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RESUMEN EJECUTIVO

El cancer de colon es un tipo comun de tumor maligno en el tracto gastrointestinal,
representa alrededor del 13 por ciento de todos los tumores. Su desarrollo esta
influenciado por cambios epigenéticos, genéticos y factores ambientales. No obstante,
los métodos actuales para diagnosticar y tratar esta enfermedad suelen ser costosos,

dificultando el acceso a tratamientos en muchos pacientes.

Para la identificacion de los genes que se expresan o inhiben en el cancer de colon se
efectlio el andlisis de expresion diferencial utilizando R. Estos genes se contrastaron
con bases de datos tales como: OMIM, Malacards, Harmonizome y KEGG. Los genes
mas relevantes se agrupan segun su alteracion bioquimica, con esta informacion se
crean redes de interaccion bioldgica por medio de Cytoscape para identificar proteinas
que se alteran dentro del proceso de la enfermedad. Para la identificacion de las dianas,
se utilizo la base de datos DrugBank, mediante DoGSiteScorer se identifico los sitios
drugables, se realiza el cribado virtual a través de MTiopenScreen para encontrar
posibles ligandos que presenten alta afinidad de unioén. Las redes de interaccion
obtenidas desde STITCH permiten identificar el medicamento que este ligado a las

rutas metabolicas para analizar las interacciones proteina-ligando.

Se identifico el farmaco -etopdsido, del que se evaluan las propiedades
farmacocinéticas y de toxicidad mediante predicciones bioinforméticas utilizando
modelos QSAR VEGA y pkCSM. Se encontré que la toxicidad y hepatotoxicidad son
negativas, lo que sugiere que este podria ser un candidato viable para el desarrollo de

medicamentos dirigidos a los genes SMAD2 y CASP9.

Palabras clave: Cancer, DIFAC, DEG, Docking Molecular
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ABSTRACT

Colon cancer is a common type of malignant tumor in the gastrointestinal tract,
accounting for about 13 percent of all tumors. Its development is influenced by
epigenetic changes, genetic and environmental factors. However, current methods for
diagnosing and treating this disease are often expensive, making access to treatment

difficult for many patients.

To identify the genes that are expressed or inhibited in colon cancer, differential
expression analysis was performed using R. These genes were contrasted with
databases such as: OMIM, Malacards, Harmonizome, and KEGG. The most relevant
genes are grouped according to their biochemical alteration, with this information
biological interaction networks are created through Cytoscape to identify proteins that
are altered within the disease process. For the identification of the targets, the
DrugBank database was used, through DoGSiteScorer the drugable sites were
identified, virtual screening is performed through MTiopenScreen to find possible
ligands that present high binding affinity. The interaction networks obtained from
STITCH allow the identification of the drug that is linked to the metabolic pathways

to analyze the protein-ligand interactions.

The drug etoposide was identified and its pharmacokinetic and toxicity properties are
assessed by bioinformatics predictions using QSAR VEGA and pkCSM models. The
toxicity and hepatotoxicity were found to be negative, suggesting that this could be a
viable candidate for the development of drugs targeting the SMAD2 and CASP9

genes.

Keywords: Cancer, DIFAC, DEG, Molecular Docking
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CAPITULO 1
MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes Investigativos

1.1.1. Cancer de Colon (CC)

El cancer de colon es una de las enfermedades mas comunes del tracto gastrointestinal,
representando alrededor del 13% de todos los tumores malignos. Dicha enfermedad se
desarrolla a partir de cambios focales dentro de polipos precancerosos benignos. Estos
polipos son crecimientos o agregaciones localizadas de células anormales dentro de la
mucosa intestinal que sobresalen hacia la luz intestinal (Granados et al., 2017). A lo
largo del tiempo, las células de los polipos acumulan cambios genéticos que les otorgan
la capacidad de invadir la pared intestinal, propagandose a los ganglios linfaticos locales

y a sitios metastasicos distantes (Simon, 2016).

Se ha encontrado que alrededor del 65% de los casos de cancer de colon se presentan de
manera esporadica, lo que significa que multiples alteraciones gendémicas y epigenéticas
somaticas son adquiridas. Por otro lado, el 25% de los casos se asocia con antecedentes
familiares hereditarios, el 5% es debido a variaciones genéticas conocidas de baja
penetrancia y el 5% restante se debe a otras alteraciones genomicas hereditarias

desconocidas (Keum & Giovannucci, 2019).

El cancer de colon es una de las neoplasias mas prevalentes en el mundo, afectando tanto
a hombres como mujeres. Estudios recientes, es el segundo tipo de cancer mas comun en
mujeres y el tercero en hombres. La mayoria de los casos de cancer de colon ocurren en
personas mayores de 50 afios, lo que sugiere que la edad avanzada es un factor importante
en el riesgo de desarrollar esta enfermedad (Benson ez al., 2021). Se ha demostrado que
los niveles de estrogenos tienen un efecto protector contra el desarrollo del cancer de
colon en mujeres. Por lo tanto, las mujeres que experimentan niveles bajos de estrogenos
después de la menopausia pueden tener un mayor riesgo de padecer cancer de colon

(Aghabozorgi et al., 2019).

Los factores de riesgo que contribuyen al desarrollo del cancer de colon pueden ser
clasificados en factores genéticos, epigenéticos y ambientales. Entre los factores

ambientales se encuentran: las enfermedades preexistentes (enfermedades inflamatorias



del intestino, diabetes tipo 2, obesidad), inactividad fisica, tabaquismo, consumo de
alcohol y los patrones dietéticos inadecuados (bajo consumo de: fibra, frutas, verduras,
calcio, productos dietéticos y alta en carnes rojas y procesadas (Duraiyarasan et al.,
2022). Otros factores como es las alteraciones en el microbioma intestinal, la edad, el
sexo, la raza y el nivel socioecondmico son factores importantes que influyen en el

desarrollo del cancer de colon (Sawicki et al., 2021).

1.1.1.1.Epidemiologia

En los ultimos afios, el cancer de colon se ha ido incrementando tanto en su incidencia
como la mortalidad a nivel global. De acuerdo con estimaciones recientes, el cancer de
colon es la tercera neoplasia mas cominmente diagnosticada y la segunda causa de muerte
por cancer a nivel global (Bray ef al., 2018). Dicho aumento se debe en parte a la falta

de cumplimiento de los programas de deteccion temprana o la estrategia terapéutica.

En el 2020, se diagnosticaron 1.93 millones de casos de cancer de colon en todo el mundo
y alrededor de 935000 muertes. Las estimaciones indican que se produjeron alrededor de
515.637 muertes en hombres y 419.536 muertes en mujeres en todo el mundo (Xi & Xu,
2021). Ademas, se prevé que para el 2040 aumente el numero de casos aumente a nivel
mundial, alcanzando los 3.2 millones, esto debido al envejecimiento de la poblacion, el

crecimiento de la poblacion y el desarrollo humano (ECIS, 2022).

A nivel en Latinoamérica y el Caribe el cancer de colon se estima que en el 2020 presento
128.006 (6,9 %) de casos mientras la mortalidad de 64.666 (7.3%), esto quiere decir que
en la incidencia de los hombres 63.036 de casos mientras que las mujeres mostro 64.970
de casos y en la mortalidad de 64.666 (7,3%) de casos esto se divide en 32.371 en hombres
y en mujeres 32.295 de casos que se presentado (Ferlay ez al., 2019).

En el Ecuador, la incidencia de cancer de colon ocupa el quinto lugar en relacion con
todos los canceres. Segun las estadisticas del 2020 de la Organizacion Mundial de la Salud
se estima que ubo 29273 casos de canceres, en donde solo el 6,1% (1795 casos) (Figura
1) represento la incidencia de cancer de colon. Ademads, los hombres presentaron una
mayor incidencia, ocupando el cuarto lugar otorgandole 837 casos (6.3%) del total de

canceres en hombres de 13190. En cuanto a la tasa de mortalidad se estimé que hay un



total de 15123 de muertes por cancer (Figura 2), en donde solo el 6.5% representa 984
muertes. No obstante, se observo que hay una ligera incidencia en mortalidad con un
total de 521 fallecidos (6.7%) en comparacion con el total de los casos de mortalidad de
7827 (World Health Organization, 2020). Esto puede ser debido, a los niveles bajos de
estrogenos en mujeres después de la menopausia aumentan el riesgo de desarrollar cancer

de colon (Aghabozorgi et al., 2019).

Breast
3 563 (12.29%)

Prostate
3249 (11.1%)

Other cancers
13 498 (46 1%)

Stomach
2 472 (8.4%)

Colon
1795 (6.1%)

Thyroid

1 685 (5.8%)

NHL Cervix uteri
1477 (5%) 1534 (5.2%)

Total : 29 273

Figura 1. Numero estimado de casos nuevos en 2020 en el Ecuador expresados en ambos

sexos y todas las edades.

Nota. Adaptado de Global Cancer Observatory [Fotografia], por World Health Organization, 2020, Flickr
(https://gco.iarc.fr/).



Stomach
2 007 (13.3%)

Prostate
1272 (8.4%)

Other cancers
6 958 (46%)
Lung

1069 (7.1%)

Breast
1 056 (7%)

Colon
984 (6.5%)
Liver Leukaemia
880 (5.8%) 897 (5.9%)
Total : 15123

Figura 2. Numero estimado de muertes en el 2020 en el Ecuador expresados en ambos

sexos v todas las edades.
Nota. Adaptado de Global Cancer Observatory [Fotografia], por World Health Organization, 2020, Flickr

(https://gco.iarc.fr/).

1.1.1.2. Etapas del Cancer de Colon
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Figura 3. Fases del desarrollo del cancer de colon.

Nota. La figura muestra una comparacion entre un colon normal y un cancer de colon, Ademas permite
conocer las cuatro etapas del crecimiento de la carcinogénesis del cancer de colon: iniciacion, promocion,
progresion y la metastasis. En la etapa de la metastasis el higado es el sitio que mas comun es afectado,
seguido por el pulmon y el hueso. Adaptado de “Colorectal Cancer: A Review of Carcinogenesis, Global
Epidemology, Current Challenges,Risk Factors, Preventive and Treatment Strategies” (p. 4), por Hossain

et al., 2022, Cancers, 14(7),


https://gco.iarc.fr/

El adenocarcinoma representa el 96% de todos los canceres del cancer de colon. A medida
que el adenocarcinoma se vuelve invasivo, tiene la capacidad de esparcirse a otras areas
del cuerpo a través de la circulacion sanguinea y linfatica. La figura 3 representa la
formacion de la metastasis ya que puede tardar en promedio alrededor de nueve afios en
desarrollarse, y para que esto suceda, se requieren alrededor de 18 afios de cambios

progresivos desde un polipo hasta un cancer invasivo (Hossain et al., 2022).

La progresion del cancer colon, se han identificado como una serie de alteraciones
genéticas cruciales. Estas alteraciones incluyen mutaciones en oncogenes, como ras, y en
genes supresores de tumores, especialmente aquellos ubicados en los cromosomas 5q,
17p y 18q. Durante las etapas iniciales del cancer colon, se observan mutaciones en el
gen APC, que resulta en la pérdida de la funcién de este gen supresor de tumores. Se
estima que estas alteraciones del gen APC estan presentes en mas del 80% de los tumores

esporadicos de cancer de colon (Testa et al., 2018).

Después de la presencia de mutaciones en el gen APC, se producen alteraciones en el
ADN y la mutacién del gen Kras, que actiia como un protooncogén que regula las vias de
sefalizacion celular. Se estima que dicha mutacion estéd presente en el 30% al 50% de los
casos de cancer de colon (Hong, 2018). A medida que avanza la enfermedad, se produce
una pérdida del cromosoma 18q o una supresion del gen DCC, seguida de la pérdida del
cromosoma 17p, que afecta al gen supresor de tumores p53. La inactivacion de TP53
permite una proliferacion celular excesiva que impulsa la progresion del tumor y se asocia

principalmente con la evolucion de adenoma a cancer invasivo (Paper, 2017).

Adicionalmente, el gen BRAF (Protooncogén B-Raf, serina/treonina quinasa), esta
presente alrededor del 10 % del cancer de colon. Este gen impulsa la proliferacion,
diferenciacion, migracion, supervivencia y angiogénesis celular. Cuando el gen esta
mutado puede asociarse con la metilacion del promotor del gen MLH1, que es un gen de
reparacion de desajuste (MMR), lo que lleva a una disminucion de la reparacion del ADN

y a la acumulacion de mutaciones genéticas (Nakayama et al., 2020).



El céncer de colon se caracteriza por ser una enfermedad progresiva que se divide en
cuatro etapas (Figura 3). La etapa 0, conocida como carcinoma in situ 0 carcinoma
intramucoso, se presenta cuando se identifican células anormales en la mucosa de la pared
del colon y se pueden diseminarse al tejido normal cercano. Para la etapa 1, la enfermedad
se extiende mediante la mucosa hacia la capa mas interna y empieza a extenderse hacia
la submucosa y forma parte de la pared del colon. Durante la etapa 2, la enfermedad
invade al tejido de la serosa de la pared del colon y recubre los érganos del abdomen,

como el peritoneo visceral (Chakrabarti et al., 2020).

La etapa 3 del cancer de colon se determina por la propagacion de las células cancerosas
a través de la mucosa propia hacia la subserosa. Esta etapa tiene una particularidad de no
haber invadido ningtn érgano o tejido, no obstante, se encuentran células cancerosas en
uno a tres ganglios regionales(Karim ef al., 2017). Finalmente, la etapa 4 se desarrolla la
metastasis por lo que el cancer se propaga a un érgano o un sitio que esta lejos del colon
como es el claro ejemplo del higado, pulmones, ovarios o un ganglio linfatico distante

(Sawicki et al., 2021).

1.1.2. Mecanismos Moleculares del Cancer de colon (CC)

El cancer de colon (CC) es una entidad patoldgica heterogénea causada por la interaccion
de factores genéticos y ambientales que contribuyen al progreso de la enfermedad. Hay
tres vias principales de la patogénesis del CC la cuales son: la convencional de
inestabilidad cromosémica (CIN), la inestabilidad de microsatélites (MSI) y las vias del

fenotipo metilador de islas CpG (CIMP) (Huang & Yang, 2022).

1.1.2.1. Convencional inestabilidad cromosomica (CIN)

El 85% de la incidencia de cancer de colon se debe por el mecanismo molecular de la
inestabilidad cromosomica. Esta via se caracteriza por la alteracion de cromosomas en
una region especifica, lo que contribuye a la mayoria de las transformaciones observadas
en adenocarcinoma. Los cambios cromosomicos resultantes pueden inducir
modificaciones genéticas significativas en las células tumorales, favoreciendo asi su

crecimiento y diseminacion (Olkinuora et al., 2021).



Este mecanismo se basa en la activacion de los genes KRAS (Sarcoma de rata de Kirsten)
y BRAF (Serina/treonina-proteina quinasa B-Raf), que son genes conocidos por su
potencial cancerigeno. Ademas, la desactivacion de los genes supresores tumorales APC
y TP53 aumenta la probabilidad de transformar una célula sana en una célula cancerigena.
Adicionalmente, dicho mecanismo conduce la pérdida de heterocigosidad en el brazo del

cromosoma 18q, lo cual fomenta la tumorigénesis (Malki et al., 2021).

Con respeto al modelo genético existe multiples pasos, el proceso comienza con el
silenciamiento del gen adenomatous polyposis coli (APC). A continuacion, se producen
mutaciones en el gen KRAS durante la etapa adenomatosa. Posteriormente, se detecta la
pérdida del cromosoma 18q y se produce la inactivacion del gen TP53. La hibridacion
genOmica basada en matrices y técnicas de polimorfismo de nucleétido nico (variantes
genomicas en una base unica del ADN) lo que ha incurrido en pérdidas en ciertos alelos
de los brazos cromosdémicos en CC. Al mismo tiempo, se identifican ganancias en el
cromosoma 7 y en los brazos cromosémicos 1q, 8q, 12q, 13q y 20q, lo que indica la
presencia de oncogenes que estimulan el crecimiento de las células mutadas. Estos
cambios genéticos resultan en la disminucion de la actividad de los genes supresores
tumorales (TSG), lo que da lugar a la formacion de células cancerigenas (Pino & Chung,

2018).

1.1.2.2. Inestabilidad de microsatélites (MSI).

En el cancer de colon, se encuentra la alteracion genomica denominada inestabilidad de
microsatélites (MSI), que es una caracteristica distintiva de las células cancerosas. Los
microsatélites son secuencias de ADN repetitivas que se encuentran dispersas a lo largo
de toda la secuencia del ADN. Debido a su naturaleza repetitiva, son propensos a sufrir
cambios durante la replicacion. Especificamente, son especialmente susceptibles a la
acumulacion de mutaciones, principalmente debido a la incapacidad de las polimerasas
de ADN para unirse eficientemente al ADN durante la sintesis del mismo (Nojadeh ef

al., 2018).

Los microsatélites suelen presentar dos tipos de errores comunes. El primero es el
desajuste de bases, en el cual ocurren discrepancias entre las bases que escapan a la

capacidad intrinseca de correccion de las polimerasas de ADN. El segundo tipo son los



bucles de insercién-delecion, los cuales son secuencias de nucledtidos que se encuentran
fuera de la estructura helicoidal normal del ADN, formando horquillas (De’angelis ez al.,
2018). Estos nucleodtidos desapareados ocurren cuando el primer nucleétido y la hebra
molde se separan y se vuelven a unir de forma incorrecta en un microsatélite. Cuando se
producen inserciones o deleciones en microsatélites ubicados en regiones de codificacion
del ADN, pueden generarse mutaciones que cambian el marco de lectura, lo que a su vez

puede resultar en la truncacion de proteinas (Furlan et al., 2022)

Alrededor del 15% de los casos de céncer de colon presentan inestabilidad de
microsatélites (MSI) debido a la supresion epigenética del gen MLH1 o a una mutacion
hereditaria en uno de los genes MSH2, MSH3, MSH6 o PMS2, que son fundamentales
en el sistema de reparacion de errores de emparejamiento. Estas proteinas interactiian
entre si como heterodimeros. Cuando se detecta un desajuste, se llevan a cabo varios
pasos: MSH2 se une a MSH6 o MSH3 (formando complejos Mutsa y Mutsp,
respectivamente), mientras que MLH]1 se asocia con PMS2, PMS1 o MLH3 (formando
complejos MutLa, MutLf o MutLy, respectivamente) (Jones et al., 2017).

El reconocimiento de errores de insercion y eliminacion es llevado a cabo por un
complejo formado por una proteina Muts y una proteina MutL, que interactia con el
factor de replicacion C. La eliminacion de los errores se realiza mediante la accion de
proteinas como la exonucleasa 1 y el antigeno nuclear de células en proliferacion.
Finalmente, la reconstruccion y union de la hebra de ADN es realizada por la ADN
polimerasa 6 y la ADN ligasa. Mutaciones en los genes que participan en el proceso de
reconocimiento llevan a una acumulacién de errores en el ADN, lo que resulta la

inestabilidad de microsatélites (MSI) (Yu et al., 2019).

