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RESUMEN EJECUTIVO

La bioinformatica tiene potencial uso biotecnoldgico, permite estudiar diferentes
enfermedades genéticamente complejas y proponer tratamientos desde el enfoque in
silico. Se utilizaron datos transcriptomicos relacionados con el Alzheimer, para la
identificacion de posibles dianas terapéuticas y diseiio de farmacos asistidos por
computadora. La aplicacion del andlisis multinivel de redes de interaccion biologica,
acoplamiento molecular y evaluacion de las propiedades farmacocinéticas de los

farmacos permite proponer un posible medicamento para tratar la enfermedad.

Se encontraron en total, 507 y 478 genes con alta y baja expresion respectivamente,
los cuales estan presentes en estudios de cerebros que muestran diferentes estados de
la enfermedad. Se identifico un biomarcador (hsa-miR-34a-5p) para el diagnostico de
AD y AD asintomatico en pacientes con cancer, utilizando redes de interaccion
proteina-proteina y miARN-miARN. Los andlisis de supervivencia revelaron que
CDK®6 y CD44 son posibles dianas terapéuticas para el AD. Por otra parte, se identifico
a CCND1 como otra posible diana terapéutica, a través del andlisis de la red farmaco-
proteina. Estas redes reflejaron 4 posibles fArmacos candidatos, Estradiol, Tricostatina
A, Doxorrubicina y Dorsomorfina, que se pueden usar en el tratamiento de la

enfermedad.

El acoplamiento molecular demostrd que Estradiol y Tricostatina A pueden generar
una inhibicién de la proteina CCND1, mientras que Dorsomorfina induce la inhibicion
de CDK®6, puesto que, la energia libre de union de este complejo es menor que en la
interaccion de referencia. La evaluacion de las propiedades farmacocinéticas,
indicaron que solo Tricostatina A puede ser usada para el tratamiento de AD en

humanos.

Palabras clave: in silico, analisis de supervivencia, acoplamiento molecular.
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ABSTRACT

Bioinformatics has potential biotechnological applications, allowing the study of
different genetically complex diseases and proposing treatments from an in silico
approach. Transcriptomic data related to Alzheimer's disease were used to identify
potential therapeutic targets and design computer-assisted drug molecules. The
application of multi-level analysis of biological interaction networks, molecular
docking, and evaluation of drug pharmacokinetics allows for the proposal of a

potential medication to treat the disease.

A total of 507 and 478 genes with high and low expression, respectively, were found
in studies of brains showing different disease states. A biomarker (hsa-miR-34a-5p)
was identified for diagnosing AD and asymptomatic AD in patients with cancer, using
protein-protein interaction and miRNA-miRNA networks. Survival analyses revealed
CDK®6 and CD44 as possible therapeutic targets for AD. Furthermore, CCND1 was
identified as another potential therapeutic target through drug-protein network
analysis. These networks identified four potential drug candidates, Estradiol,

Trichostatin A, Doxorubicin, and Dorsomorphin, for use in treating the disease.

Molecular docking demonstrated that Estradiol and Trichostatin A can generate
inhibition of the CCNDI protein, while Dorsomorphin induces inhibition of CDK®, as
the binding free energy of this complex is lower than the reference interaction.
Evaluation of pharmacokinetic properties indicated that only Trichostatin A can be

used for AD treatment in humans.

Keywords: in silico, survival analysis, molecular docking.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos

1.1.1 Justificacion

La pérdida progresiva de neuronas tanto en su estructura como funcionamiento ya sea
por disfunciones mitocondriales, estrés oxidativo, neuro inflamacién, problemas
genéticos, entre otras (Muddapu et al., 2020), convergen al aparecimiento de
trastornos neurologicos (ND: Neurodegenerative Disorders) (Shi et al., 2021).
Enfermedades como el Alzheimer (AD; Alzhieimer Disease), Parkinson, esclerosis
lateral amiotrofica (ELA), Huntington, atrofia muscular espinal (SMA) forman parte
de eete transtorno (Pfrieger, 2021). En el caso del AD, es una enfermedad
neurodegenerativa compleja que puede aparecer de forma esporadica o genética
(Wijeratne et al., 2023). En 2020, se han reportado 43.8 millones de personas que
padecian esta ND, lo que presenta un aumento de 117% de los casos reportados desde
1990 (Perveen et al., 2022). Se espera que para el 2050 alrededor de 152 millones de
personas desarrollen la enfermedad, puesto que se pronostica 5 millones de nuevos

casos cada afio (Nichols et al., 2022).

El AD, es una enfermedad poligénica a causa de un mal funcionamientos en multiples
genes (Xiao et al., 2020). El estudio de este tipo de enfermedades puede llevar afios y
el desarrollo de un posible tratamiento eficiente implica atin mas tiempo (Sun et al.,
2022). No obstante, la combinacién del conocimiento bioldgico, ciencias
computacionales, estadistica y matematicas dan lugar al aparecimiento de una ciencia
emergente denominada Bioinformatica (Roy et al., 2018). La cual, mediante la
aplicacion de diferentes herramientas ha permitido explorar los mecanismos
moleculares subyacentes de un sin nimero de enfermedades, tales como: cancer,
enfermedades degenerativas y genéticas (Puls et al., 2022). Las investigaciones in

silico pueden presentar una alternativa en el estudio de la AD, convirtiéndose en una
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fuente confiable para el desarrollo de nuevos farmacos en base a multiples analisis
bioinformaticos reduciendo asi el tiempo de investigacion y recursos (Tutone &

Almerico, 2021).

En afios recientes la bioinformadtica y bioinformadtica estructural han tomado una mayor
relevancia en el estudio y disefio de farmacos (Yu et al., 2021). Por ejemplo, los
estudios reportados por Guevara (2022), Lagua (2022) & Lépez (2021), han
establecido una metodologia basada en la aplicacion de un pipeline bioinforméatico que
permite identificar posibles dianas terapéuticas en enfermedades como, Diabetes
Mellitus tipo 2 (T2DM), Cancer papilar de tiroides (PTC) y ELA respectivamente.
Esta metodologia inicia identificando los genes involucrados en cada una de las
enfermedades en bases de datos confiables e integrandolos para la generacion de redes
de interaccion bioldgica. Este proceso permitio identificar una extensa gama de
farmacos comerciales y estructuras en desarrollo que pueden ser utilizadas como

posibles farmacos para tratamiento de las enfermedades.

Otros enfoques similares, como el reportado por Sagulkoo et al. (2022), parte del
analisis de expresion diferencial e integra los datos en diversas redes de interaccion
bioldgicas para identificar biomarcadores y desarrollar un farmaco in silico contra el
SARS-CoV2. Por otra parte, el pipeline usado por Yu et al. (2021), se observa una
variacién en el procesamiento de los datos. En su enfoque se utiliza Logistics
Regression (LASSO) para la identificacion de biomarcadores y luego se establecen
correlaciones con analisis en bases de datos de sangre periférica para la determinacion

de ligandos y genes clave en el AD.

Finalmente, con base en los resultados obtenidos de los trabajos citados anteriormente,
se busco las posibles dianas terapéuticas en AD aplicando un andlisis de redes
biologicas multinivel y reutilizacion de farmacos. Partiendo del analisis de expresion
diferencial, redes bioldgicas basado en un modelo celular de gliomas de bajo grado
(LGG) que permiti6 identificar nuevos biomarcadores y genes clave. Posteriormente

identificando farmacos aprobados, preaprobados y en vias de desarrollo para la

2



realizacion de un acoplamiento molecular rigido. Asi, este estudio se enfoc6 en el
descubrimiento de biomarcadores y dianas terapéuticas aplicando herramientas
bioinformaticas para proponer el disefio de nuevos farmacos brindando una alternativa

al tratamiento del Alzheimer.

1.1.2 Factores de Riesgos en el Alzheimer

1.1.2.1 Enfermedades cerebrovasculares

Tanto las enfermedades cerebrovasculares y el AD comparten ciertos factores de
riesgos que en su mayoria se superponen (Biessels, 2022). Los cambios
cerebrovasculares como los infartos hemorragicos, corticales isquémicos pequefios y
grandes, vasculopatias y cambios en la sustancia blanca cerebral aumenta el riesgo de
padecer algun tipo de ND (Lao et al., 2020). De acuerdo con analisis post mortem de
cerebros que presentaban AD demuestran la presencia de enfermedades vasculares
parenquimatosas (angiopatia amiloide por péptido S-amiloides (Af) y enfermedades
arterioscleroticas de pequefios vasos); encontrando que el 50% de los casos se
encontraron brotes hemorragicos e infartos (Verdelho et al., 2021). Esto implicaria
que los mecanismos homeostaticos del AD como la acumulacion de proteinas Af42 y

tau tiene algun tipo de sinergia con las enfermedades cerebrovasculares.

1.1.2.2 Hipertension

La hipertension es uno de los riesgos vasculares mas comunes, afectando casi un tercio
de los adultos y dos tercios de los adultos mayores en todo el mundo (Castilla, 2022).
Incluso cuando se presenta en baja mediada, esta puede afectar negativamente al
rendimiento cognitivo (Eglit et al., 2020). La hipertension es un factor de riesgos para
el Alzheimer, ya que genera alteraciones en las paredes vasculares que pueden
conducir a hipoperfusion, isquemia e hipoxia cerebral (Canavan & O’Donnell, 2022).
De acuerdo con Gabin et al. (2017), la isquemia cerebral conduce a la acumulacion
de APP y Af, ademds de desencadenar en una sobreexpresion de presenilina

(involucrado en la sintesis de Af).



1.1.2.3 T2DM

Segun estudios epidemioldgicos la T2DM puede duplicar el riesgo de padecer
Alzheimer (Jash et al., 2020). Los mecanismos asociados a estas dos enfermedades
pueden ser la resistencia y déficit de insulina, receptores alterados de insulina,
hiperglucemia, dafio cerebrovascular, efectos secundarios por glicacion avanzada,
entre otras (Athanasaki et al., 2022). El uso de modelos animales ha confirmado la
relacion de estas enfermedades, ya que la resistencia a insulina aumenta la accion de
las enzimas [ y y-secretasas; ademas, promueve la reduccion del aclaramiento de AS,
lo que conduce a una acumulacién de plaquetas AfS en el tejido cerebral (Bellenguez
et al., 2022). Adicionalmente, la resistencia y déficit de insulana inducen la hiper
fosforilacion de la proteina Tau, implicando en el desarrollo de ovillos neurofibrilares
(NFT) (Chatterjee & Mudher, 2018). Aparte de los estudios reportados, se ha
determinado que los productos finales de la glicacion avanzada (producido por el gen
AGE), inducen la muerte neuronal mediante la activacion de vias de muerte celular
(Nagar et al., 2022). También estimula la sobreexpresion de complejos f y y-
secretasas (producida por los genes BACE 'y PSENI) (Jash et al., 2020). La Figura 1

resume la interaccion de la diabetes tipo 2 con el Alzheimer.

Type 2 diabetes
O e Advanced glycation [ Inflammation » Autophagic
End products dysfunction |

ROS AGE
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Figura 1. Descripcion general de los mecanismos involucrados en el Alzheimer

generados por T2D
Fuente: Chatterjee & Mudher (2018)



1.1.2.4 Dislipidemia

De acuerdo con estudios, los niveles de colesterol son un 10 % mayores en personas
que padecen AD, a comparacion de individuos sanos (Moreno et al., 2020). La
dislipidemia afecta la barrera hematoencefalica (BBB), lo que da como resultado al
aparecimiento de NFTs y un aumento considerable de plaquetas A (Novikova et al.,
2021). Estudios en modelos animales, confirman que el hipercolesterolemia induce un
aumento de los péptidos AfS, y una formacion descontrolada de NFT, conduciendo a
un deterioro cognitivo, neuro inflamacién, disfuncién de neuronas colinérgicas y

presencia de microhemorragias cerebrales (Sdiz et al., 2020).

1.1.3 Déficit de tratamientos contra el Alzheimer

A pesar del aumento de pacientes con AD, solo se han registrados 5 tratamientos
efectivos para contrarrestar los sintomas cognitivos en humanos (Gauthier et al.,
2019). Tres de los cinco tratamientos consisten en inhibidores de colinesterasa
(donepezilo, galantamina y rivastigmina) (Li et al., 2019); el cuatro tratamiento con
un antagonista del receptor N-metil-D-aspartato (memantina; descubierto en 2003)
(Folch et al., 2018). El ultimo tratamiento es una formulacion entre memantina y
donepezilo, descubierto en el 2014 (Guo et al., 2020). Durante la Gltima década, se ha
observado una falta significativa de avances en el desarrollo de nuevos farmacos. Esto
sumado a que la mayoria de los agentes terapéuticos que han estado en desarrollo en
matrices in vivo e in vitro durante los Gltimos 15 afios no han presentado resultados
favorables (Cummings et al., 2019). Solo ciertos faArmacos han sido evidenciados para
tratar el AD in vivo. No obstante, alin siguen en la fase preclinica (Su et al., 2021). De
acuerdo con la informacion presentada, se puede evidenciar que en mas de dos décadas
no ha habido un avance significativo en el desarrollo de un tratamiento 100 % eficiente

contra el AD.



1.1.4 Mecanismos moleculares del Alzheimer

La acumulacion de plaquetas AfS y la formacion de NFTs son las caracteristicas mas
comunes en el desarrollo del AD, estas se propagan en el hipocampo y las regiones de
la corteza cerebral (Guo et al., 2020). Un cerebro que presenta AD se caracteriza por
una degeneracion de las neuronas en los 16bulos frontales, temporal y parietal de la
corteza cerebral y otras regiones relacionadas con la disfuncion sinaptica (Wang et al.,
2021). Todos estos factores convergen en una disminucién del tamafio del cerebro a

comparacion de un cerebro sano (Coupé et al., 2019).

Cortex cerebral

Neuronas sanas

Cerebro Normal ~ Hipocampo

Contraccion de Ventriculos
la corteza agrandados

Contraccion del

Cerebro con AD .
hipocampo

Plaquetas AR
Figura 2. Comparacion de los cambios generados en el cerebro.

A) Cerebro normal; B) Cerebro con AD. Fuente: Adaptado de Breijyeh & Karaman (2020)

1.1.4.1 Hipotesis Tau

Esta hipoétesis establece que la hiper fosforilacion de la proteina Tau, genera NFT
dentro de las neuronas (Miao et al., 2019). Debido a que la Tau esté relacionada con
la unién de los microtubulos, proprocionando estabilidad y facilitando el transporte
axonal. Pero al ser hiper fosforilado produce una disociacion de los microtubulos y
emparejamiento con los filamentos helicoidales, causando deterioro sindptico y

neurodegeneracion (Meng et al., 2022).
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Figura 3. Rol de la proteina Tau en la estabilidad neuronal.

A) Los microtubulos junto a la proteina Tau estabilizan y mantienen la integridad de una neurona. B)
La hiper fosforilacion de Tau induce una disociacion de las proteinas Tau y desestabiliza los
microtibulos de la neurona, produciendo NFT y la pérdida de la estructura funcional de la neurona.

Fuente: Adaptado de Siddappaji & Gopal (2021)

1.1.4.2 Procesamiento de APP

El procesamiento desregulado del gen APP contribuye a la patogénesis del AD, al
elevar la produccion de Af y reducir la relacion de Af40/42 (Rahman et al., 2021).
De acuerdo con Zhao et al. (2020), las alteraciones en la relaciéon Af40/42 se debe a
las mutaciones en los genes APP y Presenilina (PSENI1, PSEN2 y PS2). Las
mutaciones en PSEN1 son prominentes en el AD, se han identificado 221 mutaciones
patogénicas, 32 mutaciones para APPy 19 mutaciones para PSEN2 (Xiao et al., 2021).
Las alteraciones bioquimicas en PS1 y PS2 alteran en mayor mediada la escision de
APP, lo que conduce a una disminucioén en la relacion AS40/42 (Hampel et al., 2021).
Todas estas afectan y aumenta la produccion de AfS. El péptido Af es un componente
principal de las placas seniles y es esencial para la disfuncién neuronal y sindptica
durante el aparecimiento del AD (Grimm et al., 2020). El AS oligomérico (0Af)
puede elevar de forma anormal los niveles extrasinapticos de glutamato, mediada por
el receptor acido N-metil-D aspartico extrasinaptico (NMDAR), resultando una

depresion postsinaptica y pérdida de espinas dendriticas (Rahman et al., 2021).



