la visualizacion de los ligandos y farmacos con las mejores
caracteristicas, los que seran organizados en una tabla que incluira todas las muestras pertinentes.
Ademas, dicho archivo se presentara en diversos formatos para su utilizacion en investigaciones futuras,
garantizando asi su accesibilidad y versatilidad, la propuesta busca asegurar una adecuada diversidad
estructural de compuestos para maximizar las posibilidades de identificar firmacos efectivos para tratar

la enfermedad.
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Capitulo 111

Resultados y Discusion

3.1 Analisis y Discusion de los resultados

3.3.1 Analisis de blisqueda de Dianas Terapéuticas en la Enfermedad de Huntington.

Con la informacion descargada de las bases de datos se elabor6 la Tabla 3, en donde se muestra genes
relevantes asociados a la enfermedad como HAP1, BDNF, y PSENI que tienen roles cruciales en la
progresion de la EH, HAP1 (Huntingtin-associated protein 1) interactia directamente con la huntingtina
y es esencial para el transporte intracelular y la funcion neuronal, BDNF (Brain-Derived Neurotrophic
Factor) es vital para la supervivencia y el mantenimiento de las neuronas; la disminucion de BDNF en
la EH puede exacerbar la muerte neuronal, PSEN1 (Presenilin 1), una proteina implicada en la
produccion de péptidos beta-amiloides, también interactia con las vias de sefalizacion de la
huntingtina, sugiriendo una posible conexion entre la EH y otros trastornos neurodegenerativos como

la enfermedad de Alzheimer (Allen et al., 2013).

Otros genes como GRIN2B, GSK3B, DRD2, CASP3, RCANI1, SIRT1, PDE10A, y ZDHHC17 también
se han relacionado con la EH a través de diversas vias moleculares, GRIN2B, que codifica una
subunidad del receptor NMDA, est4 involucrado en la excitotoxicidad mediada por glutamato, un
proceso exacerbado en la EH, GSK3B (Glycogen Synthase Kinase 3 Beta) y SIRT1 (Sirtuin 1) que
participan en la regulacion de la neuroinflamacion y la apoptosis, procesos que estan desregulados en
la EH, DRD2 (Dopamine Receptor D2) y PDE10A (Phosphodiesterase 10A) implicados en la
neurotransmision dopaminérgica, cuya alteracion contribuye a los sintomas motores de la EH,
ZDHHCI17, una palmitoiltransferasa, afecta la localizacién y funcién de la huntingtina; RCANI y
CASP3 estan involucrados en la regulacion del estrés oxidativo y la apoptosis, respectivamente,

procesos fundamentales en la neurodegeneracion observada en la EH (Zeng et al., 2021).

Los genes seleccionados representan las interacciones que representan la relacion "genes-enfermedad",
considerados criterios de seleccion clave al consultarse en la base de datos. Cada interaccion se evaluo
y recibi6é un puntaje llamado "score", que refleja el nivel de relevancia de cada gen en relacion con la

HE (Bilbao Girona, 2019).
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Tabla 3.

Comparacion de Genes representativos en la enfermedad de Huntintong a partir de bases de datos biolégicas de bases humanas.

# Genes Descripcion DATABASE
MalaCards OMIM Harmonizome
1 HTT Codifica la proteina 64,68 Si 4.55658
huntingtina.
2 HAPI1 Interactua con la 22,18 Si 2.08637
huntingtina vy  estad
involucrada en el
transporte intracelular y
la sefializacion.
3 BDNF Factor neurotrofico que 38,44 Si 1.33257
apoya la supervivencia y
la  diferenciacion de
neuronas.
4 PSENI1 Componentes de la y- 49,79 Si 1.5236

secretasa, una enzima
involucrada en la

protedlisis de proteinas
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PSEN2

GRIN2B

HTT-AS

GSK3B

de membrana, incluido el

precursor amiloide.

Componentes de la y-
secretasa, una enzima
involucrada en la
protedlisis de proteinas
de membrana, incluido el

precursor amiloide.

Subunidad de los
receptores NMDA,
involucrados en la
transmision sinaptica y la

plasticidad

ARN antisense  que
regula la expresion del

gen HTT.

Quinasa involucrada en

la regulacion de

34,80

195,88

58,94

12,46

Si

Si

Si

Si

1.5235

1.38603

2.88009

1.04352
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10

11

12

13

DRD2

CASP3

CASP6

RCANI1

SIRT1

multiples procesos

celulares.

Receptor de dopamina,
importante en la
modulacion de la
neurotransmision

dopaminérgica.

Enzimas cruciales en la

ejecucion de la apoptosis.

Enzimas cruciales en la

ejecucion de la apoptosis.

Regula la actividad de la
calcineurina, una
fosfatasa implicada en la

sefalizacion celular.

Enzima involucrada en la

regulacion de la

25,53

10,07

16,09

25,37

28,15

Si

Si

Si

Si

Si

1.08196

1.02971

1.02971

2.88009

1.3657
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14

15

PDEI0A

ZDHHC17

expresion génica y la

respuesta al estrés.

Enzima que degrada el
cAMP y cGMP,
regulando la sefalizacion

intracelular.

Palmitoiltransferasa que
modifica proteinas,
regulando su localizacion

y funcion.

21,52

12,63

Si

Si

1.41227

1.4623
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Tabla 4.

Genes Elite destacados para la investigacién

# Nombre Gen: Score Diana Terapéutica
1 DRD2 0.7466243434782089 Si
2 PDE10A 0.8800732386726442 Si
3 FMR1 0.7428841346123736 No
4 ATNI 0.7312906884786148 No
5 DMPK 0.8434721544858333 No
6 CALBI 0.8434684054599895 No
7 MTR 0.8521937334777834 No
8 CNRI1 0.7719402932795777 Si
9 UCHL1 0.8215726628129155 No
10 0GGl1 0.8741096239462444 Si
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

VPS13A

GRIK4

HIP1

GDNF

IFT57

ATXN7

HTT

DRD2

HDCA

ADORA2

0.9050217386477891

0.9060211272366994

0.7805949600036359

0.7562745493469721

0.9013636443668495

0.8396609290283679

0.9125645724544754

0.8744615470012448

0.7546254275515454

0.8951454575184547

Si

Si

Si

No

Si

Si

Si

Si
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De entre los genes élite (Anexo 1), se seleccionaron los mas representativos identificados en la Tabla
3, esta eleccion se baso en la inclusion de sus correspondientes alteraciones bioquimicas, las proteinas
que albergan dichos genes y su participacion en las bases de datos MalaCards, Harmonizome y OMIM.
No obstante, segun Cancino & Rehbein, (2016), existen alteraciones bioquimicas que inciden en la
aparicion de la enfermedad, algunas de las cuales se encuentran en etapas tempranas de investigacion
(ensayos preclinicos), mientras que otras solo han sido abordadas en ensayos bibliograficos. Se realiz6
un analisis mas detallado para filtrar e identificar qué genes son relevantes para el tratamiento de la EH

(Giralt Torroella, 2010).

Una de las alteraciones bioquimicas identificadas es la regulacion de la actividad transcripcional. Entre
los genes que intervienen en esta alteracion, destaca el gen TP53, que posee la capacidad de activar o
inhibir la transcripcion de muchos implicados en procesos celulares. Estos procesos incluyen la
respuesta al estrés celular, la reparacion del ADN, el control del ciclo celular y la apoptosis (Sanchez

Bouza et al., 2022)

Segtin los datos mostrados en la Tabla 4, se registraron 20 genes ¢élite. Este proceso implico el descarte
de los genes que presentaron un rango inferior a 0.5 “SimiliratyScore” (valor numérico que indica la
probabilidad de que un gen esté relacionado con una enfermedad especifica) en las bases de datos
Harmonizome y MalaCards. La exclusion de estos genes se justifico por la falta de evidencia
experimental que los vincule con la EH en ambas bases de datos, debido a que su inclusion podria sesgar

la biisqueda de dianas terapéuticas en una direccion incorrecta.

3.2 Analisis de Integracion de Datos para la Representacion de Interacciones Proteina-Proteina

El analisis de integracion de datos permite representar interacciones genéticas entre diversas proteinas
relevantes, con el uso del software Cytoscape, una herramienta utilizada en la visualizacion y analisis
de redes bioldgicas. Este software asigno colores distintivos a los genes analizados: negro para aquellos
genes ingresados directamente en el software, gris para los genes relacionados agregados mediante el
plugin GeneMANIA y amarillo para los enlaces que representan las interacciones entre los nodos

(genes) (Giallongo et al., 2022).

