Universitat Oberta
de Catalunya

Blusqueda de Nutracéuticos Para el
Tratamiento de la Esclerosis Multiple

Maria Pilar Lafuente Hernandez
Master universitario en Bioinformatica y Bioestadistica
Bioinformatica farmacéutica

Nombre Consultor/a

Melchor Sanchez Martinez

Nombre Profesor/a responsable de la asignatura
Maria Jesus Marco Galindo

01 Enero 2018



Esta obra esta sujeta a una
licencia de Reconocimiento-
NoComercial-SinObraDerivada

3.0 Espana de Creative Commons




FICHA DEL TRABAJO FINAL

Busqueda de nutracéuticos para el

Titulo del trabajo: tratamiento de la esclerosis multiple

Nombre del autor: Maria Pilar Lafuente Hernandez
Nombre del consultor/a: Melchor Sanchez Martinez
Nombre del PRA: Maria Jesus Marco Galindo

Fecha de entrega (mm/aaaa): | 01/2018

Master universitario en Bioinformatica y

Titulacion: Bioestadistica
Area del Trabajo Final: Bioinformatica farmacéutica
Idioma del trabajo: Espariol

Multiple sclerosis, nutraceuticals,

Palabras clave ; .
chemoinformatics

Resumen del Trabajo (maximo 250 palabras):

La esclerosis multiple EM (o mielopatia desmielinizante), es una enfermedad
autoinmune en la que el propio sistema inmune ataca la vaina de mielina que
recubre los axones de las neuronas. Como consecuencia, los pacientes de EM
tienen dificultades psicomotrices y, en algunos casos, disminucion de las
capacidades cognitivas. Los tratamientos actuales no ofrecen una cura real y
pueden conllevar importantes efectos secundarios. En varios estudios, se han
propuesto nutracéuticos que podrian asistir en el tratamiento de la enfermedad
sin comportar efectos secundarios graves. El objetivo de este trabajo consiste
en encontrar moléculas y/o nutracéuticos para al tratamiento de la EM con
minimos efectos secundarios.

Se han estudiado los procesos implicados en la EM y se han identificado dianas
terapéuticas para nutracéuticos y medicamentos que se usan en el tratamiento
de la EM. Un analisis de semejanza ha permitido encontrar moléculas similares
a los nutracéuticos de interés. Tras evaluar sus propiedades ADMET, se han
escogido aquellas con ciertas caracteristicas como capacidad terapéutica,
biodisponibilidad y accesibilidad sintética. Después de un analisis de
agrupamiento (o clustering) por k-medoides, se han seleccionado diez moléculas
representativas de cada grupo, con las que se ha efectuado un analisis de
acoplamiento con los receptores de lo nutracéuticos de referencia.
Adicionalmente, se han identificado todos los nutracéuticos registrados en la
base de datos DrugBank y con ellos se ha realizado un analisis de acoplamiento
tanto con las dianas terapéuticas de los nutracéuticos originales como de los
medicamentos usados en el tratamiento de la EM. Finalmente, se han
comparado las energias de acoplamiento obtenidas con las de los nutracéuticos
y medicamentos de referencia.

Como resultado, se han encontrado moléculas y nutracéuticos con posible
actividad terapéutica en la esclerosis multiple.




Abstract (in English, 250 words or less):

Multiple sclerosis MS (or demyelinating myelopathy) is an autoimmune disease
in which the immune system attacks the myelin sheath that insulates the axons
of neurons. As a consequence, MS patients have psychomotor difficulties and,
in some cases, diminished cognitive abilities. Current treatments do not offer a
real cure and can have important side effects. Several studies have suggested
that some nutraceuticals could assist in the treatment of the disease with minor
side effects. The objective of this study is to find molecules and/or nutraceuticals
for the treatment of MS that have minimal side effects.