1.1.2.3. Via del fenotipo metilador de la isla CpG (CIMP).

El fenotipo de metilacion de las islas CpG (CIMP) en el cancer de colon hace referencia
a un cambio epigenético especifico que se caracteriza por un aumento en la metilacion de
las islas CpG presentes en las areas promotoras de ciertos genes (Rhee et al., 2017). La
metilacion del ADN es un proceso enzimatico mediante el cual se afiade un grupo metilo
a la posicion 5 de la citosina mediante las enzimas ADN metiltransferasas (DNMT), lo

que resulta en la formacion de S5-metilcitosina. Las islas CpG son segmentos cortos de



regiones que contienen una alta concentracion de dinucledtidos CpG y que a menudo se

ubican en la region promotora de los genes (Shen et al., 2017).

En las células normales, la mayoria de los sitios CpG estan fuertemente metilados,
mientras que las islas CpG, normalmente ubicadas en las regiones promotoras de los
genes, no estan metiladas. Sin embargo, después del inicio del cancer, la hipermetilacion
dentro de la regién promotora puede conducir a la inactivacion de los genes supresores
de tumores, mientras que la hipometilacion global se asocia con inestabilidad gendomica

y aberraciones cromosomicas (Kim ez al., 2018).

La expresion regulada al alza de las metiltransferasas de ADN esta asociada con CIMP,
por lo cual un posible mecanismo subyacente se basa en el silenciamiento de las barreras

que inhiben la metilacion de islas CpG normalmente no metiladas (Cohen et al., 2018).

1.1.3. Enfoques terapéuticos.

1.1.3.1.Tratamientos farmacoldgicos para los mecanismos moleculares.

Los mecanismos moleculares han permitido desarrollar estrategias terapéuticas para
mejorar los resultados clinicos. Es por ello que se ha basado emplear estrategias para
dirigir medicamentes en los mecanismos moleculares del CC.

Para el mecanismo molecular convencional inestabilidad cromosomica (CIN), se ha
disefiado moléculas pequeiias, péptidos y anticuerpos para inhibir la via Wnt/p-catenina,
esto con el objetivo de regular la expresion de genes que estan involucrados en la
regulacion del ciclo celular. Como tratamiento en la alteracion del mecanismo se ha
empleado el uso del cloruro de litio suprimir la supervivencia y proliferacion de células.
Ademas, los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) y Celecoxib bloquean la
transcripcion dependiente de CTNNBI en el CC y reducen la formacion de polipos en

pacientes (Li et al., 2014).

Para el tratamiento farmacoldgico en la inestabilidad del mecanismo de microsatélites
(MSI), se basa en la proteina PDL-1 (bloqueo de la muerte programada 1) que esta ligada
con dicho mecanismo. Segiin André et al., (2020) menciona que es eficaz utilizar la
terapia a base de la proteina PDL-1 por lo que se relaciona con el MSI-H que es un tipo

de inestabilidad de microsatélite ya que cuando se expresa mayores niveles de PD-L1



conlleva a evadir la respuesta inmunologica. Es por ello que se ha utilizado el
medicamento Pembrolizumab, que actia bloqueando las células tumorales y esto permite

que los linfocitos T reanuden su actividad antitumoral.

En el mecanismo del fenotipo metilador de isla CpG (CIMP), se relaciona con la via del
EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico) por lo cual para el tratamiento se
ha utilizado Cetuximab que es un anti-EGFR que inhibe la tirosina quinasa (TKI)
dirigidos a las quinasas intracelulares (Malki ef al., 2021). No obstante, en los tumores
que portan mutaciones en los genes KRAS, BRAF son resistentes a la terapia anti-EGFR
debido a la activacion continua de las vias de sefalizacion aguas abajo de EGFR. Para
estos casos existe el uso de Panitumumab, que no provoca citotoxicidad mediada por

c¢lulas dependiente de anticuerpos (Zhang ef al, 2021).

1.1.4. Busqueda de tratamiento para el cancer de colon a través de herramientas

Bioinformaticas.

La bioinformatica aplica la combinacion de la biologia molecular, la computaciéon y la
estadistica para analizar grandes cantidades de datos biologicos y genéticos. Ademas, ha
permitido utilizar softwares complejos para recuperar, clasificar, analizar, predecir y
almacenar datos de secuencias de ADN y proteina (Islam & Kalimuthu, 2019). El
pipeline bioinformatico se basa en las tecnologias 6micas, que incluyen la gendmica,
transcriptomica y protedmica. Estas técnicas permiten analizar los marcadores de ADN,
las transcripciones de ARN, las proteinas y a la vez ayuda a descubrir nuevos
biomarcadores para aplicaciones en el pronostico, diagndstico y tratamiento del cancer

de colon (Dalal et al., 2020).

El pipeline bioinformatico usa la gendmica para analizar material genético de las células
del cancer, esto permite determinar las mutaciones que impulsan el crecimiento del tumor.
Asimismo utiliza el andlisis transcriptdmica que es un enfoque que se utiliza para explorar
biomarcadores gendmicos y analizan la expresion de genes en las células del cancer para
determinar los genes que estan regulados en el tumor (Orlov et al., 2021). La protedmica
permite detallar la expresion de proteinas en las células de cancer de colon, esto conlleva
identificar las proteinas que estan sobre expresadas o sub expresadas en el tumor (Yang

et al., 2019).
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1.1.4.1. Diseiio de farmacos por medio de la Bioinformatica

La Bioinformatica utiliza algoritmos basados en simuladores de eventos quimicos que
permite calcular las propiedades quimicas de los 4tomos y de las moléculas. El objetivo
de disenar los farmacos se basa en las propiedades quimicas que presentan tanto el
farmaco como su objetivo y a la vez permite calcular la prediccion de union del farmaco

a su objetivo (Sliwoski et al., 2014).

El método computacional, para el disefio de farmaco se basa en las estructuras y se
fundamenta sobre el conocimiento de la estructura tridimencional de la proteina objetivo
que normalmente se proporciona por cristalografia de rayos X de alta gama o datos RMN.
Estos métodos incluyen el acoplamiento molecular, que tiene como objetivo de identificar
los compuestos que se acoplen dentro de un bolsillo objetivo, ya que se dice que si un
compuesto encaja en un bolsillo de destino representa un andamio quimico prometedor

para el disefio de nuevo farmaco (Palermo & Diego, 2016).

Este método sirve para localizar sitios especificos de union entre proteina-ligando y
permite analizar las interacciones moleculares. Ademas, facilita al investigador modificar
las caracteristicas fisicoquimicas que presentan dichas interacciones. Adicionalmente
permite conocer los procesos de inhibicion de algunas proteinas que se sobre expresan en
el cancer de colon esto mediante el acoplamiento molecular y esto conlleva a reconocer

posibles soluciones de tratamiento (De Vivo et al., 2005).

El resultado final del método computacional permite reconocer compuestos bioactivos
que normalmente incluyen residuos de aminoacidos y expone varios efectos fisicos como
actividades antioxidantes, antitrombdticas (Esmeeta et al., 2022). Una de las ventajas que
provee el método computacional es predecir las propiedades farmacocinéticas que
permite determinar el movimiento del fArmaco a través del cuerpo y a la vez se puede
estimar las concentraciones del firmaco en diferentes partes del cuerpo (Grogan et al.,

2022).
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1.1.4.2. Cribado Virtual (VS)

El cribado virtual es un enfoque computacional utilizado para la identificacion de
farmacos. Su aplicacién se lleva a cabo mediante simulaciones por computadora, lo que
permite buscar y seleccionar moléculas que posean la capacidad de interactuar con un
objetivo molecular especifico, generalmente una proteina o un receptor enzimatico. En
esencia, esta técnica actia como un filtro al descartar aquellas moléculas que no muestran
afinidad hacia la proteina en cuestion, y solo selecciona las moléculas candidatas que

tienen el potencial de convertirse en farmacos efectivos (Zhang et al., 2022).

Durante el proceso de cribado virtual, se realiza una busqueda exhaustiva en bibliotecas
de ligandos con el objetivo de identificar aquellas estructuras que presentan una mayor
probabilidad de interactuar con el objetivo proteico. Estas moléculas se clasifican en
funcién de su capacidad para unirse al receptor proteico. Mediante este proceso, se puede
predecir con mayor precision cudles ligandos tienen mas posibilidades de exhibir una

actividad farmacologica relevante para el tratamiento deseado (Maia et al., 2020).

1.1.4.3. Acoplamiento Molecular

El acoplamiento molecular (Docking molecular) es una técnica molecular bioinformatica
que facilita la prediccion de interaccion entre proteina-ligando y calcula
computacionalmente la posicion favorable, a partir de representaciones tridimensionales.
Es importante mencionar que mientras mas estable, y especifica sea la union entre el
ligando (farmaco) y su proteico (diana terapéutica) mayor serd su actividad biologica.
Por lo tanto, el método bioinformatico juega un rol importante en el descubrimiento y
desarrollo de nuevos principios activos o farmacos (Ballon Paucara & Grados Torrez,

2019).

Este método bioinformatico se rige en dos algoritmos, el primero es el que se encarga
predecir las conformaciones estructurales del ligando y asume el sitio activo que
conforman entre proteina- ligando y el otro algoritmo actia en funcion de predecir las
energias de union entre el ligando y el receptor para cada una de las conformaciones

establecidas por el primer algoritmo. Luego de aplicar estos dos algoritmos se clasificara

12



las conformaciones de union del ligando y su receptor de acuerdo a su afinidad de unioén

(Agarwal & Mehrotra, 2016).

El método consta dos técnicas que son de cuerpo rigido y flexible. El primero se basa en
modelo propuesto por Fischer, se fundamenta en el ligando-receptor y se consideran como
cuerpos independientes que interactiian entre si, esto por su forma y volumen. El segundo,
se fundamenta en el efecto mutuo del reconocimiento de proteinas y ligandos en la

conformacion de cada uno de ellos (Maden et al., 2022).

1.1.4.4. Desarrollo del ligando y proteinas.

Para el uso de las proteinas se requiere una estructura proteica inicial en formato de
archivo PDB que incluye un ligando cristalizado. Esta estructura se obtiene en Protein
Data Bank y Protein Data Bank in Europe Knowledge Base (PDBe-KB) o Uniprot.
Dichas proteinas contienen sus propias estructuras tridimensionales y se diferencian por
su difraccion de rayos X, resonancia magnética, nuclear (RMN) o crio-microscopia

electronica (CryoEM) (Guide, 2015).

Este proceso se debe primeramente eliminar todas las interferencias una de ellas es las
aguas (excepcion de las con los que estan ancladas los metales) que se asemejen por el
atomo de oxigeno ya que estas no tienen hidrégenos unidos. No obstante, si se quiere
mantener las aguas se debe agregar hidrégenos en el desarrollo de la preparacion.
Adicionalmente, se deberia simplificar si existe los multimeros con sitios de unidon
duplicados donde se debe eliminar los sitios de unién redundantes (Madhavi Sastry et

al., 2013).

Se debe tener en cuenta de corregir los residuos que por lo general son relativamente son
inofensivos si estan alejados del sitio activo. De igual forma se debe comprobar la
estructura de la proteina en busca de iones metalicos y cofactores. Donde si existe se debe
se debe eliminar enlaces para luego ajustar las cargas de los atomos que estan unidas al
metal. Estos procedimientos analizados se pueden realizar en los programas Pymol y
Chimera que permite evaluar las moléculas, mapas de densidad, ensamblajes
supramoleculares, alineaciones de secuencias, resultados de docking, trayectorias y

conjuntos conformacionales (Bender et al., 2021).
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Para la seleccion del ligando, se debe igual realizar un bosquejo en Drugbank, las cuales
propone ligantes que se acopla a la proteina que se va a analizar lo cual se debe tener igual
presente determinar mediante difraccion de rayos X, resonancia magnética nuclear. Se
puede decir que para trabajar con los ligandos se puede usar las estructuras

tridimensionales como son las base de datos CCDC o Pubchem (Huggins ef al., 2012).

1.1.5.5. Acoplamiento rigido.

Receptor Ligand

Figura 4. Modelo 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. Cabe mencionar que es un modelo de complementariedad geométrica. Adaptado de “Progress in

molecular docking” (p.2.) por Fan et al., 2019, Quantitative Biology, 7(2).

El acoplamiento rigido (Figura 4) es una técnica que no requiere calculos, pero puede a
veces obtener errores al no considerar que las dos especies pueden producir una gran
cantidad de conformaciones acopladas. Estas conformaciones se reorganizan
aprovechando la energia libre y es fundamental resaltar que, al considerar el ligando y el
receptor como cuerpos rigidos, el espacio de busqueda es especifico ya que solo posee
tres grados de libertad de traslacion y tres de rotacion. Asimismo, se asume que la

estructura del acoplamiento que es receptor y el ligando permaneces invariable (Fan et

al., 2019;Raval & Ganatra, 2022).

1.1.4.6. Interaccion de complejo proteina con el ligando

Es impredecible la puntuacion de la interaccion proteina con el ligando, ya que este
definiréd la drugabilidad del ligando que se ha unido a la proteina. Estas puntuaciones

estiman la energia del enlace del complejo evaluando las interacciones intermoleculares

14



de solvatacion efectos electrostaticos y entropicos, para llegar lo més cerca posible de la
energia de enlace real en un tiempo minimo (Dar & Mir, 2017). Una puntuacion ideal
en las interacciones proteina-ligando sea apto para reconocer la posicion de unién de un
ligando en la superficie de la proteina entre las posiciones de sefiuelo y predecir con
precision la afinidad de union (o la energia libre de union) para que las moléculas activas

puedan ser discriminados de los no activos (Wang & Lin, 2017).

1.1.4.7. R como lenguaje para el analisis de expresion diferencial.

La expresion diferencial de genes permite detectar qué genes muestran variaciones
significativas en su expresion durante una enfermedad. De esta manera, el analisis
diferencial facilita la identificacion de las disparidades entre la expresion génica en
condiciones normales y en estados de enfermedad, lo que contribuye a una mejor

comprension de la patologia de las enfermedades (Rodriguez-Esteban & Jiang, 2017).

El lenguaje R utiliza paquetes Bioconductor para analizar datos RNA-seq (secuenciacion
de ARN) para generar los resultados de expresion diferencial. Es importante que al
analizar los DEG en R se debe normalizar los datos ya que con ello se pueda que los
niveles de expresion de genes ortdlogos sean comparables entre diferentes especies. Los
paquetes que normalmente se utiliza es limma que determina la alta correlacion entre

genes que puede ocurrir en los datos de micromatrices (Zhou et al., 2019).

Ademas, R cuenta con Volcano-plot, que es un diagrama de tipo de dispersion que
muestra la significacion estadistica frente a la magnitud de cambio. Tiene la particularidad
de identificar los genes con grandes cambios de pliegue que también son estadisticamente
significativos (Guan & Tian, 2017). El pheatmap se utiliza para representar mapas de
calor donde se expresa los genes que muestra cambios significativos entre dos 0 mas
grupos experimentales, como muestras sanas frente a muestras enfermas o muestras de
control frente a muestras de tratamiento. Adicionalmente, pheatmap utiliza el algoritmo
de agrupacion jerarquica que reestablece filas y columnas de calor con la finalidad de

aglomerar genes con patrones de expresiones similares (Evans et al., 2018).
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1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo General

e Evaluar posibles dianas terapéuticas para el cancer de Colon aplicando pipeline

bioinformatico como base para el disefio de farmacos asistido por computador.

1.3.2. Objetivos Especificos

e Comprender las bases genéticas y moleculares del Cancer de colon enfocados en los

genes relacionados.

e Estudiar la expresion diferencial de los genes que se expresan o inhiben en el cancer

de colon.

e Aplicar Pipeline Bioinformatico para la identificacion de dianas terapéuticas en el

cancer de colon.
e Valorar las propiedades toxicoldgicas y farmacodinamicas de los compuestos

bioactivos y su potencial uso para el disefio de nuevos farmacos.
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CAPITULO 11

METODOLOGIA

2.1. Materiales y equipos

2.1.1. Materiales

2.1.1.1. Software de bioinformatica

MalaCards
HARMONIZOME

OMIM

KEGG

Cytoscape (GeneMania)
GEO (Gene Expression Omnibus)
Lenguaje de programacion R
Drugbank

Protein Data Bank
ProteinPlus

Chimera 1.16

AutoDock Tools

AutoDock Vina
MTIOpenScreen

STITCH

Discovery Studio

Avogadro

pkCSM

AlphaFold

GeneCards

Protein Data Bank in Europe Knowledge Base

Vega

2.2.2 Equipos

Laptop personal
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2.3 Métodos

2.3.1. Identificacion de las Bases Genéticas y Moleculares del Cancer de Colon.

En la presente investigacion, se empled una busqueda sobre las bases moleculares y las
alteraciones bioquimicas relacionadas con el cancer de colon en las siguientes bases de
datos como es Genecards, PUBMed, OMIM, MalaCards, Harmonizome y NCBI. Esto se
realizd con finalidad de recopilar informacién sobre los genes implicados en la

enfermedad.

2.3.2. Expresion diferencial de los genes que se expresan o inhiben en el cancer de

colon.

2.3.2.1. Busqueda de datos para Cancer de Colon.

Se busco los datasets mediante la metodologia de Dong et al., (2020), donde otorga los

siguientes criterios para la busqueda las cuales son:

e Conjuntos con muestras enfocadas en el cancer de colon.

e Conjuntos de datos con un respaldo en publicaciones indexadas en bases de datos
confiables.

e Estudios que tengan informacion sobre la tecnologia y plataforma usada para su

creacion.

Siguiendo los criterios mencionados, se accedio al sitio web de la base de datos GEO
(Gene Expression Omnibus) y se ingresé el término "colon cancer". A continuacion, se
selecciono las siguientes opciones: el uso de GEO DataSets, el organismo Homo sapiens,
el tipo de experimento que implico la generacion de perfiles de expresion mediante arrays,
y se considerd el disefio experimental que incluyd tanto pacientes normales como
pacientes afectados por la enfermedad. Posteriormente, se descargd el archivo en formato

CEL para su analisis preliminar.
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2.3.2.2. Analisis de expresion diferencial

Con el dataset previamente ya obtenido, se llevo a cabo el andlisis de expresion de los
genes, se utilizé el lenguaje de programacion R. No obstante, se tomd en cuenta de instalar
previamente los paquetes de Bioconductor como es: Rbowtie2, ggplot2, MA Plots,

pheatmap, sva y lima.

Como primer es normalizar los genes de expresion por medio del paquete “Rbowtie2”.
Este paquete permiti6 realizar el andlisis de expresion diferencial para cada uno de los
conjuntos de datos como es los datos de expresion de colon humano no afectado y

canceroso, en lo cual lo comparo entre ellos.

Para la determinacion de genes de expresion diferencial (DEGs) se utiliz6 el paquete
“goplot2” donde se generd un diagrama de tipo volcan (Volcano plots). Este diagrama
permitié identificar la expresion de genes que estan en alza y baja en las células normales

de colon y células cancerosas de colon.

Asimismo, se realizd un mapa de calor (heatmap) mediante el paquete “heatmap”. en R.
Posteriormente con ayuda del paquete “sva” y “limma” se efectué una correccion por
lotes y a la par una normalizacion de los arrays, esto permiti6 eliminar la heterogeneidad
de los conjuntos de datos. Después, se realizd un andlisis de los componentes de
expresiones de genes que se obtuvo para asi comparar los diferentes DEGs consensuados

entre los grupos control y los de analisis.