3.2.1 Regulacion de la Actividad Transcripcional

La Figura 12 muestra la interaccion de genes implicados en la regulacion transcripcional, representados
como nodos y bordes, que denotan las interacciones entre ellos. Para filtrar los resultados obtenidos y
destacar las dianas terapéuticas mas prometedoras, se aplico un score base de +0.6 GeneSimilarityScore,
el que permite asegurar la relevancia biologica de las interacciones seleccionadas, debido a que este

valor ayuda a filtrar las interacciones menos significativas, Segun, Jove Filgueiras, (2021), al centrarse
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en interacciones mas significativas se mejora la confiabilidad de los resultados obtenidos. Este proceso
permitio la identificacion de 28 nodos que son los mas representativos, los mismos se muestran en la
Tablas 5 (16 nodos), Tabla 6 (9 nodos) y Tabla 7 (3 nodos). Estas incluyen el nombre del gen, el tipo

de nodo y el puntaje de interaccion entre los genes.
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Figura 12. Red bioldgica de la regulacion de transcripcion basada en los genes encontrados en la base
de datos MalaCards.

Nota: Elaborado por el autor.
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Tabla 5.

Genes representativos de la interaccion de la red bioldgica de regulacién de transcripcion basada en
los genes encontrados en la base de datos MalaCards.

# Nombre: Nombre Gen: Score Node type

1 H sapiens 1 - DRD2 0.7466243434782089 Query
781947

2 H sapiens 1 - PDE10A 0.8800732386726442 Query
776825

3 H_sapiens_ 1 - FMR1 0.7428841346123736 Query
775369

4 H_sapiens 1 - ATNI1 0.7312906884786148 Query
776673

5 H sapiens 1 - DMPK 0.8434721544858333 Query
775749

6 H sapiens 1 - CALBI 0.8434684054599895 Query
775646

7 H sapiens 1 - MTR 0.8521937334777834 Query
777398

8 H sapiens 1 - CNRI1 0.7719402932795777 Query
777556

9 H_ sapiens 1 - UCHLI 0.8215726628129155 Query
782505

10 H sapiens 1 - 0Gal 0.8741096239462444 Query
776997

1 H_sapiens_ 1 - VPS13A 0.9050217386477891 Query
790350

12 H_sapiens 1 - GRIK4 0.9060211272366994 Query
781957

13 H_sapiens 1 - HIP1 0.7805949600036359 Query
778711

14 H_ sapiens 1 - GDNF 0.7562745493469721 Query
785158

15 H sapiens 1 - IFT57 0.9013636443668495 Query
777037

16 H sapiens 1 - ATXN7 0.8396609290283679 Query

783835
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Los genes seleccionados presentan caracteristicas de notable interés. Entre ellos se encuentra el gen
DRD?2, un receptor de dopamina vinculado a trastornos mentales como la esquizofrenia y el trastorno
bipolar. También destaca el gen PDE10A, una enzima que degrada el AMPc, una molécula crucial en
la sefializacion celular y asociada con la depresion y la enfermedad de Alzheimer. Otro gen relevante es
el FMRI1, responsable de la produccion de la proteina FMRP, esencial para el desarrollo cerebral y

relacionada con el sindrome del cromosoma X fragil (Vukovic & Huggins, 2018).

Los hallazgos de este estudio tienen importantes implicaciones para el desarrollo de nuevos
tratamientos. El gen DRD2 podria ser una diana terapéutica para la esquizofrenia y el trastorno bipolar,
mientras que el gen PDE10A podria serlo para la depresion y la enfermedad de Alzheimer. El gen

FMRU1, por su parte, abre posibilidades para el tratamiento del sindrome del cromosoma X fragil.
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Figura 13. Red bioldgica de la regulacion de transcripcion basada en los genes encontrados en la base
de datos OMIM.

Nota: Elaborado por el autor.

Tabla 6.
Genes representativos de la interaccion de la red biol6gica de regulacion de transcripcidn basada en
los genes encontrados en la base de datos OMIM.

# Nombre: Nombre Gen:  Score Node type

1 H_sapiens_ 4 - ADDI1 0.7259357206288632 Query
774479

2 H sapiens 4 - BDNF 0.7135861990579617 Query
786883

3 H sapiens 4 - GRIN2B 0.7487730867985682 Query
827040

4 H sapiens 4 - GRK4 0.7878736072937373 Query
778389

5 H sapiens 4 - IDUA 0.8253898538972306 Query
778661

6 H_sapiens_ 4 - KALRN 0.8173007184110415 Query
783180

7 H sapiens 4 - NSD2 0.7710333309004789 Query
776435

8 H_sapiens 4 - TARBP2 0.7565999897585018 Query
780593

9 H_sapiens 4 - HTT 0.6961091741608243 Query
790163

Nota: Elaborado por el autor.

Entre los genes seleccionados se encuentran GRK4, IDUA, y TARBP2, cada uno con caracteristicas
especificas que los hacen relevantes como dianas terapéuticas. GRK4 es una proteina cinasa que regula
los receptores acoplados a proteinas G (GPCR), cruciales para la sefalizacion celular. Su regulacion
anormal se asocia con hipertension y otros trastornos cardiovasculares, lo que lo convierte en una diana
prometedora para el desarrollo de moduladores o inhibidores especificos. IDUA codifica la enzima alfa-
L-iduronidasa, esencial para el catabolismo de glucosaminoglicanos, mutaciones en este gen causan

mucopolisacaridos tipo I (MPS I). Mejorar la terapia de reemplazo enzimatico (ERT) con IDUA
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recombinante puede ofrecer mejores resultados para los pacientes con MPS 1 (Galvis Rodriguez,

2013).

TARBP-2 juega un papel crucial en la biogénesis de microARNSs y la regulacion postranscripcional de
la expresion génica. Alteraciones en su funcion se han vinculado con varios tipos de cancer, donde la
regulacion aberrante de microARNs contribuye a la oncogénesis. Modificar la actividad de TARBP2
para restaurar la biogénesis normal de microARNs puede ser una estrategia efectiva para combatir
ciertos canceres (W. Zhang, 2021). La identificacion y el estudio de estos genes ofrecen nuevas
perspectivas para desarrollar terapias dirigidas, llevando a tratamientos mas efectivos y personalizados

para diversas enfermedades.
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Figura 14. Red bioldgica de la regulacion de transcripcion basada en los genes encontrados en la base
de datos Harmonizome.

Nota: Elaborado por el autor.
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Tabla 7.
Genes representativos de la interaccion de la red bioldgica de regulacién de transcripcion basada en
los genes encontrados en la base de datos Harmonizome.

# Nombre: Nombre Gen: Score Node type
1 H_sapiens 5 -785131 FENI1 0.8706714818962066 Query
2 H_sapiens 5 -779487 PDE6B 0.9354792865785576 Query
3 H_ sapiens_ 5 -790163 HTT 0.8660284407845618 Query

Nota: Elaborado por el autor

La seleccion de genes con un puntaje de 0.5 o superior en esta imagen se basa en su alta probabilidad
de estar relacionados con la enfermedad. Esta estrategia permite identificar genes con un fuerte
potencial como dianas terapéuticas, abriendo la posibilidad de desarrollar nuevos tratamientos con

genes seleccionados que incluyen FEN1, PDE6B, y HTT.

FEN1 (Flap Endonuclease 1) es crucial para la reparacion y replicacion del ADN. Las alteraciones en
FEN1 pueden llevar a la acumulacion de dafios en el ADN, asociandose con el cancer y el
envejecimiento. Debido a su papel en la reparacion del ADN, FEN1 se considera una diana terapéutica
potencial para el tratamiento del cancer y la prevencion de enfermedades relacionadas con el
envejecimiento (Yang et al., 2022). Por otro lado, PDE6B (Phosphodiesterase 6B) es esencial en la
transduccion de sefales visuales en la retina, mutaciones en este gen estan asociadas con la retinitis
pigmentosa. PDE6B es considerada una diana terapéutica para el desarrollo de terapias génicas o

farmacos que modulen su actividad para prevenir la degeneracion retiniana (Platén, 2021).

El gen HTT (Huntingtin) codifica la proteina huntingtina, crucial para diversos procesos celulares. La
mutacion en HTT que causa la expansion de repeticiones CAG es responsable de la Enfermedad de
Huntington (EH). HTT es una diana terapéutica para el desarrollo de terapias que reduzcan la expresion
del HTT mutante o corrijan la expansion de CAG. La investigacion en estos genes no solo mejora la
comprension de las enfermedades, sino que también ofrece nuevas perspectivas para el desarrollo de
tratamientos personalizados, con un impacto positivo en la calidad de vida de los afectados (Martinez

Sepilveda & Solis, 2019).

3.2.2 Validacion de Genes Seleccionados

En este analisis se identificaron varios genes asociados a la HE, algunos relacionados con farmacos

utilizados para tratar diferentes enfermedades. Para evaluar su potencial como dianas terapéuticas, se
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realiz6 una busqueda en la base de datos DrugBank para determinar cuales pueden relacionarse de mejor

manera con los genes encontrados (Murahari et al., 2019).

