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Bioinformatic Studies for the Identification of Possible Therapeutic Targets in
Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) Disease

Estudios bioinformaticos para la identificacion de posibles dianas terapéuticas en
la enfermedad de Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA)
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ABSTRACT

Amyotrophic Lateral Sclerosis is a neurodegenerative disease characterized by the
progressive loss of neurons in different areas of the central nervous system. The
most relevant genes grouped by the dysfunction they cause were obtained. Twenty-
six elite genes were selected, and interaction networks were designed to identify
the most important connections between the proteins synthesized by these genes.
Genes that follow the SOD1 metabolic pathway were chosen, and domains were
selected that meet the best drugability criteria. The receptors were validated using
the DrugBank database. The Valosin Containing Protein (VCP) and VAMP Asso-
ciated Protein B and C (VAPB) genes were identified in relation to the disease, and
the protein receptors transitional endoplasmatic reticulum and Vesicle-associated
membrane protein-associated protein B/C with their targets Saquinavir and Aste-
mizole, two commercial drugs whose toxicological properties were analyzed to en-
sure their applicability. Saquinavir presented better properties in the evaluation of
Quantitative Structure-Activity Relationship, Absorption, Distribution, Metabo-
lism, Excretion and Toxicity. Likewise, Astemizole presented greater stability, due
to the hydrogen bonds in it.

Keywords: ALS, Therapeutic Target, Computer Aided Drug Design.

RESUMEN

La Esclerosis Lateral Amiotrofica es una enfermedad neurodegenerativa caracteri-
zada por la pérdida progresiva de neuronas en diferentes areas del sistema nervioso
central. Se obtuvo los genes mas relevantes agrupados por la disfuncion que causan.
26 genes élite fueron seleccionados y se disefio redes de interaccién para identificar
las conexiones mas importantes entre las proteinas que sintetizan estos genes. Se
escogio los genes que siguen la ruta metabélica del SOD1, , potencialmente estos
ligando podrian transformarse en medicamentos. Se validaron los receptores utili-
zando la base de datos DrugBank. Se identifico los genes Valosin Containing Pro-
tein (VCP) y VAMP Associated Protein B and C (VAPB) con relacion a la enfer-
medad, y los receptores proteicos Transitional endoplasmatic reticulum y Vesicle-
associated membrane protein-associated protein B/C con sus dianas Saquinavir y
Astemizole, dos farmacos comerciales de los cuales se analizé las propiedades to-
xicologicas para garantizar su aplicabilidad. Saquinavir presenté mejores propieda-
des en la evaluacion de la Relacion Cuantitativa Estructura-Actividad, Absorcion,
Distribucion, Metabolismo, Excrecion y Toxicidad. Asimismo, Astemizole pre-
sentd mayor estabilidad, por los puentes de hidrégeno en sus enlaces.

Palabras clave: ELA, Diana Terapéutica, Disefio de farmacos asistido por compu-
tador.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades neuronales han sido caracterizadas por la pérdida progresiva de neuronas en
diferentes areas del sistema nervioso central. En algunos casos ocurre de forma esporadica y en otras
a través de factores hereditarios. La ELA es una enfermedad neurodegenerativa que afecta a las
neuronas motoras superiores ¢ inferiores agrupadas en la corteza cerebral y la médula espinal,
causando dificultad de movilidad, disturbios oculares, disartria, disfagia y dificultad respiratoria (Ralli
et al., 2019). A pesar de varios afios de estudio intensivo, en la actualidad no existe un tratamiento

efectivo para la ELA y el unico medicamento aprobado solo retrasa la apoptosis celular.

Aproximadamente, dos de cada 100.000 personas son afectadas por la ELA en Estados Unidos y
Europa cada afio (Riancho et al., 2019). En América Latina se ha venido estudiando la enfermedad
durante varios afios, encontrandose una tasa de mortalidad importante misma que se ve agravada por
las condiciones econdmicas que atraviesan sus paises (Castro-Rodriguez et al., 2021). En este contexto,
en el Ecuador la incidencia se encuentra entre el 0,2 y 0,6 por cada 100.000 personas, cuyo diagndstico
y tratamiento en sus fases tempranas se dificulta debido a la deficiente administracion de su sistema

de salud publica.

Los mecanismos moleculares que se identificaron en el desarrollo neurodegenerativo de la ELA
permiten entender que existe una compleja interaccion entre la excitotoxicidad, generacion de radicales
libres, agregacion de proteinas citoplasmaticas, mutaciones enzimaticas del superoxido dismutasa
(SOD1), disfuncion mitocondrial y disrupcion de procesos de transporte axonal (Kiernan et al., 2011).
A través del andlisis de estos mecanismos se puede entender de mejor forma la significancia biologica

que tienen las dianas terapéuticas identificadas en esta enfermedad.