2.3.3. Pipeline Bioinformatico para la identificacion de dianas terapéuticas

2.3.3.1. Base de datos MalaCards

La base de datos Malacards permiti6 llevar a cabo una busqueda acerca de los genes que
afectan al cancer de colon. Como resultado de este analisis, se identifico la entrada mas
relevante para su inclusion en la investigacion, la cual corresponde al "Adenocarcinoma
Colon". Esta entrada especifica se caracteriza por contener un conjunto de 119 genes
relacionados con la enfermedad y un MIFTS de 55. Dicha puntuacion de MIFTS (siglas

en inglés para "Minimum Information for the functional Annotation of Transcripts and
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their Protein Products") refleja el nivel de informacidon acumulada en la base de datos en

relacion con el cancer de colon.

2.3.3.2. Base de datos Harmonizome

Dentro de esta base de datos Harmizone existe un gran conjunto de genes relacionadas
con la enfermedad es por ello por lo que se eligid la opcion “Gene Sets” con la entrada
de la enfermedad de “Adenocarcinoma Colon”, esto con el objetivo de evaluar a la par
con la base de datos Malacards las similitudes y congruencias genéticas. Dentro de este
procedimiento se escogid los genes que comparten interacciones y los que obtuvieron una

mayor puntuacion esto con la finalidad de desarrollar un analisis posterior.

2.3.3.3. Base de datos OMIN

La base de datos de OMIM, se ingreso6 la entrada de “colon cancer”, se encontr6 la opcion
de COLORECTAL CANCER; CRC y presentd veinte y ocho genes que estan
establecidos en dicha enfermedad. Con estos genes encontrados, se correlaciond con las
bases de datos de Harmizone y Malacards para establecer los genes que estdn mas

relacionados con la enfermedad.

2.3.3.4. Base de datos KEGG

Se han obtenido las vias de activacion de las senales del cancer de colon, asi como
informacion sobre las rutas metabolicas relacionadas con esta enfermedad. Ademas, se
ha recopilado informacion sobre los genes que participan en las cascadas que provocan
alteraciones bioquimicas y desregulaciones en el proceso de desarrollo de la

carcinogénesis en el colon.

2.3.3.5. Seleccion de los genes con mayor relevancia.
En la seleccion de los genes se basd primeramente en la obtencion de las puntuaciones

estandares de cada uno de los genes que estan establecidas en las bases de datos como es

Malacards y Harmonizome, ademds se tomo6 en cuenta la relacion del gen con la
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enfermedad. De igual modo se considerd la informacidon acerca de las alteraciones

bioquimicas.

Luego de la revision, se procedid a seleccionar los genes que se consideran mas
significativos en el cancer de colon, en donde se clasifico segun las alteraciones
bioquimicas y sus puntuaciones. Se encontrd diferentes alteraciones bioquimicas en los
genes, sin embargo, se baso en el score que obtuvieron los genes para asi descartar las
diferentes alteraciones por lo cual se analizd aquellos que presentaron mayor score por lo
cual se clasifico en: (regulacidon) actividad transcripcional, activacion descontrolada de

sefializacion MAPK.

De los 119 genes que se encontr6 en la base de datos de Malacards se correlaciond con el
score que presentaba cada gene en la base de datos de Harmonizome, para asi genes mas
representativos que estan asociados en la enfermedad por lo cual se pone los datos en hoja
de célculo con sus respectivas puntuaciones e integracion dentro de las bases de datos y

fueron organizadas en funcion del nombre del gen, su puntacidn y alteracion bioquimica.

2.3.3.6. Integracion de los datos

Para la integracion de datos, se utilizé el software Cytoscape para el disefio de redes
biologicas, en donde se utilizo el plugin GeneMania que permitiod la red de interaccion de
los genes mas representativos para el cancer de colon. En este software, se realizo los

siguientes pasos para la integracion de datos:

e Seingreso los nombres de los genes de acuerdo a las alteraciones bioquimicas que
presentan y escoger la opcion de Homo sapiens.

e Luego se genero la red bioldgica mediante del plugin GeneMania.
Posteriormente, se escogio los genes que obtuvieron el mayor nimero de interacciones

en los nodos y a la vez las puntuaciones mas altas y se examino los bordes para identificar

los genes que tengan mayor iteracion.
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2.3.3.7. Validacion de las dianas seleccionados

La base de datos de DrugBank, contiene informacion acerca de dianas y medicamentos
que actian en el cancer de colon. Esta base posee dos partes, la primera es informacion
quimica de los farmacos, mientras que la segunda corresponde a la informaciéon de

proteinas o dianas terapéuticas.

Esta base de datos, se efectuo la busqueda de genes que obtuvimos previamente que
presentaron mayor relevancia en la enfermedad, para asi encontrar posibles opciones
farmacoldgicas y ligandos. Donde se consigui6 varios farmacos en fase de desarrollo y

en fase experimental.

Posteriormente, en Protein Data Bank se encontrd los cristales de las proteinas de los
genes, ademads, se tomd en cuenta los pardmetros del R-value Work y del R-Free que no
debe ser mayor de 0.3 (Gore et al., 2017). Sin embargo, cabe mencionar que en algunos
casos no se encontraron todos los cristales es por ello que se utilizé el modelamiento in
silico utilizando AlphaFold apoyado de alineamiento estructural y de secuencia con

proteinas homologas (Evans et al., 2022).

2.3.4. Prueba de viabilidad de las dianas terapéuticas

En la identificacion, de la drugabilidad para las proteinas obtenidas se realizo en la web
Protein Plus de la Universidad de Hamburgo y ChEMBL del European Bioinformatics
Institute (EBI). Esta web permitié mapear la proteina mediante el codigo que proporciona
el PDB. No obstante, si la proteina que se obtuvo en AlphaFold se debe solo subir el

archivo en formato PDB en DoGSiteScorer.

Una vez que se ingreso el codigo de la proteina se eligio la opcion de DoGSiteScorer,
esta herramienta permitio la identificacion de posibles bolsillos y subbolsillos de unién
en estas estructuras proteicas. Asimismo, presentdé un modelado en 3D por lo cual se
obtuvo el grado de drugabilidad y a la vez se obtiene los pockets. Estos pockets contienen

los aminoacidos residuales que presentan las proteinas.
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Los parametros evaluados en el DoGSiteScorer fueron la capacidad volumétrica del gen
MLH1 que presentd 1580.8 A3, la profundidad de 1921.99 A? y la puntacién de
drugabilidad de 0.79. De igual manera, en el gen SMAD2 se obtuvo la capacidad
volumétrica de 529.13 A3, la profundidad de 984.5 A? y la puntacion de drugabilidad de
0.77. Igualmente, en el gen CASP9 su capacidad volumétrica es de 1131.99 A3, la
profundidad de 1620.98 A2y la puntacién de drugabilidad de 0.78.

2.3.5. Busqueda de moléculas con posible interaccion con las dianas.

La web Protein Data Bank permiti6 obtener cristales validados en formato pdb. Luego de
obtener las proteinas, se utilizd el software Chimera 1.16 con la finalidad de eliminar todo
lo que no es parte de la proteina como es el agua y los complejos que normalmente suelen

tener los cristales que se encuentran en las bases de datos.

En la web Pubchem, se descargo los posibles ligandos que se va ocupar para luego utilizar
el software Avogadro para poder bajar la energia para obtener un mejor acoplamiento.
Posteriormente, se empled Autodocktools para calcular las dimensiones del Grid-Box
tanto para las dimensiones como para la localizacion del sitio de union con los restos de
aminodacidos puntuales especificados con este mismo software, de modo que se situd la
Grid-Box dentro del area de dominio més probable para que exista una interaccion de

proteina-ligando.

Las coordenadas que se obtuvieron en la Grid-Box en la proteina de MutL Protein

Homolog 1 fueron:

e Coordenadas del centro de la cuadricula: x 20.958,y -24.486,z 9.442
e Tamaifio del espacio de busqueda: x 78,y 92,z 92

Para la proteina de Mothers Against Decapentaplegic Homolog 2 se obtuvo la Grid-Box
de:

e Coordenadas del centro de la cuadricula: x_25.63,y 7.226,z 4.078

e Tamafio del espacio de busqueda: x 100,y 68,z 64
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En las coordenadas que se obtuvieron en la Grid-Box en la proteina Caspasa 9 de fueron:

e Coordenadas del centro de la cuadricula: x ,0.37,y -4.604, z -14.941
e Tamafio del espacio de busqueda: x 108,y 86,z 76

2.3.6. Cribado Virtual

Para el cribado virtual, se tom6 en cuenta el archivo que se obtiene en el Autodocktools
de la Grid-Box la cual fue de formato pdb. A continuaciéon, se utilizd la web
MTIOpenScreen, que permitié utilizar el empleo de Autodock Vina para realizar un
cribado virtual. Seguidamente, se emple6 los calculos comenzando desde los datos de las
moléculas menores que se incorporan por defecto en el software (Labbé et al., 2015).
Ademas, se excluyo, los disolventes que estan presentes en la estructura 3D de la proteina

en formato pdb y se insertd los datos de las moléculas pequeiias en formato sdf.

Luego se incluyo las coordenadas del sitio de uniéon y sus dimensiones a través de la
opcion Custom parameters en funcion de los calculos enfocados a esa zona. Se obtuvo
estos parametros mediante la extraccion del inhibidor de la estructura 3D en formato pdb.
Los resultados mostraron una lista descargada de compuestos de la base de datos segun
la energia de union proteina-ligando en formato .pdb, lo cual facilito la identificacion de

la unidén con las proteinas.

Ademas, para una mejor comprension de interaccion entre proteina con farmaco se utilizo
la base de datos STITCH por lo cual se integro los nombres de los genes de acuerdo con
la alteracion bioquimica de la regulacion de transcripcion en la opcion de multiple items
y a la vez se seleccion6 el organismo Homo Sapiens, esto con la finalidad de generar las

redes de interaccion entre los productos quimicos y las proteinas.

2.3.7. Acoplamiento Molecular

Se realizo el acoplamiento molecular por medio del software autoDockTools, primero se

subio la proteina para agregar los hidroégenos polares, para luego eliminar los hidrogenos

no polares y agregar la carga de Kollman, seguidamente se guard6 en formato pdbqt. El
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ligando se carg6 al software y se agregd igualmente todos los hidrogenos y se eliminé los
no polares y se agreg6 la carga de Compute Gasteiger para luego guardar en formato

pdbqt.

Para la ejecucion del acoplamiento, se utilizd la opcion de acoplamiento rigido para
agregar la proteina y luego se escogi6 el ligando, y guardar en formato dpf. Después, se
analiz¢ las conformaciones de afinidad de unién que se obtuvieron. Luego se escogio la

mejor conformacion de afinidad para guardar en formato pdb para su respectivo analisis.

Para una mejor compresion de los resultados obtenidos de acoplamiento molecular se
ocupd el software Discovery Studio, lo cual se ingres6 la conformacion de la mejor
afinidad de unién de formato pdb. Luego se debe definir el receptor proteico con su
ligando para agregar la interaccion. Posteriormente en la opcion display receptor surfaces
se escogid la opcion H-bond. Esto se realiz6 con la finalidad de ver los aminoacidos de
interaccion. Finalmente se guarda las imagenes en formato image files para el respectivo

analisis.

2.3.7. Analisis de toxicidad de las moléculas.

Para el andlisis de la actividad bioldgica de los ligandos formados por el complejo
ligando-proteina, se empled el software Vega esto con la ayuda de modelos QSAR en
funcion de andlisis fisicoquimicos. Luego se realizd pruebas de mutagenicidad,
carcinogénesis y hepatotoxicidad utilizando los codigos SMILES de dichos farmacos.
Finalmente, se realizo el analisis de las propiedades de las moléculas con el programa
pkCSM, en el cual se realiz6 pruebas ADMET (Absorcidn, Distribucion, Metabolismo,
Excrecion y Toxicidad) utilizando también los codigos SMILES de las moléculas

identificadas.
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Analisis y discusion de los resultados.

3.1.1. Analisis de expresion diferencial

El analisis de expresion diferencial de genes (DEG) se utiliza para examinar los patrones
de expresion de los genes y descubrir los mecanismos bioldgicos involucrados en
enfermedades complejas. En términos generales, los perfiles de expresion genética se
caracterizan por tener una gran cantidad de genes (decenas de miles) y fuertes
correlaciones entre ellos (Abbas & ElI-Manzalawy, 2020). El presente estudio, se empled
para identificar los DEG en muestras de lineas celulares que tiene la expresion normal del
gen KRAS en células normales del colon y muestras ya en expresion adenocarcinomas

colon en funcidn del perfil de expresion génica de GEO: GSE55942.

El analisis de expresion de la expresion se estudio la expresion de las mutaciones
activadoras del protooncogén KRAS. Tiene la funcion de iniciar la via de sefializacion de
MAPK (proteina quinasa activada por mitdégenos), el fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K).
La supresion de la via ayuda a prevenir la iniciacion del tumor. Cualquier alteracion en la
expresion o funcion de este gen podria tener implicaciones en la via MAPK y, en algunos
casos, podria estar relacionada con trastornos genéticos o enfermedades relacionadas con

la division celular anormal (Liu ez al., 2022).

Se comparo la expresion de KRAS en 12 muestras de células, en las cuales se hacen 2
réplicas de que no esta inhibido y suprimido la funcion del KRAS. El estudio de (Guo ef
al., 2019) utiliza el gen KRAS por medio de LacZ y YAP1 para identificar los genes que
estan involucrados tanto en el mecanismo de transcripcién cuando no estd en inhibido y
esta suprimido. En la figura 5 representa el diagrama de Venn en donde se puede observar
los genes totales que muestran el DEG que es de 21182. En estos comparten similitud 22
de ellos, lo cual los 105 representa que se puedes analizar para comprender las funciones

biologicas, rutas metabolicas.
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Figura 5. Diagrama de Venn de las muestras de células
normales y supresion de la funcion.
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Figura 6. Volcano plot que muestra una descripcion general de la expresion

diferencial de todos los genes.

Nota: El umbral en la grafica del volcan fue -log, y log2 cambio de pliegue. El rojo indica genes regulados
al alza y el azul indica genes regulados a la baja.
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En las células de cancer de colon (HT116) se obtuvo la supresion de la funcion del KRAS,
lo cual se revel6 un total de 570 genes expresados diferencialmente en el cancer de colon.
De estos se encontré 105 genes regulados al alza y 465 genes regulados a la baja. Los
genes que se encuentran en la parte superior de la figura 6, en el eje x representan aquellos
con cambios altamente significativos al p < 0.05 relacionados con las diferencias

bioldgicas.
Los genes que se sobre expresaron estan en la tabla 1 KRAS, MAP3KS5, MAPK 14, ERK,
CASP?9. Estos genes son de gran importancia ya que participan en la via MAPK y estos

genes serviran para el estudio de la investigacion de la via de senalizacion de apoptosis.

Tabla 1. Principales genes diferenciales.

# Gen Log FC Valor-P Valor P-ajustado
1 KRAS 14.15030 2.966814e-30 7.453210e-28
2 MAOB 14.36048 1.080603¢e-30 7.161925e-28
3 CDHI1 14.31419 1.630872¢e-30 7.161925e-28
4 JUN 14.28529 1.530220e-30 7.161925e-28
5 CYR61 14.28024 1.361202¢-30 7.161925e-28
6 MAP3KS 14.27770 1.415675e-30 7.161925e-28
7 CTNNBI1 14.24173 1.950912e-30 7.161925e-28
8 MAPK14 14.20448 1.897595e-30 7.870332e-28
9 CASP9 14.19242 4.390918e-30 7.161925e-28
10 ERK 14.18807 1.588781e-30 7.453210e-28

La figura 7 se analizo los 20 genes diferenciales, de los cuales muestran de los cuales se
representan en nivel alto 3 genes en nivel alto, en medio se presenta § genes y en cuanto
a nivel bajo se encuentra 9. Cada columna indica un conjunto de datos y cada fila indica
un gen. Se analiza que cada columna representa lo siguiente de las 12 columnas se
subdivide en 4 cada uno; gen KRAS, gen Lacz, y el codificador de Yap. La cual de los 4
que se divide en dos uno no suprime la funcion y el otro actua en forma de supresor de la

actividad del gen KRAS. Para identificar el nombre de los genes se analiza mediante el
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codigo de proporcionado de R la cual otorga con print_genenames la cual proporciona

los nombres de los genes.

En la tabla 1, muestra los genes que estan sobreexpresados ya que cuando se obtiene un
valor positivo en el logFC, asimismo, los principales genes estan sobreexpresados y esto
conlleva a que estos genes podrian desempefiar un papel importante en la viabilidad, el
crecimiento y la propagacion de las células cancerosas, lo que contribuye a las
alteraciones fenotipicas. El gen KRAS al ser un oncogen cuando se sobreexpresa se
relaciona con el desarrollo del cancer. Ademas, al evaluar el valor-p de los resultados
obtenidos se consideran que los genes estd diferencialmente expresado entre los grupos

que se compararon ya que es < 0.05 (Y. Chen et al., 2016).
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Los genes que inhiben la funcién de KRAS actiian como inhibidor PI3K, por lo tanto, el
gen YAPI al ser un coactivador transcripcional actiia de forma parcialmente para activar
las vias de PI3K. No obstante, la via PI3K no toma en cuenta la capacidad de inhibir
YAPI para promover la supervivencia celular del KRAS. El estudio sugiere Shen et al.,
(2022) que la supresion de la via MAPK de KRAS inhibe el crecimiento del cancer de
colon ya que tiene un potencial oncogénico en el cancer de colon. Esta inhibicion de la
expresion de la via MAPK activada descontroladamente puede ser una estrategia

anticancerigena prometedora.
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3.1.2. Analisis de las bases de datos.

Se selecciond los 119 genes encontrados en la base de datos Malacards, esto como punto
de partida para la investigacion para el tratamiento del cancer de colon. Estos genes fueron
seleccionados a base de las interacciones analizadas que involucran la relacion "gen-
enfermedad" y que son considerados elementos clave por este sitio web. Ademas, estos

genes constan de un score que indican la incidencia que esta ligada al cancer.

A pesar de los hallazgos en la base de datos mencionada anteriormente, hay
investigaciones en la misma area que sugieren la existencia de otros genes que podrian
estar involucrados en las complicaciones asociadas con el cancer de colon (CC). Esto
conllevd a una biisqueda exhaustiva en otras bases de datos como es OMIM, Genecards
para verificar dicha informacion. Como resultado, se confirmé que varios de los genes
previamente identificados estan directa o indirectamente relacionados con el cancer de

colon.

Posteriormente, para la seleccion de los genes de élite se correlacion6 con la base de datos
Harmonizome para asi agruparlos y relacionarles con la base de datos de OMIM para
saber si se correlaciona directamente con la enfermedad. Por otro lado, en el analisis de
las rutas metabolicas que presenta la enfermedad se efectud en la base de datos KEGG,
tal y como se presenta en la figura 8, en donde se observa las diferentes vias moleculares
que participan los diferentes genes que estan marcados de color rojo, estos son los

responsables de provocar el CC.

La figura 8, se puede ver las diferentes vias de sefializacion molecular que participan los
diferentes genes que actuan en el CC, sin embargo, para la investigacion terapéutica se
tomo en cuenta las fases de tempranas de la enfermedad, es por ello que se sobre sale el
estudio de la alteracion de la via MAPK con su participacion en la via apoptotica.
Ademas, es imprescindible analizar la funcion de la regulacion de transcripcidon con sus
respectivos genes ligados. Como objetivo terapéutico en la via MAPK del andlisis del gen

CASP9 y de la regulacion de transcripcion como es SMAD2 y MLH1.
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Tabla 2. Genes representativos en la aparicion de cancer de colon.

