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La busqueda y descubrimiento de nuevos farmacos se ha visto agilizada en los Gltimos
afos con el avance de la tecnologia. La bioinformatica se esta abriendo paso en el
mundo de la farmacéutica con técnicas como el virtual screening permitiendo realizar
busquedas de compuestos (ligandos) con afinidad a estructuras proteicas (diana)
relacionado con alguna enfermedad. Este es el inicio del analisis realizado en este
trabajo. Partiendo de la enfermedad de Huntington se ha seleccionado la Huntingtina
como posible diana terapéutica. El hecho de que la estructura de esta proteina no se
encuentre descrita ha provocado la realizacion de una busqueda estructural por
homologia y el andlisis de moldeos predictores. Con esta base, se ha realizado el virtual
screening y seleccionado 720 compuestos con posibilidad de unién. Estos compuestos
se han analizado para obtener sus caracteristicas fisico-quimicas descartando aquellos
gue presentan mutagénesis, carcinogénesis, toxicidad o sensibilidad a la piel. A los que
fueron seleccionados se les analizd sus propiedades farmacocinéticas con el fin de
obtener compuestos como posibles farmacos que no provocaran anormalidad en el
funcionamiento del organismo. En este punto se obtuvo un solo compuesto que no
present6 toxicidad hepatica ni inhibicion a la enzima hERG II, pero tenia aspectos
negativos como la inhibicion de algunas isoformas del citocromo P450. Aunque no se

ha obtenido un farmaco ideal para la enfermedad, este método realizado a gran escala




por una empresa farmacéutica o grupo de investigacion puede llevar al descubrimiento

de alguno de ellos.

Abstract (in English, 250 words or less):

The research and discovery of new drugs has been speed up in the last years because
of technology advance. Bioinformatics is making its way in pharmaceutical’s world with
virtual screening techniques, allowing to research compounds (ligands) with affinity to
protein structures (target), related to some disease. This is the beginning of the analysis
performed in this work. Based on Huntington'’s disease, Hungtintin has been selected as
a possible therapeutic target. The fact that the structure of this protein is not described
has led to a structural homology search and predictive modeling analysis. With this
starting point, the virtual screening was carried out and 720 compounds with the
possibility of union were selected. These compounds have been tested to obtain their
physicochemicals characteristics by discarding those exhibiting mutagenesis,
carcinogenesis, toxicity or skin sensitivity. Those who were selected were analyzed for
their pharmacokinetic properties in order to obtain compounds as possible drugs that did
not cause an abnormality in the functioning of the organism. At this point, a single
compound was obtained which showed no hepatic toxicity neither inhibition to the hERG
Il enzyme, but had negative aspects such as the inhibition of some cytochrome P450
isoforms. Although an ideal drug for the disease has not been obtained, this method
carried out on a large scale by a pharmaceutical company or research group can lead

to discovery of some of them.
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1. Introduccion
1.1. Contextoy justificacién del trabajo

a. Las enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas son trastornos que implican la muerte
progresiva de neuronas en diferentes regiones del sistema nervioso. La pérdida
progresiva de las células nerviosas es lo que origina los signos y sintomas neurolégicos
y psicolégicos caracteristicos de estas enfermedades.

Las neuronas son los componentes basicos del sistema nervioso que incluye el cerebro
y la médula espinal. Las neuronas normalmente no se reproducen o se reemplazan, por
lo que cuando se dafian o mueren no pueden ser reemplazadas por el cuerpo. Por lo
tanto, estas enfermedades son condiciones incurables i debilitantes que resultan en
degeneracién progresiva y/o muerte de las células nerviosas. Esto causa problemas con
el movimiento (llamado ataxias), o funcionamiento mental (Ilamado demencia). Estan
fuertemente relacionadas con la edad, y Europa tiene un rapido envejecimiento de la
poblacion. Actualmente el 16% de la poblacion europea tiene mas de 65 afios, y se
espera que esta cifra en 2030 alcance el 25%. Esto implica que la cifra de personas con
enfermedad neurodegenerativa se duplicara cada 20 afios a medida que la poblacion
envejece (Enlace Web: JPND).

Actualmente no hay cura para ninguna de las enfermedades neurodegenerativas,
aungue no es por falta de intentos (Heemels, MT. 2016)

b. Laenfermedad de Huntington y epidemiologia

La enfermedad de Huntington (EH), también conocida como corea de Huntington, es
una grave y rara enfermedad neuroldgica, hereditaria y degenerativa. La EH se llama
asi en honor de George Huntington, un médico americano que describio la enfermedad

en 1872. Fue la primera persona que identifico el caracter hereditario de la EH.

La EH es una enfermedad que afecta aproximadamente a uno de cada 10.000
habitantes en la mayoria de los paises europeos, aunque existe en las demas partes
del mundo y en diferentes proporciones. En Espafia, por ejemplo, unas 4.000 personas
tienen la enfermedad y mas de 15.000 afrontan el riesgo de haber heredado el gen de
la EH porque tienen o tuvieron un familiar directo afecto de la misma. En la poblacién
japonesa, china y africana la enfermedad tiene una incidencia menor. La enfermedad
pueden heredarla y desarrollarla por igual hombres y mujeres, sin diferencias en clase
social ni grupos étnicos.

La mayoria de las personas desarrollan la enfermedad durante la vida adulta, entre los

35 y los 55 afios, aunque aproximadamente un 10% de las personas desarrollan
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sintomas antes de los 20 afios de edad (EH juvenil) y otro 10% después de haber
cumplido los 55 afios. Es poco frecuente que aparezcan sintomas antes de los diez afios
de edad (EH infantil). Se considera una enfermedad mortal que va progresando de forma
gradual y lenta. La duracion media es de 15 a 20 afios, pero varia de una persona a
otra. En la EH juvenil el rendimiento escolar disminuye a medida que las habilidades de
pensamiento y razonamiento se deterioran. Las convulsiones ocurren en 30 por ciento
a 50 por ciento de nifios con esta condicion. La enfermedad de Huntington juvenil tiende
a progresar mas rapidamente que la forma de aparicion del adulto, suelen vivir de 10 a
15 afios después de que aparezcan los signos y sintomas.

Los primeros signos de la enfermedad son muy leves y pueden consistir en pequefos
cambios en la personalidad o el caracter. La falta de memoria, la torpeza y los
movimientos “erraticos” de los dedos de las manos o de los pies pueden ser un signo.
A menudo, durante estos estadios tan iniciales de la enfermedad, los pacientes no
visitan a ningn médico y pueden pasar varios afios hasta que se realice un diagndstico
médico. Por lo tanto, el inicio de la EH se describe como “insidioso”, pues la enfermedad

se manifiesta muy lentamente.

La EH se caracteriza por una combinacién de alteraciones motoras (movimiento),
psiquiatricas (de personalidad o caracter) y cognitivas (pensamiento). Los sintomas de
la EH varian de una persona a otra en amplitud, severidad, edad de comienzo y
velocidad de progresion, incluso entre los miembros de una misma familia. Por ejemplo,
una persona afectada por EH puede tener una alteracion muy llamativa del movimiento,
pero solo algunos sintomas psiquiatricos leves y poco deterioro intelectual, mientras que
otra puede tener depresién y ansiedad muchos afios antes de que aparezcan

movimientos anormales.

La mayoria de las personas con EH no mueren como consecuencia de esta enfermedad,
sino debido a problemas de salud derivados de la debilidad corporal que produce la EH,
sobre todo por atragantamiento, infecciones (como neumonia) y fallo cardiaco (Enlace

Web: Asociacion Corea de Huntington Espafiola).

c. HerenciadelaEH

La EH es una enfermedad genética que sigue un patrén autosomico dominante. Una
enfermedad con este patron se caracteriza por presentar dominancia en los alelos cuyo
locus se encuentra ubicado en los autosomas (no se encuentra ligada al sexo). Por lo
tanto, la herencia de este caracter presentara de forma segura el fenotipo de la EH en

la siguiente generacion.



Como se muestra en la imagen 1, siguiendo el cédigo de colores rojo y blanco para
determinar la presencia o no del gen respectivamente, si ninguno de los ancestros tiene
el gen mutado ningun descendiente tendré el alelo de la enfermedad vy, por tanto, no

padeceran la enfermedad de Huntington.

( 100% ]

Imagen 1. Representacion filogenética de la herencia de la EH con

ancestros que no presentan el gen mutado. En color blanco se muestran los

alelos que no presentan el gen mutado y, en rojo los que si
En cambio, si uno de los ancestros padece la enfermedad podemos esperar diversas
probabilidades en el fenotipo ateniendo a si el ancestro presenta uno o los dos alelos
mutados. Un ancestro con los dos alelos de la EH tendra descendencia portadora de un
alelo con la mutacion con una probabilidad del 100%, imagen 2. En cambio, si presenta
la enfermedad, pero solo dispone de un alelo con el gen mutado, las probabilidades

disminuyen a un 50%, imagen 3.

| 100% ] [ 50 | [ 50% |}

Imagen 2. Representacion filogenéticade la  Imagen 3. Representacion filogenética de la
herencia de la EH con un ancestro portador  herencia de la EH con un ancestro portador
de los dos alelos con el gen mutado y el otro  de un alelo con el gen mutado y el otro
ninguno. En color blanco se muestran los  ninguno. En color blanco se muestran los
alelos que no presentan el gen mutadoy, en  alelos que no presentan el gen mutado y, en
rojo los que si rojo los que si

Si los dos ancestros presentan la enfermedad, pero disponen de un alelo afectado y otro
no mutado la probabilidad de que la descendencia presente la enfermedad es del 75%,

tal y como se observa en la imagen 4.
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Imagen 4. Representacion filogenética de la herencia de la EH con
ancestros que presentan un alelo con el gen mutado. En color blanco se
muestran los alelos que no presentan el gen mutado y, en rojo los que si

Si los dos ancestros presentan la enfermedad, uno con los dos alelos afectados y el otro
con uno afectado, el 100% descendencia presentara el fenotipo de la EH y, ademas, el
75% presentara los dos alelos también mutados (imagen 5). Por ultimo, si los dos
ancestros presentan la enfermedad, con los dos alelos afectados, el 100% de su

descendencia presentara el fenotipo de la EH y, ademas, con los dos alelos también

mutados (imagen 6).

| 100% ||

Imagen 5. Representacion filogenética de la
herencia de la EH con un ancestro portador
de los dos alelos con el gen mutado y el otro
con uno En color blanco se muestran los
alelos que no presentan el gen mutado y, en
rojo los que si

| 100% ]

Imagen 6. Representacion filogenética de la
herencia de la EH con los dos ancestros
portadores de los dos alelos con el gen
mutado. En color blanco se muestran los
alelos que no presentan el gen mutado y, en
rojo los que si

d. Laenfermedad de Huntington a nivel molecular

La enfermedad de Huntington viene provocada por mutaciones en el gen HTT que

codifica la Huntingtina (HTT).

El gen de la HTT se sitda en el brazo corto del cromosoma 4, entre los 3.074.510 y

3.243.960 pares de bases (imagen 7).
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Imagen 7. Localizacién del gen de la HTT en el cromosoma 4.

La huntingtina es una proteina que se encuentra en diversos tejidos del cuerpo, con los
niveles mas altos de actividad en el cerebro. Dentro de las células, esta proteina puede
estar implicada en la sefializacién quimica, el transporte de materiales, la union a las
proteinas y otras estructuras, y la proteccion de la célula de la auto-destruccion
(apoptosis).

La mutacion HTT, que causa la enfermedad de Huntington, implica un segmento de
ADN conocido como una repeticién trinucleotidica CAG. Este segmento se compone de
una serie de tres bloques de nucleétidos: Citosina (C), Adenina (A) i Guanina (G) que
aparecen repetidos varias veces. Normalmente, el segmento CAG se repite entre 10 y

35 veces dentro del gen.