In this research, we have analyzed the processes involved in MS and several
therapeutic targets have been identified for both nutraceuticals and small
molecule drugs that are used in the MS treatment. A similarity analysis performed
on the nutraceuticals related to MS has resulted in a list of molecules alike to
these nutraceuticals of interest. After calculating their ADMET properties, several
molecules with the adequate characteristics of druggability, bioavailability and
synthetic accessibility have been selected. A cluster analysis of k-medoids has
generated ten groups per nutraceutical of reference. A representative molecule
of each group has been selected to execute a docking study with the targets
identified for the original nutraceuticals. Additionally, all the nutraceuticals
registered in the DrugBank database have been identified and a docking analysis
has been performed between all these nutraceuticals and the therapeutic targets
of both nutraceuticals of reference and drugs used in the treatment of MS. The
coupling energies calculated have been compared with those of the original
nutraceuticals or drugs.

As a result, several molecules and nutraceuticals have been found with a
possible therapeutics activity on multiple sclerosis.
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1 Introduccion

1.1. Contexto y justificacion del Trabajo

El sistema inmunitario es un conjunto de estructuras biolégicas y procesos que
defienden el cuerpo de posibles dafios externos (virus, bacterias, etc.) o internos
(cancer). Este sistema se encuentra en un constante equilibro entre los procesos
que originan los ataques a las estructuras consideradas dafinas y los procesos
de control que establecen que estructuras son perjudiciales y cuales no. Cuando
este equilibrio se rompe, el sistema inmunitario puede llegar a atacar las propias
células o tejidos, dando lugar a las enfermedades autoinmunes. En la actualidad
se han identificado entre 80-100 enfermedades autoinmunes [entre ellas, la
enfermedad celiaca, la diabetes tipo 1, la sarcoidosis, el lupus eritematoso
sistémico (LES), el sindrome de Sjogren, la tiroiditis de Hashimoto, la
enfermedad de Graves, la purpura trombocitopénica inmune o idiopatica (PTI),
la enfermedad de Addison, la artritis reumatoide, la espondilitis anquilosante, la
psoriasis y la esclerosis multiple] y se estima que entre el 8%-16% de la
poblacion sufre algun tipo de condicion autoinmune, la mayoria mujeres, las
cuales se considera que constituyen un 75% de los afectados’?>.

Las enfermedades autoinmunes conllevan la degeneracién o destrucciéon de las
células que esta siendo atacado por el sistema inmune y un estado de
inflamacién crénica en los pacientes.

En el caso de la esclerosis multiple EM (o mielopatia desmielinizante), se cree
que el sistema inmune ataca la vaina de mielina que recubre los axones de las
neuronas. La mielina permite la transmisién de los impulsos nerviosos, por lo que
la desmielizacién conlleva la disminucién de la transmision neuronal. Como
consecuencia, los pacientes de EM tienen dificultades para coordinar el
movimiento muscular y mantener el equilibrio, pueden perder la capacidad de
andar y/o de permanecer en pie y en los peores casos, la EM puede producir
paralisis parcial o total. Otros problemas asociados a la EM son la pérdida de
audicién, pérdida de vision, mareos y temblores. La mitad de los pacientes
pueden sufrir disminucion de las capacidades cognitivas como la dificultad de
concentracion y la pérdida de memoria*.

La mayoria de medicamentos que existen actualmente para el tratamiento de la
esclerosis multiple son interferones-f, inmunosupresores y anticuerpos
monoclonales®. Estos medicamentos no ofrecen una cura y pueden conllevar
importantes contraindicaciones que a la larga pueden tener efectos secundarios
devastadores. Actualmente existen mas de 400 estudios clinicos activos para el
estudio y tratamiento de la esclerosis multiple®.