A través del enfoque computacional se realizan modelamientos matematicos en secuencias bioldgicas,
almacenamiento de datos de ADN, entre otros, con la finalidad de identificar los mecanismos
moleculares detrds de enfermedades humanas. La bioinformatica comprende diferentes disciplinas de
la ciencia como gendémica, transcriptomica, protedmica y filogenética molecular (Jain, 2017). Los
métodos computacionales del disefio de farmacos se basan en el principio de que, compuestos
farmacoldgicamente activos actiian por interaccion con la diana terapéutica (Metwally & Hathout
2015). Con el uso de estas herramientas bioinformaticas se optimiza e identifica nuevos medicamentos
a través del descubrimiento de informacidon quimica y bioldgica sobre los posibles ligandos o dianas
terapéuticas, asi también, utilizamos procesos de simulacion para eliminar compuestos que tienen

propiedades indeseables y poder de esta forma seleccionar los mejores candidatos.
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1.1.Mecanismos Moleculares de la ELA

1.1.1. Excitotoxicidad

La excitotoxicidad mediada por células gliales es causada principalmente por la desregulacion de la
sefializacion glutamatérgica (mediante un exceso de calcio intracelular) y alteraciones neuronales
(King et al., 2016). El glutamato esta ubicado en sistema nervioso central, cumpliendo la funcion de
estimulante neuronal que se libera mediante vesiculas neurotransmisoras. El glutamato liberado se une
a varios canales de iones unidos a ligandos o a receptores metabotrépicos (GPCR) (Kiernan et al.,
2011; Ralli et al., 2019). La eliminacion del glutamato es uno de los pasos cruciales en la fisiologia
cerebral normal. Los astrocitos cuentan con transportadores del glutamato como por ejemplo el
transportador de aminoacidos excitatorios 2 (EAAT2) el cual es un transportador de alta afinidad
dependiente de Na+ (Ralli et al., 2019). Varios estudios han identificado niveles bajos de estos
transportadores en la médula espinal y corteza cerebral de pacientes con ELA debido al proceso atipico
del transcrito del ARNm de EAAT?2 (Castro-Rodriguez et al., 2021). Esta alteracion en EAAT2 causa
un incremento del glutamato y conlleva a la generacion y muerte neuronal. Segun Valko and Ciesla
(2019) los niveles de glutamato se ven incrementados tres veces en 80% de los pacientes en

comparacion con los pacientes control.
1.1.2. Disfuncion mitocondrial

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

existe deficiencia de la enzima citocromo ¢ oxidasa.
1.1.3 Agregacion de proteinas

La agregacion de proteinas se caracteriza por un mal plegamiento, alterando las funciones motoras
neuronales (de Paula et al., 2015). Estos agregados pueden ser toxicos y afectan a organelos como la
mitocondria provocando disrupcion de la membrana celular. Por esta razon, la eliminaciéon de estos
agregados podria ser una solucion terapéutica contra la ELA, algunos componentes moleculares o
proteinas como OPTN, TDP43, FUS, C9ORF72 y UBQLN?2 (ubiquitina 2) se encuentran relacionados

con la agregacion de proteinas (Blokhuis et al., 2013). Choques térmicos regulan el correcto plegado
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de dichas proteinas y cualquier alteracion en la expresion de estas, produce mal plegamiento y

acumulacion de las proteinas (Batra et al., 2019).
1.1.4 Estrés oxidativo

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

propagacion del proceso neurodegenerativo.
1.1.5. Células Gliales

En la ELA la excitotoxicidad se encuentra mediada por células gliales las cuales estan formadas por
astrocitos, oligodendrocitos y microglia. Principalmente, los astrocitos regulan el intercambio de agua,
iones, neurotransmisores y varios metabolitos (Ban et al., 2019) cumpliendo con funciones
neuroprotectoras ya que son subtipos de células gliales muy abundantes dentro del sistema nervioso
central, lo que también se comportan como sensores primarios (Liddelow et al., 2017). A través del
dafio neuronal, la microglia libera especies reactivas de oxigeno, citoquininas proinflamatorias y
moléculas neurotoxicas, llevando a la muerte neuronal. Segun Jo et al. (2020) los macréfagos expresan
ciclo oxigenasa 2 y 6xido nitrico en gran cantidad, donde las células neuronales son fagocitadas por la

infiltracion de macrofagos.

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

enfermedad.
1.2.  Enfoques terapéuticos.

Al no existir una terapia exitosa para pacientes que padecen ELA, se han sugerido varias hipotesis
relacionadas a el mecanismo molecular causado por el estrés oxidativo. Segin Franklin et al. (2012)
el sistema de respuesta al estrés involucra varias rutas de sefalizacion conservativa que han

evolucionado para proteger a las neuronas de diferentes tipos de estrés biologico. Por esta razon, se
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han desarrollado fArmacos que permiten estimular algunas de estas vias y como resultado se obtiene

la generacion de resiliencia celular.

Medicamentos como Riluzol han sido utilizados para reducir la toxicidad del glutamato en el sistema
nervioso central, este es el inico farmaco disponible a la fecha que puede prolongar la supervivencia
de los pacientes con ELA aumentdndola entre 11 hasta 14 meses (Ralli et al., 2019). El Riluzol bloquea
los canales de sodio sensibles a la tetrodotoxina, reduciendo el paso de calcio y la estimulacion de los
receptores de glutamato. Ain existe incertidumbre relacionada con el mecanismo de accion de este
farmaco lo que dificulta los intentos de disefiar un medicamento que aumente atin mas la esperanza de

vida del paciente (Sala et al., 2019).

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

etapa inicial (Okada et al., 2018).
1.3.  Analisis de Toxicidad de las moléculas.

El andlisis de toxicidad de las estructuras y ligandos permiten relacionar la actividad bioldgica con
descriptores moleculares o su informacion fisicoquimica, este es un proceso importante en el disefo
de un farmaco, se realizan analisis de absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad. Se
efectiian pruebas de mutagenicidad, carcinogénesis y hepatotoxicidad mediante el uso de los codigos

SMILES (Simplified molecular-input-line-entry system).