1.1.5 Bioinformatica en el descubrimiento de farmacos

Como se explicd anteriormente debido a la combinacioén de diferentes ciencias se ha
podido desarrollar la Bioinformatica, con el paso del tiempo se han desarrollado
nuevas herramientas para el analisis de enfermedades, reduciendo los tiempos de
investigacion y desarrollo de farmacos. Los avances tanto en esta ciencia como en la
bioinformatica estructural han permitido establecer técnicas y métodos para el
desarrollo de farmacos de alta precision como se esquematiza en el flujo de trabajo de

la Figura 4.

Analisis de expresion diferencial y
enriquecimiento funcional

DEGs
Analisis de redes PPI

Datos
transcriptdmicos

Enriquecimiento funcional

Redes de interaccion
proteina-proteina (PPI)

Deteccion modular

Redes de regulacion
miARN-mARN

Analisis de supervivencia

Identificacion de biomarcadores

Novel biomarker identification

Redes de interaccion
farmaco-proteina

Molecular docking

Féarmaco de alta precision

Figura 4. Flujo de trabajo resumiendo de los métodos necesarios para

desarrollar un farmaco

El pipeline bioinformatico inicia con el analisis de datos transcriptomicos, redes de interaccion proteina-
proteina, redes regulatorias de miARN-mARN, redes de interaccion proteinas-farmacos y Docking

molecular. Fuente adaptado de Sagulkoo et al. (2022)

1.1.5.1 Pipeline Bioinformdtico

El pipeline bioinformatico (PB) hace referencia a una serie de procedimientos, usando

diferentes herramientas bioinformaticas para analizar datos bioldgicos (Roy et al.,



2018). Los PBs facilitan el estudio de datos de gran tamafio provenientes de
secuenciaciones de ADN, datos protedmicos o transcriptomicos (Porter &
Hajibabaei, 2022). Sin embargo, el PB puede ser modificado para ajustarse a los tipos
de datos a analizar y dependiendo del enfoque del estudio (Xu et al., 2022). A
continuacion, se presenta un ejemplo de un pipeline bioinformatico: 1) recopilacion de
datos transcriptomicos, 2) procesamiento de datos mediante programacion, 3) analisis
de expresion diferencial, 3) anotaciones biologicas, 4) modelado y disefio de redes de
interaccidon proteina-proteina, 5) analisis de supervivencia de genes en matrices
celulares (Zanini et al., 2018). No obstante, el andlisis de expresion diferencial es una
constante para el estudio de enfermedades como: SARS-COV2, Cancer de higado,
Parkinson, Norrie, Infarto de miocardio, entre (Fan et al., 2018; Iqbal & Kumar,

2022).

1.1.5.2 Analisis de expresion diferencial

El andlisis de expresion diferencial (DEA) permite evidenciar la expresion de genes
en diversas condiciones o tratamientos (Lamarre et al., 2018). El procesamiento de
los datos se lo pueden realizar en distintos lenguajes de programa como R, Python,
C++ o JavaScript, ya que existen librearias especializadas en el analisis de datos
biologicos (Bystrykh, 2021; Westwood, 2018). Pese a ello, el procesamiento de los
datos puede ser complejo, debido a que dependiendo de la matriz (humanos, ratones o
lineas celulares) en la que se haya realizado, el codigo puede variar significativamente
(Hoffman & Roussos, 2021). Sin embargo, sigue siendo una de las herramientas
bioinformaticas mas usadas para detectar la variacion de los genes en diferentes
enfermedades (Kakati et al., 2019). DEA es uno de los primeros pasos para determinar
los genes que tienen una implicacion bioldgica en el desarrollo de una enfermedad

(Abbas & Manzalawy, 2020).



1.1.5.3 Redes de interaccion proteina-proteina (PPI)

Las redes de interaccion proteina-proteina (PP, por sus siglas en inglés) son esquemas
que indican las interacciones funcionales entre proteinas, de acuerdo con su cercania
bioldgica, es decir su relacion entre si (Fionda, 2019). Esta relacion da paso al anlisis
de multiples genes y cual posiblemente sea su rol en la regulacion de las funciones

celulares y vias metabdlicas, o en procesos bioldgicos (Pellegrini, 2019).

1.1.5.4 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular, también conocido como docking molecular, es una técnica
computacional ampliamente usado en la quimica y la bioinforméatica (Shao et al.,
2022). Este permite estudiar y predecir la interaccion entre una molécula pequena
(ligando) y una macromolécula (receptor) (Dnyandev et al., 2021). El objetivo del
acoplamiento molecular es predecir las interacciones del ligando con los aminoacidos
del receptor (Stanzione et al., 2021). Permitiendo asi entender y disefiar compuestos
quimicos con propiedades especificas, con actividad farmacologica (Vidal et al.,
2022). El acoplamiento molecular es un estudio preliminar, ampliamente utilizado en

el diseno de farmacos.
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1.2

Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Identificar posibles dianas terapéuticas para Alzheimer utilizando pipeline
bioinformatico combinado para aplicarlas en el disefio de fArmacos asistido por

computador.

1.2.2 Objetivos especificos

Analizar los genes involucrados en el Alzheimer y su interaccion a partir de un

andlisis de expresion diferencial y de enriquecimiento funcional.

Disenar redes de interaccion bioldgicas para identificar biomarcadores y genes

claves en el Alzheimer.

Seleccionar las posibles dianas terapéuticas mediante la combinacion de

herramientas bioinformaticas descritas en pipelines.

Evaluar las propiedades farmacocinéticas de los compuestos bioactivos y su

potencial uso en el disefio de nuevos farmacos.
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CAPITULO IT

METODOLOGIA
2.2 Materiales
Tabla 1. Recursos bioinforméticos
Recursos Enlace
Rstudio https://posit.co/download/rstudio-desktop/
Bioconductor https://www.bioconductor.org/
GEO (Gene Expression . ‘
Omnibus ) https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
Metascape https://metascape.org/gp/index.html#/main/step1
String https://string-db.org/
Cytoscape https://cytoscape.org/
Mienturnet (http://userver.bio.uniromal.it/apps/mienturnet/)
GEPIA2 (http://gepia2.cancer-pku.cn/#index)
DrugBank Database https://go.drugbank.com/),

Therapeutic Target Database http://db.idrblab.net/ttd/

Comparative
http:// ctdbase.org/

Toxicogenomics Databses

GeneCards https://www.genecards.org/
STITCH http://stitch.embl.de/

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

PubChem https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
Protein Plus https://proteins.plus/),
AutoDockVina X https://vina.scripps.edu/downloads/
HDOCK http://hdock.phys.hust.edu.cn/

https://www.vegahub.eu/portfolio-types/vega-

Vega Software
software/

pkCSM https://biosig.lab.uq.edu.au/pkesm/prediction
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https://www.bioconductor.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
https://metascape.org/gp/index.html#/main/step1
https://string-db.org/
https://cytoscape.org/
http://userver.bio.uniroma1.it/apps/mienturnet/
http://gepia2.cancer-pku.cn/#index
https://go.drugbank.com/
http://db.idrblab.net/ttd/
https://www.genecards.org/
http://stitch.embl.de/
https://www.rcsb.org/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://proteins.plus/
https://vina.scripps.edu/downloads/
http://hdock.phys.hust.edu.cn/
https://www.vegahub.eu/portfolio-types/vega-software/
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https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/prediction

SwissBiosostere http://www.swissbioisostere.ch/)

Pharmit https://pharmit.csb.pitt.edu/)

Tabla 2. Equipos

Recursos Cantidad
Computadora portatil 1
Router para internet 1

2.1 Métodos

2.1.1 Busqueda de datos transcriptomicos

GEO (Gene Expression Omnibus) es una plataforma del NCBI (por sus siglas en
inglés), en la cual se encuentra alrededor de 170 mil series de datos con casi 5 millones
de muestras (Hunt et al., 2022). Se seleccion6 la opcion de “GEO DataSets” y en el
apartado de “Search” se usaron los siguientes parametros de busqueda: “Alzheimer’s
disease” AND “Homo Sapiens” [Organism] AND “CEL” [Supplementary Files] AND
“Expression profiling by array” [DataSet Type] para poder identificar potenciales GEO
Datasets (conjuntos de datos) (Ma et al., 2022). Los criterios de seleccion de los
conjuntos de datos fueron adaptados de Huang et al. (2018): 1) pacientes
diagnosticados con Alzheimer, 2) tipo de muestra y cual fue el método empleado para
su obtencion, 3) pacientes que no presentan ningun trastorno neurodegenerativo
(control), 4) perfilado de expresiones por matriz y datos no procesados en formato
“.CEL”, 5) experimentos realizados en la plataforma GPL570 ([HGU133 Plus 2]
Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array) 6) el nimero de muestras por cada

conjunto de dato debe ser mayor a 10 (>10).
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2.1.2 Analisis de expresion diferencial

El andlisis de expresion diferencial es una técnica bioinformatica que usa datos de
secuenciacion de ARN (RNA-seq) sin procesar, por ejemplo, mapeos y ensamblajes
para luego someterlos a pruebas estadisticas (Stupnikov et al., 2021). Se us6 Rstudio
v2023.03.1+446, R v4.3.0 y librerias de Bioconductor v3.17 para la exportacion
y andlisis de los datos. La libreria “GEOquery” se emple6 para importar y
transformar los datos GEO en formatos de estructuras de datos R, con el fin de
aplicar un control de calidad de los datos por medio de la libreria
“ArrayQualityMetrics” (Zhang et al., 2023). Se corrigid, normalizo y filtr6 los
datos para evitar sesgos en los andlisis siguientes (Zhou, et al., 2019).
Posteriormente se realizo el andlisis de expresion diferencial usando la libreria
“limma”, primero se disefi6 el modelo lineal con la funcidén “model.matrix” y se
ajust6 el modelo a los conjuntos de datos mediante la funcion “ImFit” (Lu et
al., 2021). Para realizar las comparaciones de cada uno de los casos de AD con
el grupo control se usé la funciéon “makeContrasts”, los contrastes fueron
integrados al modelo ajustado con “contrasts.Fit” y se aplicd estadistica
bayesiana “ebayes” para obtener los genes de expresion diferencial (Panitch et

al., 2022; Yu et al., 2021).

Los resultados fueron transformados en un dataframe con la funcion “topTable” y las
librarias “hgul33plus2.db” y “AnnotationDbi” se utilizaron para agregar los simbolos
de los genes con la funcion “maplds”, debido a que estos estdn en una anotacion
especifica de GPL570 (Modarres et al., 2021). En el caso que no se haya agregado el
simbolo del gen, sino la terminacién “NA” serdn eliminados con la funcion “!is.na”.
Adicionalmente con la libraria “ggplot2” se desarroll6 un volcano plot usando los
valores del log,FC (logFC) y —log o(P.value) para los ejes “x” y “y”
respectivamente (Yang & Hong, 2020). De igual manera ejecutando la libreria
“pheatmap” se gener6d un mapa de calor comparando las 30 muestras con los resultados
obtenidos. Cada uno de los graficos mencionados se usaron para identificar de manera
visual los genes con alta y baja expresion, y los que no mostraban un cambio

significativo (Mullan et al., 2021; Williams et al., 2019). De acuerdo con Li et al.
(2022), los DEGs que obtuvieron un log2 FC > 1 y log2 FC < —1, deben ser
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considerados como up-regulated (UR; alta expresion) y down-regulated (DR; baja
expresion) respectivamente. Los resultados fueron guardados con la funcion
“write.csv”’ bajo el nombre “Resultados DEGs.csv”. Aplicando los siguientes
pardmetros: una tasa de descubrimiento falso (FDR por sus siglas en inglés) menor
que 0,05 (FDR < 0,05) y un logFC absoluto mayor que 1 (|log2 FC > 1]), con la
finalidad de no mostrar los resultados no significativos (Ge et al., 2021; Stupnikov et
al., 2021). El codigo empleado para el andlisis de expresion diferencial se encuentra

en el Anexo 1.

2.1.3 Analisis de enriquecimiento funcional de los genes con alta y baja

expresion

El andlisis de enriquecimiento funcional también conocido como pruebas de
enriquecimiento de conjuntos de genes, fue usado para identificar enfermedades y
mecanismos farmacologicos en base a conjuntos de datos bioldgicos de gran escala
(Wijesooriya et al., 2022). Adicionalmente proporciona un analisis de las vias
metabdlicas involucradas por cada uno de los genes en Gene ontology biological
process (GO-BP), Kyoto Encyclopedia of genes and Genomes (KEGG) pathways,
Reactome patways, WikiPathways, Canonical y CORUM pathway (Giurgiu et al.,
2019; Kanehisa et al., 2017; Sagulkoo et al., 2022). Se emple6 Metascape para
realizar el andlisis de enriquecimiento funcional, analisis de interactomas, anotaciones
de genes y busqueda de genes relacionados en mas de 40 bases de datos (Zhou et al.,

2019).

Los genes UR y DR se listaron en formato “.txt” como: “DEGs_upregulated.txt” y
“DEGs_downregualted.txt”. La interfaz de Metascape esta separada en tres secciones:
en “Sept 17 se cargaron los archivos correspondientes en la seccion de “Upload File
Format”. En “Step 2” tanto en el “Input as species” y “Analysis as species” se
selecciono la opcion de “Homo sapiens”. Para el “Step 3” se escogid la opcion de
“Express Analysis”, y se gener6 un “Analysis Report Page” (Zhang et al., 2020; Zhou
et al., 2019). Este proceso de realiz6 para cada una de las listas antes mencionadas.

Los resultados se descargaron en formato “.csv” y se empled los pardmetros
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establecidos por Maghsoudi et al. (2022) y Pistis et al. (2022): donde los términos de
enriquecimiento deben tener un nivel de significancia de FDR < 0.05 (p < 0.05). Los
genes que cumplian con el criterio de ambas listas de datos fueron enlistados
conjuntamente como “DEGs up down regulated.txt”. Cabe destacar que se uso

Metascape de forma recurrente para los andlisis siguientes.

2.1.4 Construccion de la red de interaccion Proteina-Proteina (PPI)

STRINGvI11.5 es una herramienta bioinformatica disefiada para predecir las PPI (Li
et al, 2020). STRING recoge informacion de interactomas humanos
aproximadamente de 19,556 proteinas y 11938498 interacciones (Sagulkoo et al.,
2022). La interfaz de STRING esta dividida en 10 segmentos, se escogio “Multiple
proteins” para ingresar una mayor cantidad de genes, el archivo
“DEGs_up_down_regulated.txt” se us6 como informacion de entrada y se import6 en
el apartado de “upload a file”. Se selecciond el organismo “H. sapiens” en la seccion
de “Organisms”, mientras que en “Advance settings” se empled los pardmetros
utilizados por Maghsoudi et al. (2022) y Sagulkoo et al. (2022) donde especifica que

b

“Network Type” y “FDR stringency” se mantienen como predeterminados, para
“Requiere score” se empled “médium score confidence (0.400)”. Finalmente el PPI se
descargo en formato “.png” de alta calidad y “.tsv”’ como: “String_resultados.tsv”, este

ultimo se exportd a Cytoscape para realizar anélisis de la red PPI.

2.1.5 Analisis topologico y de agrupamiento de redes de la red PPI en

Cytoscape

Cytoscape es usado para el analisis de redes complejas de interacciones moleculares
(Nudin et al., 2018). En Cytoscape mediante la opcion “File”; “Import”; “Import from
file” se escogid el archivo “.tsv”. Se utiliz6 el “Network Analyzer plugin” para realizar
el calcul6 de los parametros topoldgicos globales como: grado promedio, didmetro,
radio, coeficiente de agrupamiento promedio, longitud de ruta mas corta promedio y

densidad de la red (Doncheva et al., 2019). En el caso de los calculos locales como el
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grado de cercania, la intermediacion y el coeficiente de agrupamiento se utilizo la

misma funcidn.

En la interfaz de Cytoscape se selecciond la opcion “Apps”; “MCODE” para realizar
los clusters de la red PPI (Dhasmana et al., 2020). Los parametros de entrada fueron
los mismos descritos por Xu & Yang (2021), con un limite de grado 2; limite de
puntuacién de nodo 0.2; k-core igual a 2; una profundidad maxima 100. Se selecciono
los clusters cuyo valor fue mayor a 4 (Ge et al., 2022), los genes de cada uno de los

clusters se nombraron como: “MCODEIL.txt”, “MCODE2.txt” y “MCODE3.txt”.