En varios estudios, se ha postulado que en el origen y/o posible tratamiento de
las enfermedades autoinmunes puede existir una relacion entre la microbiota,
ciertos nutrientes, el metabolismo y el sistema inmune®’®. En el caso de la
esclerosis multiple, diversos nutracéuticos se han propuesto como posibles
tratamientos de la enfermedad®'°, como la Vitamina D" o la ctircuma'®. Por ello,
los nutracéuticos, o moléculas similares a los nutracéuticos, podrian representar
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una terapia adicional o alternativa para el tratamiento de la enfermedad, con
efectos secundarios asociados mas leves.

1.2.

Objetivos del Trabajo

El objetivo de este trabajo es encontrar moléculas y/o nutracéuticos para el
tratamiento de la esclerosis multiple con efectos secundarios menos graves que
los tratamientos actuales. Para ello, el trabajo se ha enfocado desde dos puntos
de vista:

1.

Por un lado, nos propusimos buscar moléculas con ciertas propiedades
de absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad (ADMET)
que fueran similares a los nutracéuticos que se utilizan en el tratamiento
de enfermedades autoinmunes y estudiar sus acoplamientos con los
receptores de los nutracéuticos originales.

Por otro lado, decidimos analizar los acoplamientos de todos los
nutracéuticos encontrados en la base de datos DrugBank con las dianas
terapéuticas tanto de nutracéuticos como de medicamentos utilizados en
el tratamiento de la esclerosis multiple.

Los objetivos detallados del estudio son:

. Estudiar y entender por qué el sistema inmunitario deja de autorregularse

y ataca tejidos propios. En concreto estudiar los mecanismos y las dianas
terapéuticas implicados en la esclerosis multiple buscando articulos
relacionados en PubMed.

. Identificar nutracéuticos que se conoce modulan el sistema inmune

realizando una busqueda bibliografica en PubMed y en bases de datos
como DrugBank.

. Analizar si el/llos nutracéutico(s) identificados actuan contra una diana

terapéutica concreta de alguno de los mecanismos relacionados con la
esclerosis multiple.

. Mediante un analisis de semejanza encontrar otras moléculas similares

que podrian actuar contra la(s) diana(s) terapéutica(s) identificadas y
examinar sus propiedades de absorcion, distribucion, metabolismo y
excrecion (ADMET).

. Realizar una busqueda en DrugBank de todos los nutracéuticos

registrados.

. Analizar el acoplamiento (docking) de las moléculas y nutracéuticos

encontrados con las dianas terapéuticas identificadas.

. Analizar las energias de acoplamiento de las nuevas moléculas y

nutracéuticos encontrados y compararlas con las de los nutracéuticos y
medicamentos originales.



1.3. Enfoque y método seguido

Existen diferentes estrategias para llevar a cabo estos objetivos. Se podrian
analizar unicamente moléculas similares a los medicamentos utilizados
actualmente en el tratamiento de la EM, escogiendo exclusivamente aquellas
con toxicidad muy baja. Pero al ser moléculas similares a medicamentos
actuales, se podria esperar que toxicolégicamente fueran similares a las de las
moléculas origen.

Por otro lado, podriamos limitarnos al estudio de nutracéuticos similares a los
que existen actualmente para el tratamiento de enfermedades autoinmunes y/o
esclerosis multiple. Pero estos nutracéuticos no siempre son efectivos y en
muchos casos unicamente se utilizan como terapia de soporte de otros
tratamientos.

Por lo tanto, la metodologia escogida para realizar la investigacion ha consistido
en enfocar el estudio desde dos puntos de vista:

1. Por un lado, buscar moléculas similares a nutracéuticos con efecto
conocido en enfermedades autoinmunes y/o esclerosis multiple, con
propiedades ADME determinadas (biodisponibilidad, sintesis y viabilidad
terapéutica).

2. Por otro lado, encontrar nutracéuticos que actuen contra receptores
identificados en tratamientos convencionales (medicamentos basados en
moléculas pequefias) de la EM.

Se pretende de esta manera identificar moléculas efectivas en el tratamiento de
la enfermedad con bajo nivel de toxicidad y efectos secundarios leves.