En las personas con enfermedad de Huntington, el segmento CAG se repite de 36 a
mas de 120 veces. Las personas con 36 0 39 repeticiones CAG pueden o no desarrollar
los signos y sintomas de la enfermedad de Huntington, mientras que las personas con
40 o mas repeticiones casi siempre desarrollan el trastorno. Las personas que presentan
la enfermedad en la edad adulta tienen de 40 a 50 repeticiones CAG en el gen de la
HTT, mientras que las personas con la forma juvenil mas comuan del trastorno tienden a

tener mas de 60 repeticiones CAG.

Un aumento en el tamafio del segmento CAG conduce a la produccion de una versién
anormalmente larga de la huntingtina. La proteina alargada se corta en pequefios
fragmentos tdxicos que se unen y se acumulan en las neuronas, interrumpiendo las

funciones normales de estas células (Enlace Web: Genetics Home Reference).

e. Labioinformética, una herramienta para la farmacéutica

La investigacion y el desarrollo de nuevos farmacos es una de las tareas mas complejas
y caras que existen en la industria. A pesar de que, en funcion del producto a desarrollar,
las cifras varian, se acepta comunmente la media de entre 10 y 12 afios, y el coste de

mil millones de délares en las cifras que se barajan para fabricar un nuevo farmaco.



La aparicion de los primeros rasgos de la bioinformatica en la década de los 60 y 70,
juntamente con la evolucibn de la tecnologia han posibilitado la utilizacion de
herramientas computacionales en la farmacéutica, entre otras ramas como la genémica

comparativa y la biologia molecular y estructural.

Centrandonos en la industria farmacéutica, la bioinformatica proporciona un avance en
el tiempo de investigacion y la forma de obtencion de nuevos farmacos. Un ejemplo de
ello es la realizacion de este trabajo de fin de master, el cual, se realizard con
herramientas via online sin la necesidad de un supercomputador. Es decir, un usuario
puede aprender a utilizar herramientas para el andlisis de estructuras proteicas diana y
realizar un cribado virtual o virtual screening desde su propio ordenador. El virtual
screening permite la busqueda de compuestos que se unan a una estructura proteica
determinada. Esto permite obtener de forma “rapida” compuestos de interés, por
ejemplo, la busqueda y seleccién de una cavidad de la estructura diana y el virtual

screening pueden realizarse en horas.

Esto no significa que ya se obtengan farmacos contra dicha estructura, ya que se deben
realizar mas pruebas, como, por ejemplo, el estudio dela farmacocinética para observar

el comportamiento del compuesto, pero si se tiene un primer cribado de forma “rapida”.

El analisis computacional de las propiedades de un compuesto también es un hito de la
bioinformatica, permitiendo el analisis de la fisico-quimica o la cinética de compuestos

en el organismo.



1.2. Objetivos del trabajo

El trabajo de fin de méster presentado en esta memoria tiene como objetivos:

i.  Buscar la estructura de la Huntingtina (HTT)
a. Obtener su secuencia
b. Buscar su estructura por homologia
c. Buscar su estructura por modelaje

ii. Obtener los diferentes ligandos que se unan ala HTT
a. Buscar las cavidades de las estructuras diana.
b. Realizar el virtual screening basado en estructura

iii.  Analizar las propiedades fisico-quimicas de los ligandos obtenidos
a. Test de mutagénesis, carcinogénesis, toxicidad y sensibilidad de la piel.

iv.  Analizar las propiedades farmacocinéticas de los ligandos seleccionados

1.3. Enfoquey método seguido

Para la realizacion del trabajo se ha escogido la Huntingtina como diana contra la
enfermedad de Huntington. Con la secuencia obtenida en el UCSC se ha realizado una
busqueda estructural por homologia, obteniendo estructuras del PDB (Protein Data
Bank) similares a ella y modelos creados por el programa iTASSER. Posteriormente, se
realiza el andlisis de cavidades mediante fPocket, posibles lugares de unién, y el virtual
screening en busca de ligandos afines a estas estructuras mediante MTiOpenScreen.
Por ultimo, se analizan las propiedades fisico-quimicas con el programa VEGA QSAR y
laa propiedades farmacocinéticas de los compuestos obtenidos mediante el Web
pkCSM de la University of Cambridge. Ademas, se han realizado cambios de formato

con el programa OpenBabel.

Se ha realizado el trabajo seleccionando diversas estructuras con el fin de aumentar la
diversidad de éstas. Otro método a seguir podria ser la seleccion del mejor PDB, en
cuanto a homologia, o el mejor modelo predicho y realizar el andlisis de todas las
cavidades y todos los ligandos posibles con el fin de seleccionarlo como valido o

descartar por completo esa estructura o modelo.

1.4. Planificacién del trabajo

Las tareas planteadas al inicio del trabajo y su temporalizacion fueron las siguientes:

16/03/17 - 26/03/17 Realizacién del marco teérico
Obtencién de la estructura de la Huntingtina
27/03/17 - 9/04/17 | Realizar el screening basado en estructura.

7



10/04/17 - 25/04/17 = Obtener informacién sobre la interaccion entre Huntingtina y el
farmaco.

26/04/17 - 10/05/17 Obtener informacion sobre las propiedades fisico-quimicas y
farmacocinéticas de los posibles farmacos.

11/05/17 - 24/05/17 Elaboracion de la memoria

25/05/17 - 06/06/17 Preparacion de la defensa

Debido a problemas con el uso de los programas y el elevado tiempo de andlisis, sobre
todo para el virtual screening, llegando a superar las 8h en una cavidad, se han realizado
las tareas de virtual screening, seleccion de ligandos y analisis de propiedades de forma
paralela.

1.5. Breve sumario de productos obtenidos

Mediante el analisis de las estructuras homélogas en PDB y los modelos predichos, se
han obtenido 3 cavidades de cada uno y, de éstas, se han seleccionado 15 ligandos,

obteniendo un total de 720 compuestos.

De los 720 compuestos se han seleccionado 64 que han superado las pruebas de
analisis fisico-quimico y, de estos 64, se han seleccionado 12 que han obtenido
negatividad en la toxicidad hepatica y, por ultimo, de estos 12 se han seleccionado 2
que no inhiben a la hERG II.

Usgue
por
homologia y
prediccion de
odelos

3 cavidades
analizadas de
cada
resultado

15 ligandos
seleccionado
sde cada

cavidad

720
compuestos
obtenidos

4 superan
las pruebas
de anélisis
fisico-gquimico

2 presentan
negatividad

en toxicidad
hepatica

2 no inhiben
la hERG Il



1.6.

Breve descripcién de los capitulos de la memoria

La memoria de este trabajo de fin de méaster se divide en:

Materiales y métodos. Recursos utilizados para la busqueda y andlisis de
posibles farmacos.

Resultados. Estructuras, cavidades y compuestos obtenidos a partir de la
secuencia de la Huntingtina y los pasos realizados para la obtenciéon de éstos.
También su posterior andlisis de propiedades fisico-quimicas y su
farmacocinética.

Discusion. Comentarios de los resultados obtenidos y valoracion de los ligandos
seleccionados.

Conclusiones. Valoracion final de los objetivos planteados al inicio del trabajo.
Bibliografia. Recursos bibliograficos utilizados.

Anexo. Materiales adjuntos a la memoria.



2. Materiales y métodos

Los recursos utilizados para la realizacién de la bausqueda computacional de posibles

pequefios farmacos contra la enfermedad de Huntington son:
2.1 Obtencién del gen HTT

Localizacion del gen de la Huntingtina y obtencion de las secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas mediante el servidor genomico de la University of Santa Cruz

(https://genome.ucsc.edu/).

2.2 Prediccion estructural de la Huntingtina

Obtencion de modelos y plantillas conocidas del PDB, mediante el programa Web I-
TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) de la University of

Michigan. El programa proporciona predicciones sobre estructura y funcién de

proteinas. Los modelos se obtienen a partir de mdiltiples alineamientos mediante
LOMETS (generando modelos 3D mediante la recopilacién de alineaciones del objetivo
a plantillas de alta calificacion de 9 programas de enhebrado: FAS-3D, HHsearch,
MUSTER, pGenTHREADER, PPAS, PRC, PROSPECT2, SP3 y SPARKS-X) y
simulaciones iterativas TASSER (método para predecir estructuras 3D modelo de
secuencias aminoacidicas objetivo detectando estructuras plantilla del PDB mediante

reconocimiento de plegado o threading).
Mediante entradas de maximo 1500 aminoacidos se obtiene:

Prediccion de la estructura secundaria.

Prediccion sobre la accesibilidad del solvente.

Top 5 de modelos de prediccion.

a
b

c. Prediccion normalizada del B-factor.

d

e. Proteinas estructuralmente parecidas en el PDB.
f.

Prediccion de funcion.

Obtencién de plantillas conocidas en PDB mediante la busqueda en el repositorio de
ZINC (http://zinc.docing.org/).

A partir de la informacion obtenida del andlisis estructural se obtienen los datos de las
plantillas seleccionadas en el Protein Data Bank

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) descargando los archivos de cada entrada en

formato .pdb.
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2.3 Virtual Screening basado en estructura

Realizacién del Virtual Screening basado en estructura que permite realizar la web del
Ressource Parisienne en Bioinformatique Structurale (http:/bioserv.rpbs.univ-paris-
diderot.fr/index.html).

Para realizar el screening primero se analizan las cavidades de cada modelo o plantilla

PDB mediante el programa fPocket (http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cqi-

bin/portal.py?form=fpocket#forms::fpocket) seleccionando los 3 mejores candidatos.

Este programa est4 basado en el Diagrama de Voronoi, el cual permite realizar

interpolaciones basados en distancia euclidiana de forma sencilla.

Posteriormente, se realiza el Virtual screening basado en estructura de cada entrada
(modelo o PDB) en sus respectivas cavidades mediante MTiOpenScreen

(http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py#forms::MTiOpenScreen). El

programa permite obtener una seleccién de pequefios compuestos con probabilidad de
unién al receptor dado, en este caso, a las diferentes cavidades de los modelos o PDBs

obtenidos como plantilla.

2.4 Conversion de datos

El programa OpenBabel (hitp://openbabel.org/wiki/Main Page) que permite la

conversion de archivos.

Durante este trabajo se ha utilizado el programa para convertir los datos generados
mediante el virtual screening en formato .mol2 a formato .sdf para su lectura en VEGA
QSAR. Ademas se han afadido los hidrégenos a los ligandos en formato .mol2 para su
docking con Swissdock.

2.5 Andlisis de las propiedades fisico-quimicas

El programa VEGA QSAR (https://www.vegahub.eu/) permite realizar diferentes test

para el analisis de las propiedades fisico-quimicas de diferentes compuestos:
o Mutagenicity (Ames test) model (ScarPy/IRFMN) —v. 1.0.7.

Este modelo realiza una prediccion cualitativa de mutagénesis en Salmonella
typhimurium (Ames test). EI modelo ha sido construido como un conjunto de reglas,
extraidas con el software del conjunto de entrenamiento del modelo de mutagénesis
CAESAR. El modelo esta basado en Ferrari, T., Cattaneo, D., Gini, G., Golbamaki, N.,
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Bakhtyari, Manganaro, A., Benfenati, E., Automatic knowledge extraction from chemical
structures: the case of mutagenicity prediction, SAR and QSAR in Environmental
Research (2013), vol. 24 issue 5, 365-83.

Existen dos normas: mutagenicidad (112 patrones) y no-mutagenicidad (93 patrones).
Si existe, como minimo, un patrén de mutagenicidad asociada a un compuesto de
estudio se da la prediccién de compuesto mutagénico. En cambio, si se observa uno o
mas patrones de no-mutagénesis, se obtiene una prediccion de no-mutagénico. Si no
hay patrones que coincidan con el compuesto, se da una prediccion de posiblemente no

mutagénico.
o Carcinogenicity model (ISS) —v. 1.0.2

Este modelo proporciona una prediccion cualitativa de la potencia carcinogénica de
acuerdo con los requisitos especificos de la regulacion quimica. EI modelo se ha
construido como un conjunto de reglas sacadas del trabajo de Benigni y Bossa (ISS)

implementado en el software ToxTree version 2.6 (http://toxtree.sourceforge.net):

Benigni, R., Bossa, C., Jeliazkova, N., Netzeva, T. and Worth, A. “The Benigni / Bossa
rulebase for mutagenicity and carcinogenicity - a module of Toxtree” European
Commission report EUR 23241 EN; Benigni, R., Bossa, C., Netzeva, T., Rodomonte, A.
and Tsakovska, |. “Mechanistic QSAR of aromatic amines: new models for discriminating
between mutagens and nonmutagens, and validation of models for carcinogens” Environ
mol mutag, (2007), 48:754-771;Benigni, R., Bossa, C., & Tcheremenskaia, O.
“Nongenotoxic carcinogenicity of chemicals: mechanisms of action and early recognition
through a new set of structural alerts” Chemical Reviews, 2013, 113(5), 2940-57.