#  Genes Alteracion Bioquimica Proteina DATABASE
MalaCards OMIM Harmonizome KEGG
APC Regulacion transcripcional-supresor ~ APC Regulator of WNT Signaling
de tumores Pathway 420.39 si 1.66375 si
2  MSH6 Reparacion del ADN MutS Homolog 6 406.48 si 1.65655 si
Acttia como coactivador de los
CTNNBI factores de transcripcion. Catenin Beta 1 26.94 si 1.11982 si
4 KRAS Activacion anormal de la via MAPK ~ KRAS Proto-Oncogene, GTPase 26.3 si 1.00963 si
Regulacion transcripcional-supresor
5 TP53 de tumores Tumor Protein P53 23.15 si 1.02187 si
6 SMAD4 Regulacioén transcripcional SMAD Family Member 4 23.01 si 0.95996 si
7  CDHI Regulacion transcripcional Cadherin 1 20.29 no 0.785165 si
Mothers Against Decapentaplegic
8 SMAD2 Regulacion transcripcional Homolog 2 20.27 no 0.596012 s
9 CASP3 Alteracion en la via MAPK Caspase 3 20.15 si 0.828639 si
B-Raf Proto-Oncogene, Serine/Threonine
10 BRAF Activacion anormal de la via MAPK  Kinase 19.38 si 0.858543 si
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https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=APC
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MSH6
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CTNNB1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=KRAS
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TP53
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SMAD4
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CDH1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SMAD2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CASP3
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=BRAF

Tabla 3. Genes élite destacados para la investigacion y establecimiento de redes biologicas de interaccion por Cytoscape.

# Genes Alteracion Bioquimica Proteina

1 APC Regulacion transcripcional-supresor de tumores Adenomatosis Poliposis Coli Tumor Suppressor
2 MSHG6 Regulacion transcripcional MutS (E. Coli) Homologo 6

3 CTNNBI Activacion anormal de la via MAPK Catenin Beta 1

4 KRAS Activacion anormal de la via MAPK KRAS Proto-Oncogene, Gene, GTPase

5 BAX Activacion anormal de la via MAPK BCL2 Associated X, Apoptosis Regulator

6 TP53 Regulacion transcripcional-supresor de tumores Tumor Protein P53

7 SMADA4 Regulacioén transcripcional SMAD Family Member 4

8 PIK3CA Activacion anormal de la via MAPK Phosphtidylinositol-4

9 ABCBI1 Regulacion transcripcional ATP Binding Cassette Subfamily B Member 1
10 TYMS Regulacion transcripcional Thymidylate Synthetase

11 CDHI1 Regulacion transcripcional Cadherin 1

12 SMAD2 Regulacion transcripcional SMAD, Mothers Against DPP Homolog 2

13 PTGS2 Activacion anormal de la via MAPK Prostaglandin-Endoperoxide Synthase 2

14 ODC1 Regulacion transcripcional Ornithine Decarboxylase 1

15 BRAF Activacion anormal de la via MAPK B-Raf Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase
16 KRT20 Regulacion transcripcional Keratin 20

17 ST6GALL1 Activacion anormal de la via MAPK ST6 Beta-Galactoside Alpha-2,6-Sialyltransferase 1
18 CDKNIA Regulacion transcripcional Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A
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https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MSH6
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CTNNB1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=KRAS
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=BAX
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TP53
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SMAD4
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PIK3CA
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ABCB1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TYMS
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CDH1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SMAD2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PTGS2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ODC1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=BRAF
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=KRT20
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ST6GAL1&keywords=ST6GAL1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CDKN1A

19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

SYNEI
LGALS3
TNF
CCND1
CASP9
CCNB1
TGFB1
MLH1
PPARG
XIAP
HRAS
CASP3

Activacion anormal de la via MAPK
Regulacioén transcripcional
Regulacion transcripcional
Regulacion transcripcional
Activacion anormal de la via MAPK
Regulacion transcripcional
Regulacion transcripcional
Regulacion transcripcional
Activacion anormal de la via MAPK
Regulacion transcripcional
Regulacion transcripcional

Activacion anormal de la via MAPK

Spectrin Repeat Containing Nuclear Envelope Protein 1
Galectin 3

Tumor Necrosis Factor

Cyclin D1

Caspase 9

Cyclin Bl

Transforming Growth Factor Beta 1

MutL Homolog 1

Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma
X-Linked Inhibitor Of Apoptosis

HRas Proto-Oncogene, GTPase

Caspase 3
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https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SYNE1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=LGALS3
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TNF
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CCND1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CASP9
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CCNB1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TGFB1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MLH1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PPARG
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=XIAP
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HRAS

De los 119 genes de ¢lite (anexo E) se escogid los mas representativos que estan en la
tabla 2, lo cual representa con sus respectivas alteraciones bioquimicas, proteinas que
contienen los genes y la participacion en las bases de datos Malacards, Harmonizome,
OMIM y KEGG. Sin embargo, hay diferentes alteraciones bioquimicas que afectan en la
aparicion de la enfermedad, ademas atn estdn en fases tempranas de investigacion por
que se requiere una investigacion a profundo para poder argumentar la posible aparicion
de la enfermedad, es por ello que algunas alteraciones aun no se ha comprobado
experimentalmente con ensayos clinicos, a pesar de ello se tiene predicciones y
simulaciones que se han hecho en el ambito de como influye las dichas alteraciones

bioquimicas de como fluye en la aparicion de la enfermedad.

Las alteraciones bioquimicas que se identifico es la regulacion de la actividad
transcripcional. Como principal gen que actia en esta alteracion es el gen TP53 ya que
tiene la capacidad de activar o inhibir la transcripciéon de numerosos genes involucrados
en una variedad de procesos celulares, incluyendo la respuesta al estrés celular, la
reparacion del ADN, el control del ciclo celular y la apoptosis (Williams & Schumacher,

2016).

Otra alteracion bioquimica, es la activacion descontrolada de la via de sefializacion
RAS/RAF/MEK/ERK, también conocida como via MAPK. Las MAPK tienen la
capacidad bioldgica de diversos procesos regulares mediante la intervencion en multiples
mecanismos celulares. En varios de estos procesos, como la apoptosis, las MAPK realizan
un papel dual, ya que su efecto puede variar entre activar o inhibir, dependiendo del tipo

de célula y el estimulo especifico que esté presente (Bellio ef al., 2021).

De acuerdo a los datos de la tabla 3 se registr6é 30 genes de ¢élite. Esto implicd descartar
los genes que tienen un rango inferior a 0.5 en la base de datos de Harmonizome, asi
como un rango menor en la base de datos de Malacards. La razon detras de esta exclusion
se debe a la falta de evidencia experimental que vincule estos genes con el CC en ambas
bases de datos. Ademas, su inclusion podria sesgar la buisqueda de dianas en una direccion

incorrecta.
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3.1.3. Analisis de la integracion de datos

De acuerdo con los resultados obtenidos se defini6 dos alteraciones bioquimicas presentes
las cuales son la regulacion de actividad transcripcional y la activacion anormal de la via
de sefializacion de MAPK. En este andlisis de integracion de datos, por medio del
software Cytoscape, donde permitié representar la interaccion genética que consta de
cuatro niveles de interaccion. Los genes que se ingreso en el software estan pintados de
negro, los genes relacionados agregados por GeneMANIA se representan en gris y los

enlaces de colores representan las interacciones que conectan los nodos (genes).

3.1.3.1. Regulacion de la actividad transcripcional

La figura 9, se evidencia la interaccion de los genes que estan implicados en la regulacion
transcripcional, por lo cual estan en forma de nodos (nodes) y los bordes (edges) que son
lineas que estan unidas dos nodos y representa una interaccion entre los genes. El nodo
MLHI es de alta interaccion y el nodo de CCNBI es el que presenta mayor score, no
obstante, los nodos de SMAD2, SMAD4, CDKNI1A, TP53 son de muy alta interaccion
(tabla 4). Cabe mencionar que el software Cytoscape tiene la herramienta de GeneMania,
que otorgo de resultado 42 nodos (genes) y 294 bordes que esta presentado en la tabla 5,

donde se evidencia los datos generales de la red biologica.

De los 42 genes (anexo H) que se obtuvieron en la interaccion se escogio los genes mas
representativos que tiene mayor interaccion. La tabla 4 consta de los 10 genes que
presentaron mayor interaccion y consta del nombre del gen, los nimeros de nodos, los
pares de nodos de multiples aristas y el puntaje (score) de interaccion de los genes.
Adicionalmente, se aprecia una gran cantidad de bordes en el gen TP53, es por ello que
en la figura 9 se comprueba la presencia de 34 bordes que conectan a la de regulacion de
la actividad de transcripcion. Otro gen de muy alta interaccion es el CDKNI1A posee 26

bordes, por lo cual afirma que es un gen significativo dentro del CC.
En el analisis de los genes que presentaron mayor interaccion se encuentra el gen TP53,

que regula la transcripcion de diferentes genes involucrados en diversos procesos, lo cual

incluye la reparacion del ADN. Para el desarrollo del CC, se efectlia mutaciones del gen
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TP53 que abarca las mutaciones de cambio de marco causadas por inserciones o

mutaciones sin sentido (Li et al., 2019).

La principal interaccion entre los genes TP53 y MLHI1 ocurre en la regulacion de la
transcripcion. Esto implica que el gen MLH1 juega un papel importante en el sistema de
reparacion del ADN conocido como "reparacion de desajustes” (MMR, por sus siglas en
inglés). El sistema MMR desencadena una serie de respuestas celulares, como la
activacion del punto de control del ciclo celular y la induccidn de la apoptosis, cuando el
dafio del ADN alcanza un nivel critico. La respuesta de las células al dafio del ADN se
basa en la activacion de MLH1, que puede colaborar con el gen supresor de tumores p53

para facilitar la detencion del ciclo celular y la muerte celular (Sitepu et al., 2022).

Cuando se presenta la inactivacion del gen MLHI1 se debe a la epimutacion que se debe
a los cambios epigenéticos adicionales que acompafian a la metilacién de la citosina,
incluidas las modificaciones represivas de las histonas. Es por ello que se asocia con el
CC en aparicion temprana que presenta MSI y a la pérdida de la expresion de MLH1
(Zyla et al., 2021).

Por otro lado, es crucial subrayar que la interaccion sefializacion génica entre el gen TP53
y el gen SMAD?2 se produce a través de la via TGF-P. Esta via es de gran importancia, ya
que cuando las células carecen de p53, se observa una respuesta citostatica alterada frente
a las sefiales de TGF-B. En consecuencia, los complejos de proteinas Smad y p53
convergen en elementos de unién cis separados dentro de un promotor objetivo, lo que
resulta en una activacion sinérgica de la transcripcion inducida por TGF-f (Cordenonsi

et al., 2013).
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Figura 9. Red bioldgica de la regulacion de transcripcion

Tabla 4. Genes representativos de la interaccion de la red biologica de la regulacion
de transcripcion.

# Gene name Number Of Partner Of Multi Score
Undirected Edged Node Pairs
Edges
1 CDKNIA 26 7 0.5530
2 MSH6 16 2 0.8083
3 CCNBI 21 6 0.7095
4 APC 27 3 0.7048
5 CDH1 17 3 0.6873
6 MLHI1 20 6 0.6756
7 SMAD?2 26 5 0.6744
8 SMAD4 25 5 0.6165
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9 TP53 34 8 0.5577
10 CCND1 24 3 0.5560

Tabla 5. Caracteristicas generales de la red biologica de la regulacion de la
transcripcion.

Propiedades Puntuacion
Numero de nodos 42
Numero de bordes 294
Medias Aproximaciones 10.00
Didmetro de red 4
Radio de red 2
Longitud de trazado 1.955
Coeficiente de agrupamiento  0.402
Densidad de red 0.244
Densidad heterogénea 0.574
Centralizacion de red 0.282
Componentes conectados 1
Tiempo de andlisis 0.197

3.1.3.2. Activacion anormal de la via senalizacion MAPK

La figura 10, se puede apreciar la interaccion de la actividad descontrolada de la via de
sefializacion de la quinasa activada por mitégenos (MAPK), en la cual se ha confirmado
un marcado incremento en el score del gen PIK3CA. Ademads, se ha observado una
interaccion significativa entre los genes BRAF y KRAS, ambos mostrando una
interaccion muy elevada, segliin se muestra en la tabla 6. Asimismo, se ha generado una
red biologica que consta de 28 nodos y 216 bordes, como se detalla en la tabla 7 y

proporciona informacion general acerca de la estructura de la red.

De los 28 genes obtenidos (anexo I) se escogieron 8 genes representativos tal y como se
observa en la tabla 6 consta del nombre del gen, los numero de nodos, los pares de nodos
aristas y el puntaje (score) de interaccion de los genes. Del mismo modo, se evidencia en

la figura 10 se comprueba la gran cantidad de bordes que abarca el gen KRAS, asi
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obteniendo 35 bordes que conecta en la via de sefalizacion de MAPK. Por otra parte, el
gen BRAF igual present6 26 bordes, esto confirma su participacion en la enfermedad.

El gen BRAF es responsable de codificar una enzima quinasa que desempeia un papel
fundamental en una via de sefalizacion de la proteina quinasa activada por mitogenos
(MAPK). Esta via implica la participacion de GTPasa, que activa a las proteinas RAF,
incluyendo ARAF, BRAF y CRAF. Una vez activadas, estas proteinas RAF fosforilan y
activan a las proteinas MEK1/2, las cuales, a su vez, fosforilan y activan a las proteinas
ERK. Las ERK, al ser fosforiladas, llevan a cabo una amplia gama de acciones,
incluyendo la regulacion de diversos factores de transcripcion y el control de multiples

funciones celulares (Nakayama et al., 2020).

Las mutaciones en el gen BRAF son resultado de la activacion anormal de la via MAPK.
En el cancer de colon metastasico con la mutacion BRAF V600E, se ha observado la
presencia de una mutacion especifica conocida como p.V600E. Esta mutacion implica la
sustitucion de un residuo de valina por acido glutdmico en la posicion 600 de la secuencia
de amino4cidos de la proteina BRAF (Proietti ez al., 2020). Las mutaciones oncogénicas
en el gen BRAF promueven la activacion espontanea de la proteina BRAF a través de
diversos mecanismos. Estos incluyen la mejora de la dimerizacion asociada al RAS-GTP
o la induccién de la dimerizacion de BRAF en ausencia del RAS-GTP (Caputo et al.,

2019).

La proteina JNK (Cinasas c-Jun N-terminal) es una quinasa de la familia de las MAPK
(Proteinas Quinasas Activadas por Mitogenos) que desempefia un papel importante en la
transduccion de sefiales intracelulares. JNK esta involucrada en la respuesta celular a una
variedad de estimulos, incluyendo el estrés, la inflamacion y la apoptosis (Yue & Lépez,

2020).

En el momento que las JNK son activadas por estrés, las MAPK p38 desempeiian la
regulacion de la apoptosis mediante la modulaciéon de la expresion de genes pro-
apoptdticos y antiapoptdticos, asi como la fosforilacion de proteinas clave en la via
apoptotica. Esta modulacion puede afectar la actividad de la Caspasa 9 indirectamente a
través de la regulacion de los niveles de proteinas regulatorias en la via de la apoptosis

(Parrish et al., 2013).
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Figura 10. Red bioldgica de la sobre activacion de la via de senializacion del gen
MAPK

Tabla 6. Genes representatios de la interaccion de la red bioldgica de la hiperactivacion

de la via de senializacion de MAPK

#  Gene name Number Of Partner Of Multi Score
Undirected Edged Node Pairs
Edges
1 PPARG 7 1 0.7944
2 CASP3 12 3 0.7645
3 CASP9 11 4 0.7368
4 PIK3CA 30 11 0.6653
5 KRAS 35 11 0.5399
6 BRAF 26 8 0.5040
7 PIK3CD 18 6 0.0825
8 EGFR 26 8 0.0533
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Tabla 7. Caracteristicas generales de la red biologica de la hiperactivacion de la via de
senalizacion de MAPK.

Propiedades Puntuacion
Numero de nodos 28
Numero de bordes 216
Medias Aproximaciones 8.143
Didmetro de red 5
Radio de red 3
Longitud de trazado 2.116
Coeficiente de agrupamiento  0.524
Densidad de red 0.302
Densidad heterogénea 0.627
Centralizacion de red 0.274
Componentes conectados 1
Tiempo de analisis 0.052

3.1.4. Analisis de la validacion de los genes seleccionados

Se han identificado varios genes relacionados con el CC. Se ha observado que algunos de
estos genes estan vinculados a farmacos utilizados en el tratamiento de diversas
enfermedades. Para verificar la existencia de dianas en forma de fAirmacos para los genes

seleccionados, se realizd una exhaustiva busqueda en la base de datos de Drugbank.

En la tabla 8 se presentan los genes de élite seleccionados, asi como los farmacos que
estan asociados a dichos genes y su posible aplicabilidad en el tratamiento del CC. Es
relevante resaltar que algunos de estos medicamentos también se emplean en otros tipos
de tratamientos no relacionados con el CC. Es importante tener en cuenta que existe una
carencia de investigacion en la comunidad cientifica en relacion a estos medicamentos, y
muchos de ellos aun se encuentran en etapas experimentales sin haber sido ampliamente
validados. Adicionalmente, se ha encontrado que algunos de estos medicamentos son
ligandos propuestos para realizar el acoplamiento molecular lo que representa una
oportunidad para contrastar los resultados con el cribado virtual que se describe mas

adelante.
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Tabla 8. Farmacos relacionados con los genes élite del CC.

# Genes Farmacos vinculados al gen Diana Aplica Al CC
1 APC 18 Si Si
2 MSH6 No No No
3 CTNNB1 1 Si No
4 KRAS 4 Si Si
5 BAX 1 Si No
6 TP53 8 Si Si
7 SMAD4 No No No
8 PIK3CA 7 Si Si
9 ABCBI1 597 Si Si
10  TYMS 11 Si No
11 CDH1 1 Si No
12 SMAD2 1 Si No
13 PTGS2 112 Si Si
14  ODCI1 11 Si Si
15 BRAF 12 Si Si
16 KRT20 No No No
17  ST6GAL1 No No No
18  CDKNIA 2 Si Si
19 SYNEI1 No No No
20 LGALS3 2 Si No
21 TNF 37 Si Si
22 CCNDI 4 Si Si
23 CASP9 1 Si No
24 CCNBI1 7 Si Si
25 TGFBI1 6 Si Si
26  MLHI1 2 Si No
27  PPARG 74 Si Si
28  XIAP 1 Si No
29  HRAS 6 Si No
30 CASP3 18 Si Si
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En base a la tabla 8, los genes CCNBI1, TP53, PIK3CA, KRAS, BRAF, APC, ABCBI,
TGFB1, CASP3, PPARG y PTGS2 constan con sus respectivas dianas establecidas para
el tratamiento del CC, no obstante, estos genes pueden generar complicaciones en el

desarrollo del cancer de colon .

En relacion a los genes TYMS, ODCI1, TNF, CCNDI1 y CDKNI1A, se han identificado
dianas especificas para cada uno de ellos. En el caso de ODC1, se han establecido diversas
dianas para el tratamiento de diferentes enfermedades, siendo su principal objetivo la fase
3 para el tratamiento de la isquemia miocardica. Por otro lado, en el gen TNF se ha
establecido un farmaco, Bryostatin 1, para el tratamiento del CC, el cual se encuentra en
fase 2 de complementacion, y, ademads, este farmaco también estd dirigido para otras

enfermedades, como la enfermedad de Alzheimer (Nelson et al., 2017)

De igual forma, los genes CCND1 y CDKNI1A cuentan con dianas establecidas, como el
trioxido de arsénico, que se encuentra en fase 2 en reclutamiento. Sin embargo, es
importante mencionar que el gen TYMS también posee dianas, pero estas ain se

encuentran en fase experimental.