En concreto el método seguido ha sido:

a) Estudiar los procesos en los que estas moléculas intervienen y analizar
como modulan el sistema inmunitario.

b) Identificar dianas terapéuticas (receptores) tanto de nutracéuticos como
de medicamentos que se usan en el tratamiento de la esclerosis multiple.

c) Realizar un analisis de semejanza de los nutracéuticos usados en el
tratamiento de enfermedades autoinmunes y/o esclerosis multiple para
encontrar moléculas similares que podrian actuar en los mismos
receptores. Analizar las propiedades de absorcion, distribucion,
metabolismo y excreciéon (ADMET) de estas moléculas.

d) Identificar todos los nutracéuticos registrados en la base de datos
DrugBank.

e) Realizar un analisis de acoplamiento (docking) de las moléculas y
nutracéuticos identificados en los analisis previos con las dianas
terapéuticas establecidas inicialmente.

1.4. Planificacion del Trabajo

En la Tabla 1 se detallan las tareas que se habian planificado realizar para llevar
a cabo esta investigacion y los recursos utilizados en cada una de ellas. No se
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ha incurrido en ningun gasto econdmico asociado a la ejecucion de estas tareas
ya que los recursos seleccionados son de libre acceso o ya se disponia de los
programas para la redaccion de la memoria (MS Word) y preparar la
presentacion (MS Powerpoint).

Tabla 1 Tareas y recursos planificados para llevar a cabo la investigacion.

ID

T
T1.1
T1.2

T2
T2.1
T2.2
T12.3
T2.4

T3
T3.1
T13.2
13.3

T4
T4.1
T4.2
T4.3

T5
T5.1
15.2
15.3
15.4

T6
T6.1
16.2
16.3

T7

T8

T9

Nombre
Estudiar los mecanismos del sistema inmunitario
Mecanismos generales enfermedades autoinmunes
Mecanismos esclerosis multiple
Buscar nutracéuticos inmunomoduladores
Vitamina D en enfermedades autoinmunes
Omega 3 en enfermedades autoinmunes
Cuarcuma en enfermedades autoinmunes
Otros nutracéuticos en enfermedades autoinmunes
Identificar dianas terapéuticas
Encontrar herramienta para identificar dianas terapéuticas
Aprender a utilizar la herramienta
Encontrar posibles dianas terapéuticas
Analisis de acoplamiento (docking)
Identificar herramientas para analisis de acoplamiento
Aprender a utilizar la herramienta
Realizar el analisis de acoplamiento
Analisis de semejanza y acoplamiento
Identificar herramientas para analisis de semejanza
Aprender a utilizar la herramienta
Realizar el analisis de semejanza
Realizar el analisis de acoplamiento nuevas moléculas
Analizar propiedades ADMET
Identificar herramientas para analisis ADMET
Aprender a utilizar la herramienta
Realizar el analisis ADMET
Redaccion memoria TFM
Preparar presentacion TFM
Defensa publica TMF

Recurso

PubMed

PubMed"
DrugBank14

TTD15,16

KEGG!-20
SwissTarget®’

Chimera®
AutoDock Vina®®

SwissSimilarity**
AutoDock Vina®®
SwissADME?®

MS Word
MS Powerpoint

No ha habido mayores desviaciones en la ejecucion de las de las acciones
realizadas. Han existido algunos desvios respecto las acciones inicialmente
planificadas (Tabla 1), que se indican a continuacién juntamente con las acciones
correctores implementadas. En la Figura 1 se detalla el Diagrama de Gantt que
se ha seguido finalmente, mostrando las tareas realizadas y los tiempos
empleados.