2.1.6 Construccion de redes regulatorias e identificacion de

biomarcadores

Mienturnet es un software especializado para la construccion de redes regulatorias de
microARN (miARN)-ARNm en base a miRTarBase (una base de datos de miARN-
targets validados por datos experimentales) (Yuen et al., 2020). Primero se establecio
el tipo de organismo en la seccion “Data upload”, “Select Organism”; “Homo
Sapiens”, los genes de cada uno de los clusters identificados, se importaron a la
plataforma en “Enter imput list”; “Upload a file”. En la seccion “miRNA-target
Enrichment”, se emplearon los parametros establecidos por Licursi et al. (2019): el
“Set a threshold for the minimum number of miRNA-target interactions” se establecio
por defecto en 2 y en “Set a threshold for the adjust p-value (FDR)” se establecié en
0.05. Los miARNs que cumplan con los parametros determinados se consideraron

como potenciales biomarcadores en el AD.

2.1.7 Identificacion de genes clave (Hub) y cuello de botella (Bottleneck)

Los genes Hub son determinados por la centralidad de grado (Degree), mientras que
los genes Bottleneck por la intermediacion (Betweenness) (Kumar & Haider, 2022);

el calculd de la centralidad de grado y la intermediacion se realizé con “Network
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Analyzer plugin” y “cytoHubba” (Ma et al., 2021). Cabe recalcar que los resultados
del “Network Analyzer plugin” fueron obtenidos en el apartado 2.1.5. Con la segunda
“App” se realizd el célculo en base a un solo parametro, lo que permitié6 una mayor
precision en el resultado. Primero en la interfaz de Cytoscape se seleccion6 la opcion
“Apps”, luego, “cytoHubba”, se desplegd una nueva interfaz, en el apartado de “Target
Network”, se escogio el archivo “.tsv” antes cargado. En el siguiente apartado “Node’s
Score” se selecciono la opcidon de “Calculate”, para la seccion de “Select nodes™;
“Hubba nodes”, se activo la opcion “Top”’; “Degree” y se establecio en 20, de la misma
manera se procedio para la intermediacion (“Top”; “Betweenness”). Es importante
mencionar que al elegir la opcion “Top”, los nodos se organizan automaticamente con
una intermediacion superior al percentil 95% para cada uno de los casos (Khan et al.,

2022). Los resultados fueron descargados en formato “.csv”’ como “Hub_genes.csv”’y

“Bottleneck genes.csv” para posteriores analisis.

2.1.8 Analisis de supervivencia en GEPIA2

GEPIA2 es una herramienta que provee un andlisis de la esencialidad del gen en
diferentes tipos de cancer por medio de un andlisis de supervivencia y un andlisis de
expresion genético basado en diversas bases de datos como: “The Cancer Genome
Atlas” (TCGA), y “Genotype-Tissue Expression data” (GTEx) (Tang et al., 2019). La
plataforma cuenta con diversas funciones, se escogié la funcion “Expression
Analysis”; “Survival analysis”, en la nueva interfaz se seleccion6 la opcion de “Gene”
y se uso los genes Hub y Bottleneck obtenidos del apartado 2.1.7 como informacion

de entrada (Wei et al., 2022).

Los siguientes apartados fueron seleccionados en el orden que aparecen a
continuacion “Methods”; “Overall Survival”; “Gruop Cutoft”’, en este ultimo se
establecid “Median” con un “Cutoff-High (%)” y “Cutoff-Low (%)” de 50 % (Gui et
al., 2021). En las secciones de “Hazards Ratio (HR)”, “95% Confidence Interval” y
“Axis Units” se trabajo con las opciones predeterminadas (Xie et al., 2020). En el

apartado final “Multiple Datasets”; “Datasets Selection”, de acuerdo con Lehrer &
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Rheinstein (2019) y Lu et al. (2022), los gliomas de bajo grado (LGG) tiene una
correlacion con el aparecimiento del Alzheimer e incluso genes como: MASPI,
LINC00836, APOE y CD33 se expresan en ambas enfermedades, por esta razon se

determind como modelo de tipo celular para la identificacion de genes.

El andlisis de supervivencia se hizo para cada uno de los genes ya que la plataforma
no puede hacer un analisis de varios genes a la vez. El gen o genes que obtengan una
supervivencia general significativa menor a 0.05 (log — rank p — value < 0.05) y
cociente de riesgo alto igual o mayor a 1.7 (HR = 1.7) fueron seleccionados como los
genes con mayor relevancia, los parametros fueron establecidos por Sagulkoo et al.
(2022) con un intervalo de confianza del 95%. Los genes fueron enlistados como

“Genes_relevantes.txt” y se guardaron para el siguiente analisis.

2.1.9 Redes de interaccion farmaco-gen y farmaco-proteina

La lista de genes obtenidos del anélisis de supervivencia se ingresé en cada una de las
siguientes bases de datos de interaccion fArmacos-gen y firmaco-proteina: “DrugBank
database”, “Therapeutic Target Database” (TTD), “Comparative Toxicogenomics
Databses” (CTD) y GeneCards, para identificar dianas terapéuticas (Sahoo et al.,
2021). Los farmacos obtenidos se enlistaron en un archivo “.xIsx” como:
“Drugs repulsing.xIsx”. Tanto los genes como farmacos se enlistaron conjuntamente
en un archivo “.txt” como “farmocos_genes.txt”. STITCH, es una base de datos de

interaccidn farmaco-proteina (Galletti et al., 2021).

En la interfaz de la plataforma se seleccion6 la opcion de “Multiple names™; “List of
Names” se cargo el archivo “farmacos genes.txt” y posteriormente se selecciond
“Homo sapiens” como tipo de organismo; en “Advance settings” se establecié una
puntuacion de confianza superior de 0,400 (Wang et al., 2020). Las interacciones
farmaco-farmaco, farmaco-proteina y proteina-proteina se determinaron por el color

de la red siendo rojo, verde y plomo respectivamente (Ferrante et al., 2020). Los
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farmacos que presentan una interaccion directa o semi directa con los genes de interés

fueron escogidos para la siguiente etapa del proceso.

2.1.10 Acoplamiento Molecular de farmacos y proteinas

Se emple6 Protein Data Bank (PDB) para la busqueda de las estructuras de CD44,
CDK6 y CCNDI. Para la seleccion de las estructuras, se tomo en cuenta los parametros
del “Structura Validation”, con un R-value Work menor 0,3 (R — value Work < 0,3)
y una resoluciéon menor a 3 A (Bittrich et al.,, 2023; Shao et al., 2022;
Tunyasuvunakool et al., 2021). Una vez identificadas las estructuras se descargaron
en formato “.pdb” y utilizando ChimeraX v1.6.1 se proces6 cada una de ellas
eliminando los ligandos u otro tipo de estructuras que no correspondan a la proteina
de interés (Haque et al., 2022; Pettersen et al., 2021). Se utilizo6 PubChem, con el fin
de descargar las estructuras 3D de Doxorrubicina, Dorsomorfina, Tricostina A y

Estradiol.

La cavidad catalitica de cada uno de los receptores fue establecida de acuerdo con la
informacion presentada por Chen et al. (2016), Karim et al. (2016) y Patel et al.,
(2018), la informacioén de los residuos involucrados en el sitio activo se encuentra en
el Anexo 2. Por otra parte, la prediccion de los sitios drugables se realiz6 por medio de
Protein Plus, primero se importaron las estructuras procesadas en el aparatado de
“Upload Protein” y se seleccion6 el archivo deseado. Se despleg6 una nueva interfaz
donde se us6 la opcidon “DoGSiteScorer” que permitid identificar los sitios activos y
se inicid el proceso con la opcion “Calculate” (Schoning et al., 2020). Los pardmetros
para determinar los mejores sitios de unioén fueron establecidos por Michel et al.
(2019), donde menciona que los valores del “DrugScore” que sean entre 0.5 y 1 son
significativos para su estudio, haciendo énfasis en que los resultados mas cercanos a 1

son considerados como los mejores sitios drugables.

20



El acoplamiento molecular rigido se llevo acabd tanto en HDOCK y AutoDock Vina
XB. En el caso de AutoDockVina X, se cargaron las estructuras de los receptores en el
apartado de “File; Read Molecule”, con la opcion de “Edit” se proces6 cada una de las
estructuras eliminando las moléculas de agua, se afiadi6 hidrégenos y se agregd cargas
de Kollman (en el apartado de “Charges”), las estructuras se guardaron en formato
“pdbqt” (Desta et al., 2020). Los ligandos se importaron en la seccion de “Ligand;
Input; Open”y se volvio a guardar en formato “.pdbqt” con la opcion “Ligand, Output”
(Salmaso & Moro, 2018). Con las estructuras ya cargadas en el software se establecio
el sitio de union con la funcion “Grid”, se seleccionaron las moléculas en “Molecules;
Choose”, se determind los tipos de mapas en “Set Map types; Directly”, la localizacion
del sitio activo se establecid con la opcion de “Grid Box™ (en el Anexo 3, se muestra
las coordenadas de todos los sitios activos) y se guardo en formato “.gpf”. Empleando
el archivo “autogrid4.exe” y el codigo fuente del computador, se realizo el calculo del
“grid” de cada una de las moléculas y el archivo final se guardé en formato “.glg”

(Tang et al., 2022).

Una vez establecido el “grid”, se procedio a realizar el acoplamiento molecular rigido
con la opcion “Docking; Macromolecule; Set Rigid Filename” y se escogio la
molécula en formato “.pdbqt”. Se seleccion6 al ligando en la seccion “Docking:
Ligand; Choose”, los parametros del analisis se establecieron en “Docking; Search
parameters; Genetic Algorithm” (Eberhardt et al., 2021). Se estableci6 el numero de
predicciones en 50 para los sitios de union preestablecidos bibliograficamente y solo
10 predicciones para los sitios de union identificados por “DogSiteScorer” debido al
tiempo que conlleva realizar este tipo de andlisis. El archivo se guard6 en formato
“dpf”, se uso la terminal del computador para realizar las predicciones y se guardd en

formato “.dlg”.

Por otra parte, en HDOCK se cargaron las moléculas y los ligandos en la seccion
“Input Receptor Molecule; Upload File” y “Input Ligand Molecule” respectivamente,
se subieron los archivos en formato “.pdbqt” (Huang, et al., 2022). En la seccion de

“Advance Options; Specify the residues of the binding site” se establecio los sitios
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activos de cada una de las moléculas, para iniciar el acoplamiento se seleccion la
opcion “Submit” (Yan et al., 2020). Cabe recalcar, que para las predicciones de los
sitios de union solo empleo AutoDockVina X, debido a la precision que tiene y debido
a que el modelo matematico empleado es mas riguroso que HDOCK (Ngoc et al.,

2021).

Para comparar las predicciones del acoplamiento molecular se establecieron a
Palbociclib, Silibina y Curcumina como farmacos de control correspondientes a
CDK6, CD44, CCNDI con una energia libre de unién de -10.00, -7.23 y -4.63 kcal/mol
respectivamente (Chen et al., 2016; Karim et al., 2016; Patel et al., 2018). De
acuerdo con Chen et al. (2018), la Silibina genera una inhibicién del 90 % de la
expresion de CD44 y disminuye los niveles de la proteina CD44c¢7-10 en el cancer de
prostata. Mientras que Palbociclib es un compuesto selectivo que puede unirse a los
sitios ATP de CDK4 y CDK®6 inhibiendo su actividad, pero debido a su selectividad no
es efectivo contra otros tipos de CDKs (Gupta et al., 2019).

Por otro lado, estudios demuestran que Curcumina puede generar una baja expresion
de CCNDI1 y bloquear la transicion de las células de G1 a la fase S, inhibiendo la
proliferacién de células tumorales (Rahimi et al., 2019). Las estructuras 3D y 2D
fueron visualizados con UCSF ChimeraX v1.6.1 y Discovery Studio 2021. Cabe
destacar que los resultados de AutoDockVina X se presentaron en el formato “Ball and
Stick”, mientras que los resultados de HDOCk se representaron en formato “Stick”.

Los ligandos de referencia se presentaron con el color verde.

2.1.11 Evaluacion de las propiedades farmacocinéticas

2.1.11.1 Analisis ADMET de los ligandos

Usando el paquete Vega se estudio la actividad bioldgica de cada uno de los ligandos.

Posteriormente, se realizd6 las pruebas de mutagenicidad, carcinogénesis Yy

hepatotoxicidad utilizando los codigos SMILES (Simplified molecular-input line-
22



entry system) de estas estructuras (Pedretti et al., 2021). En la interfaz de Vega se
ingres6 uno por uno los codigos SMILES y se selecciond los analisis de
mutagenicidad, carcinogénesis y hepatotoxicidad. Se analizd las propiedades
farmacocinéticas de los fairmacos con el programa pkCSM, en el cual se ejecuto las
pruebas ADMET (Absorcion, Distribucion, Metabolismo, Excrecion y Toxicidad)
utilizando también los cddigos SMILES. Los codigos se cargaron en la seccion del
Stepl en “Provide a Smiles string”, en el Step 2 se seleccion6 la opcion “ADMET”

para iniciar con el proceso (Dong et al., 2018).

2.1.11.2  Verificacion de los ligandos en Quimiotecas

Se empleo “SwissBioisostere” con la finalidad de identificar posibles bioésteres. En la
interfaz del programa, en la seccion “SMILES”, se ingreso¢ el codigo SMILES de cada
uno de los farmacos identificados. Luego se inici6 el proceso con la opcion “Query
Database” (Cuozzo et al., 2022). Se us6 Pharmit para identificar si el farmaco ya esta

valido en las coordenadas del sitio activo.
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de resultados

3.1.1 Identificacion de DEGs y analisis de enriquecimiento funcional

Una de las enfermedades méas comunes de la demencia es el AD, caracterizada por ser

una enfermedad compleja y poligénica con una tasa de heredabilidad del 60 y 80 %

(He et al., 2023). Para poder comprender la patogenicidad del AD in silico, se us6 el

GEO dataset de acceso publico: GSE28146, el cual contiene 30 muestras disecadas del

hipocampo de diferentes pacientes (8 Controles, 7 pacientes AD en estado incipiente,

8 pacientes AD en estado moderado, 7 pacientes AD en estado severo). De acuerdo

con el andlisis de expresion diferencial,

se identificaron 508 y 478 DEGs

correspondientes a genes con alta (UR; up-regulated) y baja (DR; down-regulated)

expresion (Figura 5A), el mapa de calor indico la co-expresion de cada uno de los

genes con respecto a los grupos del dataset (Figura 5B).
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Figura 5. Analisis de expresion diferencia del GEO dataset: GSE28146
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A) “Volcano plot”, los colores azul, rojo, plomo y negro indican alta, baja expresion, no significativos

y con ningiin cambio genético respectivamente. B) E1 mapa de calor represent6 la co-expresion de los

genes en cada uno de los grupos (solo se muestran los primeros 20 genes) y la leyenda representa el

valor de “logFC”.
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El analisis de enriquecimiento funcional de los DEGs se muestra en la Figura 6. Los
términos de enriquecimiento para los genes UR se decantaron para infecciones del
virus Epstein-Barr (EBV), activacion o perturbacion de la respuesta inmune, procesos
que activen y aumenten la frecuencia de la adhesion y muerte celular programada
(PCA; por sus siglas en inglés) (Figura 6A). Estudios han demostrado que EBV genera
una reentrada abortiva del ciclo celular en neuronas (generando necrosis) y neuro
inflamacion (Tiwari et al., 2022). Debido a una interferencia en el complejo de Ciclina
D/CDK4 en el inicio de la fase G1 y la proliferacion del virus en células endoteliales
del cerebro al pasar la barrera hematoencefalica (BBB; Blood Brain Barrier)

respectivamente (Zhang et al., 2022).
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] hsa05169: Epstein-Barr virus infection

] GO0:0002768: immune response-regulating cell surface receptor signaling pathway
] G0:0045785: positive regulation of cell adhesion