El modelo implementa las reglas relacionadas con la carcinogénesis. Si, al menos, se
detecta un patrén de carcinogénesis en un compuesto dado, la prediccion sera de
carcindgeno. En cambio, si no se detecta ningun patrén, la predicciéon sera de no-

carcinégeno.
o Developmental/Reproductive Toxicity library (PG) —v. 1.0.0

El modelo proporciona una prediccion cualitativa de la toxicidad reproductiva y del
desarrollo. EI modelo implementa una libreria virtual de compuestos toxicos descritos
en el estudio de Procter & Gamble: Wu, S., Fisher, J., Naciff, J.M., Michael C,
Laufersweiler, Lester, C., Daston, G. and Blackburn, K. “A Framework for Identifying
Chemicals with Structural Features Associated with Potential to Act as Developmental
or Reproductive Toxicants” Chem. Res. Toxicol., 2013, 26 (12), pp 1840-1861.
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En el trabajo de Practer & Gamble, se identifican 25 categorias de posibles téxicos y, de
cada categoria se genera una extensa lista de compuestos toxicos virtuales. El modelo
implementa estas categorias y trata de encontrar una coincidencia entre el compuesto
dado y alguno de los compuestos virtuales del repositorio. Si se encuentra una
coincidencia, la prediccion es de Toxico. En cambio, si no existe coincidencia, la

prediccion es de No-Téxico.
o Skin Sensitization model (CAESAR) —v- 2.1.6

El modelo proporciona una prediccion cualitativa de la sensibilizacion de la piel en

ratones (modelo de ensayo en ganglios linfaticos locales).

El modelo consiste en Adaptive Fuzzy Partition (AFP) basado en 8 descriptores. El AFP
produce como resultados dos valores O (positivo) y O (negativo) que representan la
clasificacion a las clases sensibilizante y no-sensibilizante. El compuesto dado se asigna
a la clase gue tiene este valor de grado superior a 0.5, a menos que la diferencia entre
los valores de los dos grados sea inferior al umbral 0.001. En este caso, el pertenecer a
una clase u otra no estd asegurada, por lo cual, no se realiza prediccién. Las referencias
y detalles se pueden encontrar en: Chaudhry, Q., Piclin, N., Cotterill, J., Pintore, M.,
Price, N. R., Chrétien, J. R. and Roncaglioni, A. (2010). Global QSAR models of skin
sensitisers for regulatory purposes., Chem Cent J 4 Suppl 1, S5.

2.6 Andlisis farmaco-cinético de los resultados

El portal web pkCSM-pharmacokinetics de la University of Cambridge

(http://bleoberis.bioc.cam.ac.uk/pkcsm/) que permite realizar el estudio de las

propiedades farmacocinéticas de pequefias moléculas. Este permite el analisis de las

siguientes propiedades:
Interpretacion de los resultados del pkCSM-pharmacokinetics:

a. Absorcion:

- Solubilidad en agua (Water solubility)
Refleja la solubilidad de un compuesto en agua a 25°C.

Interpretacion: Se muestran los resultados mediante el logaritmo de la concentracion

molar (log mol/L).

- Permeabilidad Caco-2 (Caco-2 Permeability)
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La linea celular Caco-2 estd formada por células del epitelio de adenocarcinoma
colorrectal humano. Estas células son utilizadas como modelo in vitro de la mucosa
intestinal humana para predicciones de la absorcion de farmacos administrados por via

oral.

Interpretacion: Se considera un componente con elevada permeabilidad si tiene Papp>
8x10cm/s, que traducido al modelo de prediccién son valores de >0.90.

- Absorcion intestinal (Intestinal Absorption in Human)

Modelo para predecir la proporcion de componentes que son absorbidos a través del
intestino delgado, ya que, normalmente, el intestino es el primer lugar de absorcion de

un farmaco administrado en solucién por via oral.

Interpretaciéon: Se muestra el porcentaje de absorcién del intestino. Una molécula con

una absorcién menor al 30% se considera con poca absorcion.
- Substrato de la glicoproteina-P (P-glycoprotein substrate)

La glicoproteina-P es un transportador de flujo de expulsion dependiente de ATP.
Funciona como una barrera biolégica mediante la extrusion de toxinas y xenobiéticos
fuera de las células. Los resultados del transporte de glicoproteina-P se obtienen usando

ratones knockout mdr transgénicos y sistemas celulares in vitro.

Interpretacion: El modelo predice si un compuesto dado es probable que sea sustrato

de glicoproteina-P.
- Inhibicién de las glicoproteina-P | y Il (P-glycoprotein | and Il inhibitors)

La modulacién del transporte mediado por la glicoproteina-P tiene implicaciones
farmacocinéticas significativas para sustratos de glicoproteina-P, que pueden ser
explotadas para ventajas terapéuticas especificas o resultar en contradicciones, ya que

se modula una enzima relacionada con la extrusion de compuestos toxicos.

Interpretacion: El predictor determina si un compuesto dado es probable que sea un

inhibidor de la P-glicoproteina I/II.
- Permeabilidad de la piel (Skin Permeability)

La permeabilidad de la piel es un factor significativo para la eficacia de muchos
productos de consumo y de interés para el desarrollo de farmacos de administracién

transdérmica.
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Interpretacion: El modelo predice si un compuesto dado es permeable a la piel,
expresado mediante la constante logKp (cm/h). Un compuesto es considerado con baja

permeabilidad si tiene un logKp>-2,5.

b. Distribucion:
- El volumen de distribucion en estado estacionario (VDss)

El volumen de distribucion en estado estacionario (VDss) es el volumen tedrico que la
dosis total de un farmaco necesitaria para distribuirse de forma uniforme para dar la
misma concentracion en el plasma sanguineo. Cuanto mas alta es la VDss, mas se
distribuye un farmaco en el tejido en lugar del plasma. El modelo logaritmico predicho

de VDss de un compuesto dado es mostrado como log L/Kg.

Interpretacion: El VDss es considerado bajo si se encuentra por debajo de 0.71 L/Kg
(log VDss < -0.15) y elevado si supera 2.81 L/Kg (VDss > 0.45).

- Fraccioén libre (Fraction Unbound in Human)

La mayoria de farmacos en plasma se encuentran en equilibrio entre la unién o no a las
proteinas plasmaéticas. La eficacia de un farmaco puede verse afectada por el grado en
el que se une a las proteinas sanguineas, ya que cuanto mas ligada se encuentre,

menos eficiente mente puede atravesar las membranas celulares o difundirse.

Interpretacién: El predictor muestra la relacién entre la concentracion del compuesto
unido y la concentracion total. Los valores mayores a 0.9 implican una unién importante
a las proteinas plasmaticas, en cambio, valores inferiores a 0.2 implican una escasa

union.
- Permeabilidad de la barrera hemato-encefélica (BBB Permeability)

El cerebro se encuentra protegido de componentes exdgenos mediante la barrera
hemato-encefélica (Blood-Brain Barrier, BBB). La habilidad de un farmaco de entrar al
cerebro es un parametro importante a tener en cuenta para ayudar a reducir los efectos
secundarios y toxicidades o para mejorar la eficacia de los farmacos cuya actividad esta
dentro del cerebro. La permeabilidad de la BBB se mide in vivo en animales modelo

como logBB, el ratio logaritmico de concentracion del farmaco en del cerebro al plasma.

Interpretacion: Para un compuesto dado, un logBB > 0.3 es considerado como un
compuesto con facilidad para cruzar la barrera, mientras que moléculas con logBB < -1

son consideradas como poco distribuidas al cerebro.

- Permeabilidad al Sistema Nervioso Central (CNS permeability)
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Medir la permeabilidad cerebral de la sangre puede ser dificil con factores confusos. La
superficie del producto de la BBB (logPS) es una medida mas directa. Se obtiene de in
situ de perfusién de cerebro con el compuesto inyectado directamente en la arteria
cardtida. Esto carece de los efectos de la distribucion sistémica que puede distorsionar

la penetracién cerebral.

Interpretacion: Se considera que los compuestos con un logPS > -2 penetran en el
sistema nervioso central (SNC), en cambio, los que presentan un logPS < -3 no penetran
en el SNC.

c. Metabolismo:
- Inhibicién del citocromo P450 (Cytochrome P450 inhibitors)

El citocromo P450 es un importante enzima de desintoxicacion, encontrada
principalmente en el higado. Realiza la funcién de oxidacién de xenobibticos para
facilitar su excrecion. Muchos farmacos son desactivados por el citocromo P450 y otros
son activados por €l. Los inhibidores de esta encima, puede afectar al metabolismo de
farmacos y esta contraindicado. Por lo tanto, es importante evaluar la habilidad de un
compuesto a inhibir el citocromo P450. Existen modelos para diversas isoformas
(CYP1A2/CYP2C19/CYP2C9/CYP2D6/CYP3A4) de la encima.

Interpretacion: Un compuesto es considerado inhibidor de la P450 si la concentracion
requerida para inhibir el 50% es menor a 10uM. El modelo determina si un compuesto
es probable inhibidor de la P450.

- Sustrato de la P450 (CYP2D6/CYP3A4 substrate)

El citocromo P450’s es responsable del metabolismo de muchos farmacos. Sin
embargo, los inhibidores de este citocromo pueden alterar dramaticamente la
farmacocinética de estos farmacos. Por lo tanto, es importante evaluar si un compuesto
puede ser sustrato de la P450. Las dos isoformas responsables del metabolismo de

farmacos son la 2D6 y la 3A4.

Interpretacion: El modelo evalia si una molécula es probable metabolizada por la
P450.

d. Excrecion:
- Sustrato de la OCT2 renal (Renal OCT2 substrate)

La OCT2 (transportador catiénico organico 2) es un transportador de captacion renal

que juega un papel importante en la eliminacién renal de farmacos y componentes
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endogenos. Los sustratos de OCT2 también tienen potencial en interacciones adversas

cuando es coadministrado con inhibidores de OCT2.

Interpretacion: El modelo evalla si un compuesto es probable que sea sustrato de la
OCT2.

- Eliminacion total (Total Clearance)

La eliminacién de farmacos se mide mediante la constante de CLtot, y primeramente
ocurre como una combinacién de la actuacion hepatica (metabolismo del higado y la
vesicula biliar) y la renal (excrecion a través de los riflones). Es importante para

determinar los niveles de dosis para conseguir un estado estable de concentracion.

Interpretacién: ElI modelo predice la eliminacién total de un compuesto en

log(ml/min/kg).

e. Toxicidad:
- Dosis letal 50 en ratas (Rat LD50)

El valor de la dosis letal (LD50) es una medida estandarizada de toxicidad usada para
evaluar la toxicidad relativa de moléculas. La LD50 es la cantidad de un compuesto dado

que provoca la muerte del 50% del grupo de animales utilizado como test.
Interpretacion: Prediccion de la dosis LD50 en ratas en mol/kg.
- Test Ames de mutagénesis (AMES toxicity)

El test Ames es un método ampliamente utilizado para evaluar componentes

potencialmente mutagénicos usando bacterias.

Interpretacién: Un test con resultado positivo indica que el componente es mutagénico,

en cambio, el resultado negativo indica que el componente no es mutagénico.
- Toxicidad en T.pyriformis (T. pyriformis toxicity)

La T. pyriformis es un protozoo cuya resistencia a la toxicidad es habitualmente utilizada

como punto final téxico.

Interpretacion: Para un compuesto dado, se predice el plIGC50 (logaritmo negativo de
concentracion requerida para inhibir el 50% del crecimiento en log ug/L). Si se obtiene

un valor mayor a -0.5 log ug/L es considerado toxico.