La busqueda en DrugBank revelé farmacos relacionados con investigaciones para enfermedades
neurologicas o neurodegenerativas (ver Tabla 8), algunos de estos firmacos podrian considerarse como

posibles ligandos para los genes seleccionados debido a la clasificacion e importancia que presentan.

Es también importante destacar que muchos de los farmacos seleccionados aun se encuentran en etapas
experimentales y carecen de una validacion cientifica, ya que han sido propuestos como ligandos para

estudios de acoplamiento molecular (Albarracin Copaja & Chalco Nufiez, 2023).

Tabla 8.
Validacion de Dianas Terapéuticas para EH a partir de DrugBank.
Farmacos Fase Clasificacion
Tetrabenazina Uso/Aprobada Inhibidor de la recaptacion de
monoaminas.
Dronabinol Uso/Aprobada Cannabinoide sintético
Clonazepam Comercial Benzodiazepina
Belinostat Uso/Aprobada Inhibidor
Nitoman Uso/Aprobada Inhibidor de la recaptacion de
monoaminas
Risperidona Uso/Aprobada Antipsicotico atipico
Zypreza Uso/Aprobada Antipsicotico atipico
Prozac Uso/Aprobada Inhibidor selectivo de la recaptacion

de serotonina (ISRS (Inhibidor
Selectivo de la Recaptacion de
Serotonina) (Inhibidor Selectivo de la

Recaptacion de Serotonina))
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istradefilina Investigacion Agonista del receptor de dopamina

D1

Paroxetina Uso/Aprobada Inhibidor selectivo de la recaptacion

de serotonina (ISRS)

Acido calproico Uso/Aprobada Acido graso de cadena corta

Amantadina Uso/Aprobada Antiviral, antiglutamato,
antiparkinsoniano

Clonidine Uso/Aprobada Agonista alfa-2 adrenérgico

Papaverina Comercial Alcaloide

Baclofenol Uso/Aprobada Agonista del receptor de acido y-

aminobutirico (GABA-B)

Memantina Uso/Aprobada Antagonista no competitivo de los
receptores de NMDA
Vinpocetina Comercial Derivado de la vincamina

Nota: Elaborado por el autor.

El tratamiento de la EH sigue siendo un desafio, ya que actualmente no existe una cura y los farmacos
disponibles solo pueden controlar los sintomas. Sin embargo, los avances en la investigacion estan
conduciendo al desarrollo de nuevos farmacos y terapias que tienen el potencial de modificar el curso

de la enfermedad o incluso curarla.

Algunos farmacos en investigacion, como la istradefilina, tienen el potencial de cambiar el curso de la
enfermedad o incluso curarla, aunque se necesita mas investigacion para determinar su eficacia y
seguridad. Los farmacos aprobados, como el acido valproico, la amantadina y la clonidina, pueden
ayudar a mejorar sintomas como los movimientos coreicos y la rigidez muscular, aunque pueden tener
efectos secundarios, por lo que es importante discutir los riesgos y beneficios con un médico antes de

usarlos.
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Algunos farmacos comerciales, como la papaverina y la Vinpocetina, no estan aprobados por la FDA
para el tratamiento de la EH, aunque se han utilizado fuera de etiqueta para mejorar ciertos sintomas,

aln se necesita mas investigacion para confirmar su eficacia y seguridad en el tratamiento de la EH.

Tabla 9.

Seleccion de receptores y ligandos para ejecucion de DM.
Nombre Medicamento Score Diana Imagen Ligando
Gen: Terapéutica
DRD2 Risperidona 0.7466243434782089 Si

PDE10A  Papaverina 0.8800732386726442  Si
i
i
|
>y
CNR1 Dronabinol 0.7719402932795777  Si
)
BDNF 2- 0.7135861990579617  Si
desoxiglucosa

ADORA2A Istradefilina 0.8951454575184547 Si
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HDCA Belinostat 0.7546254275515454  Si

2o

48

Nota: Elaborado por el autor. Obtenido de Pubmed.

4.1 Resultados de Docking Molecular

En esta etapa se llevo a cabo el Docking Molecular con los genes élite y los ligandos seleccionados,
comparandolos con un control terapéutico. El objetivo fue contrastar los valores de acoplamiento
control con los obtenidos del proyecto, para esto tomamos como base un acoplamiento que ya se ha
probado y verificado como lo es el gen VMAT2 (Vesicular Monoamine Transporter) junto al ligando
tetrabenazina (AG =-4.1 (kcal/mol), RSMD 1.b.=0.00 RSMD 1.u.=0.000) (Koch et al., 2020). Esta
relacion ha sido objeto de atencidn en la investigacion farmacologica debido a su capacidad para
modular los niveles de neurotransmisores, y por ende, influir en trastornos asociados con desequilibrios

o problemas de coordinacion del paciente (Pidathala et al., 2023).

La tetrabenazina es un farmaco utilizado principalmente para el tratamiento de la enfermedad de
Huntington y otros trastornos del movimiento. Segiin Yohn et al. (2016), se ha evaluado su potencial
terapéutico con resultados prometedores que la posicionan como una opcidn viable para su inclusion en
esquemas de tratamiento. Su mecanismo de accion se basa en la unién al transportador vesicular de
monoaminas 2 (VMAT-2), lo que impide el transporte de neurotransmisores como la dopamina, la
serotonina y la noradrenalina desde el citoplasma celular hacia las vesiculas sinapticas. Este mecanismo,
tal como lo indican Solmi et al. (2018), contribuye a mitigar los movimientos involuntarios y la

hiperactividad neuronal caracteristicos de la EH.

Como resultados del acoplamiento molecular (DM), se obtuvieron los valores de AG para los siguientes
acoplamientos: HDCA-Belinostat, CRN1-Dronabinol, ADORA2A-Istradefilina, PDE10A-Papaverina
y DRD2-Risperidona. Estos valores se presentan en las Tablas 10, 11, 12, 13 y 14, respectivamente.
Ademas, se incluye una seccion donde se comparan con el valor de AG del acoplamiento control
(VMAT-2 — Tetrabenazina), con el objetivo de identificar valores que muestren una relacion con el

acoplamiento ya aprobado y verificado.

41



La superioridad estructural de los genes analizados es crucial, el valor de AG (energia libre de Gibbs)

indica la afinidad entre ligando y receptor y RMSD (Root Mean Square Deviation) permite evaluar la

similitud estructural entre dos conjuntos de coordenadas atéomicas (Rodriguez Merchan, 2021).

Figura 15. Resultado del acoplamiento HDCA - belinostat a partir de DM.

Nota: Elaborado por el autor. Obtenido de AutdockTools.

Tabla 10.

Valores para AG y RSMD del complejo HDCA - belinostat a partir del DM.

Modelo AG (kcal/mol) RMSD Lb. RMSD u.b.
Control -4.1 0.000 0.000
1 -6.7 0.000 0.000
2 -6.3 1.380 2.006
3 -6.2 1.467 3.215
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4 -5.5 1.953 4.349

5 -4.9 1.785 3.936

6 -4.7 1.245 1.627

Nota: Elaborado por el autor. Obtenido de AutdockTools.

Se selecciona estructuras basandose en los valores de AG mas negativos (Beltran Delgado et al., 2021),
como se puede observar, la estructura con AG mas negativa, (AG= -6.7 kcal/mol) Figura 15 sugiere
una mayor afinidad entre el ligando y el receptor. Otro parametro a considerar es la similitud estructural,
para lo cual, un menor valor de RMSD Li. (lower is better) representa una alta precision en el
alineamiento (Mamani Ichupa, 2023). La estructura 1 se destaca ya que presenta los valores de AG
mas negativos y RMSD menores, por lo que se considera como la mas prometedora para seguir con el

analisis.

Figura 16. Resultado del acoplamiento CNR1 - dronabinol a partir de DM.

Nota: Elaborado por el autor. Obtenido de AutdockTools.
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Tabla 11.

Valores para AG y RSMD del complejo CNR1 - dronabinol a partir del DM.

Modelo AG (kcal/mol) RMSD (Root Mean RMSD u.b.

Square Deviation) Lb.

Control -4.1 0.000 0.000
1 -2.4 0.000 0.000
2 -2.0 2.316 4.480
3 -0.7 2.773 4.475
4 0.0 2.072 6.271
5 0.3 1.841 2.194

Nota: Elaborado por el autor. Obtenido de AutdockTools.

En la Figura 16 se selecciona la estructura que tiene el valor de AG mas negativo (AG = -2.4 kcal/mol),
ya que podemos deducir que existe una mayor afinidad entre el ligando y el receptor, también
observamos una relaciéon homologa entre los valores de RMSD tanto en el control como en el

acoplamiento (CNR1-dronabinol), por lo tanto, aumenta el nivel de importancia de este modelo.