Los mecanismos involucrados en el sistema inmunitario son diversos y
complejos (tarea T1), lo que complicé el objetivo de identificacion de las
dianas terapéuticas (tarea T3). Las busquedas en Therapeutic Target

Database'®'®

(TTP) y en KEGG'"™ dieron como resultado multiples

posibles dianas terapéuticas. Esto enlenteci6 ligeramente el desarrollo del
proyecto, por lo que decidimos trabajar en paralelo y analizar el
acoplamiento de las moléculas con las proteinas de interés a la vez que

ibamos identificando las posibles dianas.



El tiempo de calculo empleado por AutoDock Vina para el cribado
(screening) de los nutracéuticos a los receptores ha sido mas largo de lo
esperado. Pero a su vez, el analisis de semejanza y de las propiedades
ADMET fueron mas rapidos que los planificados inicialmente, por lo que
se compensaron tiempos.

Inicialmente se habia planteado realizar el analisis de las propiedades
ADMET (T6) tras el analisis de acoplamiento de las moléculas con los
receptores (T5.4 en la Tabla 1). Finalmente se ha realizado el analisis
ADMET previo al analisis de acoplamiento y se ha utilizado como criterio
para escoger las moléculas de interés. Tras seleccionar los ligandos a
estudiar, se ha realizado el analisis de acoplamiento.

En un principio, se habia propuesto analizar también el tipo de enlace
(binding mode) de los receptores con las moléculas y nutracéuticos
obtenidos como resultado del estudio y compararlo con el de las
moléculas y nutracéuticos de referencia, para ver que el tipo de enlace se
mantiene. Este ultimo analisis no se puedo realizar por falta de tiempo y
se propone como una posible continuacion de este trabajo de
investigacion.



Figura 1 Diagrama de Gantt de las tareas desarrolladas durante el trabajo de investigacion.

ID
PEC2

T
T1.1
T1.2

T2
T2.1
T2.2
T2.3
T2.4

T3
T3.1
T3.2
T3.3

T4
T4.1
T4.2
T4.3

PEC3

T5
T5.1
T5.2
T5.3

T6
T6.1
T6.2
T6.3

T7

PEC4

Nombre
Desarrollo Trabajo - Fase 1

Estudiar los mecanismos del sistema inmunitario
Mecanismos generales enfermedades autoinmunes
Mecanismos esclerosis multiple

Buscar nutracéuticos inmunomoduladores
Vitamina D en enfremedades autoinmunes
Omega 3 en enfremedades autoinmunes
Curcumin en enfremedades autoinmunes
Otros nutraceuticos en enfermedades autoinmunes

Identificar dianas terapéuticas
Encontrar herramienta para identificar dianas terapeuticas
Aprender a utilizar la herramienta
Encontrar posibles dianas terapeuticas

Analisis de acomplamiento (docking)

Identificar herramientas para analisis de acoplamiento
Aprender a utilizar la herramienta
Realizar el analisis de acoplamiento

Desarrollo Trabajo - Fase 2

Analisis de semejanza
Identificar herramientas para analisis de semejanza
Aprender a utilizar la herramienta
Realizar el analisis de semejanza

Analizar propiedades ADMET
Identificar herramientas para analisis ADMET
Aprender a utilizar la herramienta
Realizar el analisis ADMET

Analisis de acomplamiento (docking)

Redaccion memoria TFM

PEC5a Preparar presentacion TFM
PEC5b Defensa publica

Duracién
32 dias

4 dias
2 dias
2 dias
3 dias
0.75 dias
0.75 dias
0.75 dias
0.75 dias
12 dias
2 dias
3 dias
7 dias
13 dias
2 dias
3 dias
8 dias
31 dias
6 dias
1 dias
2 dias
3 dias
6 dias
1 dias
2 dias
3 dias
19 dias
15 dias

10 dias
12 dias

Inicio
17/10/2017
17/10/2017
17/10/2017
19/10/2017
21/10/2017
21/10/2017
21/10/2017
22/10/2017
23/10/2017
24/10/2017
24/10/2017
26/10/2017
29/10/2017
5/11/2017
5/11/2017
7/11/2017
10/11/2017
18/11/2017
18/11/2017
18/11/2017
19/11/2017
21/11/2017
24/11/2017
24/11/2017
25/11/2017
27/11/2017
30/11/2017
19/12/2017