Por otro lado, en el caso de genes como SMADA4, que no tienen farmacos asociados en
Drugbank, se ha observado su relevancia en la enfermedad del CC. Esta proteina funciona
como un trimero y forma complejos con SMAD2 y SMAD3, los cuales son fosforilados
por el receptor. Estos complejos heteroméricos luego se desplazan desde el citoplasma
hacia el nticleo, donde la unién con factores de union al ADN facilita la transcripcion de

los genes diana (Zhao et al., 2018).

El gen MSH6, que desafortunadamente no cuenta con objetivos terapéuticos registrados
en la base de datos de Drugbank, desempefia un papel importante en el sistema de
reparacion de desajustes de ADN (conocido como MMR en inglés). Cuando se presenta
una variante patdgena en este gen, los nucledtidos no coincidentes persistiran como
errores durante la siguiente ronda de replicacion. Esto resulta en un fenotipo
hipermutador, que incluye la inestabilidad de microsatélites y aumenta el riesgo de

desarrollar cancer de colon (Peéina-Slaus et al., 2020).
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Igualmente, en la base de datos de Drugbank no se encuentra informacién de los genes
KRT20, ST6GALI1 y SYNEI puede ser que atn siguen en fase de experimental. Ademas,
como parte del enfoque terapéutico, se ha considerado analizar las dianas de los genes
que no estén directamente relacionadas con el tratamiento del CC. Es por ello que se
seleccion6 los genes CASP9, MLH1 y SMAD2, ya que sus dianas estan dirigidas hacia

otras enfermedades.

3.1.5. Evaluacion de la viabilidad de las dianas terapéuticas

Se realiz6 una evaluacion con el objetivo de identificar el sitio de drugabilidad mas
destacado de una proteina utilizando un firmaco que se asemeja a un ligando en su
estructura tridimensional. Para llevar a cabo esta evaluacion, se analizaron los genes
seleccionados utilizando la herramienta DoGSiteScorer del servicio web Protein.Plus.
Gracias a esta herramienta computacional, fue posible identificar los sitios de unién al
considerar las caracteristicas generales de la proteina, como su forma, tamafio y
propiedades quimicas de las aperturas pronosticadas. Sin embargo, se priorizaron los
genes que mostraron una mayor influencia en las redes bioldgicas relacionadas con las

alteraciones bioquimicas.

El servicio web de DoGSiteScorer utiliza la prediccion de bolsas en la superficie de la
proteina como base para analizar la drogabilidad del sitio. Esto se logra mediante el uso
de las coordenadas del atomo pesado de la proteina. La proteina se divide en una
cuadricula que utiliza puntos para etiquetar la superposicion espacial con cualquier atomo
de la proteina. Luego, se aplica un filtro llamado diferencia de Gaussiano (DoG) a esta
cuadricula. Esta operacion permite identificar las posiciones en la superficie de la proteina

donde la ubicacion de un objeto con forma de esfera es favorable (Volkamer et al., 2012).

Estas posiciones se agrupan en subbolsillos en funcion de un umbral de densidad. Los
subbolsillos se describen mediante el recuento de d&tomos de bolsa o grupos funcionales,
asi como las composiciones de aminoécidos, lo que proporciona informacion sobre las
caracteristicas fisicoquimicas de la bolsa. Ademas, se aborda el caracter lipofilo de las

bolsas mediante el analisis de la superficie lipofila y la relacion global de hidrofobicidad.
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Si se proporciona un ligando, también se calcula la superposicion entre el ligando y el

volumen del bolsillo (Fahrrolfes et al., 2017).

La Tabla 9 proporciona los codigos de las proteinas recopiladas junto con sus respectivos
puntajes de drogabilidad. Para obtener las estructuras tridimensionales de las proteinas,
se utilizd6 la base de datos PDB, que proporciona codigos para caracterizar estas
estructuras. Sin embargo, es importante mencionar que algunas proteinas no han sido
profundamente estudiadas, lo que significa que las formas tridimensionales disponibles
en el PDB suelen ser fragmentos peptidicos en complejo con una macromolécula
diferente a la proteina objetivo. Ademas, en algunos casos, no se cuenta con registros de
las estructuras de las proteinas, lo cual podria afectar los resultados de la presente

investigacion.

Con respecto a las estructuras ausentes en el PDB, se emplearon las predicciones de
estructura del programa artificial AlphaFold. Este programa tiene la capacidad de predecir
las estructuras de proteinas y proporciona coordenadas tanto para la cadena principal
como para las cadenas laterales, las cuales son generalmente precisas en la estructura
esperada cuando hay iones presentes, como en los sitios de unién de zinc y en presencia

de cofactores (Scardino et al., 2023).

Tabla 9. Puntuacion de los sitios de union de genes élite.

# Genes Protein.Plus Puntaje de drogabilidad
1 APC 3NMZ 0.80
2 MSH6 Alphafold 0.80
3 CTNNBI1 1ILUJ 0.81
4 KRAS 40BE 0.80
5 BAX 6EB6 0.68
6 TP53 4AMZI 0.80
7 SMAD4 1YGS 0.75
8 PIK3CA S5ITD 0.80
9 ABCBI1 Alphafold 0.78

10 TYMS 1HZW 0.80
11 CDH1 Alphafold 0.80
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12 SMAD2 5X0OD 0.77
13 PTGS2 5F19 0.81
14 ODCl1 ID7K 0.80
15 BRAF 5C9C 0.81
16 KRT20 Alphafold 0.79
17 ST6GALI 4JS1 0.82
18 CDKNI1A Alphafold 0.78
19 SYNE1 6XF2 0.81
20 LGALS3 2NMO 0.68
21 TNF 6RMJ 0.80
22 CCNDI1 6P88G 0.80
23 CASP9 Alphafold 0.79
24 CCNBI1 2B9R 0.83
25 TGFB1 5VQP 0.81
26 MLHI 4P7A 0.79
27 PPARG 8BF1 0.81
28 XIAP 50QW 0.82
29 HRAS 4XVR 0.80
30 CASP3 IREI 0.79

DoGSiteScorer es una herramienta computacional basada en la web que evalta la
capacidad de una proteina para ser "drugable" o susceptible de ser objetivo de farmacos.
Proporciona una escala de puntuacion que va desde 0 (baja drugabilidad) hasta 1 (maxima
drugabilidad). Segtin un estudio Michel et al. en 2019, se considera que una proteina
tiene una drugabilidad significativa si su puntuacion estd en el rango de 0.5 a 1, lo que la
convierte en un posible objetivo terapéutico. En el caso de las proteinas seleccionadas,
como MLH1, CASP9 con una puntuacién de 0.79 y SMAD2 con una puntuacion de 0.77,
su drugabilidad se encuentra dentro del rango mencionado. Esto confirma que estas
proteinas son consideradas como objetivos terapéuticos debido a su drugabilidad

significativa.
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Los pockets (bolsillos) conllevan los siguientes pardmetros que se analiza la profundidad,
el volumen, el rango de drugabilidad y la composicion de aminoacidos. Segun el estudio
de Fitri et al., (2021) un bolsillo con un gran volumen, una gran profundidad y una
proporcion alta de aminoacidos apolares se considera efectivo para determinar la

capacidad de administracién de farmacos.

Para el analisis de drugabilidad de las proteinas se escogio el "pocket 0" debido a que
mostraba un mayor potencial para la interaccion con farmacos. Es por ello que en la figura
11, muestra la estructura tridimensional de la proteina MutL Homolog 1, con un volumen
de cavidad de 1580.8 A3 y una profundidad de 1921.99 A%, ademas una proporcion de
aminoacidos apolares de 0.53. Asimismo, en la figura 12 se observa la proteina Mothers
Against Decapentaplegic Homolog 2 con un volumen de cavidad de 515.71 A3 y una
profundidad de 807.51 A? y una proporcion de aminoacidos apolares de 0.44. Para la
proteina Caspase 9 se observa en la figura 13, presenta un volumen de cavidad de 1131.99

A3 y una profundidad de 1620.98 A? y aminoacidos apolares de 0.33.

Al comparar los resultados obtenidos de los pockets con los resultados de la investigacion
de Chowdhury et al. (2014), se encontraron que los bolsillos son similares, lo que sugiere
una alta probabilidad de que las proteinas analizadas sean drugables. Ademas, estos
bolsillos farmacoldgicos tienden a ser mas grandes, mas profundos, mas hidrofilicos y de

forma compleja.

Figura 11. Pocket 0 de la zona drugable de la proteina Mutl. Homolog 1
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Figura 12.Pocket 0 de la zona drugable de la proteina Mothers Against
Decapentaplegic Homolog 2.

Figura 13. Pocket 0 de la zona drugable de la proteina Caspase 9

3.1.6 Analisis del cribado virtual

La evaluacion del cribado virtual, se utiliz6 MTiOpenScreen, que permite predecir la
interaccion entre un farmaco y un ligando y proporciond la afinidad de union de
interaccion de las proteinas con los ligandos. Para este analisis, se procedi6 a cargar las
estructuras de las proteinas MLH1, SMAD2 y CASP9 seleccionadas individualmente en
formato pdb. Ademads, se utilizd la biblioteca de farmacos o ligandos comerciales
conocida como Drugs-lib. A continuacion, se seleccionaron las coordenadas de la Grid-
Box obtenidas previamente en DogSiteScorer, ya que proporcionaron el pocket 0 que

contiene los aminoacidos residuales que fueron transferidos a AutodockTools.
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En MTiOpenScreen, se realizaron 1500 ensayos de interaccion entre proteinas y ligandos
obtenidos de Drugs-lib, especificos para cada proteina seleccionada. Se clasificaron los
primeros 100 resultados con la mejor afinidad de interaccion y se seleccionaron los
resultados con las mejores energias de interaccion. De estos 100 resultados, se eligieron
los 4 primeros de cada cribado realizado. Sin embargo, es importante tener en cuenta que
esta plataforma no proporciona informacion detallada sobre las vias de interaccion entre
el ligando y la proteina. Esta falta de informacion puede limitar la comprension mas

profunda de los mecanismos de accion y las implicaciones terapéuticas.

La comprension de las vias de interaccion entre una proteina y un ligando es crucial para
el desarrollo de farmacos. Es por esta razon que se generd el grafico de STITCH, que
integra predicciones de interacciones entre. proteina-proteina y proteina-quimica. Al
examinar los graficos 11 y 12, se puede obtener informacion sobre las interacciones entre
proteinas y medicamentos que podrian inhibir la alteracion genética. Por lo tanto, se
compararon los resultados obtenidos del cribado virtual con los medicamentos de las

redes de STITCH y se encontré que ambos incluyen los medicamentos.

Es importante resaltar que en este estudio se seleccionaron los medicamentos de las redes
de interaccion. Esto se debe a que el papel crucial de la red de interaccion es aun mas
relevante en el campo del desarrollo de fArmacos, ya que las enfermedades suelen ser el
resultado de maultiples cambios en la misma via o complejo proteico. Ademas, es
necesario considerar que la cercania de las proteinas objetivo y la topologia de la propia
red pueden proporcionar una mejor comprension del impacto que un farmaco tiene a nivel

celular (Szklarczyk et al., 2016).

En el contexto del andlisis comparativo de los ligandos obtenidos de tres proteinas
diferentes, tanto en el proceso de cribado como en el uso de redes. Se observo, que en la
red de transcripcion en el gen MLH1 dos interacciones indirectas con los farmacos
MgATP y 5-fluororacilo. Sin embargo, al comparar estos resultados con los obtenidos en
el cribado, no se encontraron los medicamentos recomendados por la red. Esta
discrepancia podria explicarse mediante el método de acoplamiento molecular rigido

empleado en el presente estudio, el cual puede afectar la flexibilidad conformacional de
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los ligandos. Dicho fendmeno implica que los ligandos podrian experimentar cambios
estructurales durante el proceso de unidn, como una estrategia para optimizar sus

interacciones con las proteinas objetivo (Guedes et al., 2014).

Otro aspecto relevante a considerar es la tension inducida en los ligandos durante el
acoplamiento molecular rigido, que se refiere a la imposicion de una conformacion que
difiere significativamente de su estado natural. La presencia de tension en los ligandos
puede ejercer un efecto considerable en la afinidad de unién y, en algunos casos, conducir
al rechazo de ciertos ligandos durante el proceso de acoplamiento (Gu et al., 2021).

La red STITCH proporciono la informacion con respecto de como actua el medicamento
etopdsido indirectamente con las proteinas analizadas por lo cual en le figura 14
representa la red de sefializacion de MAPK. Esta red se analiz6 la interaccion del gen
CASP9 y presenta una interaccion indirecta con el medicamento etoposide en la via
intrinseca de apoptosis. A la vez representa una interaccion con la CASP 3, por lo cual

tiene una relacion de inhibicion con etopdsido y esto permite relacionar con la CaSP9.

Es importante conocer que la via intrinseca es inducida por la liberacion de las proteinas
de la membrana externa mitocondrial debido a las proteinas proapoptoticas Bcl-2
(linfoma de células B2) estas median la permeabilizacion mitocondrial. Hay que sefialar
que las proteinas tanto proapoptoticas como antipoptoticas estan en control de las
cascadas de las cascadas JNK o p38 MAPK a nivel transcripcional o postranscripcional.
En niveles postranscripcionales la fosforilacion de CASP9 en Thr125 por ERK1/2
(quinasa regulada extracelular) restringe la apoptosis intrinseca en la mitosis. Ademas, la

activacion transitoria de JNK retrasa la activacion de CASP9 (Montecucco et al., 2015).

Cuando el gen CASP9 pierde la funcionalidad disminuye su funcion apoptotica, es por
ello que en la investigacion de Cillessen et al., (2017) menciona el uso de lineas celulares
Nalm6 (lineas celulares de leucemia) se traté con el etoposido, lo cual probo la
funcionalidad de la via de apoptosis intrinseca que es mediada por CASP9. Después de
la induccién con etopdsido, se encontr6 un fuerte aumento en la actividad de CASPO.

La interaccion que se presenta en la figura 15 entre los genes TP53 y SMAD?2 esté
regulada por la via de sefializacion del factor de crecimiento transformante-beta (TGF-3).

Para cierta interaccion menciona Adorno et al., (2019) que la isoforma de TP53 (pS3AS)
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junto con FAST-1, TGF- f induce un fuerte aumento en la transcripcion de Mix2, estos

genes dianas son reguladas por las proteinas SMAD.

Sin embargo, si se presenta una mutacion en el gen TP53, se observa una represion del
gen TGF-BRII, lo que conlleva a un retraso o disminucion en la fosforilacion de la
proteina Smad2 por parte del receptor TGF-BRI. Tras la mutaciéon de TP53, la
fosforilacion del gen SMAD?2 se ve afectada. Es por ello que la relacion que se tendria
entre el gen SMAD2 y el medicamento etopdsido es que permitiria una mayor lo que
resulta en una mayor fosforilacion en las cascadas de abajo en la union del TP53 mutado
(Nemade et al., 2018). Ademas, esta mutacion interfiere con la formacion del complejo
Smad2/3 y Smad4, lo que inhibe la translocacién de estas proteinas al nucleo celular. La
mutacion en TP53 puede llevar a una pérdida de la capacidad de unién al ADN, lo que, a
su vez, inhibe la interaccion con SMAD en los promotores especificos de genes,

disminuyendo asi la induccion transcripcional (Elston & Inman, 2012).

Los resultados de los mejores candidatos a dianas terapéuticas debido a su alta estabilidad
energética se encuentran en las tablas 10, 11 y 12. Con el objetivo de un enfoque mas
riguroso, se escogieron los 4 primeros ensayos de los 3 genes analizados, con el proposito
de evaluar las posibles propiedades de la energia de union y, posteriormente, realizar una

evaluacion de la toxicidad.
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Figura 14. Red de los genes involucrados la via de sernializacion de MAPK con

interaccion de medicamentos de inhibicion.

Nota: La red de MAPK consta de bordes de diferentes colores que representan diferentes acciones:

inhibicion del medicamento a la proteina (verde), interacciones entre proteinas (morado), interaccion

medicamento-medicamento (rosado) e interaccion indirecta (gris). Los nodos son de forma de esferas, por

lo que cuando son pequefias sus estructuras son proteina de estructura 3D desconocida y cuando son grandes

constan de la estructura 3D y finalmente los medicamentos se representan en forma de pildoras. La red

muestra la interaccion de la caspasa 3 con etopdsido activa la via intrinseca de apoptosis. Mientras que la

la wortmanina interrumpe los procesos celulares que dependen de la sefializacion de PI3K.
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Figura 15. Red de los genes involucrados en la regulacion de transcripcion con
interaccion de medicamentos de inhibicion.

Nota: La red consta de bordes de diferentes colores que representan diferentes acciones: interacciones entre
proteinas (morado), interaccion medicamento-medicamento (rosado) e interaccion indirecta (gris). Los
nodos son de forma de esferas, por lo que cuando son pequeiias sus estructuras son proteina de estructura
3D desconocida y cuando son grandes constan de la estructura 3D y finalmente los medicamentos se

representan en forma de pildoras. La red muestra interacciones indirectas, es por ello que el gen TP53 se

relacionara con la inhibicion indirecta en el etoposido.
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Tabla 10. Farmacos con mejor energia de afinidad como posibles dianas terapéuticas relacionadas con la proteina MutL Homolog 1.

# Ligando Zinc CODE Energia nRot Codigo SMILES
(kcal/mol)

1  Zosuquidar ZINC000100029945 -9.5 7 O[C@@H](COclccee2necccl2)CN1CCN([C@@H]2c3cccec3[C@@
H]3[C@H](c4cceecd2)C3(F)F)CC1

2 Telcagepant ZINC000028827350 -9.5 5 O=C(N[C@@H]1CC[C@@H](c2cccc(F)c2F)CN(CC(F)(F)F)C1=0)
N1CCC(n2¢(=0)[nH]c3nccec32)CCl

3 Merestinib ZINC000095926668 94 6 Cclcee(C(=0O)Nc2cee(Oc3ccdenn(C)cdec3c3en[nH]c3)c(F)c2)c(=0)n
I-clcee(F)ecl

4  Lopinavir ZINC000101007591 93 16 Ccleeee(C)elOCC(=O)N[C@@H](Cclccceel)[C@@H](O)C[C@@
H](Cclcceccl )NC(=0)[C@H](C(C)C)NICCCNC1=0

5  Enpiroline ZINC000004628938 -9.2 6 O[C@H](c1cc(c2cec(C(F)(F)F)ce2)nce(C(F)(F)F)c1)[C@@H]1CCCC

N1
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Tabla 11. Farmacos obtenidos con mejor energia de afinidad como posibles dianas terapéuticas relacionadas con la proteina Mothers Against

Decapentaplegic Homolog 2

Ligando Zinc CODE Energia nRot Codigo SMILES
(kcal/mol)
R428 ZINC000051951669 93 5 Nclnc(Ne2eee3e(c2)CC[C@@H](N2CCCC2)CC3)nnl-clec2e(nnl)-
clceeeclCCC2
Bagrosin ZINC000026663185 9.3 1 C[C@]1(c2ccc3eecdeccecdc3c2)NC(=0)NCI=0
Mk3207 ZINC000103760981 -9.0 4 O=C(CNI1C(=0)C2(CCCC2)NC[C@@H]1clcc(F)cc(F)cl)Nclcee2e(
c)C[C@@]1(C2)C(=0O)Nc2ncccec2
Liafensine ZINC000095598450 -9.0 3 CN1Cc2cc(-c3ccc(N)nn3)ccc2[C@H](c2cec3cceec3c2)Cl
Etoposide ZINC000011615744 -8.8 8 COclcec([C@@H]2c3ccdc(cc3[C@H]|(O[C@@H]30[C@@H]5CO[C

@@H](O)O[C@@H]5[C@@H](0)[C@@H]30)[C@@H]3COC(=0
)IC@@H]32)0C04)cc(OC)c10
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Tabla 12. Farmacos con mejor energia de afinidad como posibles dianas terapéuticas relacionadas con la proteina Caspasa 9.