44



Figura 17. Resultado del acoplamiento ADORA2A - istradefilina a partir de DM.

Nota: Elaborado por el autor. Obtenido de AutdockTools.

Tabla 12.

Valores para AG y RSMD del complejo ADORA2A - istradefilina a partir del DM.

Modelo AG (kcal/mol) RMSD Lb. RMSD u.b.

1 5.5 0.000 0.000
2 6.9 3.116 4.392
3 7.5 1.117 2.407
4 8.5 2.88 5.950
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Nota: Elaborado por el autor. Obtenido de AutdockTools.

La estructura con AG menor (AG = 5.5 kcal/mol) segun la Figura 17 es la que presenta menor energia
libre de Gibbs, lo que sugiere una mayor estabilidad y afinidad entre el ligando y el receptor en
comparacion con las otras estructuras.

Pero como partimos de una comparacion con los resultados del control (AG =-4.1 (kcal/mol), RSMD
1.b.=0.00 RSMD L.u.=0.000), los resultados de este Docking son ineficientes por lo tanto se excluye del

estudio este acoplamiento.

Figura 18. Resultado del acoplamiento PDE10A - papaverina a partir de DM.

Nota: Elaborado por el autor. Obtenido de AutdockTools.

46



Tabla 13.

Valores para AG y RSMD del complejo PDE10A- papaverina a partir del DM.

Modelo AG (kcal/mol) RMSD Lb. RMSD u.b.
Control -4.1 0.000 0.000
1 -4.5 0.000 0.000
2 4.2 3.445 4.901
3 -4.1 3.672 8.551
4 -3.8 2.758 4.385
5 -3.7 2.891 7.575

Nota: Elaborado por el autor. Obtenido de AutdockTools.

Tomando como referencia los valores de AG, la estructura con energia libre mas eficiente es la que
muestra un AG = -4.5 kcal/mol, Figura 18, ya que genera una energia libre de Gibbs menor y también

concuerda con el menor valor de RMSD.
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Figura 19. Resultado del acoplamiento DRD?2 - risperidona a partir de DM.

Nota: Elaborado por el autor. Obtenido de AutdockTools.

Tabla 14.

Valores para AG y RSMD del complejo DRD2-risperidona a partir del DM.

Acoplamiento AG (kcal/mol) RMSD Lb. RMSD u.b.
Control -4.1 0.000 0.000
1 -10.8 0.000 0.000
2 -10.6 3.801 9.946
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3 -10.3 3.480 10.281

4 -9.6 3.899 5.258

5 -9.5 2.304 3.657

Nota: Elaborado por el autor. Obtenido de AutdockTools.

Segun la Figura 19, la estructura con valores de AG mas negativos (AG= -10.8 kcal/mol) se podria
considerar la mas eficiente, ya que indican una mayor estabilidad y afinidad en comparacion con los

valores del control.

4.1.2 Analisis ADMET de las estructuras de los compuestos obtenidos.

Se utilizo ChemAxon con el plugin MarvinSketch, se obtuvieron las estructuras en 2D de los modelos
seleccionados para posteriormente realizar pruebas ADMET a partir de las estructuras que se muestra
en la Tabla 15. los valores de AG obtenidos para los acoplamientos se muestran en la columna "AG
(kcal/mol)" de la tabla. Un valor de AG mas negativo indica una mayor afinidad entre el farmaco y su
proteina diana, lo que podria traducirse en una mayor eficacia terapéutica. El valor de AG del
acoplamiento control (VMAT-2 — Tetrabenazina) se ha utilizado como referencia para evaluar el
potencial terapéutico de los demas farmacos analizados. Este método comparativo es crucial para
identificar cuales de los farmacos en estudio podrian tener un impacto significativo en el tratamiento de

la EH.

El analisis de los valores de AG revela varias observaciones clave. (DRD2 — Risperidona) presenta el
valor de AG mas negativo (-10.8 kcal/mol), lo que indica la mayor afinidad y potencial terapéutico.
(HDAC - Belinostat) tiene el segundo valor de AG mas negativo (-6.7 kcal/mol), sugiriendo una alta
afinidad y un potencial terapéutico significativo, como tercer valor mas representativo (PDE10A -

Papaverina) con un valor de AG de (-4.5 kcal/mol).

Tabla 15.

Resultado de las estructuras tridimensionales obtenidas del DM, mediante Marvin Sketch.

Gen Farmaco AG (kcal/mol)
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DRD2

HDCA

PDE10A

Control

VMAT?2

Risperidona

Belinostat

Papaverina

Tetrabenazina

-10.8

Nota: Elaborado por el autor.
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Las pruebas ADMET (Absorcion, Distribucion, Metabolismo, Excrecion y Toxicidad) permiten evaluar
ciertas caracteristicas que permiten efectuar un analisis mas detallado y preciso de las estructuras
seleccionadas y su viabilidad para ser consideradas como posibles farmacos. Estas descripciones
especificas facilitan una mejor interpretacion de los resultados que se muestran en Tabla 16 y Tabla

17.

Las pruebas ADMET consideran varios parametros criticos, tales como el coeficiente de particion
octanol/agua (logP), el coeficiente de disociacion acida (pKa), la solubilidad acuosa y el Area de

Superficie Polar (PSA).

El logP es un indicador de la lipofilicidad de un compuesto, influyendo en su absorcion y distribucion,
el pKa, por otro lado, proporciona informacion sobre la ionizacion del compuesto en diferentes
ambientes del cuerpo, afectando su absorcion y solubilidad. La solubilidad acuosa es crucial para la
biodisponibilidad del farmaco, y el PSA esta relacionado con la capacidad del farmaco para atravesar

membranas biologicas (Azcarate Castillo, 2018).

El logP, que indica la lipofilicidad, varia entre los acoplamientos: DRD2 - risperidona (1,9) lo que
sugiere una buena absorcion intestinal y permeabilidad a la barrera hematoencefalica (BBB), HDCA -
belinostat (3,7) indica alta lipofilia y posible retencion en tejidos grasos, y PDE10A - papaverina (2,5)

sugiere absorcion adecuada y permeabilidad moderada.

El pKa proporciona informacién sobre la ionizacion de los compuestos en diferentes ambientes del
cuerpo, afectando su absorcion y solubilidad: DRD?2 - risperidona (pKa = 9,0) y HDCA - belinostat
(pKa = 10,5) son bases débiles que favorecen su absorcion y permeabilidad a la BBB en pH fisioldgico.
PDE10A - papaverina, con un pKa de 11.58, es una base débil mas fuerte, lo que también favorece su
absorcion y permeabilidad en condiciones fisiologicas. En términos de solubilidad acuosa, la
risperidona y la papaverina son solubles, facilitando su formulacion oral e intravenosa, mientras que el

belinostat es insoluble, complicando su formulacion por lo que requiere estrategias alternativas.

La Superficie Polarizable Agradable (PSA) es crucial para la permeabilidad a través de membranas
biologicas. DRD2 - risperidona (PSA = 29,47 A?) y PDE10A - papaverina (PSA = 25,30 A?) tienen
tamafos y polaridades moderadas, sugiriendo buena permeabilidad y baja tendencia a unirse a proteinas
plasmaticas. HDCA - belinostat (PSA = 41,11 A?) presenta mayor tamafio y polaridad, lo que podria
reducir su permeabilidad y aumentar su union a proteinas plasmaticas. Este analisis de las caracteristicas
ADMET para los compuestos seleccionados proporciona una comprension detallada de sus

comportamientos farmacocinéticos y su potencial terapéutico. La risperidona, el belinostat y la
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papaverina presentan perfiles diversos en términos de lipofilia, ionizacion, solubilidad y PSA, lo que

influira en su absorcion, distribucion y eficacia como posibles tratamientos.

Tabla 16.

Caracteristicas ADMET de las estructuras seleccionadas por DM para la conformacion de la
Quimioteca.

# Estructura del logP pKa Solubilidad PSA  (Polar pH
posible fairmaco acuosa Surface Area)

1 DRD? - risperidona 1,9 9,0 Soluble en 2947 7,4
agua

2 HDCA - belinostat 3,7 10,5 Insoluble en 41,11 7.4
agua

3 PDE10A - Papaverina 2,5 11,58 Soluble en 25,30 7,4
agua

Nota: Elaborado por el autor.

4.2 Conformacion de la Quimioteca.

El disefo de una Quimioteca inicia con la generacion de codigos SMILES (Simplified Molecular Input
Line Entry System) a partir de estructuras moleculares 2D, utilizando herramientas como MarvinSketch
(Tabla 17) y el software SwissADME. La conversion de estas estructuras a codigos SMILES facilita el
analisis subsecuente y la caracterizacion de propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas, quimica
medicinal, solubilidad en agua y lipofilicidad. SwissADME permite analizar y predecir diversas
propiedades de las moléculas, esenciales para evaluar la viabilidad de los compuestos como potenciales

candidatos a farmacos.
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Tabla 17.