- Toxicidad en Fathead Minnows (Minnow toxicity)
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La concentracion de dosis letal (LC50) representa la concentracion de una molécula
necesaria para provocar la muerte del 50% de Fathead Minnows (Pimephales

promelas).

Interpretacion: Se predice la LC50 de un compuesto dado, los valores por debajo de

0.5mM (log LC50 < -0.3) son considerados como elevada toxicidad.
- Dosis méxima tolerada (Maximum Recommended Tolerated Dose-MTRD)

La maxima dosis tolerada recomendada produce un estimador del umbral de la dosis
téxica de quimicos en ser humano. Esto ayuda a guiar la dosis de inicio maxima
recomendada para los farmacéuticos en ensayos clinicos en fase |, los cuales,

actualmente, se basan en extrapolaciones de datos animales.

Interpretacién: De un compuesto dado, si el MRTD es menor o igual a 0.477

log(mg/kg/day) se considera bajo y alto si es superior a 0.447 log(mg/kg/day).
- Toxicidad crénica oral en Rata (Oral Rat Chronic Toxicity)

La exposicion de quimicos en dosis bajas-moderadas en largos periodos de tiempo es
un aspecto significativo en muchos tratamientos. Estudios crénicos permiten identificar
la dosis mas baja de un componente, mediante la cual se observa un efecto adverso

(LOAEL), y la dosis mas alta en la gue no se observa efecto adverso (NOAEL).

Interpretacion: Para un compuesto dado, el predictor genera el log Lowest Observed
Adverse Effect Level (LOAEL) en log(mg/kg bw/day). Los resultados del LOAEL
necesitan ser interpretados en relacion a la concentracion bioactiva y a la duracion del
tratamiento.

- Toxicidad hepatica (Hepatotoxicity)

La lesidn hepética inducida por farmacos es un importante problema de seguridad para
el desarrollo de éstos y una causa importante de su desgaste. Por lo tanto, es un punto

crucial en el disefio de nuevos farmacos.

Interpretacion: El modelo predice si un compuesto dado es probable que se encuentre

asociado con una disfuncion en el desarrollo habitual del higado.
- Sensibilizador de la piel (Skin Sensitization)

La sensibilizacién de la piel es uno de los potenciales efectos adversos en productos

aplicados dérmicamente.
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Interpretacion: El modelo predice si un compuesto dado se puede ver asociado como

sensibilizador de la piel.
- Inhibicién de la hERG I/ll (hERG | and Il Inhibitors)

La inhibicién de los canales de potasio codificados por hERG es la principal causa de
desarrollo del sindrome QT largo — conduciendo a una fatal arritmia ventricular, hecho

gue ha provocado la retirada de numerosas sustancias del mercado farmacéutico.

Interpretacion: El modelo predictor determina si un compuesto es probable inhibidor de
la hERG l/II.

Obtencién de la representacion 3D de los compuestos y cavidades mediante los

programas Chimera (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) del Resource for Biocomputing,

Visualization and Informatics (UCSF) y Jmol (http://imol.sourceforge.net/). Estos

programas permiten la visualizacién y el andlisis de estructuras moleculares.
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3. Resultados
3.1. Busquedade laestructurade laHTT

a. Obtencién de la secuencia

Para la obtencion de la secuencia de la HTT se ha recurrido al servidor genémico de la
University of Santa Cruz. Este servidor permite buscar la proteina por su nombre y
proporciona un diagrama mostrando su posicion en el genoma humano (version
GRCh38/hg38), tal y como se observa en la imagen 8.

UCSC Genome Browser on Human Dec. 2013 (GRCh38/hg38) Assembly

move <<< | << | < [ > | >> | >>>|zoomin 15x | 3x | 10x | base zoomout| 1.5x | 3x | 10x | 100x
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chra: | 3,100, 600 3,150, ool 3,200, 080| 3,250, 009
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Imagen 8. Posicion del gen de la HTT en el genoma humano GRCh38/hg38 en el servidor genémico de la UCSC.
Observamos que el gen de la HTT se encuentra en el cromosoma 4. Su secuencia
gendmica se encuentra entre las posiciones 3.074.510-3.243.960 con un tamafo de

169.341 nucledtidos en la cadena + (imagen 9).

mMRNA/Genomic Alignments (NM_002111.7)

BROWSER | SIZE IDENTITY CHROMOSOME STRAND START END QUERY START END TOTAL

browser | 13646 100.0% 4 + 307451@ 3243966 NM_0©2111.7 1 13652 13669

View details of parts of alignment within browser window.

Position: chr4:3074510-3243960
Band: 4p16.3

Genomic Size: 169451

Strand: +

Gene Symbol: HTT

CDS Start: complete

CDS End: complete

Imagen 9. Posicionamiento y caracteristicas del gen de la HTT.

En el mismo servidor Web UCSC podemos obtener la secuencia gendémica completa y
las predicciones de las secuencias de mRNA y proteica. Esta Ultima se encuentra
adjunta en la seccion a. del Anexo 1 debido a su longitud (3144 aminoacidos), pero en

la imagen 10 se presenta el fragmento inicial.
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>NP_802102.4 length=3144

MATLEK LMKAFESLKSFQQQQ0000000000QQ000QQQ0QPPPPPPPPPP
PQLPQPPPQAQPLLPQPQPPPPPPPPPPGPAVAEEPLHRPKKELSATKKD
RVNHCL TTCENTVAQSVRNSPEFQKLLGTAMELFLLCSDDAESDVRMVAD
ECLNKVIKALMDSNLPRLQLELYKEIKKNGAPRSLRAALWRFAELAHLVR
PQKCRPYLVNLLPCLTRTSKRPEESVQETLAAAVPK IMASFGNFANDNE I
KVLLKAFTANLKSSSPTIRRTAAGSAVSICQHSRRTQYFYSWLLNVLLGL
LVPVEDEHSTLLILGVLLTLRYLVPLLQQQVKDTSLKGSFGVTRKEMEVS
PSAEQLVQVYELTLHHTQHQDHNVVTGALELLQQLFRTPPPELLQTLTAY
GGIGQLTAAKEESGGRSRSGSIVELTAGGGSSCSPVLSRKQKGKVLLGEE
EALEDDSESRSDVSSSALTASVKDETSGELAASSGVSTPGSAGHDIITEQ
PRSQHTLQADSVDLASCDLTSSATDGDEEDILSHSSSQVSAVPSDPAMDL
NDGTQASSPISDSSQTTTEGPDSAVTPSDSSEIVLDGTDNQYLGLQIGQP
QDEDEEATGILPDEASEAFRNSSMALQQAHL LKNMSHCRQPSDSSVDKFY
LRDEATEPGDOENKPCRIKGDIGOSTDDDSAPLVHCVRLLSASFLLTGGK

Imagen 10. Secuencia inicial de la

b. Busqueda estructural por homologia

Utilizaremos la secuencia de aminoacidos obtenida en el servidor genémico del UCSC
para la busqueda estructural por homologia de estructuras para la HTT, ya que ésta no

se encuentra descrita.

Para este paso se utiliza el programa i-TASSER que nos permite realizar predicciones
de estructura y funcién de proteinas. Debido a la limitacion de un maximo de 1500
aminoacidos por entrada (la HTT tiene 3144) se ha dividido la secuencia en dos, del
namero 1 al 1500 y del nimero 1501 al 3000.

Parte Fragmento (AAs

1 1-1500
2 1501-3000

Tabla 1. Fraccionamiento de la secuencia aminoacidica de la HTT para su andlisis con I-TASSER.

Se obtienen como resultado las predicciones de la estructura secundaria, la
accesibilidad del solvente, el B-factor normalizado, proteinas estructuralmente
parecidas en PDB y funcion.

El objetivo de este apartado es la busqueda estructural de la HTT por homologia, por lo
tanto, se presta atencion a los PDBs obtenidos como proteinas estructuralmente

parecidas, es decir, PDBs seleccionados como plantilla de alguna fraccion de la HTT.

Los 10 mejores resultados se encuentran clasificados en la tabla 2:

Parte PDB Enlace TMs

51J0 | http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=>5ijo 0.802
3S4W | http://lwww.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3s4w | 0.285
3HMJ | http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3hmj 0.281
1XI15 http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=1xi5 0.279
1 2UVC | http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=4Vv59 | 0.279
2PFF | http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=2pff 0.278
5T8V | http://www.rcsh.org/pdb/explore/explore.do?structureld=5t8v 0.278
2BKU | http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=2bku 0.275
2X19 | http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=2x19 0.272
3W3T | http://lwww.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3w3t | 0.264
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http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3s4w
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3hmj
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2x19

5H64
5FVM
4JSP
5HB4
2 2BKU
1WA5
1QGK
3W3T
4XRI
275N

http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=5h64 | 0.939
http://www.rcsh.org/pdb/explore/explore.do?structureld=5fvm 0.820
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=4jsp 0.396
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=5hb4 | 0.336
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=2bku 0.324
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=1wa5 | 0.323
http://www.rcsh.org/pdb/explore/explore.do?structureld=1qgk | 0.317
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3w3t | 0.316
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=4xri 0.313
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=2z5n 0.306

Tabla 2. Top 10 mejores resultados obtenidos por I-TASSER como resultado de la busqueda por homologia a la
secuencia de aminoacidos de la HTT clasificadas por TM-score.

Seleccionamos sélo aquellos resultados con un TM score (TMs) superior a 0.8. Con este

método queda seleccionado el PDB 51JO de la primera parte de la proteina y los PDBs

5H64 y 5FVM de la segunda parte (aunque se ha realizado el estudio con todos los

resultados obtenidos como PDB).

Parte PDB TM score

1 5130 0.802
2 5H64 0.939
5FVM 0.820

Tabla 3. Resultado del cribado de la prediccion por homologia segin TM-score.

En las imagenes siguientes (imagenes 11, 12 y 13) se muestran las estructuras 3D de

los PDB seleccionados:

Imagen 11. Estructura 3D del PDB 51J0O. Imagen 12. Estructura 3D del PDB 5H64.
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Imagen 13. Estructura 3D del PDB 5FVM.

Ademas, para obtener un mayor andlisis, se afiaden los PDBs almacenados en ZINC
como representativos de la HTT, mostrados en la tabla 4:

PDB Enlace

2D3X http://www.rcsb.org/pdb/results/modelResults.do

3104 http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3104

3106 http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3106

3I0R http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=310R
30T http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=310T

30U http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=310U

310V http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=310V

3I0W http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=310W
3LRH http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3LRH

Tabla 4. Estructuras del PDB almacenadas en ZINC como representativas de la HTT.

Se adjuntan a continuacion las imagenes de la estructura 3D de los PDB anteriores
(imégenes de la 14 a la 22):

Imagen 14. Estructura 3D del PDB 2D3X. Imagen 15. Estructura 3D del PDB 3104.
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http://www.rcsb.org/pdb/results/modelResults.do
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3IO4
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3IO6
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3IOR
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3IOT
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3IOU
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3IOV
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3IOW
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3LRH

Imagen 18. Estructura 3D del PDB 3IOT. Imagen 19. Estructura 3D del PDB 3I0U.

Imagen 20. Estructura 3D del PDB 3|0V. Imagen 21. Estructura 3D del PDB 3I0OW.
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Imagen 22. Estructura 3D del PDB 3LRH.

c. Busqueda estructural por modelaje

La obtencién de modelos predictores de la estructura de la HTT, como en el apartado
anterior, se realiza mediante el programa I-TASSER. Como resultado obtenemos 10
modelos, 5 por parte analizada con sus respectivas imagenes de la estructura 3D vy c-
score. En latabla 5 se muestra el c-score de los modelos y, a continuacion, las imagenes

de la estructura de los modelos (imagenes de la 23 a la 32).

Parte Modelo C-score
-1.66
-2.53
-2.59
-2.62
-2.72
-0.63
-1.56
-1.97
-2.91
-2.92

Tabla 5. C-score de los modelos obtenidos por I-TASSER.

O WNREFPOR~WDNE
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Parte 1

Imagen 24. Estructura 3D del Modelo 2.