3/1/2018
11/1/2018

Fin
17/11/2017
20/10/2017
18/10/2017
20/10/2017
23/10/2017
21/10/2017
22/10/2017
23/10/2017
23/10/2017
5/11/2017
25/10/2017
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6/11/2017
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17/11/2017
18/12/2017
23/11/2017
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18/12/2017
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22/1/2018
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1.5. Breve resumen de productos obtenidos

Como resultado de la investigacion, se han identificado nutracéuticos (vitamina
D3, curcuma, biotina y omega 3) y medicamentos basados en moléculas
sencillas (MCI-186, fingolimod, celastrol, acido fumarico) que son utilizados en el
tratamiento de la EM. Adicionalmente, se ha establecido las dianas terapéuticas
contra las que actuan.

Tras un analisis de semejanza, se han encontrado moléculas similares a los
nutracéuticos de referencia y se han seleccionado aquellas que tienen las
propiedades ADMET deseadas. Paralelamente, se han identificado todos los
nutracéuticos recogidos en la base de datos DrugBank.

El analisis de acoplamiento ha permitido descubrir diversas moléculas y
nutracéuticos con energias de acoplamiento menores (valor absoluto mayor) o
similares a los de los nutracéuticos y medicamentos de referencia.

1.6. Breve descripcién de los otros capitulos de la memoria

La estructura de la memoria sigue el de los pasos realizados para llevar a cabo
la investigacion. En el capitulo 2 se resume la informacion encontrada en
PubMed" sobre las enfermedades autoinmunes, en concreto la esclerosis
multiple, y los mecanismos implicados. En el capitulo 3 se detallan los
nutracéuticos asociados al tratamiento de esclerosis multiple hallados en
DrugBank'* y los receptores contra los que actlian descritos en KEGG'°.
Asimismo, se identifican los medicamentos basados en moléculas sencillas que
actuan contra las dianas terapéuticas relacionadas con la esclerosis multiple,
encontrados en Therapeutic Target Database''®. Ello nos permite identificar
ligandos (moléculas) y receptores (dianas terapéuticas) para realizar el analisis
de semejanza y de acoplamiento. En el capitulo 4 se describe en analisis de
semejanza realizado con SwissSimilarity®* que permitié encontrar moléculas
similares a los nutracéuticos identificados en el capitulo anterior. Asimismo, se
detalla el analisis de las propiedades de absorcion, distribuciéon, metabolismo
excrecion y toxicidad (ADMET) llevado a cabo con SwissADME®. Estas
propiedades se han utilizado para seleccionar las moléculas que estudiaremos
como posibles candidatas. Una vez identificadas las moléculas, se ha realizado
el analisis de acoplamiento de las mismas con los receptores identificados en el
capitulo 3. En el capitulo 5 se detallan los resultados de dicho analisis realizado
con AutoDock Vina®® para el acoplamiento entre las moléculas candidatas y los
receptores de los nutracéuticos. Asimismo, se ha estudiado el acoplamiento de
los nutracéuticos registrados en la base de datos DrugBank' y los mismos
receptores. En el capitulo 6 se analiza la interaccién entre nutracéuticos
registrados en la base de datos DrugBank™ y los receptores de medicamentos
identificados con TTP. Las conclusiones de esta investigacion se detallan en el
capitulo 7.

Tal y como se ha mencionado previamente, no se incluye valoracion econdmica
en la descripcion de las tareas realizadas porque no se ha incurrido en ningun
gasto econdmico.