Isosteros para la conformacion de la Quimioteca

Estructura del Estructura (SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System))

posible farmaco

DRD? - risperidona  [HIC1CCIHD(CONICCCI=[e](C)[n)={c]2CCCCIn2C1=O)eIn-fo]e2ee(F)ecel2

[HION([H))C(=O0)CO\[H])=C(/[H)C1=C([H])C(=C([HDC([H])=CI[HDS(=O)(=O)N(

AIPC-belinosat - ppyc1=C)CH)-CHNC(HD=CILH]

PDE10A - papaverina COclcee(Ce2nceec3ec(OC)c(0OC)ec23)eclOC

Nota: Elaborado por el autor. Obtenido de SWISSADME.

4.2.1 Analisis en SWUISSADME

Cada uno de los acoplamientos seleccionados posee caracteristicas ADMET (Absorcion, Distribucion,

Metabolismo, Excrecion y Toxicidad) especificas, obtenidas mediante SwissADME.

La Figura 20 da informaciéon quimica para el compuesto conocido como acoplamiento DRD2-
risperidona incluye diversos datos fundamentales que permiten evaluar su potencial terapéutico. La
féormula molecular de este compuesto es C23H28FN402 tiene un peso molecular de 411,49 g/mol.
Contiene 30 atomos pesados, 9 de los cuales son aromaticos, una fraccion Csp3 de 0.57, lo que indica

un balance entre rigidez y flexibilidad estructural.

El acoplamiento DRD2-risperidona tiene 4 enlaces rotativos, 6 aceptores de enlaces de hidrogeno y no
tiene donantes de enlaces de hidrégeno. Su refractividad molar es de 123.80, y su superficie polar
topografica es 49,58 A2 En términos de lipofilicidad, sus valores de Log P varian entre -0.33 y 3.57
segun diferentes métodos de calculo, con un Log P de consenso de 2.52, indicando una moderada

lipofilicidad. La solubilidad en agua es de 1,04e-02 mg/ml, clasificada como moderadamente soluble.

El compuesto posee una alta absorcion gastrointestinal y es capaz de atravesar la barrera

hematoencefalica, caracteristicas deseables para muchos farmacos, ademas, cumple con la regla de
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Lipinski sin violaciones, sugiriendo un buen perfil de biodisponibilidad, aunque no es un buen candidato
a farmaco debido a su alto peso molecular y su elevado Log P (Bhat et al., 2023). A pesar de esto, el
compuesto no presenta alertas de PAINS ni de Brenk, lo que sugiere que es quimicamente estable y no
tiene caracteristicas estructurales que habitualmente causen problemas en el desarrollo de farmacos

(Mahmud et al., 2022).

Este acoplamiento DRD2-risperidona podria tener aplicaciones potenciales como farmaco
antibacteriano, antiviral o antifingico, asi como en el tratamiento del cancer o de enfermedades
neurodegenerativas. Sin embargo, su viabilidad como farmaco depende de estudios adicionales que
evaluen su actividad bioldgica, seguridad, y propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas. Aunque
presenta algunas limitaciones, como su alto peso molecular y elevada lipofilicidad, las propiedades
prometedoras del acoplamiento justifican la realizacion de investigaciones adicionales para determinar
su eficacia y seguridad, asi como para identificar posibles vias de optimizaciéon quimica que puedan

mejorar su perfil terapéutico.

La Figura 22 del acoplamiento HDCA- Belinostat presenta una serie de caracteristicas ADMET que
son clave para evaluar su potencial como farmaco. Su solubilidad en agua de 1,04e-02 mg/ml indica
una moderada solubilidad, lo cual es favorable para la formulacion oral. Ademas, su alta absorcion
gastrointestinal sugiere que se podria administrar de manera efectiva por via oral, alcanzando
rapidamente el torrente sanguineo. La permeabilidad del compuesto a través de la barrera
hematoencefalica es otro punto positivo, lo que indica que podria tener acceso al cerebro, crucial para
el tratamiento de enfermedades del sistema nervioso central (E1 Omari et al., 2023). Sin embargo, el
hecho de que sea sustrato de la glicoproteina P (P-gp), una proteina de transporte que puede reducir su
biodisponibilidad expulsandolo de las células, plantea un desafio que podria limitar su eficacia

terapéutica.

Su permeabilidad cutanea es baja (-6,28 cm/s), lo que sugiere que no seria adecuado para formulaciones
topicas. El cumplimiento de la regla de Lipinski indica que el compuesto podria tener una buena
biodisponibilidad oral, siempre que se superen los desafios relacionados con su peso molecular y su
Log P elevado (2,52). Ademas, su puntuaciéon moderada de biodisponibilidad (0,55) sugiere una
absorcion adecuada en general, pero no excepcional. Su accesibilidad sintética relativamente alta (4,91)

indica que seria factible sintetizarlo en cantidades necesarias para estudios preclinicos y clinicos.

En la Figura 24 del analisis ADMET del acoplamiento PDE10A-papaverina, podemos realizar un
analisis detallado de sus caracteristicas y evaluar su viabilidad como farmaco potencial. La solubilidad
en agua del compuesto (4.47¢-02 mg/ml, 1.32e-04 mol/l) indica que es soluble en agua, lo cual es

beneficioso para su administracion oral. Sin embargo, la ausencia de datos sobre la absorcion
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gastrointestinal y la permeabilidad de la barrera hematoencefalica limita nuestra evaluacion sobre su
capacidad para ser absorbido y distribuido eficientemente en el cuerpo. El compuesto muestra ser un
inhibidor potente de varias enzimas del citocromo P450, responsables del metabolismo de muchos
farmacos (Ana Maria et al., 2022). Esta inhibicién puede resultar en niveles elevados del compuesto
en la sangre, aumentando el riesgo de efectos secundarios y complicaciones en la terapia. El Log Kp
del compuesto (-6.28 cm/s) indica que tiene baja permeabilidad cutanea, lo que sugiere que no seria

adecuado para aplicaciones topicas.

Cumplir con la regla de Lipinski es un punto a favor, indica que el compuesto tiene caracteristicas que
podrian favorecer su biodisponibilidad oral. Sin embargo, su lipofilicidad moderada (Log Pow 3.48) y
su elevado Log P (XLOGP3) sugieren una afinidad por los lipidos que puede afectar su distribucién y

metabolismo en el organismo.

4.2.2 Analisis en pkCSM

Se realizo un andlisis ADMET en base a los acoplamientos obtenidos del D.M con la finalidad de

ampliar aun mas las caracteristicas de cada acoplamiento.

Encontramos en la Figura 21 informacion proporcionada para el acoplamiento molecular DRD2 —
risperidona, se puede realizar un analisis detallado de sus propiedades farmacocinéticas y
farmacodinamicas. El acoplamiento exhibe una alta absorcion intestinal del 96.29%, lo cual es
prometedor para su administracion oral eficaz. Ademas, su capacidad para distribuirse ampliamente en
los tejidos corporales, indicada por un VDss de 0.846 log L/kg, sugiere un potencial para alcanzar sitios
de accion terapéutica en el organismo. Sin embargo, la insolubilidad en agua (-3.909 log mol/L)
representa un desafio significativo, ya que podria limitar su biodisponibilidad y la capacidad de
formulacioén para su uso clinico. Su baja permeabilidad a la barrera hematoencefalica y al sistema
nervioso central podria limitar su utilidad para tratamientos que requieren acceso al cerebro (Meola

et al., 2020).

La Figura 23 muestra los andlisis ADMET proporcionados para el acoplamiento molecular HDCA -
belinostat, se puede realizar un analisis detallado de sus propiedades farmacocinéticas y toxicoldgicas.
El compuesto muestra una solubilidad en agua extremadamente baja (-4.03 log mol/L), lo cual indica
que es practicamente insoluble en medios acuosos, lo que podria limitar su formulacion y
biodisponibilidad oral. A pesar de esto, exhibe una alta absorcion intestinal del 79.307%, lo cual sugiere
que puede ser eficazmente absorbido en el tracto gastrointestinal después de la administracion oral, una

caracteristica positiva para su desarrollo como farmaco (Peter et al., 2023).
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En términos de distribucion, el compuesto tiene un VDss (volumen de distribucion en estado
estacionario) bajo (-0.584 log L/kg), lo que indica que no se distribuye ampliamente en los tejidos
corporales. Ademas, su fraccion desatada es baja (0.008), lo que sugiere que una gran parte del
compuesto esta unido a proteinas plasmaticas, limitando su disponibilidad para la accién farmacologica.
La permeabilidad a través de la barrera hematoencefalica (BBB) y del sistema nervioso central es muy
baja, lo cual podria ser un obstaculo significativo para su uso en el tratamiento de enfermedades que
afectan el cerebro (Olmo Martin, 2020). Sin embargo, presenta toxicidad aguda oral moderadamente
alta en ratas (LD50 de 2.509 log mol/kg) y toxicidad cronica oral también moderadamente alta (LOAEL
de 1.956 log mg/kg po/dia), lo que plantea preocupaciones significativas sobre su seguridad a largo

plazo.