Ligando Zinc CODE Energia nRot Codigo SMILES
(kcal/mol)

Venetoclax ZINC000150338755 -10.8 13 CC1(C)CCC(CN2CCN(c3cee(C(=O)NS(=0)(=O)cdccc(NCCsCCOC
C5)c(IN+](=0)[O])c4)c(Oc4cne5[nH]cee5¢4)e3)CC2)=C(c2ece(Cl)ce
2)Cl1

Ravidasvir ZINC000150607150 -10.5 12 COC(=O)N[C@H](C(=O)NICCC[C@H]Iclncc(c2cec3cc(c4ceeSnce([
C@@H]6CCCN6C(=0)[C@@H](NC(=0)OC)C(C)C)[nH]c5c4)cce3
¢2)[nH]1)C(C)C

Elbasvir ZINC000150588351 -10.4 13 COC(=O)N[C@H](C(=O)N1CCC[C@H]IcInc(c2ccc3e(c2)O[Ca@
H](c2cccec2)n2c3cec3cc(c4e[nH]c([C@@H]SCCCNSC(=0)[C@@H]
(NC(=0)OC)C(C)C)n4d)cce32)c[nH]1)C(C)C

Samatasvir ZINC000150588806 -10.3 13 COC(=O)N[C@H](C(=O)N1CCC[C@H]1cInc2cc(c3cscdc(cScee(co
c[nH]c([C@@H]7CCCNT7C(=0)[C@H](NC(=0)OC)c7cccec7)nb)ccS
)ese34)cec2[nH]1)C(C)C

Etoposide ZINC000015449127 -8.8 8 COclec([C@@H]2c3cc4c(cc3[C@H(O[C@@H]30[C@@H]5CO[C

@@H](C)O[C@H]S[C@H](0)[C@H]30)[C@@H]3COC(=0)[C@
@H]32)0C04)cc(OC)c10
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3.1.7. Analisis de interaccion molecular

Se realizo la busqueda bibliografica de las dianas terapéuticas que ya estan propuestas en
los genes para tomarlas como controles para la comparacion con los ligandos obtenidos
en relacion con la afinidad de union. Es por ello que en el caso del gen SMAD?2 obtiene
una afinidad unidn de -7.88 kcal/mol con el ligando imiquimod, este farmaco se usa para
el tratamiento de verrugas anogenitales externas, queratosis actinicas y carcinomas

basocelulares superficiales (Jayanthi, et al., 2023).

En el caso del gen CASPY, se tomd como control el ligando betulin que presentd una
afinidad de union de -8.3 kcal/mol, este compuesto fitoquimico se esta usando para el

tratamiento carcinoma hepatocelular (Mustafa et al., 2023).

Estos resultados son valores estandar, por lo cual se compardé con el medicamento
seleccionado en las redes de STITTCH. Del medicamento que se seleccion6 se realizd
analisis de acoplamiento molecular para las dos proteinas, para su posterior analisis de
toxicidad de las moléculas. Ademas, se realiz6 para todos los ligandos obtenidos tanto en
el cribado como en las redes para obtener los aminoacidos que interactian en las proteinas

seleccionadas

La interaccion molecular se obtuvo los aminoacidos residuales de las interacciones
ligando-proteina que se utilizd el software Discovery Studio la cual permitio la
visualizacion de patrones 2D y 3D. Por otra parte, los cinco compuestos seleccionados
del cribado virtual se examinaron por separado para cada proteina receptora. Es por ello
que se tomo los principales farmacos que presentaron menor valor a sus afinidades de

union tal y como se presenta en la tabla 13.
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Tabla 13. Afinidad de union con los principales genes seleccionados.

# Ligando Receptor Afinidad de union Aminoacidos que interactuan
(Kcal/mol)

Control Betulin -8.30 Arg:408 y Lys:409

1 Venetoclax -11.98 HisA:243, Ser 259, AsnA:265, ArgA:10, ArgA:11, LeuA:14, AlaA:209,
LysA:210, ValA:213, ValA:258, PheA:319, ProA:257, LysA: 262.

2 Samatasvir CASP9 -11.04 ArgA:10, ArgA:11, ArgA:13, LeuA:14, CysA:256, ArgA:324, LeuA:323,
ThrA:325

3 Ravidasvir -9.94 ArgA:10, ArgA:11, LeuA:14, ArgA:15, GluA:18, ProA:257, His:243,
ArgA:324.

4 Elbasvir -9.12 ArgA:11, CysA:12, LeuA:14, ArgA:15, CysA:256, AlaA:209, LysA:262

5 Etoposide -9.10 ArgA:7, ArgA:10, ArgA:11, LeuA:14, LeuA:177

control  Imiquimod -7.88 His:12, Glu: 6 y Leu:7

1 R428 -10.34 ThrA:372, ValA:373, CysA:374, LysA:375, GluA:425

2 Etoposide SMAD2 -8.85 CysA:362, ArgA:365, LysA:372, CysA:374, lleA:376, LysA:383

3 Liafensine -8.50 AlaA:371, ThrA:372, ValA:373, CysA:374, LysA:375, TrpA: 422, GluA: 425

4 Mk3207 -8,39 GluA:425, ThrA:372, LysA:375, ProA:377, LeuA:382

5 Bagrosin -7.70 ValA: 373, LysA:375, AlaA:424, GluA:425
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En el analisis de las interacciones proteina-ligando, se compar¢ la afinidad de union entre
la interaccion del medicamento de control y el medicamento seleccionado de la red
STITCH. Como resultado en la interaccion de las dos proteinas, el medicamento
seleccionado de la red mostré6 una mayor afinidad de union. Esta mayor afinidad que
presentaron las interacciones se puede atribuirse a las diversas fuerzas interactivas, que
incluyen interacciones hidrofébicas, fuerzas de Van der Waals, enlaces de hidrogeno e

interacciones electrostaticas.

Como factores principales que otorgaron mayor afinidad fueron las interacciones
intermoleculares débiles, como los enlaces de hidrogeno y las interacciones hidrofobicas,
son actores clave en la estabilizacion de ligandos energéticamente favorecidos, en un
entorno conformacional abierto de estructuras proteicas. Los enlaces de hidrogeno
promueven la afinidad de union del ligando al desplazar las moléculas de agua unidas a
la proteina (Chen et al.,, 2016). Mientras que cuando exista mayores interacciones
hidrofobicas en el nicleo activo de la interfase del fArmaco-objetivo aumenta ain mas la

actividad bioldgica del farmaco (Varma et al., 2020).

Por otro lado, en la interaccion del ligando etop6sido con la proteina CASP9 que presento
una afinidad de -9.10 kcal/mol. En la figura 16, se observa que presentd un enlace
carbono-hidrogeno convencional en el aminoacido ThrA:317, esta es una interaccion de
caracter sencillo, sin embargo, su baja reactividad frente a otros compuestos lo hacen un
enlace solido y dificil de romper y se forma debido a que el atomo de carbono completa
los 8 electrones que necesita para estabilidad al enlazarse con los hidrogenos circundantes

(Peterson, 2019).

De igual manera, se encontrd un enlace Pi-anion electrostatico con GluA:321. También
en el dioxano presento un enlace de Pi-cation forméandose con el aminoacido ArgA:13 y
a la vez el aminodcido ArgA:10 presenta dos enlaces formadores de Pi-cation y Pi-
donador de hidrogeno, el enlace pi cation se caracteriza por ser de naturaleza no covalente
y se forma en anillos que presentan aromaticidad y un grupo funcional con carga positiva
de la estructura del ligando estudiado, pese a que en el presente estudio se ha detectado
multiples enlaces de este tipo, segiin Alabugin ef al., (2019) es inusual debido a que los
anillos de benceno que participan, no presentan un momento dipolar definido porque la

tendencia polar de los carbonos componentes se anula debido a la simetria de la molécula,
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sin embargo, electrones presentes encima y debajo de la estructura pueden simular una
carga negativa parcial lo que genera su interaccion con los iones positivos del ligando,
mientras que el enlace pi anidon se genera por condiciones similares pero con un grupo
funcional con carga negativa reaccionando con una nube de electrones con caracteristica

positiva.

Otras interacciones hidrofobicas observadas como es alkyl con LeuA:14, LeuA:177,
CysA:239 y ArgA:7 con triple enlace de alkyl e interacciones Pi-alkyl con Pi-sigma con
residuo de aminodcido de ProA:257. Las interacciones hidrofébicas se dan tipicamente
en el interior de la proteina que es donde su ubica su region hidrofébica y se da debido a
que los grupos funcionales hidrofobicos del ligando y las regiones de dicha naturaleza en
la proteina se juntan debido a un desplazamiento del solvente o agua en el medio donde
existe afinidad polar, mediante una reaccion de exclusion lo que genera el aumento de la
entropia en el medio y por consiguiente un mejor reacomodamiento del ligando al interior

del sitio activo diana (Xiao et al., 2020).

Se identifico que las interacciones Pi-cation son interacciones no covalentes de corto

alcance entre cationes y sistemas m cercanos las cuales presentaron ArgA:10, ArgA:13,

HisA:243 (Infield et al., 2021).

Interactions
=) [] carbon Hydrogen Bond

I Fi-cation

D... ARG [ P-Anion

B Fi-sigma
(I
‘ [] i-alkyl

Figura 16. Pose acoplada de la estructura de la proteina Caspasa 9 (Alphafold)

Nota: (a) Etoposido 3D con aminoécidos circundantes de prediccion de la proteina Alphafold (b) Vista en

2D de la interaccion de etoposide con los aminoacidos circundantes de proteina Alphafold.
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La interaccion de la proteina SMAD2 con el ligando etopdsido presentd una afinidad de
unidon de -8.85 kcal/mol. En la figura 17, se observa la presencia de tres enlaces
convencionales de hidrégeno (ArgA:365, CysA:362, LysA:383) debido a que estos
aminoacidos de caracteristica polar reaccionaron con los oxigenos exteriores del ligando,
con una interaccion del tipo electrostatica dada por el hidrégeno que tiene una alta
electronegatividad con otro de las mismas caracteristicas, generando una fuerza de
atraccion del tipo dipolo, este enlace es en términos de energia menor a otros mas fuertes
como el enlace covalente, sin embargo puede ser considerado como una fuerza de
interaccion notable cuando se encuentran en alta cantidad en la zona, tal como se observa
en (Figura 17) donde multiples enlaces de hidrogeno permiten la eficiente union del

ligando con la proteina SMAD2.

Por otra parte, se ha detectado un enlace de Pi-donador de hidrogeno de LysA: 375, la
caracteristica de estos enlaces se centra en su estructura orbital, donde presentan dos
orbitales p completos de los cuales uno puede funcionar como un donador sigma y como
donador pi, en este caso la Lisina al tener grupo funcional de caracteristica hidrofilica
polar, es capaz de formar un enlace del tipo puente de hidrégeno con el anillo de benceno

del ligando que participa como donador pi.

Ademas, se evidencia la interaccion de los enlaces Pi-sulfur que presenta la CysA:362
con el enlace Pi-cation del aminoacido ArgA:365, esto da lugar a una estable con una
fuerte interaccion entre el grupo sulfoxido (que se forma gracias a la cisteina contiene un
grupo tiol, que puede oxidarse para formar un grupo sulféxido) y la arginina (Ringer et
al., 2017). Asimismo, la estabilidad de unidon que presenta la interaccion, se atribuye a las
interacciones Pi-Pi, son interacciones debidas a la superposicion de las nubes electronicas
p1, lo que da lugar a una interaccion de tipo apilamiento, determinado por el solapamiento
de dos l6bulos de un orbital electronico en los dos 16bulos del orbital electronico contiguo,
es por ello que hay interaccion entre la Pi-sigma CysA:374 con los Pi-alquilo que es
IleA:376, ValA:357. El gran nimero de interacciones Pi-sigma (Pi-alquilo y Pi-sulfur)
que implican en gran medida la transferencia de carga ayuda a intercalar el farmaco en el

sitio de union del receptor (Abdullahi et al., 2022).
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Interactions

- Conventional Hydrogen Bond
Pi-Cation

[ Pi-Donor Hydrogen Bond
B Fi-sigma

1 Pi-Sulfur
] Alky
[ Pi-Alkyl

Figura 17. Pose acoplada de la estructura de la proteina SMAD2 (PDB:5XOD).

Nota: (a) Etopésido 3D con aminoacidos circundantes de 5XOD; (b) Vista en 2D de la interaccion de
etoposido con los aminoacidos circundantes de SXOD.

3.1.8. Analisis de la toxicidad de 1a molécula

En la evaluacion de la toxicidad del farmaco etoposido, se utilizo el software VEGA,
especificamente el modelo QSAR in silico. Este software desempefia un papel analitico
al proporcionar andlisis de toxicidad mediante predicciones computacionales. Para
interpretar los analisis se presenta en la tabla 14. Ademas, los pardmetros que se evalua
al compuesto es la mutagenicidad, toxicidad del desarrollo, carcinogenicidad. A
continuacion, se demuestra la tabla 15 parametros de toxicidad para el farmaco
seleccionado de las redes de STITTCH. Es importante tener en cuenta que los resultados
de analisis de la toxicidad que se obtuvo del etoposido que es aplicado en los genes

CASP9 como SMAD?2 se obtuvo los mismos resultados.

Los resultados que se obtuvieron en la tabla 15 es el andlisis de toxicidad del del farmaco
se observa que en la hepatotoxicidad y mutagenicidad presenta una interpretacion segura.
No obstante, en la carcinogénesis implica la transicion de células normales a células
cancerosas a través de una secuencia de etapas que implican tanto alteraciones genéticas
(es decir, mutaciones) como eventos no genéticos. En los resultados se obtuvo poco
confiable, sin embargo, el compuesto se encuentra en el rango de 1 esto puede ser que es

probable que exista un mecanismo genotoxico para la carcinogenicidad.
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Sin embargo, estos descriptores empleados en los modelos QSAR se derivan de calculos
de estimacion y prediccion, lo que indica que es necesario realizar estudios posteriores de
ensayos in vivo con el objetivo de obtener resultados experimentales sobre la seguridad

del farmaco obtenido de la red de STITCH.

Tabla 14. Interpretacion para los datos farmacologicos.

Elemento Interpretacion
Seguro
Intermedio
] Muy peligroso
1 Poco confiable
Moderadamente confiable
3 Muy Confiable

Tabla 15. Prueba de toxicidad de los farmacos seleccionado

Farmaco
Parametros Etoposido
Prediccion Fiabilidad
Mutagenicidad 1
Carcinogénesis 1
Hepatotoxicidad 2

Para un mayor enfoque de analisis de toxicidad se realiz6 las pruebas ADMET que realiza
la web pKCSM que es andlisis in silico donde predice las propiedades farmacocinéticas
de los parametros de absorcion, distribucion, excrecion y toxicidad. Este analisis es
esencial en el proceso de descubrimiento de medicamentos, ya que permite predecir el
comportamiento del farmaco en el organismo, como su absorcion después de la
administracion oral o en el tracto gastrointestinal. Si la absorcion es deficiente, podria
afectar su distribucion y metabolismo, potencialmente llevando a problemas como

neurotoxicidad o nefrotoxicidad (Mitra et al., 2022).
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En ultima instancia, el propdsito del estudio ADMET es entender coémo la molécula de
farmaco se comporta dentro del cuerpo. Por consiguiente, es una parte fundamental en el

disefio computacional de farmacos.

La prueba de absorcion se muestra en la tabla 16, el etopdsido presenta baja solubilidad
a 25°C en agua, es por ello que para obtener una mejor solubilidad menciona Hempel,
(2020) que se debe formular con polietilenglicol, Tween 80, etanol y alcohol bencilico.
No obstante, para obtener una mejor bidisponibilidad y mejor accion del farmaco el
etoposido se en su forma de fosfato, se logra una mayor solubilidad en agua. Al ser mas
soluble en agua, el etoposido fosfato puede administrarse de manera mas eficiente y

rapida.

La permeabilidad de la piel es un pardmetro importante la cual se define como la
propiedad que tiene el farmaco para atravesar la membrana biologica, por lo cual obtuvo
un resultado desfavorable logkp (distribucién de la permeabilidad logaritmica) ya que
present6 un resultado mayor a -2.5 que presenta lo cual no es interés para el desarrollo de

la administracion transdérmica de farmaco (Firdausy et al., 2020).

La absorcion intestinal presento 87.389% al comparar con lo propuesto de Pratama et
al., (2020) menciona que una molécula con una absorcion intestinal inferior al 30% es
considerada pobre de absorcion por lo cual el compuesto estd dentro del rango. Se
considera que un compuesto que tiene una alta permeabilidad al Caco-2 por encima del
rango de 8x10% cm/s es aceptable para el desarrollo de forma dosificacion oral del

compuesto (Peres et al., 2021).

La glicoproteina P (P-gp) es un transportador de membrana bien identificado con
capacidad para expulsar moléculas de farmaco fuera de la célula, lo que reduce la eficacia
de la terapia con farmaco (Robinson & Tiriveedhi, 2020). Como resultado predice que
si es actia como un sustrato de la glicoproteina P. Ademas, los sustratos de la
glicoproteina P pueden actuar potencialmente como inhibidores o inductores de su
funcion. Al realizar la prueba de inhibicion de las glicoproteinas I y II no actian como
inhibidor. Puede actuar como inductores de la glicoproteina P que reduce la

biodisponibilidad (Cox, 2021).
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Tabla 16. Propiedades de absorcion del Etoposido

Farmaco
Etoposido
Parametros Valor previsto
Absorcion  Solubilidad del agua (mol/L) -3.524
Permeabilidad Caco-2 0.375
(Log Papp in 10-6 cm/s)
Absorcion intestinal (% 87.389
Absorbido)
Permeabilidad de la piel -2.735
(Log Kp)
Inhibidor de la glicoproteina No
PI
Inhibidor de la glicoproteina No
PII
Sustrato de glicoproteina P Si

Por otro lado, la prueba de distribuciéon como se observa en la tabla 17, se llevé a cabo el
analisis de la barrera hematoencefalica, lo cual es importante saber la capacidad que tiene
el farmaco para cruzar al cerebro, esta caracteristica es importante porque permite reducir
los efectos secundarios y toxicidad. Se considera que un logBBB (para la barrera
hematoencefalica) mayor de 0,3 para un farmaco determinado cruza facilmente la BBB,
mientras que las moléculas con logBBB menor a —1 se distribuyen mal en el cerebro, al

comparar se observa que no se distribuiria de forma deficiente (Pires ez al., 2015).