1 G0:0043068: positive regulation of programmed cell death

] G0:1903319: positive regulation of protein maturation

| G0:1904845: cellular response to L-glutamine

1 G0:0001934: positive regulation of protein phosphorylation

] GO0:0071230: cellular response to amino acid stimulus

] hsa04218: Cellular senescence

| WP710: DNA damage response (only ATM dependent)

1 G0:0001666: response to hypoxia

] G0:0002697: regulation of immune effector process

] G0:0051099: positive regulation of binding

] G0:0010038: response to metal ion

] GO0:0000165: MAPK cascade

| G0:0051295: establishment of meiotic spindle localization

| G0:0051090: regulation of DNA-binding transcription factor activity
| R-HSA-3700989: Transcriptional Regulation by TP53

] M95: PID CIRCADIAN PATHWAY

| R-HSA-6798695: Neutrophil degranulation
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| R-HSA-112316: Neuronal System
| GO:0050804: modulation of chemical synaptic transmission
| GO:0060627: regulation of vesicle-mediated transport
] G0:0043087: regulation of GTPase activity
] GO:0046578: regulation of Ras protein signal transduction
| ME0: PID NFAT TFPATHWAY
| GO:0098657: import into cell
1 GO:0001505: regulation of neurotransmitter levels
] G0:0051223: regulation of protein transport
1 GO:0044703: multi-organism reproductive process
] G0:0043603: amide metabolic process
] GO:0006351: DNA-templated transcription
] GO:0018193: peptidyl-amino acid modification
] GO:0043086: negative regulation of catalytic activity
1 GO:0008285: negative regulation of cell population proliferation
1 GO:0003013: circulatory system process
] G0:0030325: adrenal gland development
| GO:0042634: regulation of hair cycle
] M3686: SA REG CASCADE OF CYCLIN EXPR
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Figura 6. Terminos de enriquecimiento de cada uno de los DEGs con un

FDR<0,01

A) Enriquecimiento funcional de los DEGs expresados. B) Enriquecimiento funcional de los DEGs
inhibidos.
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La apoptosis y piroptosis son formas de PCA, la actividad desregulada de alguna de
ellas es deletéreas para las neuronas (Bertheloot et al., 2021). La sobre activacion de
caspasas en la apoptosis neuronal conduce a que la caspasa-3 se asocie con el APP y
se forme un péptido neurotdoxico (C31), induciendo citotoxicidad al generar
plaquetas A y NFTs (Sharma et al., 2021). El inflamasoma NLRP3 se asocia con la
caspasa 1, la cual desencadena una activacion de la gasdermina D (GSDMD),
produciendo piroptosis (Huang et al., 2022). Se ha evidenciado que en pacientes AD,
AP activa el eje NLRP3-caspasa 1-GSDMD, generando piroptisis neuronal, neuro

inflamacion y una acelerada progresion del AD (Zhou et al., 2023).

La adhesion celular en el cerebro esta ligada al crecimiento neuronal, formacion de
sinapsis y regulacion de la neurotoxicidad producida por Af mediante la union de
integrinas (un componente de la adhesion celular) (Kozlova et al., 2020; Nielsen &
Wennstrom, 2012). Otros términos de enriquecimiento indican que los genes estan
relacionados con la fosforilacion de proteinas, senescencia celular y una respuesta a la
hipoxia. De acuerdo con Ferrer et al. (2021), el aumento de la fosforilacion de
proteinas en regiones cerebrales induce el aparecimiento de NFTs y plaquetas seniles
(SPs; depositos extracelulares de Af), conduciendo al desarrollo de AD esporadico
(sAD). Adicionalmente, los NFTs y SPs pueden inducir la senescencia celular, ya que
NFTs pueden regular la expresion de CDKN1A y CDKN2A, evitando que la neurona
entre el proceso apoptotico (Liu, 2022). Mientras la acumulacion de NFTs aumenta,
la neurotoxicidad también, lo que obliga a las neuronas a entrar en un estado de
senescencia (Saez & Masliah, 2020). La hipoxia afecta la actividad de la neprilisina,
una peptidasa capaz de degradar las plaquetas Af, cuando se desregulariza conduce a
un aumento desmedido de Af y por ende a la muerte neuronal (Hassan & Chen,

2021).

Los genes DR presentaron términos de enriquecimiento relacionados con la
modulacién quimica de la transmision sinaptica, regulaciones de la actividad de
GTPasa y transduccion de la proteina Ras (Figura 6B). En el AD, 0Ap produce una

acumulacion extracelular de glutamato, induciendo una desregularizacion del ciclo del
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glutamato y generando toxicidad en la sinapsis quimica (Findley et al., 2019). Esto se
debe a: 1) AB reduce la captacion neuronal de glutamato, desencadenando la
deslocalizacion del transportador de glutamato en los astrocitos, 2) Af activa los
NMDAR extrasinapticos, dando como resultado la neurotoxicidad (Zhang et al.,
2022). Especificamente la actividad de GTPasas Rab induce la expresion de Rab5,
interactian con APP, generando un alargamiento endosomal y posteriormente un
aumento en la produccion de Af40 y Af42 (Jordan et al., 2022). Ras7 es otro de los
componentes GTPasas y se asocia con la ruta metabdlica MAPK (Ras/MAPK), la cual
esta involucrada en la formacion de espinas dendriticas, pero la acumulacion de AfS
genera pérdida de espinas dendriticas y sinapsis (Sastre et al., 2020). En base a lo
mencionado se evidencia que la mayoria de los términos de enriquecimiento se

asociacion con el desarrollo y aparecimiento del AD.

3.1.2 Analisis de redes PPl y deteccion de biomarcadores

La red PPI se gener6 en STRING, en donde se observé que existe una gran interaccion
entre genes, denotado por la cantidad de nodos conectados (Figura 7). Sin embargo,
otros genes no presentaron ninguna interaccion con los demas y no se visualizo algin
tipo de conexion. STRING también brind6 un analisis del grado de nodo promedio, el
numero esperado de aristas y el coeficiente de agrupamiento siendo 4.54, 689 y 0.367
respectivamente. Ademas, el valor de enriquecimiento de la red fue (PPI p-value) de
1.4 e~ Este tltimo valor indica que las interacciones entre cada una de las proteinas
no son generadas de manera aleatoria, sino que estdn conectadas bioldgicamente
(Zhou et al., 2021). Los estudios reportados por Sagulkoo et al. (2022) y Banerjee et
al. (2019) en el andlisis de mecanismos moleculares del SARS-COV-2 y la enfermedad

8

celiaca presentaron un PPl p — value < 1e™°, reflejando en ambos casos que los

genes tienen una interaccion por su cercania biologica.
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Figura 7. Red PPI conformado por los genes expresados e inhibidos

Se observd que los genes tienen una gran interaccion entre si, esto se denota por la cantidad de aristas

generadas en cada uno de los genes para las dos redes presentadas. A) Red generada a partir de String,

se identificd que existen genes con ningun tipo de interaccion. B) Red procesada por medio de

Cytoscape, se observo una red en la cual todos los genes estaban conectados.

Empleando Cytoscape se determin los parametros globales y locales de 1a red PPI por

medio del “Network Analyzer plugin”, los resultados se observan en la Tabla 3 (en el

Anexo 5, se encuentran todos los calculos realizados). La longitud media del camino

mas corto (mspl) fue de 3.912 y coeficiente de agrupamiento promedio (acc) de 0.221.

El mspl permite descubrir la cercania funcional bioldgica entre los genes, conduciendo

a la identificacion de determinantes genéticos en diferentes enfermedades (Ren et al.,

2018).
Tabla 3. Parametros topologicos globales de la red de interaccion
Simbolo Descripcion Valor
N Numero de nodos 324
M Numero de aristas 851
<k> Grado medio 5421
d Didmetro 10
R Radio 6
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mspl Longitud media del camino mas corto 3.912
D Densidad 0.017

acc Coeficiente de agrupamiento promedio 0.221

El algoritmo MCODE identificé 3 clusters con una puntuacién superior a 4, siendo el
MCODE 1, 2 y 3 (Figura 8). Los andlisis de enriquecimiento de cada uno de los
clusters se muestran en la Tabla 4. Se observé que el MCODE 1 est4 relacionado con
la inestabilidad cromosomica, repuesta al monosacérido, ante la hipoxia y factores de
transcripcion FoxO. La respuesta ante la hipoxia ya ha sido abarcada en la seccion
anterior. La inestabilidad cromosdmica (CIN) se expresa como aneuploidia que afecta
progresivamente al cerebro dependiendo de la edad (Iourov et al., 2021). También su
forma submicroscopica produce una reorganizacion en el gen APP, lo que conduce al
proceso neurodegenerativo del tejido cerebral (Yurov et al., 2019). Segun Du &
Zheng (2021), FoxO3 induce la formacion de Af, generando apoptosis prematura, lo
que conlleva a la pérdida de neuronas y astrocitos. No obstante, FoxO3 en etapas
tempranas de AD puede ejercer un efecto neuro protector, pero siendo neurotoxico en
etapas avanzadas de la enfermedad (Santo & Paik, 2018). Esto implica que el AD
puede generar una desregularizacién genética, haciendo que los genes desempefien

otro tipo de funciones.
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Figura 8. Deteccion de clusters usando MCODE plugin en Cytoscape

A) MCODE 1 conformado en su mayoria por genes expresados. B) MCODE 2 conformado en su
mayoria por genes inhibidos. C) MCODE 3 conformado por genes inhibidos.

29



Tabla 4. Andlisis de enriquecimiento funcional de los clusters obtenidos de

Cytoscape por MCODE

Cluster V ID Término biologico # logqio(P)
R-HSA- Transcripcion mediada por
6 -12.64
9614085 FoxO

4 GO:003284 Respuesta al monosacérido 7 -12.43
Inestabilidad cromosémica y

de microsatélites en el cancer

MCODE WP4216 5 -9.85
492 colorrectal
1
GO:0001666 Respuesta a la hipoxia 6 -8.76
Respuesta al esfuerzo cortante
GO0:0034405 3 -6.33
del fluido
Regulacion del proceso
GO0:0019216 3 -3.26
metabolico de los lipidos
R-HSA-
Nedilacién 5 -6,16
MCODE P 8951664
2 ‘ Complejo CCC
CORUM:6645 3 -5,19
(COMDD/CCDC22/CCDC93)
Regulacion del transporte de
GO0:0043269 . 8 -12.68
iones monoatoémicos
MCODE
; 4.25 GO:1904062 Sinapsis colinérgica 5 -10.08
Regulacion del potencial de
GO:1904062 5 -7.62

membrana

El simbolo “V” indica el valor del MCODE. “ID”: término de enriquecimiento, mientras que “#”
representa el nimero de genes que involucrados con un término de enriquecimiento en especifico.

La deficiencia o sobre activacion de la insulina, contribuyen al avance de la
neurodegeneracion, debido a una resistencia a esta hormona (Yoon et al., 2023). La
ingesta descontrolada de monosacaridos inhibe la actividad del receptor de insulina A
(IL-A) y sustrato-2 del receptor de insulina (IRS-2) en el hipocampo, provocando

efectos negativos en la regulacion del metabolismo enérgico cerebral (Johnson et al.,
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2020). Ademas, la insulina estd involucrada en el mantenimiento de las sinapsis
excitatorias, inhibicion de la apoptosis prematura cerebral y promueve la formacion de
espinas dendriticas (Sedzikowska et al., 2021). La desregularizacion de esta hormona

produce efectos deletéreos para el tejido cerebral.

El analisis de enriquecimiento funcional del MCDODE 2 indic6 una relacion con la
nedilacion y con el complejo CCC. La nedilacion es un proceso por el cual NEDDS8 se
conjuga con otras proteinas (Confettura et al., 2022). NEDDS se localiza en el ntcleo
neuronal y estd involucrada en la neurogénesis, neuro diferenciacion, degradacion de
proteinas anormales, prevencion de la reentrada abortiva celular y muerte neuronal
(Govindarajulu et al., 2022; He et al., 2022). Sin embargo, la generacion de Af42
activa al gen APP-BP1, produciendo una translocacion de NEDDS en el citoplasma,
induciendo la muerte neuronal (Kim et al., 2021). La inhibicion del proceso de
nedilacion resulta en un déficit de la plasticidad sinaptica en el hipocampo
(Brockmann et al., 2019). El complejo CCC tiene una interaccion con la fosforilacion
de MTMRS2, la cual contribuye al mantenimiento de las sinapsis excitatorias,
reduciendo la formacion desmesurada de endosomas o la sobre activacion de Rab5

(An et al., 2021; Singla et al., 2019; Xu et al., 2018).

Los términos de enriquecimiento del MCODE 3 correspondieron a la regulacion del
transporte de iones monoatdmicos, transmembrana de cationes monoatomicos y con
la sinapsis colinérgica. El incremento del ion cobre (Cu*) en el cerebro, y el fluido
cerebroespinal, se ha demostrado estar asociados con una deficiencia cognitiva y
desarrollo de AD (Squitti et al., 2021). Cu* favorece la formacion de plaquetas AB y
NFTs (An et al., 2022). Adicionalmente, Cuesta relacionado con el aumento de
factores neuro inflamatorios como la interleucina 1 beta (IL-18), factores de tumor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) y IL-6 (Liu et al., 2022). Los niveles elevados de hierro
(Fet), produce una sobreexpresion de APP, lo que ocasiona un aumento en las
plaquetas AS (Liu et al., 2022; Liu et al., 2018). Las plaquetas inducen la reduccion
de Fe3* a Fe?*, este proceso libera especies reactivas de oxigeno (ROS), conllevando

a la formacién de SPs con mayor facilidad (Wang et al., 2022). Cuando Af esta
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presente en la membrana plasmatica neuronal, genera una despolarizacién y una
fluencia de Ca®* (Valappil et al., 2022). El aumento de la concentraciéon Ca?*causa
un malfuncionamiento de la mitocondria neuronal, produciendo una baja produccion
de ATP, apoptosis y liberacion de ROS (Tong et al., 2018). La sinapsis colinérgica
permite transformar la sefal electronica presindptica en una sefial quimica (Colangelo
et al., 2019). La formacion de A produce una pérdida de las funciones colinérgicas,
disminuyendo la actividad de colina acetilcolina transferasa (ChAT) y acetilcolina
(ACh) (Campos et al., 2022); esto provoca un aumento de acetilcolinesterasa, la cual
bloquea la transmision de senales postsinapticas (Chen et al., 2022). Se evidenci6 que
los MCODE tienen una relacion directa con el AD, e incluso el aparecimiento de esta
genera desregularizacion en el mecanismo de accidon de ciertas rutas metabdlicas,
contribuyendo al desarrollo acelerado de la enfermedad. Aunque no se tenga un
tratamiento eficiente para prevenir los efectos del AD, la blsqueda de nuevos
biomarcadores ayudara a diagnosticar la enfermedad en etapas tempranas de desarrollo

(Klyucherev et al., 2022).

En la plataforma Mienturnet se realizé la identificacion de biomarcadores basado en
los genes obtenidos de los clusters. El andlisis revel6 que no se encontréd ningin
miARN que interactie con los miARN del MCODE 2 y 3. Sin embargo, hsa-miR-34a-
Sp fue el unico miARN que interacttia con los miARN del MCODEI (Figura 9). De
acuerdo con Zhao et al. (2019), miR-34a-5p ha sido identificado como un
biomarcador para la deteccion temprana del AD en sangre periférica, tanto en ratones
como en humanos. Seglin el estudio realizado por Wang et al. (2020), el biomarcador
hsa-miR-34a esta asociado con la via de sefializacion de la insulina y neurotroficas
para los genes SORT1, RAF1, FOXO1, CBL, NFKB1, MAPKI, entre otros. Mientras
que, en este estudio, se observo que hsa-miR-34a-5p interactia con los genes LEFI,
CYBB, HNF4A, BCL2L11, SMAD4 y KLF4. Implicando que la variacion en los
niveles de expresion de algunos de los genes mencionados ayudard a la deteccion

temprana del AD (Doroszkiewicz et al., 2022; Tappia & Ramjiawan, 2023).
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Figura 9. Red de interaccion regulatoria miARN-miARN de los genes del
MCODEI]

A) La red indica una interaccion de 7 nodos y 6 aristas, el color verde y naranja representan los genes
con alta y baja expresion respectivamente. B) hsa-miR-34a-5p tiene un FDR<0.05 y que este interactia

con 6 de los genes del MCODEL1

De igual manera, hsa-miR-34a-5p ha sido identificado para la deteccion de las
variaciones de p53 en suero sanguineo (Van Goethem et al., 2023). La disfuncion de
p53 induce a la formacion de tumores y por ende cancer (Hassin & Oren, 2023). No
obstante, p53 también genera una inhibicion de BACEI1 (encargada de la regulacion
del aclaramiento de Af), lo que conlleva a un aumento de las plaquetas Af en el
cerebro (Clark et al., 2022). Adicionalmente, se ha demostrado que p53 forma
oligomeros y fibrillas las cuales interactiian con las proteinas Tau, contribuyendo al
dafio del ADN y desarrollo de AD (Sola et al., 2020). Esto implicaria que p53 tiene
una alta relacion con el aparecimiento del AD. Piccirella et al. (2022) menciona que
la deteccion de los niveles de expresion de U- p5344 (una mutacion de p53) puede
ayudar a identificar personas con AD asintomaticas o que estén en etapas tempranas
de desarrollo de la enfermedad. Indicando que la deteccion de los niveles de p53 no
solo contribuirian al diagnostico de pacientes con cancer, sino que también a pacientes

con AD en etapas iniciales.