La Figura 25 para el acoplamiento molecular PDE10A-papaverina, permite realizar un analisis
detallado de sus propiedades farmacocinéticas y toxicoldgicas. El compuesto muestra una solubilidad
en agua extremadamente baja (-4.385 log mol/L), lo cual indica que es practicamente insoluble en
medios acuosos, limitando significativamente su capacidad para ser formulado en una dosificacion oral
eficaz. Sin embargo, presenta una alta absorcion intestinal del 98.041%, lo cual es una caracteristica

positiva para su potencial absorcion sistémica tras la administracion oral (Cabrera et al., 2020).

En términos de distribucion, el compuesto tiene un VDss (volumen de distribucién en estado
estacionario) bajo (0.025 log L/kg), lo que sugiere una distribucion limitada en los tejidos corporales.
Ademas, la fraccion liberada es baja (0.142), lo que indica que una parte del compuesto esta unida a
proteinas plasmaticas, esto afectaria su disponibilidad para la accion farmacolégica. La permeabilidad
a través de la barrera hematoencefalica (BBB) es nula (0 log BB), lo cual es una desventaja significativa
para su uso en el tratamiento de enfermedades que afectan el sistema nervioso central (Al-Sharshahi

et al., 2023).

En términos de toxicidad, el compuesto muestra una toxicidad aguda oral moderadamente toxica (LD50
de 2.513 log mol/kg) y una toxicidad crénica oral también moderadamente toxica (LOAEL de 1.393
log mg/kg po/dia), asi como signos de hepatotoxicidad. Aunque no presenta toxicidad por AMES ni
sensibilizacion dérmica, su inhibicion sobre hERG II podria plantear preocupaciones adicionales sobre

posibles efectos cardio toxicos (Romero et al., 2020).

Esta comparacion entre ambos softwares es fundamental para identificar las estructuras y caracteristicas
que son los mejores candidatos, considerando propiedades como peso molecular, superficie polar
accesible (PSA) y solubilidad en agua. Con los datos obtenidos de SwissADME y pkCSM, se procede
a la compilacion de la quimioteca, que incluye todas las caracteristicas evaluadas para cada estructura,

esto permite una comparacion sistematica y una seleccion mas informada de los compuestos con el
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mejor perfil farmacologico, la integracion de estos datos en una quimioteca bien estructurada facilita la

identificacion de candidatos prometedores con alto potencial terapéutico.
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Figura 20. Quimioteca del resultado del acoplamiento DRD2 — risperidona obtenida a partir del software SwissADME.

Nota: Elaborado por el autor. Obtenido de SwissADME.
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Representacicon de moléculas Propiedad  Nombre del modelo Valor prevists  Unidad
Abcorskan Solubilidad d=l agua -3.909 Mumérico (log mobiL)
ADCOroion permizabilidad al cacal 124 Numérico {lag Papp en 10 % cmis)
Abcorakén Absorcicn intestingl (humans) 9621 Mumérics (% sbsorbido)
(:] N Abcorgkin Femmzabilidad de la piel -3.024 Mumeérico (log Kp)
kg <_> " ,/ %7 o i’_> ) Sustrato de glicoproteina P 5i Camegdnico (SilNg)
: Abcorolén Inhibider de s glicoproteina F | 5i Camegdrico (SilNg)
| Abcorain | Inhitidar de s glicoproteina P I 5i Camegdnico (SilNg)
WDiss (humano) 0,846 Numérico {lag Likg)
SONFISAS Fraceidn desatada (humana) 0181 Wumérico {Fu)
Permeabilidad BEE 0.7 Mumerico {log B8)
Propiedades de la molécula: permestilidad del sistema nerviosa ceniral <283 Numérico (registro PS)
Descriptor Walor L L
S P ey Susirate CYP2DE No Categonco (SiNo)
Iniciar sesién 350042 [T Susirate CYPIAS &l Categérico (SilNa)
#donos rotatives 4 [IETET  Inhibidor de CYP1A2 No Categdrico (SiNa)
Shoeptadores 8 [T Inhibidor de CYP2C18 No Categdrico (SiNa)
#Donantes [} L L
dres de superficie 176230 I inhibidor de CYF2C8 No Categanco (SiNg)
Inhibider de CYPZDE No Categdrico (SiNa)
IO Inhibidor de CYP3A4 Na Catsgdrico (SiNo)
| Exoreoion | Liquidacidn total 0.258 Mumérico (log mirmin'kg)
| Exoreoion | Sustrata renal OCT2 5i Camegdrico (SilNa)
Toxicidad por AMES Na Catagdnico (SiNo)
Toxtekana Mzx dosis tolerada (humans) 0643 Numérics {log mp/kgidia)
inhibidor de RERG | Na Catagdrico (SiNo)
inhikidor de hERG 1| 5i Camegdrico (SilNg)
Toxicidad aguda oral en ratas (LD50) 2102 Numérics {molkg)
Toxicidad eronica oral en ratas (LOAEL) 1073 Numérico {log mp/kg po/dia)
Toxtekdnd Hepatotoxicidad 5i Categdrico (SilNg)
Sensibilizacion de |a piel Mo Categonco (SiNg)
Toaleldad Toicidad por T Pyriformis 0386 Wumérico {log ug/L)
Toaleldad Tiowacidad de kos pececilles -1.624 Mumeérico {log mMj)

Figura 21. Quimioteca del resultado del acoplamiento DRD2 — risperidona obtenida a partir del
software pkCSM.

Nota: Elaborado por el autor. Obtenido de pkCSM.
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Figura 22. Quimioteca del resultado del acoplamiento HDCA - belinostat a partir del software SwissADME.

Nota: Elaborado por el autor. Obtenido de SwissADME.
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Representacion de moléculas Propiedad  Nombre del modelo Valor previste  Unidad
T Solubilidad del apua -4.03 Mumerico (log molblL)
[ Ancorsien | permeabilidad al caca? 1.218 Numérica {log Papp en 10 € cmis)
ET ) Absorcidn intestinal (humana) 79307 MNumérico (% absorbido)
M i [ Fermeskilided de la piel 2,936 Mumerico (log Ke)
— ) Sustrato de glicoproteina P 5 Categorico (SiMa)
y N.";,-. [ Abcorsien | Inhibider de |a glicoproteina F | No Categorico (SiMa)
B ) [ ancorsien | Inhibider de |5 glicoproteina F I No Categdrico (SiMa)
WD=s (humana) 0,584 Numerico {log Likg)
Fraccidén desstada (humana) 0.008 Numérico (Fu)
Permeabilidad BEB 0,787 Numérico {log BS)
Propiedades de la molécula: permestilidad del sistema nenvieso canirsl 2702 Numérica (registro PS)
Desoriptor Valer [ITETTT)  Sustrato CYPZDS No Categdrico (SiMa)
Peso molecular 318.354
Iniciar sesion 2,008 [EEEER)  Sustrato CYP2A4 si Categdrico (SiNg)
#8onos rotatives 5 o= Inhibidor de CYP1A2 No Categdrico (SifNo)
SAnsptadorss 4 =TT Inhibider de CYP2C10 Ne Categdrico (SifNg)
EDonant=s 3 o o
res de superficie P— Ty inhibidor de CYP2C3 No Categonico (SiMao)
[T  Inhibidor de CYPZDE No Categdrico (SiMa)
Inhibider d= CYP3A4 Ne Categdrico (SifNg)
| Excresien | Liquidacion total 0.562 Numerico {log mimin'kg)
[ Exoreoion | Sustrate renal OCT2 Ho Categdrico (SiMa)
Toxicidad por AMES Ho Categdrico (SiMa)
Mzx dosis tolerada {humana) 0,042 Numérico (leg mg/kg/dia)
inhibidor de hERG | No Categonico (SiNa)
inhikidor de hERG 11 5 Categdrico (SiMa)
Toafsidad Toicidad aguda oral en ratas (LDS0) 2.509 Numérico {molkg)
Toxicidad cronica oral en ratas (LOAEL) 1.356 Numerico {log mg/kg poidia)
Toaleidad Hepaiotoxicidad 5 Categorico (SiMa)
Eencibilizacion de |a piel No Categorico (SiMa)
Toxicidad por T Pyrifomis 0.447 Numérico {log uglL)
Toateldad Tewicidad de bos pececillos 2081 Numerico {log mM)

Figura 23. Quimioteca del resultado del acoplamiento HDCA - belinostat a partir del software
pkCSM.