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Seleccion de bibliografia

Para la busqueda de bibliografia referente a los mecanismos moleculares y genes localizados en la
ELA se utilizé bases de datos como MalaCards, KEGG, OMIM, Harmonizome, NCBI, PubMed donde
se identifico varias entradas relacionadas con la enfermedad, asi como otras asociadas a esta.
Inicialmente se escogi6 las entradas que presentan mayor puntuacion (score), asi, la entrada
seleccionada presentd un score de 229.074 y un valor para Malacards Information Score (MIFTS) de

87. El primer valor se obtuvo al sumar los algoritmos de base 10 de los recuentos de las anotaciones
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pobladas y el segundo hizo referencia al nivel de informacion que tiene cada una de las entradas, siendo
101 el valor maximo (Rappaport et al., 2016). Se siguid el mismo procedimiento para las otras bases

de datos, con el que finalmente se obtuvo un listado de genes que se relacionan con la enfermedad.
2.2. Seleccion de Genes

Para la seleccion de los genes se utilizo la funcion de puntacion que ofrece la base de datos MalaCards,
esta puntuacion se asocia a las enfermedades genéticas y se calculan como sumas ponderadas de las
puntuaciones individuales derivadas de las siguientes 8 fuentes de informacién: OMIM, ClinVar,
Orphanet, SwissProt/Humsavar, GeneTests, DISEASES, Novoseek y GeneCards. Estos valores de
puntuacion dependen del nivel de curacién manual de la fuente de informacion, asi como de la

importancia asignada por la propia fuente a sus diferentes clases de anotacion.

Se creo una hoja de célculo en la que se muestra el nombre del gen, mecanismo molecular y el valor
de puntuacion, se ordend de manera descendente agrupados por cada mecanismo molecular. En cada
uno de estos se observd que existen genes poco relevantes, por lo que se procedio a filtrarlos, para
finalmente seleccionar Unicamente los genes que se encontraban en el tercer cuartil de la lista de cada

agrupacion analizada.
2.3. Integracion de Datos

Para este proceso se utilizé el plugin GeneMANIA Cytoscape ya que a través de esta herramienta se
puede predecir rapidamente la funcién de los genes (Montojo et al., 2010). Se gener0 la hipotesis sobre

la funcidn, analisis de listas y priorizacion de genes para ensayos funcionales.

Se realiz6 columnas con informacion de la red, en esta lista se encuentra el identificador, nombre de
los genes, nimero de nodos y la puntuacion. Las columnas restantes hicieron referencia al grado de
centralidad que present6 cada uno. La identificacion de los nodos con mejor puntuacion y mayor
numero de interacciones se realizd6 mediante una representacion de colores y formas, por lo que se
identifico los nodos mas representativos por el color verde y forma circular. Posteriormente, para
generar los graficos de agrupacion de genes de forma jerarquica y de similar puntuacién se aplico el
método de Hierachical cluster y K-Means, respectivamente.

2.4. Validacion de genes seleccionados

Para la validacion de los genes se utilizo la base de datos DrugBank en la que se encontrd informacion

acerca de los medicamentos y las funciones que cumplen, se ingresé el nombre de los genes y se
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especificd que se busca informacién acerca de las dianas. Se identificd varias entradas de
medicamentos enlazadas a proteinas, cada entrada contiene varios campos con informacion
importante, tales como, ensayos realizados, los targets y las fases de experimentacion en la que se
encuentra. De los datos obtenidos se comprob6 que la mitad corresponde a informacion quimica o de

medicamentos y la otra mitad, a proteinas o dianas farmacoldgicas
2.5. Pruebas de Viabilidad de las dianas terapéuticas

Para verificar la viabilidad de las dianas terapéuticas se estudié una caracteristica fundamental
conocida como “drugabilidad”, la que se analizé en cada uno de los dominios seleccionados. La
“drugabilidad” refiere a la capacidad de una molécula o blanco terapéutico para convertirse en un
farmaco efectivo y seguro. Implica la evaluacion de si una molécula tiene el potencial de ser
desarrollada y convertida en un medicamento, se basa en una serie de propiedades y caracteristicas
que se consideran deseables en una molécula o blanco terapéutico. En el descubrimiento de farmacos,
la drugabilidad se define como la unién que puede ocurrir en un sitio bioldgico con buena potencia
nanomolar y que al mismo tiempo presenta biodisponibilidad oral y progresion clinica (Finan et al.,
2017).

Se utiliz6 el servicio web Proteins Plus del Centro para bioinformatica de la Universidad de Hamburgo.
En este servicio web se ingreso el nombre de las proteinas y se utilizd distintas herramientas de anélisis
molecular tales como, prediccion de hidrogenos, interacciones proteina-proteina, prediccion
geométrica, datos de afinidad de proteina-ligando, elucidacion estructural, diagramas de interaccion
2D, acoplamiento de proteina-ligando y quimica textual en PDB (Goodsell et al., 2020). Se selecciond
el valor de “drugabilidad” mediante DoGSiteScorer, se escogid el sitio que presentd la mejor
puntuacion. Asi mismo, el analisis de las rutas metabodlicas de los genes seleccionados permitié que se

escogieran aquellos genes que comparten una misma funcion y mecanismo molecular.
2.6. Busqgueda de moléculas que podrian interaccionar con las dianas