3.1.3 Determinacion de dianas terapéuticas por analisis de supervivencia

La determinacion de los genes clave y cuello de botella se lo realizé con la funcion
“cytoHubba” integrada en Cytoscape. La interaccion de los genes se muestra en la
Figura 10, donde se observd que ciertos genes se encuentran en ambas redes. En la
Tabla 5, se determind un total de 27 genes, de los cuales 7 genes fueron identificados
como Hub y 7 como bottleneck. Los genes IL1B, PTPRC, CD44, CDKN2A, SMADA4,
MMP9, HNF4A, NR3C1, KAT2B, ACE, CDK6, BCL2L11, FGFRI1 se identificaron

tanto como Hub y Bottleneck.

~
GRM1

Figura 10.  Identificacion de genes Hub y Bottleneck empleando “cytoHubba”

La intensidad del color indica el nimero de interaccion de un gen con respecto a otros. A) Red PPI de
los genes Hub en base a su centralidad de grado. B) Red PPI de los genes Bottleneck en base a su

intermediacion.

La mayoria de los genes Hub y Bottleneck se relacionaron con la transcripcion
mediada por FoxO, la regulacion de la respuesta neuro inflamatoria y la modulacion
de la transmision sindptica quimica. La transcripcion mediada por FoxO y modulacion
de la transmision sinaptica quimica ya han sido abarcadas en las secciones anteriores.
La acumulacion de Af y NFTs incrementa el estrés del reticulo endoplasmatico (ERS),
provocando muerte neuronal (Shi et al., 2022). Ademas, causa la activacion de la

respuesta a proteinas no plegadas (URP) y el factor nuclear kappa-B (NF-kB) a través
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de la via PERK/ JAK1/ STAT3 y IRE1/ TXNIP; lo que conduce a respuestas

inflamatorias asépticas (Wang et al., 2023). ERS también aumenta la expresion y

secrecion de IL-1f en el hipocampo por medio de la via TXNIP/NLPR3 (Rivera et

al., 2019). Como se ha descrito antes IL-1 es responsable de la liberacion de factores

neuro inflamatorios.

Tabla 5. Resumen de las funciones biologicas de los genes identificados como
Hub y Bottleneck.
Tipo de
Simbolo Descripcion Funcion biologica
nodo
Miembro de la familia SMAD Transcripcion mediada
SMAD2 Hub
2 por FoxO
_ ‘ Regulacion de la
Prostaglandina-endoperoxido
PTGS2 ' Hub respuesta neuro
sintasa 2 ) )
inflamatoria
Factor de union potenciador Transcripcion mediada
LEF1 Hub
linfoide 1 por FoxO
Modulacion de la
CAT Catalasa Hub transmision sinaptica
quimica
Adaptador de senalizacion Regulacion negativa de la
TYROBP inmune transmembrana Hub proliferacion de la
TYROBP poblacion celular.
Regulacién de la
APOAL1 Apolipoproteina Al Hub respuesta neuro
inflamatoria
Regulacion de la via de
KDMIA Lisina desmetilasa 1A Hub o ‘
sefializacion apoptotica
Modulacioén de la
. Hub . . . .
IL1B Interleucina 1 beta transmision sinaptica
,Bottleneck

quimica
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PTPRC

CD44

CDKN2A

SMAD4

MMP9

HNF4A

NR3Cl1

KAT2B

ACE

CDK6

BCL2LI11

FGFR1

KLF4

Receptor de proteina tirosina

fosfatasa tipo C

Glicoproteina de superficie
celular

Inhibidor de cinasa
dependiente de ciclina 2A

Miembro de la familia SMAD
4

Matriz metalopeptidasa 9

Hepatocito nuclear factor 4
alfa
Subfamilia de receptores
nucleares 3 grupo C miembro

|
Lisina acetiltransferasa 2B
Enzima convertidora de
angiotensina I

Quinasa 6 dependiente de

ciclina

p21 (RACI) quinasa activada
1

Receptor 1 del factor de

crecimiento de fibroblastos

Factor de transcripcion KLF 4

Hub,
Bottleneck

Hub,
Bottleneck

Hub,
Bottleneck
Hub,
Bottleneck

Hub,
Bottleneck

Hub,
Bottleneck

Hub,
Bottleneck

Hub,
Bottleneck

Hub,
Bottleneck

Hub,
Bottleneck

Hub,
Bottleneck

Hub,
Bottleneck

Bottleneck

Regulacion positiva del
proceso apoptotico
Regulacion de la
respuesta neuro
inflamatoria
Regulacion positiva del
proceso apoptotico
Transcripcion mediada
por FoxO
Modulacién de la
transmision sinaptica
quimica
Transcripcion mediada
por FoxO
Regulacion de la
respuesta neuro
inflamatoria
Transcripcion mediada
por FoxO
Modulacion de la
transmision sindptica
quimica
Transcripcion mediada
por FoxO
Regulacion de la
respuesta neuro
inflamatoria
Regulacion de la
respuesta neuro
inflamatoria
Regulacién de la
respuesta neuro

inflamatoria
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) ) Modulacion de la
Receptor colinérgico
CHRM1 _ Bottleneck transmision sindptica
muscarinico 1 )
quimica

) o Regulacién de la
Receptor de 4cido retinoico

RARA Bottleneck respuesta neuro
alfa inflamatoria
Serina proteina quinasa Modulacion de la
CASK dependiente de Bottleneck transmision sinaptica
calcio/calmodulina quimica
KH ARN que contiene el Regulacion
KHDRBS1 dominio de union, asociadoa  Bottleneck transcripcional por
la transduccion de sefiales 1 RUNX3

Modulacién de la
NRXN3 Neurexina 3 Bottleneck transmision sinaptica
quimica

Modulacion de la
Receptor metabotropico de
GRM1 Bottleneck transmision sinaptica
glutamato 1 _
quimica

Sin embargo, PTPRC, KDM1A y CDKN2A estaban involucrados en la regulacion
positiva del proceso apoptotico, explicados en las secciones anteriores. Mientras que
TYROBP y KHDRBSI se relacionan con la regulacion negativa de la proliferacion
celular y la regulacion transcripcional mediado por RUNX3 respectivamente. La
sobreexpresion de TYROB puede exacerbar la fosforilacion de Tau e inducir la
activacion de TREM2, causando un dafio en las células microgliales (Linnartz et al.,
2019). TYROBP también forma un complejo proteico con DAP12 produciendo
fagocitosis, y liberacion de ROS (Haure et al., 2022). Se ha demostrado que RUNX3
puede inhibir la apoptosis neuronal inducida por la acumulacion de plaquetas Af y
NFTs, causado por la isquemia cerebral cronica (CCI) (Shina & Efrati, 2022). CCI
genera un dafio en la BBB (barrera hematoencefilica) y disfunciones mitocondriales,
afectando a la produccion de ATP (Shi et al.,, 2022). La mayoria de los genes

identificados tienen una relacion en el desarrollo del AD o son antagonistas de esta.
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El andlisis de supervivencia realizado a los 27 genes clave y cuello de botella en los
gliomas de bajo grado (LGG), revelaron que LEF1 presenta la mayor tasa de
supervivencia (log-rank p-value = 8.2e~°) y un coeficiente de riesgos alto mayor a
1.7 (HR = 2.3 ). No obstante, 3 genes también cumplieron con los criterios
preestablecidos como: CD44 (log-rank p-value = 4e~*; HR = 1.9), FGFR1 (log-
rank p-value = 3.9e™3; HR = 1.9), CDK6 (log-rank p-value = 1.2e"3;HR =

1.8), los resultados se presentan en la Figura 11.
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Figura 11.  Andalisis de supervivencia de los genes en la matriz LGG.

Los resultados se presentan en base a un log-rank p-value < 0.05 y HR = 1.7. El grupo control y el
grupo con el gen sobreexpresado se representan con el color azul y rojo respectivamente. Las lineas
punteadas indican los intervalos de confianza para cada grupo. A) Tasa de supervivencia de CD44 (log-
rank p-value = 4e % HR = 1.9). B) Tasa de supervivencia de CDK6 (log-rank p-value =
1.2e73; HR = 1.8). C) Tasa de supervivencia LEF1(log-rank p-value = 8.2e%; HR=2.3). D) Tasa
de supervivencia FGFR1 (log-rank p-value = 3.9¢~3; HR = 1.9).
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Xu et al. (2022) reportdé a CD44 como un gen clave en el desarrollo de AD,
involucrado en la regulacion de la adhesion celular, migracion de células inmunes,
dafio de astrocitos y microglia. De acuerdo con Moreno et al. (2020), el aumento de
astrocitos disfuncionales por CD44 esta asociado con la formacion de plaquetas AS y
desarrollo de tumores cerebrales. LEF1 se ha identificado como un regulador en la
diferenciacion y proliferacion de las células “natural killer T” (NKT) (Gong et al.,
2018). Sin embargo, los mecanismos moleculares que relacionan al gen con el
Alzheimer atn no han sido especificados, por lo que se requieren mas estudios al
respecto. CDK6 tiene una interaccion pleiotropica en el AD, su sobreexpresion
conduce a la reentrada abortiva de las neuronas en el ciclo celular, resultando en la
apoptosis neuronal (Ukraintseva et al., 2020).Se ha evidenciado que CDKG6 tiene una
interaccion epistatica en el desarrollo del AD, corroborando la idea de la complejidad

genética de esta enfermedad (Marwa et al., 2022).

FGFR1 estd relacionado con la regeneracion del tejido neuronal y axones, su
sobreexpresion estimula la regeneracion de axones periféricos y formacion de neuritas
(Klimaschewski & Claus, 2021). Las neuritas estan implicadas en el desarrollo y
mantenimiento del sistema nervioso, contribuyendo a la regeneracion de neuronas
dafiadas por plaquetas Af y NFTs (He et al., 2018; Walker, 2020). Como se observo
en la Figura 11D, al haber una sobreexpresion de FGFR1, una persona tiene un 20 %
de probabilidad de sobrevivir a los 200 meses. Mientras que una baja expresion indico
que el paciente solo tiene un 10 % de probabilidades de supervivencia. Se ha reportado
que en pacientes con AD, los niveles de FGFR1 son elevados (Ramy et al., 2022). Por
otra parte, en la Figura 11A, B y C se observo que la sobreexpresion de LEF1, CD44
y CDK6 generaron una probabilidad de supervivencia menor al 20 % a los 200 meses

en comparacion con la baja expresion de estos.

En resumen, debido a la falta de informacion que relacione a LEF1 en el desarrollo del
AD y que FGFRI1 es un gen antagonista, contrarrestando los efectos negativos de la
enfermedad. Estos dos genes no fueron seleccionados para la siguiente parte de la

investigacion. En el caso de los genes CD44 como CDK6 fueron seleccionados como
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dianas terapéuticas que tiene una relacion directa en el desarrollo del AD. No obstante,
otros genes como KHDRBS1 (log-rank p-value = 1.9e~2%; HD = 1.6) y PTPRC
(log-rank p-value = 1.6e~%; HD = 1.6) (Anexo 6), no se ajustaron a los parametros
establecidos y se consideraron no significativos en este estudio, pero se tomaron en
cuenta para la busqueda de farmacos en bases de datos fArmaco-gen, con la finalidad

de obtener una muestra de contraste mas significativa.

3.1.4 Acoplamiento Molecular

CD44 y CDK6, KHDRBSI1, LEF1 y PTPRC se usaron como informacion de entrada
para la busqueda de farmacos candidatos en bases de interaccién farmaco-gen como
CTT, DrugBank y TTA. En total se encontraron 23 farmacos aprobados por la FDA
que tienen interaccion con los genes significativos: CD44 y CDK6 (Anexo 7).
Empleando la plataforma STITCH se gener6 la red de interaccion fdrmaco-proteina.
En la Figural2, se identifico que CDK6 tiene una interaccion directa con la
Dorsomorfina  (4-(6-(4-(2-(piperidin-1-il)etoxi)fenil)pirazolo  (1,5-a)pirimidin-3-
il)piridina) y una interaccion semidirecta con Quercetina (2-(3,4-dihidroxifenil)-3,5,7-
trihidroxi-4H-1-benzopiran-4-ona), Estradiol (Estra-1,3,5(10)-triene-3,178-diol) y
Tricostatina A ((2E, 4E,6R)-7-(4-(dimetilamino)fenil)-N-hidroxi-4,6-dimetil-7-o0x0-2,
4-heptadienamida), por medio de los genes RBI, CDKN2A y CDKNIB

respectivamente.

Quercetina Estradiol

Dorsomorfina

Figura 12.  Red de interaccion farmaco-proteina de los genes candidatos CD44 y

CDK6

Los colores de las aristas indican el tipo de interaccion, gris: interaccion gen-gen, verde: interaccion

farmaco-proteina y rojo: interaccion farmaco-farmaco.
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El gen CDKNI1B codifica para la proteina p27%'!, la cual se integra a los microtubulos
de las neuronas promoviendo un correcto transporte axonal, formacion de espinas
dendriticas y migracion neuronal (Morelli et al., 2018). De acuerdo con Martinez et
al. (2022), la baja expresion de p27%P! causa un déficit en el transporte axonal y reduce
los niveles de acetilacion de tubulina. Este ultimo proceso se relaciona con la
estabilizacion de microtiibulos neuronales a través de la agregacion de grupos acetilo,
provenientes de la proteina tubulina; evitando su mal funcionamiento a causa del estrés
mecanico (Brotzakis et al., 2021). Sin embargo, se ha evidenciado que la presencia
de AB42 genera una desregularizacion de p27"!, promoviendo la necrosis neuronal o
evitando que las neuronas entren en el proceso apoptdtico natural lo que induce

neurotoxicidad (Garecia et al., 2022).

P16 (p16) y pl14*RF (p14) son proteinas supresoras tumorales codificadas por
CDKN2A (Chan et al., 2021). Segin Dorigatti et al. (2022), el envejecimiento
produce una sobreexpresion de pl6, induciendo senescencia de los astrocitos,
contribuyendo a la neuro inflamacioén. De acuerdo con Talma et al. (2021), una alta
expresion de pl6 puede ser un subproducto neurotoxico (causado por algin
traumatismo cerebral), derivando a una disfuncion de la capacidad homeostatica del
tejido cerebral. No obstante, la sobreexpresion de pl6 también cumple una funcién
protectora de las neuronas ante la alta expresion de las ciclinas dependientes de
quinasas (CDK), que pueden inducir a la necrosis neuronal (Safwan et al., 2022).
Adicionalmente, Kfoury et al. (2018) menciona que, la baja expresion o inhibicion de
pl6 tiene consecuencias nocivas para los astrocitos, incluso induciendo su
transformacion en astrocitos malignos. Esto podria causar conexiones neuronales
deficientes y hasta el desarrollo de cancer cerebral (Brandebura et al., 2023). Como
sefiala Walker et al., (2020), aun se necesitan mas estudios para determinar la relacion

6Ink4

de pl en el progreso de enfermedades neurodegenerativas o en su ralentizacion.