Imagen 26. Estructura 3D del Modelo 4.

- T
5 -
ol S
»
S f 35
o

Imagen 27. Estructura 3D del Modelo 5.
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Parte 2

Imagen 30. Estructura 3D del Modelo 3. Imagen 31. Estructura 3D del Modelo 4.

Imagen 32. Estructura 3D del Modelo 5.

Para el andlisis de los modelos se seleccionan los dos mejores resultados de cada parte,
en este caso seleccionaremos los modelos 1y 2 de la parte 1 con c-score -1.66 y -2.53,
respectivamente, y los modelos 1 y 2 de la parte 2 con c-score -0.63 y -1.56,

respectivamente.
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3.2. Obtencion de ligandos que se unan ala prediccion de laHTT
a. Busquedade cavidades

Con los PDBs y los modelos seleccionados para analizar obtenidos de I-TASSER, y los
PDBs representativos de la HTT obtenidos de ZINC, se realiza la busqueda de sus
cavidades. Esta tarea la permite realizar el programa fpocket del RPBS.

Fpocket permite, a partir de los archivos en formato .pdb, identificar cavidades en las
diferentes estructuras analizadas y representar los resultados mediante los residuos que

forman dichas cavidades para su posterior virtual screening.

Se utiliza el PDB 5FVM como ejemplo de los pasos realizados (el PDB 5FVM se ha
seleccionado como ejemplo, ya que ofrece diferentes resultados muy ilustrativos para
representar los pasos seguidos en el trabajo. Este analisis se ha realizado con todas las

plantillas seleccionadas que se muestran en el apartado b. del Anexo):

i.  Obtencién del archivo .pdb en la web del Protein Data Bank y carga en

fpocket (imagen 33).

P r L) An Information Portal to H
] = ) 129942 Biological
Macromolecular Structures

PROTEIN DATA BANK Advanced Search | Browse by Annotations

FrpE @orere Nillme i (G i (6yao]

Structure Summary 3D View Annotations Sequence Sequence Similarity Structure Similarity Experiment

( Biological Assembly 1@ ) 5EVM Wi Display Files -

FASTA Sequence

Cryo electron microscopy of a complex of Tor and Lst8
PDB Format

PDB Format (gz)

DOl 10 2210/pdb5Sfvm/pdb  EMDataBank: EMD-3329

Classification: TRANSFERASE

Deposited: 2016-02-09 Released: 2016-04-20
PDBx/mmCIF Format

Deposition author(s) Baretic, D.. Berndt. A.. Ohashi. Y., Johnson. C.M.. Willi

Organism: Kluyveromyces marxianus PDBxmmCIF Format (gz)
Expression System' KLUYVEROMYCES MARXIANUS

Mutation(s): 8 PDBML/XML Format (gz)

structural Biology Knowledgebase: 5PV
Download EM Map

Experimental Data Snapshot wwPDB Validation
Biological Assembly (PDB format - gz) (A)
Method: ELECTRON MICROSCOPY Metric
Resolution 6.7 A Clashscore I ] — 14
_ . - . - Aggregation State: Particle Ramachandran outlier r— o 6%
o R KL ardeme e R ([ ETres]) Specimen Type: Vitreous Ice § e
Standalana Viswars Recanstruction Methad- Sinale Parficle

Imagen 33. Entrada del PDB para la estructura 5FVM.

ii. Obtencién de las cavidades y seleccién de las 3 primeras, mejores cavidades

(imagen 34).

Change representation v

357 pockets detected

Pocket 0  [aTM] [VERT]
# Show alpha spheres Show envelope | Select residues |

Pocket 1  [aTM] [VERT]
¥ Show alpha spheres [J Show envelope | Select residues |

Pocket 2 [ATM] [VERT]
¥ Show alpha spheres Show envelope | Select residues

Pocket 3  [ATM] [VERT]
# Show alpha spheres Show envelope | Select residues |

Pocket 4 [ATM] [VERTI
# Show alpha spheres [J Show envelope | Select residues |

Imagen 34. Resultados parciales obtenidos del analisis del PDB 5FVM en fpocket. Las estructuras de la
izquierda son la representacion 3D de las dos mejores cavidades que se encuentran 5FVM.
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iii. Cambio del formato de los de residuos para la realizacion del virtual

screening.
Residuos de la cavidad 1 del PDB 5FVM:

_A_PRO_1313 , A_PRO_1313 , A_LYS 1312 , A LEU 888_, A GLY 891 , A M
ET 889 , A MET 889 , A LEU 2222 , A LEU 2222 , A VAL_885 , A SER 22
26_, A_ARG_2225 , A HIS_1309 , A ARG_2225 , A HIS_1309 , A LYS 1312 ,
_A_SER 2227 , A_SER 2224 , A_SER_ 2227 , A_GLU_1308_, A SER 2224 , A
_SER 2227 , A_TRP_ 2221 , A SER 2224 , A ARG_2225 , A GLU 1308 , A H
IS 1309 , A_GLU 1308_, A_PRO_1313_, A LYS 1312 , A_LEU 888 , A MET 8
89 , A VAL 885 , A MET 889 , A LEU 2222 , A VAL 885 , A HIS 1309 , A_
LEU_888 , A_PRO_1313 , A_GLU 1305 , A_SER 2226 , A_SER 2226_, A_GL
U_1305_, A _SER_2226_, A ARG_864_

b. Virtual Screening basado en estructura

Obtenidas las 3 cavidades y sus respectivos residuos en el formato mostrado

anteriormente, se realiza el virtual screening mediante MTiOpenScreen.

iv.  Seleccion de la opcidn Grid calculation>List of residues para la realizacion
del screening en una cavidad concreta, definida por sus residuos.

v. Unavezrealizado el screening se seleccionan los 15 primeros ligandos (tabla
6).
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Ligando Library isLeadLike HBA

57263673 _Intermediate 1 -10.0 7 iPPI-lib Y 8 1 3.67 488.987 111.82
17450998_Accepted 1 -10.0 4 iPPI-lib Y 7 1 4 395.413 88.55
134215354 _Accepted 1 -10.0 3 iPPI-lib Y 4 0 3.32 447.589 62.83
24340809 _Intermediate 1 -9.9 3 iPPI-lib Y 6 2 4.8 357.408 83.56
3711353 _Intermediate 1 -9.9 4 iPPI-lib Y 8 2 2.12 414.359 105.56
859284 Intermediate 1 -9.9 2 diverse-lib N 9 1 1.72 359.338 97.19
49822553 Intermediate 1 -9.8 7 iPPI-lib N 5 4 4.48 500.499 144.69
4260948 Intermediate 1 -9.8 4 diverse-lib N 8 0 5.08 534.513 84.53
26617933_Accepted 1 -9.8 4 iPPI-lib Y 5 1 2.35 420.439 93.01
22411472 Intermediate 1 -9.8 5 diverse-lib N 5 1 5.39 453.409 66.84
26616550 _Accepted 1 -9.8 3 diverse-lib Y 7 1 1.95 420.504 82.44
17460498 Intermediate | 1 -9.8 2 iPPI-lib N 6 0 4.35 368.341 84.48
17512216 _Intermediate 1 -9.8 10 diverse-lib N 7 1 5.33 511.446 94.84
24315179 Intermediate 1 -9.7 5 diverse-lib N 7 0 3.25 458.532 106.61
124756657 Intermediate 1 -9.7 5 diverse-lib N 8 0 2.8 456.374 91.63

Tabla 6. Ligandos obtenidos como resultado del virtual screening del PDB 5FVM en la cavidad 1.
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3.3.  Analizar las propiedades fisico-quimicas de los ligandos obtenidos

Los ligandos seleccionados en los apartados anteriores, atendiendo a su estructura
molecular, tienen unas propiedades fisico-quimicas determinadas. Un ejemplo de ello
es, como se muestra a continuacién, ligandos con propiedades mutagénicas. Esta
mutagenecidad es detectada mediante la comparacion molecular con patrones ya
conocidos como mutagénicos. Se observa, como ejemplo, que el ligando
17450998_Accepted seleccionado en la cavidad 1 del PDB 5FVM ha sido clasificado

como mutagénico (Tabla 7):

1745008 Acceped . @) @) @ 0@

Tabla 7. Andlisis de propiedades farmaco-quimicas del compuesto 17450998_Accepted.

Esta clasificacion es debida a que en su estructura se encuentra un patrén que, en otros
compuestos ha demostrado ser mutagénico. En la imagen 35 se observa, en la parte
izquierda, la estructura del compuesto y, en la parte derecha, la estructura del patrén

mutagénico que se detecta en ella.

Fragment found: SM96

N

N

N

Sarpy alert n. 96 for Mutagenicity

O=C(Nclnoc(cl)C)chnn3c(nc(cc3(c2cccec2))cdcceced)cs | cle(nn(cl))

Imagen 35. Estructura del compuesto 17480998_Accepted, parte izquierda, junto a la estructura que lo clasifica
como mutagénico, parte derecha.

En cambio, encontramos también el caso opuesto, es decir, compuestos que presentan
estructuras clasificadas como no mutagénicas. Un ejemplo de ello es el ligando
134215354_Accepted seleccionado en la cavidad 1 del PDB 5FVM (presentado en la
Tabla 8).
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Mut Car Tox SENES

Lf o 134215354 Accepted () ® O O

Tabla 8. Analisis de propiedades fisico-quimicas del compuesto 134215354_Accepted.

Esta clasificacion es debida a que en su estructura se encuentran siete patrones que,

en otros compuestos han demostrado ser no mutagénicos. En laimagen 36 se muestra,

en la parte izquierda, la estructura del ligando 134215354 Accepted y en la parte

derecha se muestran los patrones que clasifican este ligando como no mutagénico

Fragment found: SM138 Fragment found: SM141

Sarpy alert n. 138 for NON-Mutagenicity Sarpy alert n. 141 for NON-Mutagenicity
Fragment found: SM160 Fragment found: SM163

.

Sarpy alert n. 160 for NON-Mutagenicity Sarpy alert n. 163 for NON-Mutagenicity
Fragment found: SM169 Fragment found: SM177

X 4

Sarpy alert n. 169 for NON-Mutagenicity Sarpy alert n. 177 for NON-Mutagenicity
Fragment found: SM182

Sarpy alert n. 182 for NON-Mutagenicity

' 134215354 _Accepted

0O=C5C2(C(=C3C(=C(clcccccl)C2)CN(CI)S(=0)(=0)c4ccec(ccd)C)CC5(C)C)(C)

SM138
SM141
SM160
SM163
SM169
SM177
SM182

S(=0)(=0)(clccceccl)N
cl(CCCCCC)cccccl
C=CcC=C(CCC)C
CCccccce
Cc(co)ccece
C(=0)cccecece
CCCcC(C)C

Imagen 36. Estructura del compuesto 134215354 _Accepted, parte izquierda, junto a las estructuras que lo clasifican
como no mutagénico, parte derecha.
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Como se presenta mas adelante, esta clasificacion puede extrapolarse al andlisis de

otras propiedades como puede ser la carcinogénesis.

A continuaciéon, se analizan las propiedades fisico-quimicas de los ligandos

seleccionados anteriormente en el virtual screening.

Para realizar dicho analisis se utiliza el programa VEGA QSAR. El programa nos permite

seleccionar diferentes test, de los cuales, se han seleccionado los siguientes:

- Mutagenicity (Ames test) model (ScarPy/IRFMN) —v. 1.0.7.
- Carcinogenicity model (ISS) —v. 1.0.2

- Developmental/Reproductive Toxicity library (PG) —v. 1.0.0
- Skin Sensitization model (CAESAR) —v- 2.1.6

Se han generado diversas tablas con los resultados de los test de propiedades fisico-
quimicas de las plantillas y modelos analizados. Estas se encuentran en el apartado b.
del Anexo. A continuacion, se muestra la tabla 9 con los datos del ejemplo comentado
hasta ahora del PDB 5FVM en la cavidad 1.
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5FVM Cavidad 1

Mut Car Tox
jcepol
5 26616550 Accepted ‘

T 17450998 Accepted .

e
o]

©
V(o gy 134215354_Accepted .