En cambio, en el pardmetro volumen de distribucion en estado estacionario, representa el
volumen tedrico que requiere un farmaco para que se distribuya en la sangre, mas alto sea
el VD se distribuye en el tejido que en el plasma, al observar el rango se encuentra en un
estado normal (Mansoor & Mahabadi, 2022.). El parametro Fraccion no ligada predice
la fraccion que se liberara en el plasma. Esto valor interviene en la filtracion glomerular
renal y en el metabolismo hepatico, es por ello que afecta al volumen de distribucién y al

aclaramiento total que es una prueba de excrecion. Es necesario obtener un valor bajo ya
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que cuando se obtiene valores altos menos eficiente puede atravesar las membranas
celulares, como nuestro resultado dio bajo valor se predice que podra cruzar la membrana

(Watanabe et al., 2018).

El parametro permeabilidad del SNC (sistema nervioso central), se basa en el producto
del area superficie de permeabilidad hematoencefalica (logPS) es una medida directa para
predecir si podra entrar al sistema nervioso, su rango optimo es logPS menor a -3, al
comparar con el resultado obtenido, se encuentra en el rango de que no podra entrar al

SNC (Jain et al., 2017).

Tabla 17. Propiedades de distribucion del etoposido.

Farmaco
Etoposido
Parametros Valor Previsto
Distribucién Permeabilidad BBB (log BB) -1.578
Fraccion no ligada (Fu) 0.112
Permeabilidad del SNC -3.815
(log PS)

Volumen de distribucidén en 0.594

estado estacionario (log L/kg)

La prueba de metabolismo representa la tabla 18, se debe tener en cuenta que el citocromo
P450 es una enzima que cumple la funcion de desintoxicacion en el cuerpo. Si es probable
que el compuesto sea un sustrato del citocromo P450 ya que la isoforma 3A4 presenta la
prediccion. Por otra parte, en los inhibidores del citocromo P450 se puede observar que
en todos los pardmetros no son inhibidor de la funcion de desintoxicacion (Pires et al.,

2015).
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Tabla 18. Propiedades del metabolismo del etoposido

Farmaco
Etopdsido
Parimetros Valor predicho

Metabolismo Inhibidor CYP2C19 No
Sustrato CYP2D6 No
Inhibidor CYP2C9 No
Inhibidor CYP2D6 No
Inhibidor CYP3A4 No
Sustrato CYP3A4 Si

La prueba de excrecion presenta dos parametros tal como lo muestra la tabla 19, el
primero es el sustrato OCT2 renal que representa como un transportador de captacion
renal que cumple la funcion de eliminacion renal de farmacos, por lo que en este caso se
predice que no se comporta como sustrato de OCT2 (Vian et al., 2019). El otro parametro
es el aclaramiento del farmaco es una medida de la capacidad de todo el cuerpo para
prescindir del farmaco. Esta se produce en composicion del aclaramiento hepatico y renal
que esté relacionado con la biodisponibilidad, al observar el resultado obtenido se puede
decir que se tiene una velocidad rapida de eliminacion del farmaco (Watanabe ef al.,
2019).
Tabla 19. Propiedades de excrecion del etopdsido

Farmaco
Etopdsido
Parametros
Valor predicho
Excrecion Sustrato OCT?2 renal No
Aclaramiento total 0.006
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En cuanto a la prueba de toxicidad esta representada por la tabla 20 se tiene la prueba en
la toxicidad por AMES que se considera como una metodologia ampliamente utilizada
que se considera para verificar el potencial mutagénico de un determinado farmaco
utilizando bacterias, lo que indica que cuando los resultados son positivos, el compuesto
estudiado serd mutagénico y podria comportarse como carcinégeno (Benigni, 2021).

Comparando con lo obtenido las predicciones son negativas.

En la maxima dosis tolerada proporciona el valor umbral para los efectos secundarios
relacionados con la dosis. Este parametro se basa en los efectos terapéuticos que se desean
obtener por el farmaco y los efectos secundarios adversos o toxicos que no se desean. A
la vez esta en funcion en la promiscuidad como la pseudopotencia. Segiin Sur et al.,
(2021), indica que si se encuentra inferior o igual a 0,477 log (mg/kg/dia) se considera
bajo en dosis, es por ello que el resultado presenta un valor bajo de dosis. Esto puede ser
por la caracteristica que tiene dicho fairmaco que presenta una alta promiscuidad y esto se
debe a que puede unirse a diferentes proteinas humanas y muy alta en pseudopotencia.
Sin embargo, estas caracteristicas de estar en equilibrio para obtener interacciones
optimas con las proteinas que se relaciona. Hay que tener en cuenta que la dosis no se

puede aumentar por que conduciria a efectos no deseados (T. Liu et al., 2016).

El parametro de inhibidores Inhibidor hERG (gen humano relacionado con el éter-a-go-
go) I y II obtuvo un resultado negativo, es importante mencionar que este parametro
analiza las inhibiciones canales del potasio codificadas por hERG. Es importante saber
que los efectos secundarios al inhibir hERG, produciria las arritmias cardiacas por lo cual

llevaria a efectos no deseados por ende al fracaso farmacéutico (Garrido et al., 2020).

La toxicidad aguda oral (LD50) en ratas representa la simulacion de la dosis letal que
matara al 50% de un grupo de animales de prueba en un periodo determinado. Se obtuvo
un valor considerable 3.037 mol/kg, lo cual al comparar el modelo establecido por
Gadaleta et al., (2019), sugiere los productos quimicos seguros (LD50> 5000 mg/kg)
estan incluidos en la Categoria IV, lo cual momento de cambiar las unidades otorga un
valor de 178x10*mg/kg 6ptimo de producto quimico. Mientras que la toxicidad cronica
oral en ratas mide la dosis mas baja del compuesto que da como resultado un efecto
adverso (LOAEL) y esta relacionada con la duracion del tratamiento y la concentracion

bioactiva lo cual otorga un valor similar al obtenido del LD50.

69



Por otra parte, en la sensibilizacion de la piel otorgo un valor negativo. En cuanto a la
toxicidad de los pececillos representan la concentracion de una molécula necesaria para
causar la muerte 50% de los Flathead Minnows (especie de peces). El resultado
proporciono un valor mayor al 0,5 mM lo cual no produce una toxicidad aguda. En
cambio, en la toxicidad de por Tetrahymena pyriformis es una bacteria protozoaria cuya
toxicidad se utiliza a menudo como prueba de toxicidad, lo cual otorgd un valor de no

toxicidad ya que se encuentra menor que lo sugerido que es de 0.5 (ug/L) (Han et al.,

2019)
La lesion hepatica inducida por fArmacos es una preocupacion de seguridad importante
para el desarrollo de farmacos. La hepatotoxicidad esta asociada con la alteracion de la

funcién normal del higado y los valores previstos para este caso es negativo.

Tabla 20. Propiedades de toxicidad del etoposido.

Farmaco
Etopodsido
Parametros
Valor predicho
Toxicidad AMES toxicidad No
Miéxima dosis tolerada -0.331
(log mg/kg/dia)
Inhibidor hERG I No
Inhibidor hERG II No
Toxicidad aguda oral en 3.037
ratas (LD50) (mol/kg)
Toxicidad crénica oral en 3.268
ratas (LOAEL) (log
mg/kg bw/day)
Sensibilizacion de la piel No
Toxicidad de los pececillos 4.399

(log mM)
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Toxicidad por T.Pyriformis 0.285
(log ug/L)

Hepatotoxicidad No

Es importante destacar que el resultado final del anélisis del etopdsido otorgo negativo en
las pruebas de toxicidad y hepatotoxicidad es por ello que para contrastar con estudios
posteriores y ensayos se podria realizar pruebas tanto in vitro como in vivo, esto con la
finalidad de confirmar experimentalmente que la administracion del etoposido sea con
total seguridad y asi obtener datos clinicos que permitan mejorar tanto el principio activo

como la farmacodindmica.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Se analiz¢ las diferentes bases genéticas del cancer de colon con la finalidad de encontrar
posibles dianas terapéuticas que estan involucradas en la alteracion de la transcripcion,
sistema de mecanismo de reparacion, via de sefializacion TGF-f y alteracion apoptotica
en la via de senalizacion de MAPK. Los genes identificados presentaron diversas
funciones debido a que se involucra diferentes rutas metabolicas y vias moleculares de
sefalizacion. Se tomd en cuenta los genes que tuvieron mayor participacion en disfuncion

los cuales son SMAD2 y CASP9.

Se estudio la expresion diferencial de los genes, la inhibicion y expresion de la via MAPK,
cuando el gen KRAS pierde su funcionalidad por mutacién o inhibicién, lo que
desencadena la expresion de MAPK, MAPK14, JNK vy facilita el desarrollo de la
enfermedad del cancer de colon. El gen PI3K actia como inhibidor de la funcién del gen
KRAS, el gen YAPI actiia como cofactor transcripcional, para reactivar la ruta del gen

MAPK.

Se analizaron 30 genes ¢élite en MalaCards, que presentaban alteraciones bioquimicas
relacionadas con la enfermedad del cancer de colon (CC). Estos genes fueron validados
utilizando bases de datos como OMIM, Harmonizome y KEGG. De los 30 genes, se
seleccionaron aquellos que no estaban vinculados como objetivos terapéuticos para la
enfermedad, lo que llevo a la eleccion de los genes SMAD2, MLH1 y CASP9 para cada
alteracion bioquimica identificada. En el proceso de seleccion, se descartaron genes que
ya habian sido objeto de estudios con aplicaciones terapéuticas para el CC, como KRAS,
BRAF, TP53 y APC. Asimismo, se excluyeron aquellos genes que tenian evidencia

insuficiente de relacion con la enfermedad.

La viabilidad de las dianas terapéuticas se efectud analizando la drugabilidad, mediante
la plataforma Protein Plus con el plugin integrado DoGSiteScorer. Se utilizé las proteinas
en formato .pdb provenientes de Protein Data Bank, este proceso se enfoco en los genes

CASP9, y SMAD?2 los que presentaron excelentes condiciones para interaccion ligando-

72



molécula. Por otra parte, se identifico en las redes PPI de STITCH el medicamento

etopdsido que esta relacionado con los genes mencionados.

Las propiedades toxicologicas evaluadas al medicamento etoposido por medio de
predicciones de plataformas bioinformaticas como es QSAR VEGA y pkCSM permitid
conocer las propiedades farmacocinéticas, los parametros de toxicidad y hepatotoxicidad
que se analizaron se obtuvo un resultado negativo, estos parametros son esenciales para

el desarrollo y utilizacion del farmaco.

4.2. Recomendaciones

La efectividad de los componentes activos presentes en los medicamentos actuales para
cualquier tipo de tratamiento requiere un amplio estudio y pruebas experimentales, que a
menudo implican un largo periodo de seguimiento. Los modelos matematicos,
predicciones mediante quimica computacional, analisis complejo realizado mediante

computadora sigue siendo una oportunidad valiosa en este campo.

El cribado virtual se sugiere realizarlo con diferentes herramientas, se podria utilizar
PyRx, BindingDB, combinando los resultados con la web STITCH que proporciona la
red PP. Con esta informacion se puede establecer una interaccion entre las proteinas con

los compuestos quimicos.

Las proteinas en su proceso de cristalizacion en varios casos presentan residuos y
fragmentos de moléculas no deseadas, ligandos o incluso algunas de estas son
susceptibles de grandes cambios al trabajar como mondmeros o dimeros, por lo tanto, se
sugiere el andlisis bioinformatico de tantas maneras sea posible y siempre tomando en
consideracion la limpieza y preparacion del modelo para eliminar cualquier tipo de
impureza que pueda interferir en la biisqueda de dianas terapéuticas mediante quimica

computacional.
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Anexo A. Dataset en RStudio para el reconocimiento de genes de expresion
Home  User Guide  Analysis Tools  Release Notes  Disease Lists/Categories  About Login  SignUp
Search results for Adenocarcinoma colon
Showing 25 of 4,470 hits for Adenocarcinoma colon |25 v
I ) I K [7751 £
1 + DFF043 Diffuse Gastric and Lobular Breast Cancer Syndrome 69 162257
2 + B ADNOI6 Adenocarcinoma 64 155,821
3 + B ClRoz3 Colorectal Cancer 100 148389
4 + o PIe Polyposis Syndrome, Hereditary Mixed, 1 62 148,188
B + P NGO Lung Cancer Susceptibility 3 74 146273
6 + & CLROB7 Colorectal Cancer 12 35 142348
7 + GST040 Gastric Adenocarcinoma 67 135837
8 + SMLO0Y Small Intestine Adenacarcinoma 61 127.022
el + CLNO45 Colonic Aenign Neaplasm 62 122972
10 + [ LNGO32 Lung Cancer 98 111,826
" = CLNO1S Colon Adenocarcinoma 55 107.076
Header colon adenocarcinoma

Aliases & Classifications

Summaries

Bublications

Anexo B. Busqueda en

Adenocarcinoma colon.

adenocarcinoma of colon
colon adenocarcinoma
adenocarcinoma of the colon
colonic adenocarcinoma

A celon carcinoma that derives from epithelial cells of glandular origin

ARLY is upregulated and serves as a biomarker for a poor prognasis in colon adenocarcinema. (PMID; 36823542)

Abstract; .significance of ARLY in colon adenacarcinoma is unknown. In this study, we aimed 10 explore the expression of ARLY mRNA in calon
adenocarcinoma, and ts effect on the prognosis of patients with colon we the diff I expression of ARLY
between colon adenocarcinoma tissue and adjacent tissues through a bioinformatics analysis using The Cancer Genome Atlas (TCGA) database. The
correlation between clinical characteristics and the mRNA expression level of ARLY were analyzed. A survival analysis and a Cox regression analysis
were used to determine the prognostic significance of ARLY. Finally, we conducted a gene set enrichment analysis (GSEA) to explore the ARLY
signaling pathways involved in the development of colon adenocarcinoma, The effect of the expression of ARLY on the proliferation and migration
of eolon adenocarcinoma was analyzed by the CCK8 method and a cell scratch,

Verification of a new clinicopatholegic staging system for colorectal adenocarcinoma. (PMID; 2064465)

Abstract: Rectal ma is said to have a poorer outcome than colon adenocarcinoma when compared on the basis of Dukes' staging.
However a new staging system, determined by a multivariate analysis of 147 patients with rectal adenocarcinoma, has revealed three other variables
sianificantly related to outcome. Therefore this studv analvzed the authors' experience with eelenle carcinoma durina the same time period as they

MalaCards para obtener genes elite con la entrada
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Tabla of Contents COLORECTAL CANCER; CRC
e » Protein
Phenotype Gene Alternative tiles: symbols  Clinical Resources
Relationshil
elationships COLON CANCER Clinical Trials
Clinical synopsis o o
Text Genetic Alliance:
Description Phenotype-Gene Relationships GTR
GARD
Clinical Fearures —— p— e —
Pathogenesis MM mapping M » Animal Models
Clinical Management Location Phenotype number Inheritance key Gene/Locus number
Diagnosis 19313 PColorectal cancer, suscepliblity to) @ 14500 ARSMn 3 PLAIG2A
Mapping Colorecal cancer, soman 1850 3 NRaS
2g13 Colarectal cancer with chromosomal instability, 114500 3 BUBL
Cytogenetics
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See Also 3 3
e 3 FGFR3
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Anexo C. Andlisis de los genes asociados con la enfermedad del CC.

Har

onizome 3.0 LN SEARC ZE P APl MOBILE

Colon Adenocarcinoma e s

Dataset DISEASES Text-mining Gene-Disease Assocation Evidence Scores

Category Disease or phenotype associations

Type Disease

Description A colon carcinoma that derives_from epithelial cells of glandular origin. (Human Disease Ontology, DOID_234)
Similar Terms Q

Downloads & Tools -] .f

Genes

316 genes co-occuring with the disease colon in abstracts of bi i ions from the DISEASES Text-mining Gene-Disease Assocation Evidence Scores

datasef.

Show - entries Filter
Symbol Name Standardized Value @

KRT20 keratin 20, type | 1.31789

KRT7 keratin 7, type II 1.21738

CcDX2 caudal type homeobox 2 1.20223

TYMS thymidyiate synthetase 1.12698

HRAS Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog 105219

P53 fumor protein p53 1.02187

L2 interleukin 2 1.01807

Anexo D. Genes de élite obtenidos en la base de datos Harmonizome
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Anexo E. Genes relacionados a la aparicion de cancer de colon obtenidos de las bases de datos con relacion gen-enfermedad.

#  Genes Alteracion Bioquimica Proteina DATABASE
MalaCards OMIM Harmonizome KEGG
Regulacion  transcripcional-supresor
APC de tumores
1 U APC Regulator of WNT Signaling Pathway  420.39 si 1.66375 si
2  MSH6 Reparacion del ADN MutS Homolog 6 406.48 si 1.65655 si
3 RADS54L  Reparacion del ADN RAD54 Like 402.81 no no si
4  SNHG6 Pertenece a IncRNA Small Nucleolar RNA Host Gene 6 153.98 no no no
Long Intergenic Non-Protein Coding RNA
5 LINCO02582 Pertenece a IncRNA 2582 150 no no no
Actia como coactivador de los
CTNNBI factores de transcripcion
p ' Catenin Beta 1 26.94 si 1.11982 si
KRAS Activacion anormal de la via MAPK KRAS Proto-Oncogene, GTPase 26.3 si 1.00963 si
BAX Silenciamiento de la expresion en la
8 transcripeion. BCL2 Associated X, Apoptosis Regulator 23.53 si 0.698313 si
Regulacién  transcripcional-supresor
9 TP33 de tumores Tumor Protein P53 23.15 si 1.02187 si
10 SMAD4 Regulacion transcripcional SMAD Family Member 4 23.01 si 0.95996 si
PIK3CA o . Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate ~ 3-
1 Activacion anormal de la via MAPK oo lvtic Subunit Alpha 20.77 si 127083 si
Reoulacién transcripcional ATP Binding Cassette Subfamily B
12 ABCBI g P Member 1 20.69 no 0.833968 no
13 TYMS Factor Transcripcional Thymidylate Synthetase 20.34 no 1.12698 no
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https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=APC
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MSH6
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MSH6
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SNHG6
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=LINC02582
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CTNNB1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=KRAS
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=BAX
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TP53
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SMAD4
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PIK3CA
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ABCB1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TYMS

14

15
16

17
18

19
20

21
22

23
24

25
26

27
28

CDH1

SMAD2
CEACAMS

PTGS2
CASP3

ACSL4
ODCl1

BRAF
KRT20

MTHFDIL
CASPS8

FUT4
BCL2

ST6GALL
ANXAS

Regulacion transcripcional

Regulacion transcripcional
Regulador de apoptosis celular
Activacion anormal de la via MAPK

Alteracién en la via MAPK

Regulador de apoptosis celular

Regulacion transcripcional

Activacion anormal de la via MAPK
Alteracion en la transcripcion
Regulacion del metabolismo de folato
y pterinas