Por otro lado, p14 ha sido asociado con la regulacion de p53, implicado en el control
de la proliferacion celular, evitando el aparecimiento de cancer y metéstasis (Marei et

al., 2021). La regulacion esta mediada por el gen MDM?2, estudios en ratones han
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evidenciado que una disfuncién en pl4 induce el desarrollo de tumores e incluso
provoca la muerte en el primer afio de vida (Marei et al., 2021; Suarez et al., 2020).
A pesar de que p53 si tiene una relacion con la formacion de plaquetas Af y NFTs
(Farmer et al., 2020). No se ha evidenciado que pl4 influya directamente con el
desarrollo del AD; sin embargo, debido a la complejidad de la enfermedad, existe la
posibilidad de que las mutaciones o la desregularizacion de la proteina pueda inducir

efectos deletéreos en el cerebro (Clark et al., 2022).

Con respecto a Rabl (Rb), forma parte de la familia de Rab reguladores de GTPasas
(Rab-GTPasas), el gen esta relacionado con la regulacion del transporte de vesiculas
entre el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi (Kuo et al., 2021). Pese a ello,
se ha demostrado que otros tipos de Rab como Rab4, 5, 7 y 27 inducen la expresion
del gen APOE, generando la neurotoxina APOEA4, la cual evita la degradacion de AfS
(Behl et al., 2022; Underwood et al., 2020). Ademas, la sobreexpresion de Rab4
aumenta la transcripcion de PSEN1 (Kiral et al., 2018). Pese a que ciertos Rab-
GTPasas estan relacionados con el AD, no se ha demostrado que Rabl tenga
interaccion directa con la enfermedad. Incluso se ha evidenciado que cuando Rb esta
sobre expresado permite la recuperacion de neuronas dopaminérgicas a causa de la a-

sinucleina en modelos de ratones con Parkinson (Jordan et al., 2022).

La informacion presentada indic6 que la inhibicion del gen CDKNI1B genera efectos
adversos en el dinamismo neuronal, lo que conduce a una disfuncién en la misma. Por
otra parte, el rol de pl6 en el desarrollo o prevenciéon del AD aun sigue bajo
investigacion, mientras que, no hay evidencia que pl4 presente relacion con la
enfermedad de interés. A pesar de que algunos genes Rab-GTPasas si estan
relacionados con el desarrollo del AD, pero especificamente Rabl no presentd una
interaccion con estd. La sobreexpresion o inhibicion de los genes indican la presencia
de mutaciones, lo que implicaria una heterogeneidad genética (Holmes & Patrick,
2018; Lawson et al., 2020). De acuerdo con Sun et al. (2019), la heterogeneidad
genética es importante para poder identificar posibles biomarcadores o dianas

terapéuticas para el desarrollo de un tratamiento. Sino se toma en cuenta este concepto,
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se puede llegar a conclusiones errdneas con respecto a la integracion de los genes con
algunas enfermedades en especifico (Woodward et al., 2022). Por esta razon, los

genes CDKN2A, CDKNI1B y Rabl1, no se tomaron en cuenta para el analisis siguiente.

Con respecto al gen CD44 tiene una interaccion directa con Doxorrubicina (14-
Hidroxidaunorrubicina) y se identificd una interaccion semi directa con Tricostatina A
por medio del gen CCNDI. Este ultimo también genera un complejo con CDK4 y
CDK6 (CCNDI1/CDK4/6), reguladores de la proliferacion celular a través de la
transicion de la fase G1 a la fase S (Li et al., 2020). Pedraza et al., (2022) menciona
que CCNDI1 se relaciona con un desequilibro de la sefializacion inhibidora/excitatoria
y con anomalias de las espinas dendriticas; contribuyendo a la disfuncién sinéptica y
perdida de la neuro plasticidad. De acuerdo con los resultados de Dietrich et al.
(2022), la produccion del acido 3-nitropropidnico (3-NP; neurotoxina involucrada en
diversas enfermedades neuronales incluidas el AD) induce una sobre transcripcion de
CCNDI1 conduciendo a la neurodegeneracion en ratones. Por esta razon, CCDN1 fue
seleccionado para la realizacion del acoplamiento molecular con los farmacos

Triscostatina A y Estradiol.

Utilizando PDB se escogio las siguientes estructuras cristalinas para CD44, CDK6 y
CCNDI respectivamente: 4PZ3 (R-work = 0.166), SL21 (R-work = 0.226) y 2W96
(R-work = 0.203). Con Pubchem se descarg6 las estructuras 3D de cada uno de los
farmacos (Las estructuras 3D y 2D de los ligandos se muestra en el Anexo 8). Para
determinar el mecanismo de accion de los fairmacos en las dianas terapéuticas se
realiz6 un acoplamiento molecular rigido en AutoDockVina X (ADVX) y HDOCK
(HD) en los sitios de unidon preestablecidos bibliograficamente. Los resultados del
acoplamiento molecular se resumen en la Tabla 6, en el cual Doxorrubicina (DOX) en
ambos analisis es el unico farmaco cuya energia libre de union (AGypyx= -6.33
kcal/mol y AGyp= -162.14 kcal/mol) es mayor que la AG de referencia. De acuerdo
con Suravajhala et al. (2021), si la AG del compuesto de interés es mayor que el
AGyes, implica un menor potencial de inhibicion de la proteina. No obstante, 4G se ve

afectado por el nimero de enlaces de hidrogenos (HB, por sus siglas en inglés), la
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distancia (2.5 a 3 A siendo las distancias mas comunes, aun valor menor implica una

interaccion fuerte) y los angulos de unién de estos (Malik & Guo, 2022). Ademas,

otros tipos de enlaces como los Pi-pi (PP), Pi-cation (PC), Pi-Anion, (PA) Pi-alkyl
(PK), carbono-hidrogené (CH), Alkyl (AK), Pi-sigma (PS) y Pi-Pi stacked (PPs)

también contribuyen a la estabilidad del complejo proteina-ligando y en la AG

(Brylinski, 2018; Ibrahim et al., 2021).

Tabla 6.

Resultados de los acoplamientos moleculares en AutoDockVina X y

HDOCK de las interacciones de los farmacos con las dianas terapéuticas.

Farmacos AG HB convencional Interacciones
Genes .
(ligandos) [keal/mol] [ A] no ionicas
126 (1.97), C77
Silibina* —7.23 (2.70), R90 (2.05), F30, F74, E75
R150 (2.06)
CD44
E37 (2.28; 2.23;
(4PZ3)
2.13), E75 (2.00),
Doxorrubicina —6.33 C77
C77 (2.38), R150
(1.93)
d 119, V27, A4l,
a o V101 (3.06), D163
< Palbociclib* —10.00 V77, F98, E99,
~ (3.18; 1.96)
" L152, A162
£ CDK6 119, A4l, L43,
<
g (5L2I) V77, F98,
=) K43 (2.16), V101
S Dorsomorfina  —11.58 V101, D102,
z (1.91)
L152, Ale62,
Fl164
Curcumina* —4.67  R87(1.94; 2.45) A39
R87 (1.83), L149
CCNDI1 . . R87, S90, LI1,
Tricostatina A —6.44 (2.71), K149 (1.76;
(2W906) L148
2.45)
Estradiol —6.29 L148 (2.04) R87,L91
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o E37 (2.45), E73 F74, E75,
Silibina* —168.53
(2.46), E75 (3.38) V148
CD44
126 (2.56), C77 C77,C97
(4PZ3) o
Doxorrubicina —162.14 (2.91), R90 (3.06),
V148 (2.52)
119, V27, A41,
Palbociclib* —134.31 - V77, D104,
£  CDK6 L152, A162
5 (5L2I) K29, R38, F39,
8 Dorsomorfina —135.76 - R78, H100,
2 D102
- C47, L148,
Curcumina* —81.07
K149
CCND1 S90 (3.21) C38, S41, S90,
Tricostatina A  —81.36
(2W96) L148, K149
E87 (2.20) R8&7, S90, 191,
Estradiol —82.81
K149

Los ligandos de referencia estan marcados con (*), la energia libre de union se representa como AG y
para los enlaces de hidrogend se empleo la siguiente abreviatura: HB. “~” no tiene ningiin HB. Los

aminoacidos se presentan en formato de una letra.

Los HB se formaron entre los aminoacidos (aa): 126, E75, C77, R90, V148, R150 de
CD44 (Figura 13B y 14B). Sin embargo, solo C77 y R150 estdn presentes en las
interacciones del ligando de referencia y DOX (Figura 13A). Ruiz et al., (2021)
reportd que C77, R150, E34 y E75 son residuos esenciales en el sitio activo de CD44,
posiblemente influyendo en la inhibicidn de esta proteina. Las interacciones Pi-alkyl
(PK) se formaron entre C77 y C97. Pese a ello, ninguno de estos residuos coincide con
los identificados en la Silibina (SIL) (F30, F74 y V148). Se observa que DOX solo
presento dos tipos de enlaces (HB y PK), mientras que SIL cuenta con enlaces CH, PA
y PS. Como se mencioné antes, estos enlaces influyen en la AG, la ausencia de este
tipo de interacciones podria ser una de las razones por las cuales la AG de DOX es

mayor.
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Interacciones: - Conventional Hydrogen Bond I:l Carbon Hydrogen Bond - Bi-Anion - Pi-Sigma

[ Pralkyl

®' ------ " -7.23 kcal/mol

-6.33 kcal/mol

Figura 13.  Acoplamiento molecular de la proteina CD44 con Silibina y

Doxorrubicina, realizado en AutoDockVina X.

Los enlaces de hidrogeno se muestran con lineas negras entrecortadas. En la parte derecha se observa
la localizacion de los ligandos en el sitio de union de la proteina, del lado izquierdo se muestra los
enlaces generados. A) El acoplamiento molecular la Silibina (verde) fue de AG = —7.23 kcal/mol. B)
Los resultados muestran la unién de la Doxorrubicina (naranja) en sitio activo de CD44, con 4G =

—6.33 kcal /mol.
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Interacciones: [l Conventional Hydrogen Bond || Carbon Hydrogen Bond || Pralkyl [ | Alkyl

A)

8% -168.53 kcal/mol

D

- L »
9 ¢ Y

\ |

ALE.
B:26

-162.14 kcal/mol

Figura 14.  Acoplamiento molecular de la proteina CD44 con Silibina y
Doxorrubicina, realizado en HDOCK.

En la parte derecha se observa la localizacion de los ligandos en el sitio de union de la proteina, del lado
izquierdo se muestra los enlaces generados. A) El acoplamiento de la Silibina en el sitio activo de la
proteina CD44, he indica una AG = —168.53 kcal/mol. B) La interaccion de la Doxorrubicina con

CD44 muestra una AG = —162.14 kcal/mol.

Por otra parte, Dorsomorfina (DOR) presenté una menor AG (-11.58 y -135.76

kcal/mol) con respecto a Palbociclib (PAL; -10.00 y -134.31 kcal/mol) en ambos

analisis (ADVX y HD. De acuerdo con Pantsar & Poso (2018), si la AG es igual o

menor que 4G5 indicaria un mayor potencial de inhibicion. Los residuos K43y V101

formaron HB con DOR en el analisis realizado por ADVX (Figura 15A y B). Pero no
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se detectd ningun aa que formara un HB en los resultados de HDOCK tanto para el
ligando de referencia como el ligando de interés (Figura 16A y B). Comparando los
HB formados en PAL y DOR se identifico que solo V101 interactia con ambos
ligandos. No obstante, el acoplamiento molecular realizado por Susanti et al. (2021)
con 8 ligandos diferentes, indicd que K34 también juega un papel importante en el
mecanismo de inhibicion de CDK6 al igual que V101. Como se ve en la Figura 15, la
mayoria de los enlaces formados en DOR y PAL son de tipo PK y Alkyl (AK), ambos
ligando interactian con los residuos 119, A41, V77, A162. Segun Baig et al. (2022),
los aa mencionados y juntamente con F98, H100 y D102, fueron identificados con la
capacidad de formar enlaces no ionicos de tipo PK, AK y PP, influyendo en el

dinamismo del complejo ligando-proteina.

Interacciones: [l Conventional Hydrogen Bond [ | Carbon Hydrogen Bond [ Pi-Sigma [_| Alkyl [ Pi-Alkyl
A)

PHE
A:98

p-dn)
8=

>
~.
~
>>
=
S

(EU
ALA K152 VAL
A:162 v

ASp ast” ¥
. A

-11.58 kcal/mol
Figura 15.  Acoplamiento molecular de la proteina CDK6 con Palbociclib y

Dorsomorfina, realizado en ADVX.

A) Los resultados extraidos de ADVX muestran que Palbociclib (verde) tiene una AG =
—10.00 kcal/mol y una formacion de diferentes enlaces. B) La interaccion de Dorsomorfina (salmon)

reveld tener una AG = —11.58 kcal/mol, al acoplarse en el sitio activo de la proteina.
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Interacciones: [l Conventional Hydrogen Bond [ | Carbon Hydrogen Bond [l Pi-Anion [l Pi-Sigma

[] Pialkyd [ Ayl [ Pi-PiStacked [II] Pi-Cation
A)

1151

ALA i, .
g LT
) Y
2162 LE:L]
A152 ILE ASP
" 4 €2 A8 A:104
-134.31 kcal/mol
B)
ARG
D102 ATR ﬁ%% m
: : A:100
. R78
{ [ E99 N
N s
F39 A:29
PHE
A:38

-135.76 kcal/mol

Figura 16.  Resultados del acoplamiento molecular realizado en HDOCk con

Palbociclib y Dorsomorfina

En la parte derecha se observa la localizacion de los ligandos en el sitio de union de la proteina, del lado
izquierdo se muestra los enlaces formados. A) Los resultados muestran que Palbociclib (verde) tiene
una AG = —134.31 kcal/mol y al igual que en el analisis de ADVX se forman una gran gama de
interacciones entre el ligando y la proteina. B) La interaccién de Dorsomorfina (salmén) reveld tener

una AG = —135.76 kcal/mol, a diferencia de Palbociclib, no existe una gran cantidad de enlaces.

Sin embargo, los multiples enlaces que se generan sobre una zona en especial del
ligando pueden ser contra producente, ya que si existe una gran cercania entre los
enlaces o superposicion se genera un estado de “competencia” (Ranaudo et al., 2022).
Indicando que ciertas interacciones serdn dominantes sobre otras, afectando
directamente la AG (Fu et al., 2018). Por esta razon, es posible que la AG de PAL es

mayor a la de DOR, ya que tiene un gran nimero de enlaces PK y enlaces a una zona
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especifica de PAL (Figura 15A y 16A). En la Figura 15B y 16B, se determin6 que
DOR genera enlaces Pi-Cation (PC) con los residuos K29 K43, D102 y un enlace Pi-
Anion (PA) con D102, aunque los enlaces PC y PA también son no i6nicos, solamente

se ha reportado que D102 tiene una interaccion PC en la proteina CDK6 (Luo et al.,

2022).

En la Figura 17, se visualiz6 los resultados del acoplamiento molecular de Curcumina
(CUR), Tricostatina A (TSA) y Estradiol (EST) con CCNDI1. En la Tabla 6, se
contrastd que TCA y EST present6é una AG menor (-6.44 y -6.29 kcal/mol) que CUR
(-4.67 kcal/mol), como se habia mencionado el nimero de interacciones ligando-
proteina influye directamente en la AG. TCA y EST contaron con un mayor numero de
interacciones HB que CUR con los residuos L149, K149, L.148. No obstante, estos aa
no se han reportado tener importancia en el mecanismo de inhibicion de la proteina,
los residuos 1196 y N198 han sido identificados como aa esenciales en el sitio activo
de CCNDI (produciendo una 4G=9.30 kcal/mol) (Mokgautsi et al., 2021). Incluso
los resultados obtenidos en HDOCK, corroboraron que estos residuos no estan
presentes en el andlisis realizado (Figura 18). C38, R87, L91, L148 y L149 son
interacciones no ionicas de tipo AK y PK, mientras que S41 y S90 de tipo CH (enlace
carbono hidrégeno), como se explico antes, este tipo de enlaces son importantes en el
dinamismo ligando-proteina. Pese a ello, Yang et al. (2023) indic6 que los residuos
M82, A190, P157, P79, P40 y P199 tienen una interaccion PK y tinicamente a P200
una interaccion CH. Cabe recalcar que, TCA cuenta con un enlace no favorable (UB,
por sus siglas en inglés) con el residuo R87 (Figura 18C). De acuerdo con
Abdulhameed (2022), un UB podria significar la presencia de fuerzas de repulsion,

conllevando a una inestabilidad del complejo ligando-proteina.