ROBDG@ .
" 24340809 Intermediate
o)
8 -
p}n .. 3711353 Intermediate
Cy
Redife -
W@“Qf 859284 Intermediate
ﬁiii% 49822553_Intermediate
©
i

Q 4260948 Intermediate
g -

©§3\i~o 26617933_Accepted
©
7y _‘© ) 22411472_Intermediate
‘@ffcqo 26616550_Accepted
/jf i{ 17460498_Intermediate

IT?@U@Yv@ 17512216_Intermediate

PR 24315179 _Intermediate

1

n
@
>
»

- -36,
SN
/\»’*Z?“ Qz 124756657_Intermediate

Tabla 9. Andlisis de las propiedades fisico-quimicas de los 15 ligandos seleccionados de la cavidad 1 del PDB
5FVM.
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Tal y como se observa en la tabla 9, se analizan los ligandos mediante los 4 test:

- Mut. Test de mutagénesis.

- Car. Test de carcinogeénesis.

- Tox. Test de toxicidad.

- Sens, Test de sensibilidad a la piel.

Y los resultados se han representado en colores:

- Circulo verde. Resultado negativo.

o No mutagénico, No-carcindgeno, No-tdxico o No-sensibilizador.
- Circulo rojo. Resultado positivo.

o Mutagénico, carcindgeno, toxico o sensibilizador.
- Circulo amarillo. Resultado posiblemente negativo.

o Posiblemente no-mutagénico.

Por lo tanto, de la tabla 9 se observa que en la cavidad 1 del PDB 5FVM existen dos

ligandos que no presentan positividad en ningun test:

- Lamolécula 134215354 Accepted que presenta negatividad en los 4 test.
- La molécula 24340809 Intermediate que presenta posibilidad de no

mutagénesis y negatividad en los otros 3 test.

Este proceso de busqueda y seleccién de las 3 cavidades, el virtual screening, la
seleccidn de los 15 primeros ligandos y el andlisis de las propiedades farmaco-quimicas,
se ha realizado con las plantillas encontradas en PDBs que han sido seleccionados
como representativos de la HTT, con los modelos de prediccion por modelaje y con los

PDB representativos de ZINC, analizando asi un total de 720 ligandos.

En la tabla 10, mostrada a continuacién, se muestran los 64 ligandos que han pasado
los 4 test negativos (nombre en color verde) o posiblemente negativos (nombre en color

amarillo) de los analizados.
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PDB Cavidad Compuesto SMILE
1 24384739 Intermediate | O=C(C2C(=0)C1CC(F)CC(F)C1[NH+](C2)CC3CCC(F)CC3)C4CCcCc(0C)Ccc4
49736207 Intermediate | O=C(Nclncc(ccl)C)CCc3nnc2ccc(nn23)NSCCN(cdccec(OC)cd4)CCh
2 24285578 Intermediate | O=C(c2ccc(Oclcec(ccl[NH+](O)O)C(F)(F)F)cc2)N4Cc3cceccc3CC4
5130 103060909 Accepted O=C(NC)clccc(ccl)CN(C(=0)c2ccee(c2)S(=0)(=0)N4Cc3cceecc3CC4)C
22402942 Intermediate | O=C(OCC(=O)NC(=0O)NC(C)(C)C)c2nc(clcceecl)n(n2)c3cecc(c3)C(F)(F)F
3 26636173 Intermediate | O=C1[NH+]c4cc50CCOc5(cc4(C=C1LCN(C(=0)c2cce(cc2)C(C)(C)C)C3CCCLI))
14741630 Accepted O=C1C2(CN(CC1L(CN(C2)S(=0)(=0)c3cce(cc3)C)CC)S(=0)(=0)c4ccc(ccs)C)CC
1 134215354 Accepted O=C5C2(C(=C3C(=C(clcccecl)C2)CN(C3)S(=0)(=0)c4cec(ccd)C)CC5(C)C)(C)
S5FVM 24340809 Intermediate | O=C2NC(N=C(clcccccl)C2)Ncanc3c(cc(cc3C)C)e(n4)C
2 24395117 Intermediate | O=C4clcccccl[n+]3c(n[nH]c3(c2cc(OC)cecc2(0C)))[NH+]4CCc5cceech
5H64 2 17506462 Intermediate | O[NH+](O)c2cc(ccc2(Oclcec(c(cl)C)C))ec3nnc(o3)cdceccecd
3 124948715 Accepted O=C(OC)clccee(cl)cdcc3c(OC(CNC(=0)c2cnccc2)C3)c(c4)Cl
2D3X 1 56321493 Intermediate | O=C(Oclccc(ccl)N(C)S(=0)(=0)c2cce(c(c2)C)C)CN3C(=0)NC4(C3(=0))(CCCC4)
24280435 Intermediate | O=C(NCC1CCCCC1(OC))C2C(=0)C3CC(CCC3(INH+]C2))S(=0)(=0)N(C)CCACCCCC4
1 24275095 Intermediate | O=C(Nclccce(cl)C(F)(F)F)c2cec(cc2)C3=N[NH+](C(=0O)c4ccccc34)C
99494974 Intermediate | O=C(NCclcccc(cl)C(F)(F)F)c4cec3e(nc(C=20C(CO)C(0O)C(0)C=2)s3)c4
26729711 Intermediate | O=C(Nclccc(OC(F)(F)F)ccl)NCc2nc(no2)c3ccc(cc3)C(F)(F)F
93575679 Accepted O=C(NCC[NH+](Cclcccccl)C(C)C)c2cce3c(c2)CN(CC3)S(=0)(=0)c4ccc(ced)C
3106 24708148 Intermediate | O=C(NC(clcccecl)C4(C)(CC4A(C(C(=0)Nc2cce3eccee3(c2))C)))e5noc(c5)C
2 26644266 Intermediate | O=C1[NH+]C(=Nc3c1c2c(CC(CC2)C(C)(C)C)s3)CN5CCN(C(=0)c4ccc(OC)ccd)CCh
24285578 Intermediate | O=C(c2ccc(Oclccc(ccl[NH+](O)O)C(F)(F)F)cc2)N4Cc3cceccc3CC4
3 24305643 Intermediate | O=C(N2CCN(clccce(c1C)C)CC2)C4CCC(CNS(=0)(=0)c3cec(ccl3)C)CC4
57581506 Intermediate | OS(O)(clccc(ccl)C)NSCCN(c3nc(nc2ceccc23)cdcceccd)CCh
1 160654107 Accepted 0O=S(=0)(clcce(ccl)C)NACCCH(Cce2ccecc?2)(Ce3ceeccc3CC45)
24274677 Intermediate | O=C(Nc2c(c1lc(CC(C)CC1)s2)CN)C4chccecec5(0c3ccecc34)
103073961 Intermediate | FC(F)(F)clccc(ccl)CC(c4nc(Nc2nenc(c2)NCc3occce3)scd)[NH3+]
3I0R 124949702 Intermediate | O=C(NCcinc(oc1C)c2cccc(c2)NC(=0)c3ccoc3C)c4ccec(CHCC(O)(C)C)c4
2 24313594 Intermediate | O=C2clccccclcdcccccd(C(=0)N2c3ccec(c3)C(F)(F)F)
134215354 Accepted O=C5C2(C(=C3C(=C(clcccecl)C2)CN(C3)S(=0)(=0)c4cec(ccd)C)CC5(C)C)(C)
3 24350099 Intermediate | O=C(Nc4ncnc3oc(clcccecl)c(c2ceccec2)c34)C(C)(C)C

26541323 Intermediate

O=C(NC(=0)c2nc(clcccecl)c(o2)C)Nc3ccee(c3)C(F)(F)F
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24389531 Intermediate

0=C(NC1CCCC(C1)C(F)(F)F)C3C(N)C(C(=0)C2CCCCC2)[NH+]4CCCCC34

2 17459615 Intermediate | O=C(O)clccce(cl)NC(=0)C(=NC(=0)c2cccec2)Ce3cccec(c3)[NH+](O)O
30T 3 56321393 Accepted O=C(Nclncc(ccl)C)c2ccece(c2)S(=0)(=0)N4Cc3ccecc3CC4
50086151 Accepted 0O=S(=0)(NCclcccccl)c2cece(cc2)c3noc(n3)CA4CN(CCC4)S(=0)(=0)C
2 124948193 Intermediate | O=C(NCclnc(oc1lC)c3ccccc3(NC(=0)C20CCC2))cacc(F)c(F)cca(F)
310U 26533929 Intermediate | O=C(NC2=Nc3clc(nc(cclC)C)sc3(C(=0)S2))cdcce(ncdC)C(F)(F)F
3 24366176 Intermediate | O=S(=0)(Nc3cclc(OC2CCC(C)CC12)c4cccecc34)c5eccc(ch)[NH+](0)O
26728287 Accepted Fclccce(clecdnoc(c4(c2nnc(o2)c3cec(cec3)C(F)(F)F))C)CI
1 849918 Intermediate O=C(c3n[n+]1c(nc(cclC(F)(F)F)c2ccecc2)[nH]3)N4ACCOCC4
310V 24814817 Accepted O=C(Nclnc(cc(n1l)C(F)(F)F)c2cccecc2)NC(=0)c3cceecc3(0C)
2 935175676 _Accepted O=C(NC2CC[NH+](Cclcccecl)C2)c3cce(cc3)CNS(=0)(=0)c4ccc(ccd)C
1 57267229 Intermediate | O=C(NC1(C)(CCS(=0)(=0)C1))c2cc(ccc2(0C))S(=0)(=0)n4ccc3cceccc3d
3LRH 56316950 Accepted O=C(OCC(=0O)NC(=O)N)clccce(cl)S(=0)(=0)N2CC3(C)(CC2CC(C)(C)C3)
2 144089203 Accepted 0O=C4NCC(clcccc(OC)cl)C3C(C)C2CCC(=0)NC(C(=CC23(0C))C)C(C=CC4)C
Parte | Modelo | Cavidad | Compuesto | SMILE
1 24351364 Intermediate | O=S(=0)(NCC)clcc(ccclC)e3nnc(Nc2ceec(c2)C(F)(F)F)cdceecec34
1 2 161004162 Intermediate | O=C(Nclnc(csl)c2cccec2)c3cn(cdccecec34)S(0)(0)checce(ces)C
3 26533773 _Intermediate | O=C(Nclcccccl)N4CCc2c(ccs2)C4(c3cec(cc3)C(F)(F)F)
1 1 3712316 Intermediate O=C(OCC(=0O)NC(=0)C10c2ccccc2(0C1))ciccc(OCc3c(noc3C)C)ec4
2 24407388 _Intermediate | O=C(OCC)clccc3c(cl)N(C(=0)c2cceccc2S3)Ceacccc(c4)[NH+](0)O
2 3 57269213 Intermediate | O=C(N)clccc(ccl)c2nnn(n2)CC(=0)Nc3ccc(OCC)c(c3)S(=0)(=0)N4CCCC4
26616319 Intermediate | O=C1NC(=[NH+]c3clc2c(CCCC2)s3)C5CN(C(=0)c4cc(F)cc(F)c4)CCCh
14745330 _Intermediate | O=C(NC(c1nnc2n1CCCCC2)Cc4c[nH]c3cccec34)c5cccech
1 1 103060909 Accepted O=C(NC)clccc(ccl)CN(C(=0)c2ccee(c2)S(=0)(=0)N4Cc3cceec3CC4)C
3 3716316 Intermediate O=C1NC5(C(=0O)N1Cc4[nH]nc2[n+]4(c3cccec3(C(=0)[NH+]2CCC(C)C)))(CCC(C)CC5)
2 1 85146724 Accepted O=C(OC(C1=Cc2ccccc2(C(=0)[OH+]1))(C)C)c3cce(ce3)C(F)(F)F
124755824 Accepted O=C4clccceclC(c2nnnn2Cc3ccccc3)N4Cceheec(OC)cch
2 87349039 Intermediate | O=C(N2CCN(clcc(ccclC)C)CC2)CCc3cccec(c3)cdcec(OC)ccd
2 161004162 Intermediate | O=C(Nclnc(csl)c2ccecc2)c3cn(cdcecce34)S(0)(0)c5cec(ceh)C
56320148 Intermediate | O=C(NCC(=0)NclcccecclCC)c2ccec(c2)S(=0)(=0O)NACCN(Cc3cccecc3)CC4
126496946 Intermediate | O=C(Nc2c(C(=0O)NC)clc(CCCC1)s2)c3nc(ncc3Cl)SCc4ccececd
14726530 Accepted FC(F)(F)clccee(cl)C4(0)(CCN(Cc2nnnn2CCc3cccec3)CC4)
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3 24364317 Intermediate | O=C3[NH+]N=C(clccc(c(cl)S(=0)(=0O)Nc2ccccc2)C)cadccccc34
24413249 Intermediate | O=C(Nclccce(OC)c1)C2CCN(CC2)S(=0)(=0)c3cc(cce3C)cdnoc(nd)C

Tabla 10. Ligandos seleccionados por superar los test de las propiedades fisico-quimicas con resultado negativo en todos ellos, nombre en verde, o con posibilidad de no-mutagénesis y los
demas test negativos, nombre en amarillo. Ademas, en la columna derecha, se muestra la estructura en formato SMILE.
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3.4. Analizar las propiedades farmacocinéticas de los ligandos

seleccionados

Los compuestos seleccionados anteriormente por presentar negatividad en los test de
mutagénesis, carcinogénesis, toxicidad y sensibilidad a la piel, tienen diferentes
comportamientos una vez son utilizados como posible farmaco dentro del organismo.
Para un primer analisis de su comportamiento como farmaco se realizan una serie de
test, también a partir de su estructura. Estos test se realizan a través del programa Web

pkCSM (pharmacokinetic propierties) de la University of Cambridge.