Para la busqueda de los cristales se utilizé la base de datos Protein Data Bank (PDB), desde esta se
descargd las estructuras 3D de los receptores que contienen los dominios identificados. Asi también,
se verifico los parametros de calidad de los cristales mediante el analisis de métricas tales como:
método de cristalizacion, resolucion, valor RFree, clashcore, entre otros, con la finalidad de trabajar
con un cristal de 6ptimas condiciones. Con estas moléculas y mediante el software Autodocktools, se
calculd las dimensiones de la Grid y las coordenadas del centro, para posteriormente realizar el cribado

virtual.
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Para el cribado virtual se utiliz6 el receptor en formato 3D, se lo prepar6 eliminando previamente
estructuras y disolventes presentes en la estructura. Este receptor se encontraba acomplejado con un
ligando especifico, por lo que fue necesario eliminar esta estructura para quedarnos unicamente con el
receptor. Mediante el servicio web MTIOpenScreen se efectud un filtrado de posibles medicamentos,
medicamentos en desarrollo y estructuras quimicas que pueden acoplarse con el receptor (Goodsell et
al., 2020). Se selecciond la opcion Custom parameters y se seted las coordenadas del sitio de union y
las dimensiones del centro, con el fin de ejecutar los célculos del acoplamiento sobre esta zona
especifica. Esta lista de los compuestos obtenidos de la base de datos de drogas y estructuras quimicas,

fueron ordenadas en funcién de la cantidad de energia de union con el receptor.
2.7. Andlisis de toxicidad de las moléculas

Una vez encontradas las posibles estructuras (dianas terapéuticas) que presentan afinidad por el sitio
de unioén de las proteinas, se emple6 el paquete VEGA, mediante la aplicacion de modelos QSAR,
estos modelos permiten relacionar la actividad bioldgica con descriptores moleculares o informacion
fisicoquimica de una estructura quimica. Se realizd pruebas de mutagenicidad, carcinogénesis y
hepatotoxicidad a través del uso de los codigos SMILES (Simplified molecular-input line-entry
system) para comparar resultados de inhibidores conocidos con la diana. Finalmente, se analizé las
propiedades de las moléculas elegidas mediante el servicio web pkCSM (Pires et al., 2015) para
realizar pruebas de ADMET (Absorcion, Distribucion, Metabolismo, Excrecion, Toxicidad) a partir

de los codigos SMILES anteriormente mencionados.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Seleccion de Genes Elite relacionados con ELA

Integramos la informacion mediante la identificacion de elementos comunes, y se encontrd 59 genes élite
extraidos de las bases de datos MalaCards, Harmonizome,OMIM y KEGG. El andlisis comparativo reveld
informacién y patrones coincidentes en las bases de datos, lo que permitid identificar posibles relaciones
entre estos genes. En la base de datos MalaCards, se obtuvo una lista de 33 genes elite que presentaron
una puntuacién que se basa en la suma del algoritmo en base 10 de los recuentos de las anotaciones
pobladas, se tomo6 como referencia para la seleccion de genes ¢€lite una puntuacion mayor a 100, debido a
la importancia que tienen estas anotaciones en la comprension de la funcion bioldgica de los genes

estudiados. Por otro lado, en la base de datos Harmonizo-me se encontr6 una puntacion en el rango de 0-
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3 que coincidia de forma equivalente con la puntuacion de Malacards, aqui se identificaron 26 genes
adicionales. Esta informacion se contrasto en las bases de datos KEGG y OMIM vy se obtuvo una lista

fenotipica de los genes con mayor implicacion.

En la Tabla 1 se visualiza una parte del grupo de genes €lite sefialados anteriormente, asi mismo, en la
figura 1 se observa que estos genes, color rojo, representan las rutas metabolicas mutadas del gen SODI,

el cual se utilizd como gen control durante la realizacion del presente estudio.

Tabla 1. Genes relevantes involucrados en la ELA.

Base de Datos

Mecanismo )
#  Genes Molecular Proteina MalaCar OMI Harmonizo KEG
ds M me G
1 SOD1 Estrés oxidativo superoxido 1733.78 Si 2.50445 Si
2 DCTN1 Defectos en el Subunidad de 1421.85 Si 1.67864 -
3 VCP Estrés reticulo proteina con 894.82 Si 1.77857 Si
4 UBQLN Estrés granular Ubiqulina 2 889.34 Si 2.01386 Si
5 OPTN Excitotoxicidad Optineurina 888.98 Si 1.80066 Si
6 TARDB Disfuncion TAR DNA-binding 802.35 Si 3.0029 -
7 SQSTM Estrés reticulo Sequstosoma 793.57 Si 1.38123 -
8 FUS Agregacién de Fused in sarcoma 791.11 Si 2.67794 Si
9 FIG4  Fosforilaciény estrés  Polyphosphoinositi 788.57 Si 1.3241 Si
1 VAPB Estrés oxidativo VAMP Associated 368.12 Si 0.936629 Si
i | f— N

g Defects inmRNA export [=

*+—————] N[ f————————————

i (axc_

N Mo ! EEE

B

]
- ; Mis-loealization Distwbed RN
Ubiguitination, |
ML o :
>N | [ ToP-43)
********************* Ay
Proi ing i
e E
Calciur signaling Bccnmulation of —— — —mERstes -_
pathway raisfolded proteins ] _ [] DHA 3
ATF6 _
S0D1 AT F0 ] }
——————— ITPRS | —— | DHA |
N
SigIR | [mras] [ _Bip | IREle | »| XBPL —*O—» Targetgenes |
N — I I -
| Caﬂ— Diﬁﬁtiﬂp repest H |
|l (DPR) protems ASP12 |
[ 4 I DiA I
I } | [rERK |—>{ eiF2e |—» sTR8 |————f—>0—>{cHOP Jl
! } \_ ‘ ER stress and the PR i -
L Endoplasmiz eticalum (BR) \___ I e