Nota: Elaborado por el autor. Obtenido de pkCSM.
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Figura 24. Quimioteca del resultado del acoplamiento PDE10A - papaverina a partir del software SwissADME.

Nota: Elaborado por el autor. Obtenido de SwissADME.
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Representacion de moléculas Propiedad MNombre del modelo Valor previste  Unidad
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Figura 25. Quimioteca del resultado del acoplamiento PDE10A - papaverina a partir del software
pkCSM.

Nota: Elaborado por el autor. Obtenido de pkCSM.
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CAPITULO IV

4.1 Conclusiones

Se propuso una quimioteca que contiene una seleccion de acoplamientos conformado por
proteinas (DRD2, HDCA, PDE10A) y ligandos (risperidona, dronabinol, papaverina) mismos
que estan estructuralmente relacionados y tienen una serie de caracteristicas ADMET las cuales
nos describen de mejor manera la funcionalidad y maneras de uso de dichos compuestos que
estan disefiados especificamente para el tratamiento de la enfermedad de Huntington,

proporcionando una base solida para futuros estudios de sintesis y desarrollo de farmacos.

Se identificaron tres dianas terapéuticas relevantes para la enfermedad de Huntington: DRD?2,
HDCA, y PDE10A. Estos blancos moleculares, modulables por compuestos existentes como
risperidona, dronabinol y papaverina, representan una base solida para el desarrollo de
tratamientos mas especificos y efectivos. Esta identificacion abre nuevas vias para investigar
alternativas terapéuticas para enfermedades neurodegenerativas, optimizando el tiempo y los

costos asociados a la investigacion.

La evaluacion de las interacciones entre los ligandos identificados y las dianas terapéuticas
(DRD2, HDCA, y PDE10A) mostrd una alta afinidad y especificidad, indicando un buen
acoplamiento segun los estudios de Docking molecular. Estos resultados, comparados
favorablemente con acoplamientos verificados como VMAT2-tetrabenazina, sugieren que los
compuestos analizados tienen un perfil ADMET favorable y un potencial significativo como
prototipos iniciales para el disefio de nuevos farmacos destinados a tratar la enfermedad de

Huntington.

Se propuso una quimioteca que incluye una seleccidon de acoplamientos conformados por las
proteinas DRD2, HDCA y PDEI10A, y ligandos como risperidona, dronabinol y papaverina.
Esta quimioteca, disefiada especificamente para el tratamiento de la enfermedad de Huntington,
facilitara la identificacion y optimizacion de nuevos compuestos con potencial terapéutico.
Ademas, su integracion en proyectos de investigacion colaborativos y su disponibilidad para la
comunidad cientifica global podria acelerar el desarrollo de nuevas terapias, mejorar la calidad
de vida de los pacientes y potencialmente beneficiar la investigacion de otras enfermedades

neurodegenerativas.
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4.2 Recomendaciones

e Crear y validar modelos predictivos basados en inteligencia artificial y machine learning para
anticipar las propiedades ADMET y la eficacia de nuevos compuestos. Estos modelos pueden

acelerar la identificacion de candidatos prometedores y reducir los costos de desarrollo.

o Implementar estudios detallados para monitorear y analizar los posibles efectos secundarios de
los compuestos en desarrollo, asegurando que los tratamientos sean no solo efectivos sino

también seguros para los pacientes.

e Incluir una variedad mas amplia de ligandos y proteinas en los estudios para diversificar la
quimioteca. Esto puede aumentar la probabilidad de encontrar compuestos con caracteristicas

Unicas y utiles para el tratamiento de la enfermedad de Huntington y otras patologias.

e Investigar la posibilidad de terapias combinadas utilizando multiples compuestos que actiien
sobre diferentes dianas terapéuticas. Las terapias combinadas pueden ser mas efectivas y

reducir la resistencia a los tratamientos.
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ANEXOS

Anexo 1. Genes analizados como posibles dianas terapéuticas en bases de datos moleculares.

# Simbolo Genes Nombre general Puntaje Categoria Malacards OMIM  Harmonizome

(genes de elite)

1 HTT* Huntington Disease 1464.78 Codificacion de 64,68 Si 4.55658
proteinas
2 STH Saitohin 1.54872 Locus Genético 45,56 Si 3.24564
3 BDNF Factor neurotréfico 2.08637 Locus Genético 38,44 Si 1.33257
4 MIR132* microARN132 360.33 Gen de ARN 45,65 Si 3.15454
5 MIR29C* microARNs29c 354,64 Gen de ARN 31,14 Si 2.13457
6 SLC2A3* Solute Carrier Family 2 30.2 Codificacion de 24,57 Si 1.35429
Member 3 proteinas
7 BDNF-AS Brain-Derived 164.72 Gen de ARN 38,44 Si 1.33257
Neurotrophic Factor
Antisense RNA
8 HTT-AS Huntingtin Antisense 155.98 Gen de ARN 64,68 Si 455658
RNA
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1 homolog (C. elegans) 3

CASP6 caspase 6, apoptosis-
related cysteine peptidase

VPS13A vacuolar protein sorting
13 homolog A (S.
cerevisiae)

NYP Neuropeptide Y

ATN1 Atrofina 1

JPH3 Junctofilina 3

PTB Proteina de union a caja
TATA

ADORA2A Adenosina A2a receptor

GRIK1 Glutamato receptor,
ionotrodpica, kainita 1

HAP1 Huntingtin-associated
proteina 1

1.3821

1.3821

1.37381

1.37163

1.25685

1.45788

1.46489

1.90426

1.75647

1.52467

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

34,11

36,12

25,14

36,14

26,98

28,74

36,41

26,93

36,54

21,58

Si

Si

Si

Si

Si

No

Si

Si

Si

Si

2.78796

1.46789

2.58896

2.36489

2.47852

1.26975

2.32458

2.36987

1.32445

1.75892
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94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

HDAC1

HTT

MAP2K6

MAP3K6

PEX7

STH

UCHL1

ATN1

ATXN1

DMPK

HTT

Histona deacetilasa 1

Huntingtin

Mitogen-activated protein
kinase kinase 6
Mitogen-activated protein

kinase kinase kinase 6

Peroxisomal  biogénesis
factor 7
Saitohin
Ubiquitin carboxyl-
terminal  esterase L1

(ubiquitin thiolesterase)
Atrofia 1

Ataxina 1

Distrofia miotdnica-
proteina quinasa

HUNTINGTINA

1.64213

1.96524

1.24678

1.34579

1.34579

1.54872

1.32478

1.27546

1.45164

1.23457

1.96524

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

31,61

64,68

21,45

36,89

41,25

46,52

46,12

40,14

49,87

32,45

64,68

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

1.58963

4.55658

1.25889

2.85563

2.24565

3.17815

1.342757

1.32579

1.34575

1.42727

4.55658
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105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

FMR1

ADORASA?

APOE

ATG16L1

ATG3

ATG5

ATG7

BECN1

CBS

HAP1

HTT

X fragil retraso mental 1

Adenosine A2a receptor

Apolipoproteina

Apolipoproteina E

Autophagy related 3

Autophagy related 5

Autophagy related 7

Beclin 1,
related

autophagy

Cystathionine-beta-
synthase
Huntingtin-associated
protein 1

Huntingtin

1.56978

1.90426

1.25878

1.32594

1.45697

1.45698

1.45894

1.58975

1.35487

1.65478

1.96524

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

49,87

41,56

23,45

40,25

36,91

25,14

33,41

36,47

12,45

22,18

64,68

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

1.42777

1.64457

1.34678

1.46794

1.245757

1.243757

1.28768

1.45779

1.54246

2.08637

4.55658
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116

117

118

119

120

MTHFR

MTR

MTRR

0GG1

FEN1

methylenetetrahydrofolate
reductase (NAD(P)H)
5-methyltetrahydrofolate-
homocysteine
methyltransferase
5-methyltetrahydrofolate-
homocysteine
methyltransferase
reductase

8-oxoguanine DNA
glycosylase

endonucleasa 1 especifica
de la estructura del colgajo

tiolesterasa

1.25874

1.65781

1.65142

1.74123

1.36974

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Locus Genético

Genes de ARN

45,89

25,62

23,47

33,65

41,54

Si

Si

Si

Si

Si

4.24578

1.27575

1.36757

1.24577

1.97847

Nota: Elaborado por el autor. Obtenido de Malacards, Harmonizome y OMIM.
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Anexo 2. Genes candidatos.