Se utilizan los test de forma eliminatoria, empezando por su toxicidad hepatica, seguido
su clasificacion como inhibidor de la hERGII y, por ultimo, la dosis maxima tolerada en

humanos (observamos si es positiva o0 negativa).

Los resultados se muestran en la tabla 10, siguiendo un c6digo de colores. Si el predictor
es positivo se marca en color rojo y queda eliminado para el siguiente test. Si el resultado

es negativo se marca en color verde y se procede a realizar el siguiente test.
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PDB

5130

Cavidad

Compuesto
24384739 Intermediate

49736207 Intermediate

24285578 Intermediate

103060909 Accepted

22402942 Intermediate

26636173 Intermediate

14741630 Accepted

SFVM

134215354 Accepted

24340809 Intermediate

24395117 Intermediate

5H64

17506462 Intermediate

124948715 Accepted

2D3X

P WNDN

56321493 Intermediate

24280435 Intermediate

3106

[EEN

24275095 Intermediate

99494974 Intermediate

26729711 Intermediate

93575679 Accepted

24708148 Intermediate

26644266 Intermediate

24285578 Intermediate

24305643 Intermediate

57581506 Intermediate

3I0R

160654107 Accepted

24274677 Intermediate

103073961 Intermediate

124949702 Intermediate

24313594 Intermediate

134215354 Accepted

24350099 Intermediate

26541323 Intermediate

HEPATOX
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24389531 Intermediate
17459615 Intermediate
56321393 Accepted
50086151 Accepted

2 124948193 Intermediate
310U 26533929 Intermediate
3 24366176 _Intermediate
26728287 Accepted

1 849918 Intermediate
30V 24814817 Accepted

2 935175676 _Accepted

1 57267229 Intermediate
3LRH 56316950 Accepted

2 144089203 Accepted
Compuesto HEPATOX hERG I
24351364 Intermediate
161004162 _Intermediate

26533773 _Intermediate
3712316 Intermediate
24407388 _Intermediate
57269213 Intermediate
26616319 Intermediate
14745330 Intermediate
103060909 Accepted
3716316 Intermediate
85146724 Accepted
124755824 Accepted

2 87349039 Intermediate
2 161004162 Intermediate
56320148 _Intermediate | e —
126496946 Intermediate
14726530 Accepted

w N

310T

1

=
WNEFP WN P

W
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3 24364317 Intermediate
24413249 Intermediate

Tabla 11. Andlisis de las propiedades farmacocinéticas de los ligandos seleccionados por superar los test de las propiedades farmaco-quimicas. El color rojo representa positividad en el test y
el verde, negatividad.
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Observamos que 52 de los 64 ligandos, es decir, el 81.25% de ellos, son eliminados
en el primer test. Como se ha comentado este detecta si el ligando provoca una

disfuncién en el higado.

De los 12 que no presentan toxicidad hepatica, segun el test utilizado, sélo 2 de ellos
son no inhibidores de la hERG Il y, si nos fijamos, resulta ser el mismo ligando unido a

dos estructuras PDBs diferentes.

5FVM 1 134215354 _Accepted NO NO 0.354
3I0R 3 134215354 _Accepted NO NO 0.354

Tabla 12. Liagandos gue han superado los 3 test farmacocinéticos.

El tercer predictor muestra la Maxima Dosis Tolerada Recomendada (MTRD) la cual

observamos que es positiva.

Por lo tanto, obtenemos el ligando 134215354 Accepted como compuesto que ha
superado los test. A continuacion, se realizan la totalidad de los test que nos ofrece el
programa pkCSM con la finalidad de obtener mas informacién farmacocinética que nos

permita seleccionar a este compuesto como un posible farmaco para la enfermedad de

Huntington.
Water Solubility -5.88 log mol/L
Caco-2 Permeability 1411 log Papp in 10°® cm/s
Intestinal Absorption (Human) 97.276 % Absorbed
Skin Permeability -2.644 log Kp
P-glycoprotein substrate No Categorical (Yes/No)
P-glycoprotein | inhibitor Yes Categorical (Yes/No)
P-glycoprotein Il inhibitor No Categorical (Yes/No)
VDss (Human) 0.215 log L/Kg
Fraction unbound (Human) 0 Fu
BBB Permeability 0.016 log BB
CNS Permeability -1.595 log PS
CYP2D6 substrate No Categorical (Yes/No)
CYP3A4 substrate Yes Categorical (Yes/No)
CYP1AZ2 inhibitor No Categorical (Yes/No)
CYP2C19 inhibitor Yes Categorical (Yes/No)
CYP2C9 inhibitor Yes Categorical (Yes/No)
CYP2D6 inhibitor No Categorical (Yes/No)
CYP3A4 inhibitor Yes Categorical (Yes/No)
Total Clearance 0.234 log ml/min/Kg
Renal OCT2 substrate No Categorical (Yes/No)
AMES Toxicity No Categorical (Yes/No)
Max. Tolerated Dose (Human) 0.354 log mg/Kg_bw/day
hERG I inhibitor No Categorical (Yes/No)
hERG Il inhibitor No Categorical (Yes/No)
Oral Rat Acute Toxicity (LD50) 2.927 mol/Kg
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Oral Rat Chronic Toxicity (LOAEL) 1.391

Hepatotoxicity No
Skin Senitisation No
T. pyriformis Toxicity 0.435
Minnow Toxicity -1.184

log mg/Kg_bw/day
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
log ug/L

log mM

Tabla 13. Analisis de las propiedades farmaco-quimicas del compuesto 134215354 _Accepted.

El compuesto 134215354 _Accepted presenta la estructura mostrada en la imagen 37.

Imagen 37. Representacion 3D del compuesto 134215354 Accepted.

También es posible obtener el compuesto unido a la cavidad 1 del PDB 5FVM,

mostrado en la imagen 38.

Imagen 38. Representacion 3D del compuesto 134215354 _Accepted unido a la cavidad 1 del PDB 5FVM.
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4. Discusion

Mediante la secuencia de aminoacidos de la Huntingtina, se ha realizado la prediccion
de su estructura, ya que esta no se encuentra descrita. Mediante prediccién por
homologia se han seleccionado plantillas descritas en PDB con TM-score superior a 0.8
para obtener la mayor homologia posible y descartar aquellos hits que resultan poco
similares. Estas estructuras PDB no son la HTT, pero representan una plantilla de
alguna regién de la misma. Ademas, el programa de prediccion I-TASSER genera
modelos propios de prediccién. Seleccionamos los dos mejores resultados, como en el
caso de la homologia, para descartar aguellos modelos menos fiables. Por dltimo, y con
el fin de evaluar mejor la proteina, se han seleccionado diversos PDBs representativos

de la Huntingtina del repositorio ZINC.

El primer paso del estudio ha sido la busqueda de las cavidades (sitios de union a
posibles ligandos) de todas las estructuras seleccionadas, permitiendo asi potenciar
aquellas con una mayor puntuacion. Se seleccionaron los tres mejores resultados en

cada caso.

El segundo paso ha sido realizar la busqueda virtual (o virtual screening) de ligandos
con capacidad de union a las diferentes cavidades seleccionadas previamente de cada
estructura. Se seleccionaron los 15 mejores resultados con el fin de maximizar la calidad
de los resultados. A continuacién, se realiz6 un docking para comprobar la unién de un

ligando a su cavidad correspondiente.

El tercer paso se ha centrado en el analisis de las propiedades fisico-quimicas de los
ligandos seleccionados, permitiendo asi realizar un primer cribado a los 720 posibles
farmacos. Mediante cuatro test (mutagénesis, carcinogénesis, toxicidad y sensibilidad
de la piel) se han seleccionado 64 ligandos. Todos ellos han resultado negativos en los
test (algunos con resultado posiblemente negativo en mutagénesis) y quedan
seleccionados para el siguiente paso: el analisis del efecto del organismo sobre el

farmaco, es decir, la farmacocinética.

El cuarto y ultimo paso fue la farmacocinética. Mediante diversos test se analizaron la
absorcién, la distribucién, el metabolismo y la toxicidad del ligando. Se utilizé, como
primer factor, el efecto del ligando sobre el higado, es decir, si este produce o no un
funcionamiento anormal en el 6rgano (toxicidad). Observamos que, de los 64 ligandos
que pasaron los test fisico-quimicos, hay 12 (el 18,75 %) de ellos que no presentan
toxicidad al higado. El segundo factor a analizar fue la capacidad de los ligandos a inhibir
la encima hERG Il (ningun ligando era inhibidor de la hERG | por lo que no se tuvo en

cuenta para la seleccién). Este es un punto importante, ya que la encima hERG es un
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transportador de potasio, la inhibicién del cual se ha visto relacionada con la aparicién
de arritmias ventriculares por el sindrome del QT largo (Sanguinetti, Tristani-Firouz,
2006). Este hecho ha provocado la retirada de numerosos productos farmacolégicos del
mercado y el descarte de farmacos en estado de fases preclinicas. En este punto nos
encontramos que dos ligandos de los 12 de los que se ha analizado la inhibicién a la
hERG Il presentan negatividad. Como ultimo factor se observaron sus dosis maximas
toleradas en humanos para descartar resultados negativos. Los dos ligandos

presentaron una dosis positiva, mas concretamente de 0.354.

Llegados a este punto y como los ligando presentaban la misma dosis maxima tolerada
en humanos, se observo que se trataba del mismo compuesto. Este se encontraba unido
a dos estructuras PDB distintas.

El compuesto seleccionado fue el 134215354 Accepted que lo encontramos unido a la
cavidad 1 del PDB 5FVM vy a la cavidad 3 del PDB 3IOR.

En resumen, de los 720 ligando iniciales:

- 64 resultaron negativos en los test de propiedades farmaco-quimicas, es decir,
el 8,89%.

- 12 de los anteriores fueron seleccionados por su negatividad en la toxicidad
hepatica, es decir, el 18,75% de éstos y el 1,67% del total.

- 2 de los seleccionados anteriormente resultaron no inhibir la hERG II, es decir,
el 16,6% de éstos y el 0,27% del total (aunque se observé que eran el mismo

compuesto).

Como resultado se obtuvo un ligando capaz de superar los test impuestos. En este
momento se decidié analizar todas sus propiedades farmacocinéticas en busca de la

obtencion de un posible farmaco potencial para la enfermedad de Huntington.

Tal y como se presenta en la tabla 13 del apartado de resultados, se analiza la
absorcién, la distribucion, el metabolismo y la toxicidad del ligando
134215354 _Accepted dentro del organismo.