I n
Figura 1. Rutas metabolicas mutadas de los genes élite obtenidas de KEEG, genes en tonalidad roja.
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En la Tabla 2 se observa que los genes que seleccionados comparten el mismo mecanismo molecular, por
lo que podemos afirmar que estos genes estan asociados con la causa de las mutaciones de la enfermedad,
esta afirmacion se comprueba con los datos obtenidos de las redes de interaccion bioldgica, donde
observamos que existen varias conexiones (edges) y una puntuacién considerablemente alta. Por otro
lado, identificamos que las disfunciones causadas en los mecanismos moleculares de la ELA que tienen

mayor repercusion son: estrés oxidativo, defectos de transporte axonal, agregaciéon de proteinas y

excitotoxicidad.
Tabla 2. Genes por disfuncion en la ELA y atributos en la red bioldgica
# Gen Mecanismo Molecular Ndmero de  Puntuacion
1 sop1 Estrés oxidativo TS T 0,458
2 VCP Estrés oxidativo 21 0,412
3 SQSTM1 Estrés oxidativo 10 0,561
4 VAPB Estrés oxidativo 15 0,678
5 DAO Estrés oxidativo 21 0,607
6 PON1 Estrés oxidativo 16 0,840
7 DCTN1 Disfuncion de transporte axonal 13 0,475
8 PFEN1 Disfuncién de transporte axonal 7 0,587
9 KIF5A  Disfuncién de transporte axonal 8 0,649
10 KIFAP3 Disfuncion de transporte axonal 12 0,456
11  MAPT  Disfuncidn de transporte axonal 9 0,504
12 SPG11 Disfuncién de transporte axonal 7 0,645
13 FUS Agregacion de proteinas 9 0,454
14 TARDPB Agregacién de proteinas 8 0,455
15 OPTN Excitotoxicidad 18 0,908
16 CASP-8 Excitotoxicidad 40 0,872

De la seleccion de nodos en las redes biologicas se pudo identificar un grupo de genes considerados los
mas influyentes en la enfermedad. Para el caso del estrés oxidativo, los nodos mas representativos son
MRNP, SIGMARI1, VAPB, VCP, PON1, PON2, PON3, SODI, el gen SOD1 presenta el mayor numero

de nodos, siendo el més relevante ya que como se explicd anteriormente, es nuestro control.

En la disfuncion de transporte axonal, se identifican seis genes que estan asociados con la ELA, estos son
DCTNI1, PFNI1, KIF5A, KIFAP3, MAPT y SPGl1, sin embargo, los resultados difieren con los

encontrados, ya que los genes DCTN1 y KIFAP3 muestran menor expresion, sin embargo, en la base de
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datos MalaCards y Harmonizome se observan como genes relevantes para la enfermedad, esto puede
deberse a que seguimos la ruta metabolica del gen SOD1 que esta identificado como diana terapéutica

para la enfermedad.

Para la agregacion de proteinas los genes que muestran asociacion son FUS, DNAJC7, TARDPB,
C9orf72, CCNF, ELP3 y ANXAL11, de acuerdo con los datos de expresion y nodos, los genes FUS y
TARDPB son los més importantes en este grupo, ya que estan relacionados con varios genes, ademas,
ambos pertenecen a la familia de las ribonucleoproteinas heterogéneas, lo cual es importante porque en
este sitio se unen a los genes promotores del pre-ARNm que regulan la transcripcion (Ederle et al., 2018).
Los genes mas representativos en la excitotoxicidad son CASP-8, OPTN, EAAT2, GLT8D1 y ALS2, y se
considera que juegan un rol importante en la ELA ya que Pradhan and Bellingham (2021) afirman que la
excitotoxicidad es una de las mayores causas que desencadena la mutacion de genes causantes de la

enfermedad.

Como se muestra en la figura 2, los genes con mayor influencia en la enfermedad para cada uno de los
mecanismos moleculares se muestran en color verde y rojo con diferentes formas, lo cual indica que son
genes que tienen mayor cantidad de conexiones (edges), esto también se puede evidenciar con la variacion
de tonalidad que adquieren los nodos a lo largo de la red bioldgica. Lo mismo sucede para todos los

mecanismos moleculares analizados
3.2. Validacion de los genes seleccionados

Desde la base de datos DrugBank se ha identificado entradas de medicamentos enlazados a proteinas, se

comprueba que tnicamente el gen SOD1 ha sido identificado como diana terapéutica para la ELA, lo que
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Figura 2. Red biolodgica de la disfuncion causada por estrés oxidativo.

se confirma en este analisis. Se encuentra que el medicamento denominado Copper esta asociado a esta
enfermedad (Ver Tabla 3). A pesar de que no se ha identificado asociaciones de dianas y medicamentos
para la ELA en los genes restantes, hemos encontrado que existen otros farmacos relacionados a los
siguientes genes: VCP, DAO, PON1, PON3, CDKS, PFNI1, MAPT, SPG11 y CASP-8, algunos de estos
medicamentos ya han sido aprobados, pero no se han utilizado para tratar la ELA, otros farmacos

continuan en la etapa de investigacion, desarrollo o experimentacion.
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Tabla 3. Dianas y farmacos asociados a los genes mutados en la ELA.
Diana ; ]
o Farmacos Farmacos
# Nombre Gen terapéutica para ] .
asociados al gen asociados ELA
ELA
- SOD :
1 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 1 Si 24 Copper
Transitional endoplasmic reticulum
VCP No 2 -
ATPase
SQS
3 Sequestosome-1 No - -
™1
Vesicle-associated membrane VAP N .
O -
protein-associated protein B/C B
S PRP
5 Peripherin No - -
H
6 D-amino-acid oxidase DAO No 8 -
Microtubule-associated MAP Flortaucipir F-
7 . No 4
protein tau T 18
3.3. Pruebas de viabilidad de los genes seleccionados

Los datos obtenidos del analisis de viabilidad realizado muestran que el valor de drugabilidad de las
proteinas sintetizadas en los genes DAO, PON1, TREM2, CDKS5, SIGMARI1, SPAST, LMNB1, DCTNI,
PFNI1, KIF5A, TDP-43 y CASP-8 se encuentran entre 0,5 — 0,8 (Ver Tabla 4). En los genes VCP y VAPB
que se encuentran en la ruta metabolica del gen SOD1 se observa una drugabilidad de 0.65 y 0.81,

respectivamente (Finan et al., 2017).