# NOMBRE Categoria

1 HTT Locus genético
2 SLC2A Locus genético
3 PRNP Locus genético
4 VPS13A Locus genético
5 ATXN7 Locus genético
6 CNR1 Locus Genético
7 0OGG1 Locus Genético
8 GDNF Locus Genético
9 CASP3 Locus genético
10 DRD2 Locus genético
11 GSK3B Locus genético
12 HAP1 Locus genético
13 ZDHHC17 Locus genético
14 ATXN3 Locus genético
15 HIP1 Locus genético
16 CALB1 Locus genético
17 IFT57 Locus genético
18 PDE10A Locus genético
19 HSP Locus genético
20 ATN1 Locus genético
21 ADORA2A Locus genético
22 GRIK (1-2) Locus genético
23 UCHL1 Locus genético
24 ATXN1 Locus genético
25 DMPK Locus genético
26 FMR1 Locus genético
27 ATG Locus genético
28 BECN1 Locus genético
29 MTR Locus genético
30 GRIK2 Locus genético
31 GSTO Elemento funcional
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32 PTB Elemento funcional

33 HDL3 Elemento funcional

34 DRD5 Elemento funcional

35 GIT1 Elemento funcional

36 GRK4 Codificacion de proteinas
37 APOE Codificacion de proteinas
38 ACHE Coadificacion de proteina
39 NSD2 Codificacion de proteinas
40 KALRN* Codificacion de proteinas
41 TARBP2 Codificacion de proteinas
42 BDNF Codificacion de proteinas
43 JPH3 Codificacion de proteinas
44 GRIN2B Codificacion de proteinas
45 TP53 Codificacion de proteina
46 ADD1 Codificacion de proteinas
47 IDUA Codificacion de proteinas
48 DNAJB Genes de ARN

49 PDE6B GENES DE ARN

50 FEN1 Genes de ARN

Nota: Elaborado por el autor. Obtenido de Malacards, Harmonizome y OMIM.
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Anexo 3. Moledo de Quimioteca a partir de Docking Molecular.

Representacion de moléculas Propiedad Nombre del modelo Valor previsto  Unidad
[ Abcoraien | Solubilidad d=l agua -3.909 Numérico {log moliL)
[ Abcorsien] permeabilidad al caco2 1.281 Numérico {log Papp en 10 5 emis)
: ) Absomion intestingd (humans) 9629 Numérico (% absarbida)
[ Fermeabilidad defa piel 2024 Numérica iog Kz)
) Sustrato de glicopratzing P 5 Catepdrico (SiNa)
[ Abcoroen] Inhibider de ks glicoproteina Pl 5 Categdrico (SiNg)
[ Abcorsien ] Inhibider de la glicoproteina F I 5 Categdrico (SiNg)
WDzs (humano) 0,846 Numérico {log Likg)
Fraccion desatada (humana) 0181 Numérico (Fu)
Permeakbilidad BEB 0.7 Numérica {log B8)
Propiedades de la molécula: permestilidsd del sistems nenioso canwsl 2,83 Numéric (rgistio FS)
Descriptor Valor L i
Saeo molaralar i0.am Sustrate CYP20G No Categornico (SiMa)
Iniciar sesin 350042 Susirae CYF3AL 5 Categanieo (3iNg)
#3onos rotativos 4 Inhibidor d= CYP1A2 No Categarico {SiNa)
Shoepladores 8 Inhibidor de CYP2C18 No Categarnico (SiNa)
#Donantes 0 . i
drea de superficie 174230 inhibidor de CYP2C9 No Categonico (SiNg)
Inhibidar de CYP206 No Categdrico (SilNo)
Inhibider de CYP3A4 No Categdrico (SilNg)
| Excrecien | Liquidacidn total 0.858 Numérico {log mimin/kg)
| Exorecion | Sustrato renal OCT2 5 Categarico {SiNa)
Toxicidad por AMES No Categarnico (SiNa)
Max dosis tolerada (humana) 0613 Numérico (log mp'kg/dia)
Toxtekdad inhibidor de RERG | No Categarnico (SiNa)
inhibidor de hERG I 5 Catepdrico (SiNa)
Tesicidad aguda oral en ratas (LDST) 3103 Numérico (molkg)
Toxieddad Tozicidad crdnica oral en ratas (LOAEL) 1.073 Numérico {log mp'kg pe'dia)
Hepatotaxicidad 5 Categdrico (SiNg)
Sansibilizacion de la piel No Categarico {SiNa)
Toxicidad por T.Pyriformis 0.386 Numérico {log ugiL)
Toxisldad Toxicidad de los pecacillos -1624 Numérico {lag mM)
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Anexo 4. Estructura obtenida a partir de MarvinSchetk.

73 Polar Surface Area (2D)

Polar surface area = 72,84
at pH 7,40

X

Anexo 5. Modelo de Quimioteca a partir de los resultados de Docking Molecular.

LEcXoT DX

uPo

REX

WSATU

WSOLU

SMILES O=CN1c2cn(N3CINC(=
Physicochemical Properties
CTH7N503
209.16 g/mol

(=0)[nHJ2

5
014
e bonds 1
Num. H-bond acceptors 3
Num. H-bond ¢ 3
Molar Refractivity 5925
TPSA 9

Log Py
Log P,
Log Paiw
Log Py (M

Log Py

Log S (E!
Solubility
Class

Log S (Ali)

inhibitor

3A4 inhibitor

Log Ky, (skin permeation)

Lipinski
Ghose
Veber
Egan
Muegge

Bioavailability Score

PAINS
Brenk
Leadlikeness

Synthetic acce:

Water Solubility
078

3.46e+01 mg/ml ; 1.65e-01 moll

Very soluble

4.85e+01 mg/ml ; 2 32e-01 moll
Very soluble

123

3.58e+03 mg/ml , 1.71e+01 mol
Soluble

Pharmacokinetics

818 cmi/s
Druglikeness
Yes; (

jation
No, 1 violation: WLOGP<-0.4

Yes

Yes

055
Medicinal Chemistry
0 alent

1 alert aldehyde
No; 1 violation: MW<250

430
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Anexo 6. Entorno AutoDock Tools.

74 AutoDockTools

File 3D Graphics Edit Select Display Color Compute Hydrogen Bonds Grid3D Help

HEY LCE YT Ee sl

ADT4 2 Ligand Flexible Residues Grid Docking Run Analyze

Ny

DashBoard | AniMol | Tools

Sel.:| v|jcvD v
= ’I*"IZZ SLBCRMSLC
¥ All Molecules %% %% %% VYV
Current Selection %% %% VV
4 resultadol OeCOOOVYV

P %¥DRD2 _igand O®OOCOOVYV
P %9 aDORA2A mleelel Yolvav)

95



Anexo 7. Entorno Cytoscape.

%, Session: C\Users\ksanchez5083\OneDrive - UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO\Documentos\Documentos Tesis Kevin 2024\Imagenes Genes separados por categorias.cys
File Edit View Select Layout Apps Tools Help

o> =B Y @aQc e

'§ Network v [ = [ - .
= i =
£ § - “’Jﬁ mg-sn
v A 1 of 3 Networks selected £ e e, 9,
o v H.sapiens (1) 1 FVCR2
2 waLTS o
:" H. sapiens (1) 44 170 .
GRKs
~ H. sapiens (4) 1 ACHE
h_. . L) UOTR
e H. sapiens (4) 33 57 e
[y
w H. sapiens (5) 1
> e
H. sapiens (5) 23 155 ARMGEF 1T
s e
i @
[=] ABAT
£ ®
-4 LAMCY . 1A
.m,u
8
+0
h=—4 -
. o
o
L]
DeCERT
a
) ol @ ﬁ g 0 @ 0
O @ reweo B O NNEA 0 0 ©
Node Table
EC
& [0 a 46
-2
§ shared name name gene name query term log score score annotations
‘i’ H_ sapiens_ 4 _-T76425  H_sapiens_... NSD2 NSD2 -0.260023675613... 0.7710333309... []
3 H_ sapiens_ 4_-778400  H__sapiens__... MIF4GD -3.988936509241,.. 0.0185193988... [
J .. - -————— P —— [ ———— -

Enter search term...
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Anexo 8. Procedimiento Obtencion de genes representativos a partir de basgqueda en bases de datos

A MIM

1600 genes 205 genes 960 genes
| —

120
it ~ genes
—
16 genes 3 genes




Q
‘QF
oL

PROTEIN DATA BANK

v

&

)

&

Anexo 9. Procedimiento de limpieza de proteinas y estabilizacién de ligandos.

UCSF
Chimera

%

)

Pub@hem
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Anexo 10. Procedimiento de D.M.

PDB PDQBT GRID EJECUCION DM
E W N
> %
) Ligando Ligando L J AutoDock 4
Coordenadas Tamafioy
de unién posicion del
(Aminoacidos) GRID

Anexo 11. Obtencion de valores AG en la terminal de Ubuntu.

’_ba

5 oy e
Hoa " )
PPN v —da —>
g 44
Y, - £
[ i fig confi e
vina --Con Is Con Ix.tll bf - -
- o
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Anexo 12. Analisis ADMET a partir de los resultados de D.M.

N, C1=0C=CN=C1

| ———=  C1=CN=CC=CT
N1=CC=CC=C1
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