En cuanto a la absorcion: este compuesto no es soluble en agua (-5.88 log mol/L a
25°C), es permeable a las células Caco-2 utilizadas como modelo in vitro de la mucosa
intestinal humana (1.411 log Papp en 10°%cm/s), presenta una elevada absorcién
intestinal (97.276%), no es sustrato de la P-glycoprotein por lo que este transportador
no expulsaria el compuesto fuera de la célula, no es inhibidor de la P-glycoprotein Il pero

si inhibidor de la P-glycoprotein | y es impermeable a la piel (-2.644 log Kp).
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En cuanto a la distribucién: tiene un volumen de distribucion estacionario (VDss) que se
encuentra entre los valores minimo y méaximo (0.215 log L/Kg), la fraccion libre o union
a proteinas plasmaticas es nula (0 Fu), es decir, no existe unién a estas, es permeable
a la barrera hemato-encefélica (0.016 log BB) y es capaz de penetrar al sistema nervioso
central (-1.595 log PS).

En cuanto al metabolismo este ligando presenta las siguientes caracteristicas frente a
las isoformas del citocromo P450: es sustrato de la CYP2D6, pero no de la CYP3A4, es
inhibidor de la CYP2C19, de la CYP2C9 y de la CYP3A4, pero no de la CYP1A2y de la
CYP2D6. Por lo tanto, no es metabolizado por la CYP2D6 ya que no es sustrato de ella,
pero si lo es de la CYP3A4, provocando la inhibicion de la encima. No es un buen
resultado, ya que, se estd inhibiendo una encima relacionada con el metabolismo de
productos xenobidticos, al igual que la inhibicion de CYP2C19 y CYP2C9.

En cuanto a la excrecion: no es sustrato de la OCT2 renal, eliminador de farmacos y
compuestos enddgenos de los rifiones, y presenta un valor de eliminacién o depuracion
de 0.234 log ml/min/Kg (mililitros de plasma que se depura de una sustancia

determinada por minuto en relacion a los Kg).

En cuanto a la toxicidad: no presenta mutagénesis en el test Ames utilizado en bacterias,
tiene una dosis tolerada maxima baja (0.354 log mg/Kg_bw/day), no inhibe las enzimas
hERG /11, tiene un valor de dosis letal 50 en ratas (LD50) de 2.927 mol/Kg, presenta
una dosis minima de efecto adverso de 1.391 log mg/Kg_bwi/day, no es hepatotoxico,
no presenta sensibilidad a la piel (coincide con el test realizado en el apartado de
propiedades fisico-quimicas), es téxico para T.pyriformis (0.435 log ug/L) y, también,

presenta una elevada toxicidad en la especie Fathead Minnows (-1.184 log mM).

En resumen, el compuesto 134215354 Accepted tiene aspectos muy buenos, como
puede ser la no inhibicion de las enzimas hERG I/ll o una elevada absorcién intestinal,
pero presenta propiedades adversas importantes como pueden ser la inhibicion a las
isoformas CYP3A4, CYP2C19y CYP2C9 del citocromo P450 provocando la inactivacion
de enzimas relacionadas con la desintoxicacion del organismo. Por tanto, el ligando
obtenido mediante el virtual screening para la Huntingtina no seria un buen candidato a

farmaco contra ésta.

Teniendo en cuenta el resultado final, que de 720 analizados solo un compuesto sea
seleccionado vy, finalmente descartado, hace reflexionar en la dificultad de encontrar
firmes candidatos para una estructura proteica concreta. La parte positiva de ello es que

las nuevas tecnologias hacen mas accesible la obtencién de herramientas de analisis
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de estructuras, permitiendo asi un primer barrido de compuestos y “facilitando” la

realizacion de las mismas tareas que hace unos afios.

Como complemento, una vez terminado el trabajo, se podrian aprovechar los resultados
obtenidos por el programa VEGA QSAR para aumentar el nUmero de compuestos que
obtienen negatividad en la fisico-quimica. Ademas del andlisis de las propiedades fisico-
quimicas, el programa devuelve compuestos similares a los analizados, los cuales
pueden ser negativos para los test que nuestro compuesto fue positivo. Podriamos
obtener una mayor bateria de compuestos y, realizando el docking con el PDB o modelo

al gue se une el compuesto inicial, se comprobaria su unién.
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Conclusiones

A partir de la secuencia gendmica y aminoacidica de la Huntingtina, se han
obtenido 12 plantillas estructurales almacenadas en el PDB y 4 modelos a

analizar, ya que su estructura no se encuentra descrita.

Del virtual screening se han obtenido 720 ligandos, de los cuales, 64 de ellos
han resultado negativos en los test de propiedades fisico-quimicas.

De los ligandos seleccionados en las propiedades fisico-quimicas, 12 han
resultado negativos en toxicidad hepética y, uno de ellos, en inhibicién a la hERG
Il.

Finalmente, este compuesto presenta aspectos muy buenos, como puede ser la
no inhibicién de las enzimas hERG I/ll 0 una elevada absorcion intestinal, pero
presenta propiedades adversas importantes como pueden ser la inhibicién a las
isoformas CYP3A4, CYP2C19 y CYP2C9 del citocromo P450 provocando la
inactivacion de enzimas relacionadas con la desintoxicacion del organismo. Por
tanto, el ligando obtenido mediante el virtual screening para la Huntingtina no

seria un buen candidato a farmaco contra ésta.
Aunque no se ha obtenido un farmaco ideal para la enfermedad, este método

realizado a gran escala por una empresa farmacéutica o grupo de investigacion

puede llevar al descubrimiento de alguno de ellos.
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6. Glosario

ADN
BBB
CAG
c-score
Car
Caco-2
CNS
CYP
EH
HEPATOX
hERG |
hERG I
HTT
I-TASSER
LC50
LD50
LOAEL
LOMETS
MRNA
MTRD
Mut
NOAEL
OCT2
PDB
pkCSM
QSAR
RPBS
Sens
TMs
Tox
UCsC
UCSF
VDss
VEGA
ZINC

Acido desoxirribonucleico

Barrera hemato-encefélica
Citosina-Adenina-Guanina

confidence score

Test de carcinogénesis

Colorectal adenocarcinoma cells

Sistema Nervioso Central

Citocromo P450

Enfermedad de Huntington

Hepatotoxicity

human Ether-a-go-go-Related Gene |
human Ether-a-go-go-Related Gene I
Huntingtina

Iterative Threading ASSEmbly Refinement
Concentracion letal del 50%

Dosis letal del 50%

Lowest Observed Adverse Effect Level
Local Meta-Threading-Server

Acido ribonucleico mensajero

Maximum Recommended Tolerated Dose
Test de mutagénesis

No Observed Adverse Effect Level
Transportador catiénico organico 2

Protein Data Bank

Small-molecule pharmacokinetics prediction
Quantitative Structure-Activity Relationship
Ressource Parisienne en Bioinformatique Structurale
Test de sensibilidad a la piel

Template Modeling score

Test de toxicidad

University of California, Santa Cruz
University of California, San Francisco
Volumen de distribucién en estado estacionario
Virtual Evaluation of cheminal propierties and Toxicity

ZINC Is Not Commercial
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8. Anexo

a. Secuencia de aminoacidos de la HTT

>NP_002102.4 length=3144

MATLEKLMKAFESLKSFQQQQQQQQQQQQQQQQQQAQQQQQPPPPPPPPPPPQLP
QPPPQAQPLLPQPQPPPPPPPPPPGPAVAEEPLHRPKKELSATKKDRVNHCLTICENI

VAQSVRNSPEFQKLLGIAMELFLLCSDDAESDVRMVADECLNKVIKALMDSNLPRLQL
ELYKEIKKNGAPRSLRAALWRFAELAHLVRPQKCRPYLVNLLPCLTRTSKRPEESVQE
TLAAAVPKIMASFGNFANDNEIKVLLKAFIANLKSSSPTIRRTAAGSAVSICQHSRRTQY
FYSWLLNVLLGLLVPVEDEHSTLLILGVLLTLRYLVPLLQQQVKDTSLKGSFGVTRKEM
EVSPSAEQLVQVYELTLHHTQHQDHNVVTGALELLQQLFRTPPPELLQTLTAVGGIGQ
LTAAKEESGGRSRSGSIVELIAGGGSSCSPVLSRKQKGKVLLGEEEALEDDSESRSDV
SSSALTASVKDEISGELAASSGVSTPGSAGHDIITEQPRSQHTLQADSVDLASCDLTSS
ATDGDEEDILSHSSSQVSAVPSDPAMDLNDGTQASSPISDSSQTTTEGPDSAVTPSD
SSEIVLDGTDNQYLGLQIGQPQDEDEEATGILPDEASEAFRNSSMALQQAHLLKNMSH
CRQPSDSSVDKFVLRDEATEPGDQENKPCRIKGDIGQSTDDDSAPLVHCVRLLSASF
LLTGGKNVLVPDRDVRVSVKALALSCVGAAVALHPESFFSKLYKVPLDTTEYPEEQYV
SDILNYIDHGDPQVRGATAILCGTLICSILSRSRFHVGDWMGTIRTLTGNTFSLADCIPL
LRKTLKDESSVTCKLACTAVRNCVMSLCSSSYSELGLQLIIDVLTLRNSSYWLVRTELL
ETLAEIDFRLVSFLEAKAENLHRGAHHYTGLLKLQERVLNNVVIHLLGDEDPRVRHVAA
ASLIRLVPKLFYKCDQGQADPVVAVARDQSSVYLKLLMHETQPPSHFSVSTITRIYRGY
NLLPSITDVTMENNLSRVIAAVSHELITSTTRALTFGCCEALCLLSTAFPVCIWSLGWHC
GVPPLSASDESRKSCTVGMATMILTLLSSAWFPLDLSAHQDALILAGNLLAASAPKSLR
SSWASEEEANPAATKQEEVWPALGDRALVPMVEQLFSHLLKVINICAHVLDDVAPGP
AIKAALPSLTNPPSLSPIRRKGKEKEPGEQASVPLSPKKGSEASAASRQSDTSGPVTT
SKSSSLGSFYHLPSYLKLHDVLKATHANYKVTLDLQNSTEKFGGFLRSALDVLSQILEL
ATLQDIGKCVEEILGYLKSCFSREPMMATVCVQQLLKTLFGTNLASQFDGLSSNPSKS
QGRAQRLGSSSVRPGLYHYCFMAPYTHFTQALADASLRNMVQAEQENDTSGWFDV
LQKVSTQLKTNLTSVTKNRADKNAIHNHIRLFEPLVIKALKQYTTTTCVQLQKQVLDLLA
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LLRLIQYHQVLEMFILVLQQCHKENEDKWKRLSRQIADIILPMLAKQQMHIDSHEALGV
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SHEPPVQDFISAVHRNSAASGLFIQAIQSRCENLSTPTMLKKTLQCLEGIHLSQSGAVL
TLYVDRLLCTPFRVLARMVDILACRRVEMLLAANLQSSMAQLPMEELNRIQEYLQSSG
LAQRHQRLYSLLDRFRLSTMQDSLSPSPPVSSHPLDGDGHVSLETVSPDKDWYVHLV
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DYLLSNLKGIAHCVNIHSQQHVLVMCATAFYLIENYPLDVGPEFSASIIQMCGVMLSGS
EESTPSIIYHCALRGLERLLLSEQLSRLDAESLVKLSVDRVNVHSPHRAMAALGLMLTC



MYTGKEKVSPGRTSDPNPAAPDSESVIVAMERVSVLFDRIRKGFPCEARVVARILPQF
LDDFFPPQDIMNKVIGEFLSNQQPYPQFMATVVYKVFQTLHSTGQSSMVRDWVMLSL
SNFTQRAPVAMATWSLSCFFVSASTSPWVAAILPHVISRMGKLEQVDVNLFCLVATDF
YRHQIEEELDRRAFQSVLEVVAAPGSPYHRLLTCLRNVHKVT



b. Resultados de los test de las propiedades fisico-quimicas de los ligandos
seleccionados:
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