2 Enfermedades autoinmunes y esclerosis
multiple

2.1. Enfermedades autoinmunes

Las enfermedades autoinmunes se caracterizan por que el sistema inmune
(anticuerpos o células T) ataca tejidos y érganos del propio cuerpo humano y se
clasifican como?®*?’: especificas de un érgano (cuando el antigeno y el tejido
afectado estan localizados en un érgano y el sistema inmunitario ataca un érgano
en concreto) o sistémicas (cuando el antigeno esta expresado ampliamente por
todo el cuerpo y el sistema inmunitario ataca varios 6rganos).

Existen enfermedades o condiciones autoinmunes para casi todo los 6rganos y
tejidos del cuerpo humano, tal y como se puede observar en la Figura 2.

o
SR '
" Bl Brain
Triaqers muple Sclerosis
y id vaches — & ingger ism
::‘shl::,::,g ' 1. Stress i Guillain-Barre
Thyroiditis 2. Hormones S/ngt'&m I
Graves Disoase 3. Metals Psychologica
4. Food g ot bove
Anligens \
5. Pesticides \
& Poisons LR
Blood R ~ / Bones
Loukemia Autoimmune Rheumatoid Arthristis
\ Disorder . Ankylosing Spondylitis

Pi= Polymyaigia Rheumatica
Pt .

Muscles

Fibromyalgia
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Ulceratic Colitis

gy
Nerves
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Diabetic Neuropathy

Wogener's
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Figura 2 Organos y tejidos afectados por enfermedades autoinmunes?®,

Las enfermedades autoinmunes aparecen cuando los mecanismos de
regulacion del sistema inmune dejan de funcionar correctamente. La existencia
de autoreactividad hacia autoantigenos a un nivel bajo es necesaria para una
respuesta inmune normal®, para que esta sea patolégica y origine una
enfermedad autoinmune, es necesario que la respuesta autoinmune sea fuerte.

Existen principalmente dos mecanismos de control del sistema inmunitario para
limitar el ataque a autoantigenos?*?°*° (Figura 3%®):

8



1. Tolerancia central: Los autoantigenos son reconocidos a nivel de timo. En
el timo se expresan el maximo de autoantigenos del cuerpo humano para
inducir la tolerancia. Aquellas células T que reconocen autoantigenos
mueren por apoptosis y se denomina delecion clonal. Aun asi, existen
células T que interaccionan débilmente con los autoantigenos y no son
destruidas. También, existen epitopos que no se presentan como antigenos
en el timo (llamados epitopos cripticos) ante los cuales no se crea
tolerancia central y las células T que los reconocen migran hacia los
organos periféricos.

2. Tolerancia periférica: Se da en tejidos linfaticos periféricos. Existen varios
mecanismos. Cuando la interaccidn entre el estimulo del autoantigeno es
muy fuerte la muerte celular se induce por apoptosis (delecion clonal).
Cuando el estimulo el reconocimiento del antigeno peptidico asociado al
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH, en ingles MHC) presentadas
por las células presentadoras de antigeno (CPA) no esta acompanado por
el reconocimiento de moléculas coestimuladoras como B7 (también
presentadas por las CPA) mediante el receptor CD28 de las células T se
produce la inactivacion funcional prolongada o irreversible de los linfocitos
(anergia clonal). El tercer mecanismo seria por el efecto de las células T
supresoras o reguladoras (Treg) que tienen la capacidad de regular
negativamente las respuestas inmunitarias por procesos moleculares poco
caracterizados mediante IL-10 y TGF-p.
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Figura 3 Mecanismos de tolerancia central y periferica®™.



En general, se cree la autoinmunidad se origina por el desarrollo o activacion de
linfocitos T colaboradores CD4+ (T,,)?°?"2%3°_ as posibles causas que originan
dicho desarrollo o activacion se desconocen en gran medida y pueden ser una o
varias que se den al mismo tiempo. Entre las que se han descrito estan la
existencia de moléculas viricas o bacteriolégicas que sean similares a moléculas
propias del organismo (molecular mimicry), el estrés, desequilibrio hormonal,
presencia de metales o sustancias toxicas, deficiencia de alguna sustancia que
ayude a mantener el sistema inmune y predisposicion genética, o la combinacién
de varios de estos factores.