Aunque los residuos identificados en este estudio no coincidan con los reportados en
otras investigaciones. Estos siguen teniendo una importancia en el mecanismo de
accion del farmaco sobre la proteina, pero en menor grado (Senior et al., 2020). Las
interacciones moleculares identificadas para DOX, DOR, TSA y EST pueden ser

exploradas posteriormente para la sintesis de nuevas moléculas con la capacidad de
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interactuar o inhibir la proteina de interés, con el fin de plantear tratamientos in vivo e

in vitro (Owoloye et al., 2022).

Interacciones: [ Conventional Hydrogen Bond [] carbonHydrogenBond [ | Alkyl [ | Pi-alkyl
A)

ALA
A:39

B)

-6.44 kcal/mol

-6.29 kcal/mol
Figura 17.  Acoplamiento molecular de la proteina CCNDI con Curcumina,
Estradiol y Triscostatina A.

A) El acoplamiento molecular la Curcumina indica una AG = —4.67 kcal/mol. B) Los resultados
muestran la union del Estradiol (amarillo) en sitio activo de CD44, con AG = —6.44 kcal/mol. C)
Muestra las interacciones de la Tricostatina A (violeta) con el sitio de union de la proteina con una AG =

—6.29 kcal/mol.
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Interacciones: [l Conventional Hydrogen Bond || Carbon Hydrogen Bond [ Fi-cation [ PirAlkyl

A)

- Unfavorable Bump I:I Alkyl

LEU
A:148

-81.07 kcal/mol K

RS7 ah

: © LysS
\ LEU ; :
A% ; A:129

5 @ -82.81 kcal/mol

Figura 18.  Acoplamiento molecular de la proteina CCNDI con Curcumina,

Estradiol y Triscostatina A desarrollado en HDOCK

A) El acoplamiento molecular la Curcumina (verde) tuvo una AG = —81.07 kcal/mol en el sitio activo
establecido. B) Los resultados muestran la union del Estradiol (amarillo) en sitio activo de CCND1, con
una AG = —84.36 kcal/mol. C) Se presenta las interacciones de Tricostatina A (violeta) con el sitio de

activo de la proteina CCND1 con una AG = —82.81 kcal/mol.
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3.1.4.1 Analisis de los sitios activos

El sitio activo o cavidad catalitica (CC) permite comprender el proceso biocatalitico
de una proteina en presencia de un ligando en especifico (Yabukarski et al., 2020).
No obstante, los sitios activos distales a la CC de igual forma pueden tener un rol en
el proceso catalitico (Wang et al., 2021). Por esta razon, se realiz6 una prediccion de
los sitios activos con “DogSiteScorer”. Como se observa en la Figura 19, se identifico
4 sitios activos tanto para CDK6 y CCND1, mientras que para CD44 solo se determiné
un sitio activo. El acoplamiento molecular se realiz6 en cada uno de los sitios de union

determinados.

A) ®)

CCND1

Figura 19.  Identificacion de los sitios activos para las proteinas CD44, CDKG6 y
CCNDI1

Sitios activos distales a la cavidad catalitica de la proteina. Cada uno de los sitios activos estan sefialados
y enumerados. A) Solo un sitio activo identificado para CD44, “DrugScore” (DS) = 0.50. B) sitio activo
1 (DS=0.82), 2 (DS=0.61), 3 (DS=0.5), 4 (DS=0.73). C) Sitio activo 1 (0.82), 2 (0.52), 3 (DS= 0.52),
4 (DS=0.60).

Los resultados del acoplamiento de los ligandos en los sitios drugables se resumen en
la Tabla 7. Cabe recalcar que, los residuos del sitio activo (SA) 1 son similares a los
aa reportados bibliograficamente (Anexo 9, se comparan los aa de los SAs
mencionados). Pese a ello, la 4G de DOX sigui6 siendo mayor que la de referencia,

indicando que no existe una gran significancia al aumentar el nimero de aa. Por otra
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parte, la AG de DOR en SA1, fue menor que la de referencia. No obstante, con respecto

a SA2, SA3 y SA4 sus AGs fueron mayor, siendo de -6.92, -5.91, -7.98 kcal/mol

respectivamente. Esto indicaria que las interacciones intramoleculares de estos SAs no

serian de interés biologico para la optimizacion del complejo proteina-ligando

(Alcantara et al., 2022). En el caso del receptor CCNDI1, en todos los SAs las AGs

fueron entre 6.50 a 8.50 kcal/mol, siendo menores a la AG,.r. Las interacciones

moleculares de estos SAs pueden ser investigados para formular nuevas moléculas que

pueden inhibir la actividad de la proteina receptora (Heitmeier et al., 2019).

Tabla 7. Resultados del acoplamiento molecular en cada uno de los SA
identificados
Receptores Farmacos Sitio activo AG [kcal/mol]
Silibina* R -7.23
CD44
Doxorrubicina 1 -6.33
Palbociclib* R -10.00
1 -11.28
CDK6 2 -6.92
Dorsomorfina
3 -5.91
4 -7.98
Curcumina* R -4.64
1 -7.95
. . 2 -7.80
Tricostatina A
3 -7.59
CCND1 4 -6.65
1 -8.25
2 -7.47
Estradiol
3 -7.55
4 -7.02

Los farmacos marcados con (*) son usados como referencia. El simbolo “R” es la cavidad catalitica

identificada como el sitio activo natural de la proteina.



3.1.5 Evaluacion de las propiedades farmacocinéticas

Para la evaluacion de las propiedades farmacocinéticas (Mutagenocidad,
hepatotoxicidad y carcinogénesis) se realiz6é con el software VEGA, empleando los
codigos SMILES (Anexo 10). Los resultados del analisis se resumen en la Tabla 8, se
observd que DOR y DOX producen hepatotoxicidad y unicamente DOX genera
mutagenocidad. De acuerdo con Pan et al. (2019), DOR inhibe la via metabdlica de
la proteina morfogénica 6sea (BMP) generando una desregularizacion en la
proliferaciéon de hepatoblastomas (HP). Los HP se diferencian en hepatocitos y
colangiocitos esenciales en el correcto funcionamiento del higado y su regeneracion
(Sahoo et al., 2022). Lo estudios en higados animales tratados con DOX, sefialan una
formacion de hiperplasia del conducto biliar, degeneracion de cordones de hepatocitos,
dilatacion de sinusoides, entre otros (Prasanna et al., 2020; Singh et al., 2023). Segin
Karim et al. (2023), un 30 y 40 % de los pacientes admistrados con este farmaco,
generan estrés oxidativo conduciendo a la hepatotoxicidad. DOX se puede unir a las
guaninas del ADN, causando dafio del mismo e inhibiendo la accion de la
topoisomerasa II tanto en células cancerosas como células sanas (van der Zanden et
al., 2021). De acuerdo con Prasanna et al. (2020), la administracién de este farmaco
puede producir especies ROS (contribuyendo a dafios en la membrana celular y el
ADN), peroxidacion lipidica y la activacion de mecanismos apoptoticos en células

sanas.

Tabla 8. Analisis de hepatotoxicidad, mutagenocidad y carcinogénicos de cada

uno de los farmacos identificados.

Farmaco Hepatotoxicidad ~ Mutagenicidad Carcinogénico

DOR Si No No
DOX Si Si No
TSA No No No
EST No No Si

Se empleo las abreviaturas de estos farmacos como Dorsomorfina (DOR), Doxorrubicna (DOX),

Tricostatina A (TSA) y Estradiol (EST)
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Con respecto a TSA, no presento ningln tipo de toxicidad, pero estos pardmetros
pueden cambiar dependiendo del tipo de matriz que se esté utilizando (Bouyahya et
al., 2022). Se observo que EST Unicamente presenta efectos carcinogénicos. Segun
Pescatori et al. (2021), una exposicion prolongada de EST induce a la formacién de
cancer de mama, higado y prostata. EST se une a las guaninas y adeninas del ADN, la
eliminacion de este complejo se da por un proceso denominado depurinacion, la cual
causa sitios apurinicos en el ADN (Cavalieri & Rogan, 2021). La reparacion de estos
sitios genera alteraciones a nivel celular, resultando en la aparicion de células malignas

(Thompson & Cortez, 2020).

Las pruebas ADMET se realizaron por medio de pkCSM. La absorcion de una
molécula determina su bioviabilidad al ser administrado por via oral o intravenosa
(Pradeep et al., 2021). En la Tabla 9, se resume los resultados obtenidos del analisis
de absorcion de cada uno de los farmacos. De acuerdo con Jankovic et al. (2019), los
valores de solubilidad en agua se categorizan en: 0 a -1.50 como soluble, -1.50 a -3
(ligeramente soluble), -3 a -4 (muy poco soluble) y > -4 son practicamente insolubles.
Como se observa en la tabla, DOR, TSA y EST son poco solubles, mientras que DOX
es ligeramente soluble. La permeabilidad de Caco-2 indica la posibilidad de que la
molécula pueda pasar por la barrera epitelial intestinal (IEB), indicando lo eficiente
que es una molécula para ser administracion por vial oral o intravenosa; los valores de
log Papp > 0.90 indican una alta permeabilidad (Ahmed et al., 2020). Los valores de
permeabilidad de Caco-2 para DOR, TSA y EST fueron superior a 1, indicando que
posiblemente puedan ser usados para administracion intravenosa u oral. Un porcentaje
de absorcion intestinal menor al 30 %, implica que el farmaco no es capaz de pasar por
la IEB y ser absorbida en el torrente sanguineo (Huang et al., 2019). No obstante, el
porcentaje de cada uno de los fAirmacos es superior al 60 %, lo que sefialé que los
compuestos pueden pasar la IEB y ser absorbidos por el torrente sanguineo para su

distribucion por todo el cuerpo.
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Tabla 9. Analisis de absorcion (A) de cada uno de los farmacos

Farmacos
Propiedades
DOX DOR TSA EST
Solubilidad en agua [log mol/L] -2.92 -3.88 -3.95 -3.80
Permeabilidad Caco-2 [log Papp] 0.457 1.105 1.02 1.77
Absorcion intestinal [%] 62.37 98.03 94.36 93.90
Sustrato de la glicoproteina P [Si/No] Si Si Si Si
Inhibidor de la glicoproteina I [Si/No] No Si Si No
Inhibidor de la glicoproteina II [Si/No] No Si No No

Todos los farmacos pueden ser sustratos de la glicoproteina P, pero solo DOR y TSA
son inhibidores de la glicoproteina I y unicamente DOR es un inhibidor de la
glicoproteina II. Segtin Seelig (2020), la glicoproteina P (P-gp) esta involucrada en la
eliminacion de sustancias toxicas de las células. Pese a ello, su presencia afecta la
biodisponibilidad, distribucion y eficiencia de un farmaco, actuando como una barrera
protectora (Waghray & Zhang, 2018). Los inhibidores de P-gp pueden aumentar la
biodisponibilidad y absorcion del fdrmaco; pero, su inhibicion también afecta la

eliminacion de otros fArmacos nocivos y la integridad de la BBB (Lai et al., 2020).

Los analisis de la distribucion de los fArmacos se presentan en la Tabla 10. El volumen
de distribucion en estado estacionario (VDss) indica la capacidad del firmaco de
distribuirse en los tejidos y 6érganos (VDss > 0.45) o solo a nivel de plasma (VDss < -
0.15) (Holt et al., 2019). Los valores de VDss de DOX, DOR y EST es mayor a 0.45,
indicando que estos tienen una gran afinidad para unirse a tejidos y érganos especificos
como el cerebro. Por otra parte, TSA present6 un valor menor a -0.15, reflejando que
tiene una capacidad limitada para ser distribuido a través de los tejidos. La fraccion no
unida representa la cantidad del fArmaco en su estado libre, capaz de unirse a los sitios
activos de las proteinas plasmaticas (Watanabe et al., 2018). Los analisis mostraron
que solo el 11 % TSA y EST se encuentran en su estado libre, mientras que DOX y

DOR se encuentran por encima del 20 %.
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Tabla 10. Analisis de distribucion (D) de los farmacos identificados

Farmacos
Propiedades
DOX DOR TSA EST
VDss [log L/kg] 1.65 1.24 -0.27 0.55
Fraccién no unida [%] 22 26 11 11
Permeabilidad BBB [log BB] -1.38 0.62 -0.34 -0.07
Permeabilidad CNS [log PS] -4.31 -2.22 -2.65 -1.33

BB (Brain-Blood; cerebro-sangre), CNS (sistema nervioso central), PS (Permeabilidad de superficie)

La permeabilidad de la BBB permite evaluar si el farmaco puede superar la BBB e
inducir su efecto en el cerebro (Fu et al., 2021). Un valor de log BB < -1 indica que
se distribuira en bajas proporciones en el cerebro, mientras que un log BB > 0.3 implica
una distribucion eficiente (Kratky et al., 2021). Como se observa DOX tiene una
distribucion casi nula en el cerebro. Mientras que TSA y EST su distribucion es
moderada. Con respecto a DOR, su distribucion puede ser eficiente a través de BBB
De acuerdo con Ciura et al. (2020), los valores de log BB > -1 demuestran que el
farmaco se distribuye favorablemente a través del CNS. La permeabilidad del CNS
muestra el potencial de que un farmaco puede ingresar al CNS por medio de los lipidos
de la BBB (Kadry et al., 2020). Un valor log PS > -2, implica un ingreso eficiente del
farmaco en el CNS, mientras que un Log PS < -3, representa que la molécula no puede
ingresar al CNS (Kumar et al., 2022). DOR y TSA tienen un valor entre -2 y -3,
indicando que tienen una capacidad limitada de ingresar al CNS. DOX, no puede pasar

la BB hacia el CNS. Finalmente, EST fue el unico firmaco con un valor mayor a -2.

El citocromo P450 es una enzima importante en la eliminacion de toxinas dentro del
organismo (Lu et al.,, 2021). Una gran variedad de firmacos puede disminuir o
aumentar su eficiencia debido a las isoformas del citocromo P450 (Zhao et al., 2021).
En la Tabla 11, se muestran los resultados del metabolismo de las enzimas citocromo
P450. DOX y TSA presentaron resultados negativos con respecto a los analisis, esto
indica que estos fdrmacos no tienen una interaccion directa en el metabolismo del

organismo. A su vez implica que DOX y TSA no afectan al metabolismo de otros
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medicamentos, generando interacciones medicamentosas negativas (Sychev et al.,
2018). Por otra parte, EST y DOR se identificaron como sustratos para CYP3A6,
resultando en que su metabolismo sea acelerado o ralentizado dependiendo de la
actividad de la enzima (Rowland & Yost, 2018). La inhibiciéon de CYP1A2, CYP2C19
y CYP3A4 puede influir de forma negativa en el metabolismo de otros farmacos,
causando una acumulacion de estos en el organismo y por ende un aumento de efectos

secundarios (Yim et al., 2020).