Inducir la apoptosis celular

Sintesis de antigenos en la superficie
celular

Regulador de apoptosis celular

Alteracion en la transcripcion
Regulacion de la actividad de CFTR

Cadherin 1
Mothers Against Decapentaplegic Homolog

2

CEA Cell Adhesion Molecule 5
Prostaglandin-Endoperoxide Synthase 2
Caspase 3

Acyl-CoA Synthetase Long Chain Family
Member 4

Ornithine Decarboxylase 1

B-Raf Proto-Oncogene, Serine/Threonine
Kinase

Keratin 20

Methylenetetrahydrofolate Dehydrogenase
(NADP+ Dependent) 1 Like

Caspase 8

Fucosyltransferase 4
BCL2 Apoptosis Regulator

ST6 Beta-Galactoside Alpha-2,6-
Sialyltransferase 1

Annexin A5
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20.29

20.27
20.22
20.20
20.15

19.70
19.42

19.38
19.28

18.90
18.65

18.62
18.61

18.44
18.29

no

no
no
si

si

no

no

si

no

no

si

no

si

si

no

0.785165

0.596012
no
0.713198
0.828639

no

0.749644

0.858543
1.31799

no

0.438282

0.318635

no

0.560616
0.437906

si

si
no
si

si

no

si

si

no

no

si

no

no

si

si


https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CDH1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SMAD2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CEACAM5
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PTGS2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CASP3
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ACSL4
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ODC1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=BRAF
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=KRT20
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CASP8
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=FUT4
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=BCL2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ST6GAL1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ANXA5
https://pathcards.genecards.org/card/regulation_of_cftr_activity_(norm_and_cf)

29

30

31
32
33
34

35

36

37

38
39

40

41
42
43
44

45

GTDC1
NQOI1

ABCC1

CALB2
CDKNIA

BCL2LI

PFKFB3

TNFSF10

JUN

SYNEI1
FASLG

PTK2

NR112
MAPKS
EGF
PARPI

DPP4

Regulacion de la actividad de Glycosyltransferase Like Domain
glicosiltransferasa Containing 1

Regulacioén en la proteccion celular
contra el estrés oxidativo. NAD(P)H Quinone Dehydrogenase 1
ATP Binding Cassette Subfamily C

Promueven la proliferacion celular Member 1
Promueven la proliferacion celular Calbindin 2

Regulacion transcripcional Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A

Regulador de apoptosis celular BCL2 Like 1

6-Phosphofructo-2-Kinase/Fructose-2,6-
Regulacion del ciclo celular Biphosphatase 3
Regulacion  de  glucocorticoides
mediada por MIF

Regulacion como factor

TNF Superfamily Member 10

Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription
transcripcional Factor Subunit

Spectrin Repeat Containing Nuclear
Activacion anormal de la via MAPK  Envelope Protein 1

Regulador de apoptosis celular Fas Ligand

Regulacion del ciclo celular Protein Tyrosine Kinase 2

Nuclear Receptor Subfamily 1 Group I
Regulacion transcripcional Member 2

Regulacion transcripcional Mitogen-Activated Protein Kinase 8

Regulacion transcripcional Epidermal Growth Factor

Alteracion en la reparacion del ADN  Poly(ADP-Ribose) Polymerase 1
Regulacion del polipéptido
insulinotropico dependiente de glucosa Dipeptidyl Peptidase 4

%94

18.27

18.03

17.90
17.85
17.71

17.65

17.65

17.25

17.07

16.98
16.93

16.80

16.79
16.61
16.55

16.51

16.44

no

no

no
no
si

si

si

no

si

no
si
si
no
si
si

si

no

0.178126

0.299452

no

0.490072
1.33152

0.384079

0.474877

0.354868

0.24996

0.596012
0.289744

no

0.491597
0.265849
no

0.163111

no

si

no

no
si
si

si

si

no

si

si
si
no
si
si

si

no


https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GTDC1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=NQO1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ABCC1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CALB2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CDKN1A
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=BCL2L1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PFKFB3
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TNFSF10
https://pathcards.genecards.org/card/mif_mediated_glucocorticoid_regulation
https://pathcards.genecards.org/card/mif_mediated_glucocorticoid_regulation
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=JUN
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SYNE1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=FASLG
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PTK2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=NR1I2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MAPK8
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=EGF
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PARP1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=DPP4

46
47
48
49

50

51
52
53

54
55

56

57

58

59
60
61
62

63
64

ITGA6 Promueven la proliferacion celular

ESR2 Regulacion transcripcional
ANXAI1 Promueven la proliferacion celular
EIF4E Regulacion transcripcional

FAS Regulador de apoptosis celular

CFLAR Regulador de apoptosis celular

SI Regulador de la sacarosa
E2F1 Regulacion transcripcional
CCNA2 Regulacion del ciclo celular
BID Regulacion transcripcional
FURIN Regula el crecimiento celular
CYP3A4 Regulacion transcripcional

Regulaciéon en la degradacion de

GUSB glucosaminoglucanos

ABCC3 Regulacion transcripcional
MAPK 14
LGALS3
CTNND1

Regulacion transcripcional

Regulacién transcripcional

Regulacion del metabolismo

ANPEP glutation
TNFRSF1A Regulador de apoptosis celular

Activacion anormal de la via MAPK

Integrin Subunit Alpha 6

Estrogen Receptor 2

Annexin Al

Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E

Fas Cell Surface Death Receptor
CASP8 And FADD Like Apoptosis
Regulator

Sucrase-Isomaltase
E2F Transcription Factor 1
Cyclin A2

BH3 Interacting Domain Death Agonist
Furin, Paired Basic Amino Acid Cleaving
Enzyme

Cytochrome P450 Family 3 Subfamily A
Member 4

Glucuronidase Beta
ATP Binding Cassette Subfamily C
Member 3

Mitogen-Activated Protein Kinase 14
Galectin 3
Catenin Delta 1

Alanyl Aminopeptidase, Membrane
TNF Receptor Superfamily Member 1A
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16.43
16.27
16.24
16.21

16.10

15.96
15.90
15.84

15.82
15.63

15.56

15.54

15.54

15.47
15.45
15.20
15.08

14.72
14.67

no
no
no
no

no

no
no
no
no

no

si

no

si

no
si
si

si

si

si

0.391141
0.273308
no

no
0.172291

no

0.352398
no

0.323002

no

0.466172

0.303781

0.309566

0.43227
no
1.11099
0.273308

0.208245
0.170544

no
no
si
si

si

si
si
si
no

no

si

si

si

si
si
si

si

si

si


https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ITGA6
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ESR2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ANXA1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=EIF4E
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=FAS
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CFLAR
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SI
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=E2F1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CCNA2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=BID
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=FURIN
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CYP3A4
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GUSB
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ABCC3
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MAPK14
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=LGALS3
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CTNND1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ANPEP
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TNFRSF1A

65

66
67
68

69

70

71

72

73

74

75
76

71

78

79
80

TGFA

HPSE
S100A4
CAV1

GRP

VIP

TCN2

MYC

FOS

TKT

EGFR
LGALS4

CEACAM7

VEGFA

MGAM
AREG

Promueven la proliferacion celular

Promueven la proliferacion celular
Regulacion transcripcional

Regulacioén transcripcional

Sintesis, secrecion e inactivacion del
péptido 1 similar al glucagdén (GLP-1)
Alteracion en la sefalizacion por
GPCR

Regulacion del metabolismo de folato
y pterinas

Regulacion transcripcional

Regulacion transcripcional
Regulacion en la expresion y actividad
de la transcetolasa

Induce la proliferacion y migracion de
células endoteliales vasculares

Promueven la proliferacion celular
Alteracion
proteinas
Induce la proliferacion y migracion de
células endoteliales vasculares
Regulacion de la descomposicion
oligosacaridos de almidon

postraduccional de

Inhibicion del crecimiento celular

Transforming Growth Factor Alpha

Heparanase
S100 Calcium Binding Protein A4

Caveolin 1
Gastrin Releasing Peptide
Vasoactive Intestinal Peptide

Transcobalamin 2
MY C Proto-Oncogene, BHLH
Transcription Factor

Fos Proto-Oncogene, AP-1 Transcription

Factor Subunit
Transketolase

Epidermal Growth Factor Receptor
Galectin 4

CEA Cell Adhesion Molecule 7
Vascular Endothelial Growth Factor A

Maltase-Glucoamylase

Amphiregulin
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14.66

14.58
14.52
14.49

14.39

14.25

14.08

14.06

14.02

13.99

13.98
13.76

13.56

13.54

13.47
13.35

no

no
no

si

no

no

no

si

si

no

si

si

si

si

no

no

no

no
no
0.489691

0.235616

0.307395

0.224884

0.20658

0.383337

no

0.366301
0.165874

no

0.377773

no

no

no
si
si

si

si

si

si

si

si

no

si

si

si

si

no

no


https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TGFA
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HPSE
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=S100A4
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CAV1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GRP
http://www.reactome.org/PathwayBrowser/#/R-HSA-381771
http://www.reactome.org/PathwayBrowser/#/R-HSA-381771
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=VIP
http://www.reactome.org/PathwayBrowser/#/R-HSA-372790
http://www.reactome.org/PathwayBrowser/#/R-HSA-372790
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TCN2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MYC
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=FOS
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TKT
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=EGFR
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=LGALS4
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CEACAM7
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=VEGFA
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MGAM
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=AREG

81 PRKCA
82 TNF

83 CCNDI
84 CYCS

85 CASP9
86 CCNBI
87 INS

88 METTL3
89 ESRI

90 EPHX2
91 TGFBI
92 MLHI
93  FBXW7
94 ARIDIA
95 MAPKI
96 PPARG
97 SPI

98 SMAD3
99 ANXA2
100 XIAP

Promueven la proliferacion celular
Regulacion transcripcional
Regulacion transcripcional

Regula la apoptosis celular
Activacion anormal de la via MAPK

Regulacion transcripcional
Reparacion del ADN

Regulacion transcripcional
Promueven la proliferacion celular
Sintesis de epoxi (EET)
Regulacion transcripcional

Regulacion transcripcional

Promueven la proliferacion celular
Regulacion transcripcional

Activacion anormal de la via MAPK

Activacion anormal de la via MAPK
Regulacion del crecimiento celular
Regulacion transcripcional
Regulacion del crecimiento celular

Participa en la transcripcion

Protein Kinase C Alpha

Tumor Necrosis Factor

Cyclin D1

Cytochrome C, Somatic

Caspase 9

Cyclin B1

Insulin

Methyltransferase 3,  N6-Adenosine-
Methyltransferase =~ Complex  Catalytic
Subunit

Estrogen Receptor 1
Epoxide Hydrolase 2
Transforming Growth Factor Beta 1

MutL Homolog 1
F-Box and WD Repeat Domain Containing
7

AT-Rich Interaction Domain 1A

Mitogen-Activated Protein Kinase 1
Peroxisome Proliferator Activated
Receptor Gamma

Sp1 Transcription Factor
SMAD Family Member 3

Annexin A2
X-Linked Inhibitor of Apoptosis
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13.17
13.10
12.99
12.99
12.69

12.53
12.42

12.42
12.38
12.21
12.00
11.89

11.87
11.83
11.82

11.82
11.76
11.74
11.57
11.57

no
si
si
no
no

no
no

no
no
no
si

si

no
no

si

si
no
si
no

no

no
0.565666
0.6608
no

0.540442
1.18582
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FGF19
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NFKBI
MAP2K4
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Promueven la proliferacion celular
Regulacion transcripcional
Regulacion transcripcional
Promueven la proliferacion celular
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Regula la expresion de E-cadherina.
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reorganizacion

surfactante
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IMP Metallopeptidase Inhibitor 1
HRas Proto-Oncogene, GTPase
SRY-Box Transcription Factor 9
Histone Deacetylase 1

Paxillin

Vinculin

Forkhead Box Ol

Transcription Factor 7 Like 2

Marker Of Proliferation Ki-67

GNAS Complex Locus
Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein
D Like

Kallikrein 1
Cytochrome P450 Family 1 Subfamily A
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Fibroblast Growth Factor 19
Aryl Hydrocarbon Receptor
Nuclear Factor Kappa B Subunit 1

Mitogen-Activated Protein Kinase 4

APC Membrane Recruitment Protein 1

Protein Tyrosine Kinase 2 Beta
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11.42
11.38
11.31
11.26
11.23
11.22
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no
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no
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Anexo F. Busqueda y andlisis de la cristalografia tridimensional del gen MLHI.
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Anexo G. Construccion de la red biologica de la alteracion bioquimica de la regulacion

de transcripcion.
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Anexo H. Genes representativos de la interaccion de la red biologica de la regulacion de

transcripcion.
#  Gene name Number Of Partner Of Multi Score
Undirected Edged Node Pairs
Edges
1 KRT20 2 0 0.8650
2 ST6GALI 3 0 0.8433
3 TYMS 8 1 0.8379
4 ABCBI 4 0 0.8266
> XIAP 4 0 0.8108
6 MSH6 16 2 0.8083
7 BAX 11 1 0.7907
8 TNF 3 0 0.7645
? ODCl1 14 1 0.7538
10 CCNBI1 21 6 0.7095
I apc 27 3 0.7048
12 LGALS3 5 1 0.6954
13 CDH1 17 3 0.6873
14 HRAS 21 1 0.6871
15 MLH1 20 6 0.6756
16 SMAD?2 26 5 0.6744
17 TGFB1 11 1 0.6506
18 SMAD4 25 5 0.6165
19 TP53 34 8 0.5577
20 CCNDI1 24 3 0.5560
21 CDKNI1A 26 7 0.5530
22 CTNNBI1 29 7 0.4962
23 AHSG 4 0 0.0683
24 CDK2 39 12 0.0449
25 MSH2 23 4 0.0415
26 CBY2 2 0 0.0402
27 SMADI 17 3 0.0393
28 LEF1 13 2 0.0364
29 RADX 2 0 0.0294

100



30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

HINFP
TFIP11
MAP2K1
NANS
CDK4
MLH3
AMER]1
GSK3B
ZNF510
SMAD3
TSTD2
RANBP9
TMOD1

15

29
13

20
10
16

— o N

— N O B~ = O D o O

0.02940
0.0282
0.0279
0.0256
0.0255
0.0250
0.0244
0.0214
0.0203
0.0194
0.0191
0.0183
0.0179

101



Anexo 1. Genes representativos de la interaccion de la red biologica de la via de

seralizacion de MAPK

# Gene name Number Of Partner Of Multi Score
Undirected Edges  Edged Node Pairs
1 SYNEI1 1 0 0.8782
2 PTGS2 3 0 0.8463
3 PPARG 7 1 0.7944
4 CASP3 12 3 0.7645
5 CASP9 11 4 0.7368
6 PIK3CA 30 11 0.6653
7 KRAS 35 11 0.5399
8 BRAF 26 8 0.5040
9 PIK3CD 18 6 0.0825
10 EGFR 26 8 0.0533
11 RGLI1 3 0 0.0455
12 MAPK3 25 8 0.0307
13 CASP2 9 3 0.0277
14 SLC35A1 1 0 0.0273
15 RAF1 30 11 0.0247
16 PIK3R1 22 6 0.0242
17 CASP8 15 6 0.0240
18 FLYWCH2 2 0 0.0237
19 RAP2B 5 1 0.0228
20 ARAF 16 5 0.0224
21 MAP2K1 26 7 0.0199
22 SOS1 25 9 0.0187
23 MAPK1 26 8 0.0185
24 LMAN2L 1 0 0.0180
25 IFT57 3 1 0.0167
26 HDAC6 4 0 0.0156
27 SHC1 24 10 0.0152
28 GRB2 26 9 0.0144
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DNA mismatch repair protein MutL

DETAILS
Name INA mismatch repair protein Mut
Synonyms Not Ava

Gene Name mutl
Organism Escherichia coli (strain K12)
Amino acid sequence »1c1|BSEQO@11107 |ONA mismatch repair protein Mutl

HPTOVLPPQLANQTAAGEVVERPASVVKE LVENSLDAGATR I 0TERGGAKL TRTRDNG
CGIKKDELALALARHATSKIASLDDLEAT SLGFRGEALAS TSSVSRLTLTSRTAEQQEA
WQAYAEGROMIVTVKPARHPVGT TLEVLDLFYNTPARRKF LRTEKTEFHHIDE TTRRIAL
ARFDVTINLSHNGK IVRQYRAVPEGGOKE RRLGATCG TAF LEQALATEWQHGDL TLRGWY
ADPHHTTPALAE LQYCYVNGRMMRDRL TNHATRQACEDK LGADQQPAFVLYLE TDPHQVD
VNVHPAKHEVRFHQSRLVHOF TYQGVLSVLQQQLETPLPLDDEPQPAPRSTPENRVAAGR
NHF AEPAAREPVAPRYTPAPASGSRPAAPHPNAQPGYQKQOGEVYRQLLQTPAPMOKLKA
PEPQEPALAANSQSFGRVLTIVHSDCALLERDGNTSLLSLPVAERKLR
AELGIDFQSDAQHVT LRAV

WASMANA TTH | ANVERI CBF

LTPGEAPVC
AOPLLIPLRLKVSAEEKSALEKA

PLROQNLQILTP

1A

EEPGNTAC s

Anexo J. Validacion de posibles farmacos disponibles para el gen MLH .
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Anexo K. Seleccion de los aminodacidos residuales para obtener las coordenadas de la
Grid-Box.

103



[more] Welcome Forms Data Bookmarks Jobs Tutorials

Programs Overview MTiOpenScreen - 06/30/23 02:38:42 X
E::::es v rpbs.univ-paris-diderot. 5244999
8 Structure
o Test 5 job progress report

Tutorlals 10%..20%..30%. 40%..50%. 60%..70%..80%. 90%..100% ~
o Dataformats 10%..20%..30%..40%..50%. 60%..70%..80%. 90%..100%
@ Howtocite 10%..20%..30%..40%..50%. 60%..70%. 80%. 90%..100%
b ooy e

PDEI :33: formatting output
@ POBinput [00:33:20] finished o
@ Policy
@ Registration 4
@ Stepbysiep results.

Data Bookmarks [overview]

—3DStructure : MLH1.pdd

Jobs foverview]

Table with 1500 best ligands (HTWL)

# MTIOpenScreen - 06/30/23 02:38:42

SanicesHlp Paes
@ BCSearch
@ fpocket
@ Frog2
© Hilalign.Kbest Table with 1500 best ligands (CSV)
@ InterEvDock2 _
@ MTiAulcDock/MTIOpenScreen ¥ outputiable.csv &
@ PatchSearch This file cannat be displayed in your browser. Click on the "save” link to downioad it

@ i ... B .

Anexo 1. Web de cribado virtual basado en la estructura tridimensional y las
coordenadas de la GRI-BOX

|£ | VEGA in silico platform - version 1.2.3 — X

INSERT -

Mutagenicity (Ames test)

Select all models

Mutagenicity (Ames test) model (CAESAR) - v. 2.1.14

Mutagenicity (Ames test) model (IS5) - v. 1.0.3

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

Mutagenicity (Ames test) model (KNN-Read-Across) - v. 1.0.1
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Anexo M. OSAR-VEGA in silico evaluacion de mutagenicidad, carcinogénesis y

hepatotoxicidad para las dianas obtenidas.
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Step 1: Please provide a set of molecules (SMILES format)

Description
Upload your SMILES file: OR Provide a SMILES string:
| Examinar... Ningun archivo seleccionado. (C)C3)(C(C)C)C(=O)N12

Example:

Files are expected to have headers CC(=0)0C1=CCRCCRCIC(RO)0

identifying the columns [T

Run example

Disclaimer

N

Hon sl ihe [cHned:on the Step 2: Please choose the prediction mode

Description

ic properties

Prediction of phar

Absorption | - Distnbution ADMET

Anexo N. pkCSM para la evaluacion de pruebas ADMET para la diana seleccionada
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