Con los datos de la Tabla 4 se verifica que los genes seleccionados son de interés en el presente estudio
ya que se encuentran relacionados por el mecanismo y la ruta molecular, las mutaciones en la ruta
metabolica del gen SOD1 afectan a estos genes desencadenando alteraciones en el sistema ubiquitina-
proteasoma, encargado de degradar proteinas dafiadas, no necesarias o mal plegadas (Thibaudeau &

Smith, 2019).
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Tabla 4. Valores de drugabilidad de las posibles dianas terapéuticas
Drugabili  Proteins Protein Data
# Proteinas Gen
dad Plus Bank

1 Transitional endoplasmic reticulum ATPase VCP 0.65 3qq7 Si

SQST )
2 Sequestosome-1 M1 0,35 1902 Si

Vesicle-associated membrane protein- )
3 ) ) VAPB 0.81 2knv Si
associated protein B/C

4 Peripherin PRPH - - -
5 D-amino-acid oxidase DAO 0.81 3cuk Si
6 Serum paraoxonase/arylesterase 1 PON1 0.83 1v04 Si
7 Serum paraoxonase/lactonase 3 PON3 - - -
8 Serum paraoxonase/arylesterase 2 PON2 - - -

Triggering receptor expressed on myeloid cells TREM
2 2

0.78 Seli Si

Cyclin-dependent-like kinase 5 CDK5 0.85 1H4L Si

En la figura 3 se observa el sitio de union de la proteina Transitional endoplasmic reticulum ATPase,
donde el volumen de la cavidad es de 471.10 A3, profundidad de 13.29 A y una proporcion de
aminoacidos apolares de 0.30, estas tres caracteristicas ya mencionadas son las mas utilizadas para
describir las propiedades de un sitio que presenta buena disponibilidad drugable. Stank et al. (2016)
menciona que el nimero de regiones y cavidades se encuentran relacionadas con el tamafio de la proteina,

sin embargo, no existe una correlacion entre el tamaio de la proteina y del sitio de enlace.

Kakizuka et al. (2015) creo alrededor de 200 compuestos derivados del naftaleno, denominados Kyoto
University Substances (KUSs), los cuales pueden contrarrestar la actividad ATPasa de la VCP sin mostrar
toxicidad. Es por ello, que la proteina ha sido considerada como posible diana terapéutica ya que presenta

alta afinidad en la unién de compuestos y pequefias moléculas.
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Figura 3. Estructura 3D de la proteina Transitional endoplasmic reticulum ATPase (VCP) con el mejor sitio

drugable

En la Figura 4 se observa los sitios de unién de la proteina Vesicle-associated membrane protein-
associated protein B/C, esta presenta cuatro sitios, en los que podemos destacar que el valor del volumen
es mayor con respecto a la anterior. El volumen es de 677,49 A3 y la profundidad de 27.54 A, esto se debe
a que la longitud de la secuencia y el volumen del sitio de union estan correlacionados, la tasa de
aminoacidos apolares es cercana a la de aminoacidos polares (0.39), adicionalmente, se muestra en el sitio
activo aminoacidos como Asn, Cys, GIn, Gly, Ser, Thr y Tyr. De esta forma, se deduce que el dominio
seleccionado podria interactuar positivamente, ya que la accién del medicamento junto a los receptores

de los aminodacidos produciria una accion directa.

Se encontr6 que la grid para la proteina Transitional endoplasmic reticulum ATPase est4 ubicada en las
coordenadas (x=50, y=50, z=50) y las coordenadas del centro son (x=23,724; y=-1,782; z=2,657), de la
misma forma para la proteina Vesicle-associated membrane protein-associated protein B/C el grid se ubica

en las coordenadas (x=-40, y=40, z=-40) y el centro en (x=-2,108; y=0,153; z=-0,034

Es importante sefialar que la identificacion de los mejores sitios drugables de una proteina sirven como

base para el desarrollo y analisis in vitro e in vivo de fArmacos.
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Figura 4. Estructura 3D proteina Vesicle-associated membrane protein-associated protein B/C (VAPB) con el

mejor sitio drugable
3.4.  Analisis de interaccion molecular.

En la tabla 5 se observa que siete fArmacos presentan una puntuacion entre -2,12 Kcal/mol y -6,92
Kcal/mol, considerable para la interaccion con la proteina, para la seleccion del mejor farmaco se ha
considerado también el valor de correlacion de Pearson, asociado al farmaco Eeyarestatin. Los resultados
se validaron correlacionandolos con un estudio realizado por Huang et al. (2014), quien sefiala que
residuos (apolares) de la proteina del gen SOD1 interaccionan con el farmaco hesperidina, el cual presenta
enlaces de puentes de hidrégeno en el Glu100, asi como en residuos cercanos como (GIn22, Pro28, Lys23,

Glu21 y Lys30).