Tabla 11. Resultados de los analisis metabolicos (M) de los farmacos

Propiedades Farmacos
DOX DOR TSA EST
Sustrato de CYP2D6 [Si/No] No No No No
Sustrato de CYP3A4 [Si/No] No Si No Si
Inhibidor de CYP1A2 [Si/No]  No Si No Si
Inhibidor de CYP2C19 [Si/No]  No No No Si
Inhibidor de CYP2C9 [Si/No]  No No No No
Inhibidor de CYP2D6 [Si/No]  No No No No

Inhibidor de CYP3A4 [Si/No] No Si No No
CYP2D6, CYP3A4, CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, isoformas del citocromo P450

Las propiedades de excrecion se presentan en la Tabla 12, donde se observo que el
aclaramiento total de todos los farmacos es superior a 0.70. De acuerdo con Iwata et
al. (2022), valores de aclaramiento total mayores a 0.70, indican una eliminacion
rapida del organismo y que se necesita una dosificacion constante para mantener las
propiedades terapéuticas. Ademas, se evidencid que los fairmacos no son sustratos
renales OCT2. Este ultimo es un transportador de moléculas en el cerebro, rifiones e
higado (Hao, 2019). Al no ser sustratos, su eliminacioén no se realiza por los rifiones,

asi que la dosificacion debe ser controlada (Van Ness & Kelly, 2018).
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Tabla 12. Analisis de excrecion (E) por medio de la plataforma pKesm

Propiedades Farmacos
DOX DOR TSA EST
Aclaramiento Total [log mL/min/kg] 0.99 0.72 0.73 0.78
Sustrato Renal OCT2 [Si/No] No No No No

Como ultimo punto de las pruebas ADMET, estan los andlisis de toxicidad, los cuales
se resumen en la Tabla 13. Se determin6 que ninguno de los fArmacos puede generar
mutagenicidad (toxicidad AMES), sensibilidad cutdnea y no son inhibidores de hERG
I. Mientras que DOX, DOR y EST si son inhibidores de hERG II. Segun Garrido et
al. (2020), la implicacion clinica de los inhibidores hERG I y II depende de la
dosificacion, el dinamismo del farmaco y el tiempo de exposicion, ya que pueden
generar una arritmia ventricular aguda. DOX y DOR generan hepatotoxicidad, es decir
que son deletéreos para el higado. La toxicidad por 7 pyriformis sirve para determinar
la toxicidad de un compuesto; un valor mayor a -0.5, indica toxicidad (Ustiintanir &
Arslanyolu, 2021). En base a esto, se identifico que todos los farmacos pueden generar
toxicidad. Sin embargo, los resultados presentados solo son predicciones del
mecanismo de accidon de los farmacos, estos pueden variar cuando ingresan al

organismo (Lee et al., 2019).

Tabla 13. Resultados de los andlisis de toxicidad (T)

Propiedades Farmacos

DOX DOR TSA EST
Toxicidad AMES [Si/No] No No No No

Dosis maxima tolerable [log mg/Kg/d] 0.08 -0.05 0.89 -0.68
Inhibidor de hERG I [Si/No] No No No No
Inhibidor de hERG II [Si/No] Si Si No Si
Hepatotoxicidad [Si/No] Si Si No No
Sensibilizacion cutanea [Si/No] No No No No

Toxicidad por Tetrahymena pyriformis [log ug/L] 0.29 029 191 1.16
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Se realizo una busqueda de los compuestos en Swisbioisoestere y Pharmit. Sin
embargo, no se encontr6 estructuras homologas de los farmacos. Posiblemente se
deberia realizar un estudio exhaustivo de cada uno de los grupos funcionales que
componen en si al farmaco y de esa manera disefiar nuevas variantes estructurales de
los mismo (Batool et al., 2019). Con la finalidad de construir una quimioteca de

posibles compuestos para tratar la enfermedad.

Adicionalmente a la informacion presentada de los andlisis ADMET. DOX es un
farmaco anticancerigeno mayormente usado en quimioterapias contra el cancer de
mama (Malky et al., 2019). Aunque los estudios muestran que es un compuesto
eficiente contra este tipo de cancer, su uso es limitado debido a que induce
cardiotoxicidad (Argenziano et al., 2020). Sumado a esto, se ha evidenciado que DOX
puede generar disrupciones en la BBB y la elevacion de citoquininas proinflamatorias
(Jeena et al., 2021). Ramalingayya et al. (2023) reportd6 que DOX causaba
alteraciones estructurales y el ingreso de factores inflamatorios a través de BBB
(generando neuro inflamacion) en el cortex cerebral de ratones. La neuro inflamacion
afecta directamente al mecanismo de defensa antioxidante del cerebro, su disfuncion
causa deterioro de la plasticidad sinaptica, convergiendo en una disfuncion cognitiva
(Chen et al., 2022). DOR puede generar un dafio en la memoria de largo plazo al
inhibir la ruta metabodlica de las MAPK (proteina cinasa activada por monofosfato de
adenosina) (Rashtiani et al., 2021). Segun lo reportado por Jafaripour et al. (2022),
los ratones administrados con DOR presentaron comportamientos de ansiedad y un
deterioro en las habilidades cognitivas, debido una inhibicion de MAPK en el

hipocampo.

El estudio realizado en ratones demostré que TSA reduce la formacion de plaquetas
AP y solubiliza los oligdbmeros AS (0Af) (Su et al., 2021; Wu et al., 2018). Los
estudios en neuroblastomas tratados con TSA y TSA-H,0, indicaron una reducciéon
de la actividad autofégica, estrés oxidativo y dafio celular inducida por A (Li et al.,
2020). Sin embargo, Su et al. (2021) menciona que los mecanismos implicados en el

aclaramiento de Af por TSA atn siguen bajo investigacion. EST es un estrogeno que
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reduce la acumulacion de factores proinflamatorios y la expresion del factor de
necrosis alfa, disminuyendo la neurodegeneracion en el hipocampo (Farkas et al.,
2022). Se ha evidenciado que este tipo de estrogeno tiene efectos protectores para el
sistema neurovascular (en caso de algin traumatismo), evitando la ruptura de la BBB
(Kurmann et al., 2021). Segun Lejri et al. (2018), los estrogenos son esenciales en
el metabolismo neuronal, debido a que regulan la transmision sindptica y la neuro
plasticidad. Ademaés, la pérdida de estrégenos a nivel cerebral conlleva a la
acumulacion de plaquetas AS y formacion de NFTs en ratones transgénicos (Jett et
al., 2022). No obstante, se ha demostrado que la terapia a largo plazo con estrégenos
tiene un efecto negativo en el cerebro, induciendo el desarrollo de AD en mujeres con
postmenopausia (Pourhadi et al., 2023). Ademas, la exposicion prolongada de
estrogenos puede generar una desregulacion celular, induciendo a la formacion de

células cancerigenas (contribuyendo al cdncer de mama) (Mallick & Taylor, 2019).
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

e Se identifico 3 posibles dianas terapéuticas en el Alzheimer utilizando el
pipeline bioinformatico combinado. Los resultados obtenidos sugieren que, el
analisis de expresion diferencial, enriquecimiento funcional, redes de
interaccion proteina-proteina, farmaco-proteina, acoplamiento molecular y
evaluaciéon de las propiedades farmacocinéticas, comprende un enfoque
prometedor en la identificaciéon de dianas terapéuticas y reutilizacion de
farmacos candidatos para el tratamiento del Alzheimer.

e Se analiz6 un total de 507 y 478 genes que posiblemente estén involucrados
con el Alzheimer a través del andlisis de expresion diferencial. El andlisis de
enriquecimiento funcional indic6 que la mayoria de los genes obtenidos estan
implicados en procesos que inducen neurodegeneracion, desarrollo de
plaquetas AP y formacion de NFTs.

e Se disenod redes de interaccion biologicas y se identifico a hsa-miR-34a-5p
como un biomarcador para el diagnostico temprano de Alzheimer. Utilizando
las redes de interaccion proteina-proteina se identificaron un total de 27 genes
claves en el desarrollo de la enfermedad.

e Se selecciono a CD44, CDK6 como posibles dianas terapéuticas de acuerdo
con el analisis de supervivencia. Empleando el pipeline bioinformatico se
selecciono de igual manera a CCND1 como otra posible diana terapéutica. Las
redes de interaccion farmaco-proteina identificd al Estradiol, Dorsomorfina,
Doxorrubicina y Tricostatina A como los fArmacos que tiene una interaccion
directa con las dianas terapéuticas seleccionadas. El acoplamiento molecular
demostro que Tricostatina A, Estradiol y Dorsomorfina pueden generar
inhibicion de las proteinas de interés.

e Se evalud las propiedades farmacocinéticas de cada uno de los posibles

ligandos, determinado que Doxorrubicina y Dorsomorfina generan
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hepatotoxicidad y posiblemente una disfuncion cardiaca, ademas, pueden
generar dafio en la memoria de largo plazo. Por otra parte, Estradiol demostro
generar efectos carcinogénicos y la evidencia apunta que su uso prolongado
puede producir cancer de mama. Finalmente, Tricostatina A no revel6 ningun
tipo de mutagenicidad, hepatotoxicidad o carcinogenicidad, por lo tanto, este
farmaco puede ser usado como un posible tratamiento contra Alzheimer en

humanos.

4.2 Recomendaciones

e Analizar un mayor nimero de datasets relacionados con la enfermedad para
tener un mayor marco de estudio. Analizar datasets de diferentes afios para
conocer la progresion de la enfermedad con respecto al tiempo e identificar
otras posibles dianas candidatas.

e Evaluar las redes de interaccion proteina-proteina en String con diferentes
coeficientes de red partiendo desde un nivel de confianza de 0.150 a 0.900,
para poder comprender la cercania biologica de cada gen.

e Validar los resultados de acoplamiento molecular utilizando puntuaciones de
energia, desviaciones RMSD (Root Mean Square Desviation), capacidad de
conformaciones cristalograficas, entre otras. Cabe recalcar que, para este tipo
de analisis, el nimero de predicciones deben ser mayores a 1000.

e Verificar las propiedades farmacocinéticas de los fArmacos utilizando otro tipo
de software como SwissADMET o empleando modelos QSAR, con el objetivo

de tener mayor evidencia para pasar a las pruebas in vitro.
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ANEXOS

En el enlace a continuacion, se presenta la informacion correspondiente al Anexo 1, 4,

5y 6: https://doi.org/10.5281/zenodo.8172937

Anexo 1. Codigo empleado para la realizacion del andlisis de expresion
diferencial.

El archivo esta nombrado como: “Anexo 1 _Cdédigo DEG”

Anexo 2. Aminoacidos implicados en la cavidad catalitica de las proteinas CD44,

CDK6 y CCNDI1 reportados bibliograficamente.

Receptor Aminoacidos Referencia
CD44 126, T27, E37, G40, Y42, E75, C77, R98, (Patel et al.,
R150, F34, V132, E127 2018)
CDK6  TI107,D104, V77, F98, E99, A41, Al162, (Chen et al.,
L152, V101,119, V27, D163 2016)
CCND1  L91, K149, N151, S90, L91, L148, N146, (Karim et
E92, T37, A39. C38, F88, F86 al., 2016)

Los aminoécidos se presentan en el formato de una letra.
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Anexo 3. Coordenadas de los sitios activos para establecer el “Grid Box” en

AutoDockVina X.

NPD Centro del Grid Box Offset

X'y z X y z X y z
Ref 64 58 62 -0.642 11.143 19.061 -2.361 4.472 -6.194

74 68 58 1.191 09.823 18.378 2.806 8.444 -17.306
Ref 52 60 58 16.619 28.145 7.650 -1.167 -8.556 -7.278
1 96 80 104 16.675 24.370 -1.756 16.694 24.389 -1.750
58 46 70 11.094 38.096 -4.309 11.083 38.083 -4.306
3 74 50 60 23.375 49.714 11.156 23.361 49.694 1.111
4 52 52 70 19.491 55.795 -7.418 19.472 55.778 -7.417
Ref 54 74 52 45542 22.679 42.048 13.086 5.389 5.889
86 86 70 17.885 4.181 36.536 4.861 -4.639 -6.667
62 64 56 14.005 12.126 48.715 1.000 3.278 5.500
50 72 66 -4.280 21.547 38.244 -23.278 8.361 11.389
66 48 60 15.757 -8.111 40.769 -1.139 -9.000 9.694

Receptor SA

CD44

CDKG6

N

CCND1

A W DN -

Anexo 4. Resumen del andlisis de expresion diferencial realizado al dataset:

GSE28146.

PROBE_ID logFC AveExpr t P,value  Symbol Regulacion

224588_at 5,505 5,505 5,505 5,505 XIST Up
213831_at -3,619 7,401 -2,149 0,041 HLA-DQA1 Down
209660_at 3,152 7,388 2,386 0,024 TTR Up
226020_s_at 3,107 6,740 3,156 0,004 DAB1 Up
213817_at 3,044 6,361 4,381 0,000 IRAKS3 Up
231592_at 2,946 9,793 1,902 0,068 TSIX Up
205000_at  -2,932 7,031 -2,207 0,036 DDX3Y Down
221944 _at 2,805 5,818 3,829 0,001 FLJ42627 Up
214983_at -2,672 6,793 -2,870 0,008 TTTY15 Down
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206700_s_at -2,567 7,099 -1,325 0,196 KDMSD Down
227313_at 2,563 6,834 3,364 0,002 CNPY4 Up

El alta (Up) y baja (Down) expresion de los genes se presenta en la columna “Regulacion”. La

informacion completa del andlisis de expresion diferencial se encuentra en el enlace antes mencionado

con el nombre “Anexo 4 Resultados DEGs”.

Anexo 5. Analisis completo de las propiedades topologicas globales de la red

generada a partir del dataset GSE28146.

El enlace contiene un archivo “.csv” con el nombre “Anexo 5 Topologia global de la red ”, donde se
recopila toda la informacion obtenida por medio de Cytoscape.

Anexo 6. Analisis de supervivencia de los 23 genes restantes.

El archivo se encuentra en PDF con el nombre de “Anexo 6 Analisis de supervivencia”.

Anexo 7. Identificacion de farmacos usando bases de datos, para los genes LEF1,

FGFR1, CD44 y CDKG6.

Proteina Farmacos Base de datos

Estradiol CTD
Tricostatina A CTD
LEF1 Azoximetano CTD
Sulfato de dextrano CTD
Ftalato de dibutilo TTD

Etilhexil metoxicrileno DrugBank
Triyodotironina CTD
Regorafenib CTD
FGFR1 Clemastina CTD
Pazopanib CTD

Infigratinib DrugBank
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Resveratrol CTD

Tretinoina DrugBank
Estradiol CTD
CD44
Dextrometorfano TTD
Bleomicina CTD
Doxorrubicina CTD
Palbociclib DrugBank
Dorsomorfina CTD
Abemaciclib TTD
CDKG®6
Clocortolona CTD
Lovastatina CTD
Tricostatina A CTD

CTD es la abreviatura utilizada para hace referencia a “Comparative Toxicogenomics Databases”,
mientras que TTD es la abreviatura para “Therapeutic Target Database”.

Anexo 8. Estructuras 3D y 2D de los ligandos empleados para el acoplamiento
molecular.
Receptores Ligandos Estructura 2D Estructura 3D

Tty
o
‘18&910*:0 O E’Q

DR T

CD44 Doxorrubicina

\W w -Q
’ o
\ 7/ Q_{’p
CDK6 Dorsomorfina ‘ ﬁc;f}




CCND1

Tricostatina A

Estradiol

Anexo 9.

Comparacion de residuos involucrados en la cavidad catalitica

reportados bibliograficamente y el sitio activo 1 predicho por “DogSiteScorer”.

Receptor Residuos

Cavidad catalitica Sitio activo 1

126, T27, E37,
CD44 G40, Y42, E75, N25, 126, T27, C28, F30, H35, E37, G73, F74,
(4PZ3) C77, R98, R150, E75,T76,Ul127,V147,N149, R150

F34, V132, E127

119, G20, Y24, V27, A41, L42, Y43, R44, V45,

T107, D104, V77, T58, 159, R60, E61, V62, V64, L65, R66, L68,
CDK6 F98, E99, A41, E69, F71, E72, H73, V76, R78, L79, V78, L79,
(5L2I) Al162,L152, V101, V82, L94, L96, F98, E99, H100, V101, D104,

119, V27, D163 F135, L136, V141, R144, D145, Y147, Q149,
N150, L152, A162, D163, F164, G165, L166
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L91, K149, N151, P54, S55, R57, Y58, T62, L65, C68, E69, Y72,
CCNDI1 SS90, LO91, L148, Y73, E74, E75, F78, P79, H158, Q183, T184,
(2W96)  Nl146, E92, T37, V186, Al187, L188, T191, D192, V193, 1196,
A39.C38,F88,F86 L1254, S257, S258, Q261

Anexo 10.  Codigos SMILES de los farmacos empleados para el analisis de las

propiedades farmacocinéticas.

Farmaco Codigo SMILES
CCI1C(C(CC(01)OC2CC(CC3=C2C(=C4C(=C30)C(=0)C5=C
(C4=0)C(=CC=C5)0C)0)(C(=0)CO)O)N)O
CICCN(CCI1)CCOC2=CC=C(C=C2)C3=CN4C(=C(C=N4)C5=
CC=NC=C5)N=C3

Tricostatina A  CC(C=C(C)C=CC(=0)NO)C(=0)C1=CC=C(C=C1)N(C)C

Estradiol CC12CCC3C(C1CCC20)CCC4=C3C=CC(=C4)0O

Doxorrubicina

Dorsomorfina
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