Tabla 5. Farmacos asociados a los dominios de las proteinas VCP y VAPB

Nombre del  Puntuacion del  Valor de correlacion

farmaco Docking Z con Eeyarestatina

1 Ebastina -6,92 N/A
2 Saquinavir -6,29 0,11

3  Astemizole -5,98 0,3

4 lloprost -4,11 0,05
5 Niclosamide -3,37 0,387
6 Clotrimazole -2,77 0,33
7 lvermectin -2,12 0,37
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Otro de los hallazgos del presente trabajo es el dominio de la proteina Transitional endoplasmic reticulum
ATPase que de acuerdo con el andlisis de afinidad es adecuado para el acoplamiento de la diana
terapéutica, el farmaco que presentd la mejor energia de acoplamiento se denomina Saquinavir (-6,29
Kcal/mol), este medicamento es utilizado para el tratamiento del VIH actia como inhibidor de la proteasa
VIH en combinacion con el ritovanir (Jayaswal et al., 2014). El sitio activo presenta puentes de hidrégeno
que interactian con los residuos ARG68, VAL87, ASN90, PRO137, TYRI138, PHE152, LEU153,
ARGI155 y GLU141, lo que confirma que el farmaco presenta flexibilidad y evidencia un incremento
potencial de interaccion con este. Es importante mencionar que la formacion de puentes de hidrogeno esta

asociada a la estabilidad de la estructura receptor-ligando.

Por otra parte, en la Figura 5 se observa el sitio activo del farmaco Astemizole, mismo que interactlia con
los residuos (LEU 29, ARG 32, THR 35, ASP 39, ALA42, LEU 44, ILE 47 Y TIR 49), la energia de
interaccion es de (-5,98 Kcal/mol). Consecuentemente, el complejo receptor-ligando se mantiene estable

debido a que las interacciones presentan enlaces de puentes de hidrogeno lo que brinda esta estabilidad.

Figura 5. Interaccion entre la proteina VABP y la molécula del farmaco Astemizole
Por otra parte, actualmente no existe un inhibidor de las proteinas Vesicle-associated membrane protein-
associated protein B/C, sin embargo, al encontrarse en la ruta metabolica del gen SODI, la inhibicion de

esta puede potenciar la supresion del gen.
3.5. Andlisis de la toxicidad de las moléculas

Saquinavir y Astemizole no presentan actividad mutagénica y tampoco carcinogénica, ambos parametros
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se encuentran relacionados al evaluar la actividad bioldgica de farmacos, sin embargo, Saquinavir mostro6
hepatotoxicidad, lo que genera un daiio al higado por la exposicion al medicamento Figura 6. Segin
Caterina et al. (2013), el suministro del medicamento en pacientes que presentan VIH en una dosis de

1000 mg/100 mg dos veces por dia mostraron elevaciones de las transaminasas hepaticas.

El farmaco Saquinavir cumple la funcion de transportador de P-glycoprotein substrat (P-gp), asi mismo,
la solubilidad en el agua e intestino indican que el farmaco liberado se sintetiza completa-mente
(Motataianu et al., 2022). Por otro lado, el medicamento Astemizole presenta mejor absor-cion, con un
valor de 86.518 %, mostrando mejor sintesis en el intestino (Caterina et al., 2013). El valor de distribucion
VDss (-0.044 logl/kg) indica que la accion del farmaco tiende a una menor separacion del plasma,
indicando que el medicamento esta unido a las proteinas. La informacion referente al metabolismo
corrobora que el farmaco muestra caracteristicas de inhibicion, mediante el proceso renal se observa que
el farmaco es liberado, ademas, el valor de liberacion liquida del farmaco es de 0,969 mol/L lo que indica
que el cuerpo libera en su totalidad este compuesto (Fedi et al., 2021). Finalmente, con estos datos se
comprueba que el farmaco genera hepatotoxicidad, lo que corrobora la informacion obtenida a través de

analisis QSAR.
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— ater solubes -<.936
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59.09%

0831
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Figura 6. Analisis de ADEMET realizado al firmaco mediante el paquete web pkCSM.
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4, DISCUSION

Actualmente existen dos clases de medicamentos que han sido aprobados por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA), el primer tratamiento utiliza un fArmaco denominado Riluzol y el
segundo utiliza al Edavarone, estos dos medicamentos presentan efectos secundarios en el paciente y no
representan una alternativa para la cura definitiva de la enfermedad. En el presente estudio se ha
examinado las rutas metabolicas que presentan 59 genes élite, escogidos en funcion de la relevancia que

presentan en cada uno de los mecanismos moleculares. Los hallazgos revelan que el estrés oxidativo juega

un rol crucial en la neurodegeneracion ya que los genes como SIGMAR1, VAPB, VCP, PON1, PON2,
PON3, SODI se encuentran en la misma ruta metabolica, desencadenando una serie de disfunciones
celulares. Segun Fedi et al., (2021) esta mutacion se debe a diferentes factores ambientales como la

exposicion a campos electromagnéticos, solventes, pesticidas y metales pesados.

Con toda esta informacion se ha identificado a los genes VCP y VAPB que se encuentran en la ruta
metabolica del SOD1, el que previamente ha sido identificado como diana terapéutica para la ELA. Se ha
demostrado que el sitio de union de la proteina Transitional endoplasmic reticulum ATPase (VCP)
presenta caracteristicas favorables de drugabilidad en el sitio activo identificado. Asi mismo, el sitio de
union de la proteina Vesicle-associated membrane protein-associated protein B/C (VAPB) que presenta
cuatro sitios de union se observa que el volumen de la cavidad es mayor con respecto al VCP, esto se debe
a que la longitud de la secuencia y el volumen del sitio de unidn estan correlacionados. El nimero de
regiones y cavidades se encuentran relacionadas con el tamafio de la proteina, sin embargo, no existe una

correlacion directa entre el tamafio de la proteina y del sitio de unidn (sitio activo).

Por otro lado, la presencia de aminoécidos en el sitio activo de la proteina se debe a que la tasa de
aminoacidos apolares es cercana a la de polares cuyo valor es 0.39, por tal motivo, el dominio
seleccionado actuara de forma positiva sobre la proteina debido a la acciéon directa del medicamento y de

los receptores de los aminoacidos circundantes de la cavidad proteica.

Con estos resultados se comprob6 los dominios de interaccion de las proteinas Transitional endoplasmic
reticulum ATPase (VCP) y Vesicle-associated membrane protein-associated protein B/C (VAPB) con las
estructuras quimicas respectivas mediante herramientas bioinformaticas para cribado virtual, con lo que
se determino que los sitios de unidon presentan una drugabilidad de 0.65 y 0.81 respectivamente, sefialando
que la proteina VAPB posee un mejor sitio de union ya que existe mayor presencia de residuos polares e

interacciones de puentes de hidrogeno, lo que facilita la accion del fArmaco de forma directa y garantiza
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la estabilidad de la union proteina-ligando.

Este estudio ha identificado al Saquinavir y Astemizole, como farmacos comerciales para el tratamiento
de la ELA. El primero presenta una mayor afinidad debido a la cantidad de energia de interaccion, el
segundo presenta una mayor estabilidad ya que presenta enlaces de puentes de hidrégeno, que son los que
le proporcionan esta caracteristica a la union. Aunque la energia de union es menor que el Saquinavir, la
existencia de puentes de hidrogeno favorece la estabilidad a la unién. De la misma manera, el analisis
realizado por las pruebas QSAR sefialan que el farmaco Saquinavir puede causar efectos secundarios al
aplicarse dosis de 1000 mg/100mg. Segun, Schmitt et al., (2009) el farmaco ha sido administrado en
conjunto con ritonavir en menor dosis y estos han presentado un valor de hepatotoxicidad de 1,84 %.
Finalmente, Astemizole presentd las mejores condiciones para ser posible candidato contra la
neurodegeneracion causado por ELA al presentar niveles de absorcion, distribucion, metabolismo,

excrecion y toxicidad dentro de las normativas sefialadas por la FDA.
5. CONCLUSIONES

El andlisis de los nodos en redes bioldgicas permitid identificar genes influyentes en la ELA en di-
ferentes mecanismos moleculares, como el estrés oxidativo, la disfuncion de transporte axonal, la
agregacion de proteinas y la excitotoxicidad. EI gen SOD1 destacé como el mas relevante en el estrés
oxidativo, por lo que lo hemos utilizado como marcador control, asi mismo, los genes VCP y VAPB
se destacan en el estrés del reticulo endoplasmatico, lo que nos condujo a escogerlos como dianas en
el presente estudio. Por otra parte, en la disfuncion de transporte axonal se identificaron los genes
DCTNL, PFN1, KIF5A, KIFAP3, MAPT y SPG11.

Se encontraron asociaciones entre genes relevantes para la ELA, ya que se encuentran en la misma
ruta metabdlica del control, asi mismo, hay medicamentos en la base de datos DrugBank que ac-
tualmente sirven para tratar la enfermedad como es el Riluzole y el Edavarone. Se ha observado que
el primero presenta varias interacciones con medicamentos de uso comun como el aciclovir o la
benzodiazepina entre otros, por lo que no es recomendable su uso comun. El segundo medicamento

no ha presentado interacciones desfavorables con medicamentos de uso comun.

El analisis de viabilidad de los genes seleccionados revelé que las proteinas sintetizadas por estos
genes presentan una drugabilidad adecuada para la interaccion con farmacos. Especificamente, los
genes VCP y VAPB, ubicados en la ruta metabolica del gen SOD1, mostraron una drugabilidad sig-

nificativa.
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El analisis de interaccion molecular reveld varios farmacos que presentan una posible interaccion con
las proteinas Transitional endoplasmatic reticulum y Vesicle-associated membrane protein-associated
protein B/C que se sintetizan en los genes VCP y VAPB respectivamente. Adicionalmen-te, farmacos
como el Saquinavir y Astemizole mostraron puntuaciones de acoplamiento y correla-ciones con estos

receptores proteicos, lo que indica que existe una potencial accion terapéutica para la ELA.

En conclusién, los genes seleccionados en este estudio, gen SOD1 y los genes relacionados con las
proteinas Transitional endoplasmatic reticulum y Vesicle-associated membrane protein-associated
protein B/C, representan importantes dianas terapéuticas en la ELA. La identificacion de los medi-
camentos Astemizole y Saquinavir, asociados a estos genes junto con la evaluacion de la interac-cion
molecular con las proteinas relevantes brindan perspectivas prometedoras para el desarrollo de
tratamientos y terapias mas efectivas contra esta devastadora enfermedad. Sin embargo, como tra-bajo
futuro es recomendable realizar otras pruebas in silico como el docking semiflexible para con-firmar
los hallazgos iniciales, posteriormente se podria efectuar ensayos clinicos para confirmar la eficacia y

seguridad de estos enfoques terapéuticos.
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