El inicio de un reconocimiento autoinmune puede ser un evento aislado que no
desemboque en enfermedad. Para que le enfermedad sea patoldgica debe todos
los mecanismos de control existentes. La presencia de células T CD4+ parece
ser un requerimiento necesario para que se desarrolle la enfermedad
autoinmune.

2.2. Esclerosis Miultiple

La esclerosis multiple EM (o mielopatia desmielinizante) se define como una
enfermedad desmielinizante inflamatoria del sistema central nervioso (SCN) que
afecta al cerebro y la médula espinal. Se caracteriza por la presencia de lesiones
desmielinizantes, neurodegenerativas y cronicas del sistema nervioso central.
Se cree que el sistema inmune ataca la vaina de mielina que recubre los axones
de las neuronas. La mielina permite la transmision de los impulsos nerviosos, por
lo que la desmielizacion conlleva la disminucion de la transmisién neuronal.
Como consecuencia, los pacientes de EM tienen dificultades para coordinar el
movimiento muscular y mantener el equilibrio, pueden perder la capacidad de
andar y/o de permanecer en pie y en los peores casos, la EM puede producir
paralisis parcial o total. Otros problemas asociados a la EM son la pérdida de
audicién, pérdida de vision, mareos y temblores. La mitad de los pacientes
pueden sufrir disminucion de las capacidades cognitivas como la dificultad de
concentracion y la pérdida de memoria*.

Se describen cuatro tipos de esclerosis muiltiple segun el curso clinico?**' (Tabla
4):

e RRMS (Relapsing Remitent Multiple Sclerosis): Brotes episddicos que
ocurren esporadicamente con recuperacion parcial o total.

e SPMS (Secondary Progressive Multiple Sclerosis): Acumulacién de
lesiones neurodegenerativas sin recuperacion.

e PPMS (Primary Progressive Multiple Sclerosis): Curso progresivo de la
enfermedad desde el inicio de la misma.

e PRMS (Progressive Relapse Multiple Sclerosis): Curso progresivo de la
enfermedad con recaidas ocasionales.

También existe una manifestacion considerada benigna, en la que los pacientes
sufren ataques con recuperacion completa (sindrome clinico aislado, SCA).
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Esclerosis muiltiple recidivante remitente
Ataques imprevisibles que pueden o no
dejar marcas permanentes, seguidos de
periodos de remisién.

"

Esclerosis miiltiple secundaria progresiva
Los sintomas comienzan a progresar
lentamente con o sin recaidas sobreimpuestas.
Pueden aparecer recaidas y remisiones
casionales menores.

E

Esclerosis muiltiple primaria progresiva

Aumento estable de la degeneracién sin
ataques.

\

Esclerosis muiltiple primaria recividante

Progresién continua desde la aparicién pero
on ataques ocasionales.

Aumento de la discapacidad

;

Tiempo ey

Figura 4 Manifestaciones de la esclerosis multiple.

Tipo de células que intervienen en la EM®*:

e Células T colaboradoras, Th: Traspasa la barrera hematoencefalica y
entran en el SCN. Esenciales para el inicio, propagacién y regulacion de
la inmunidad en el SCN.

e Linfocitos citotéoxicos T (CTL, cytotoxic T lymphocite): Entran en el SNC
y tienen un papel destructivo y regulador.

e Células Bl/células plasmaticas: Generan anticuerpos contra los
oligodendrocitos. Pueden ser patogénicos y reguladores en la
autoinmunidad del SNC.

e Células NK/NKT: tienen un papel regulador.

e Neutréfilos: Células efectoras de la destruccion tejido.

e Células presentadoras de antigeno (CPA, o Antigen Presenting Cell
APC).

e Macréfagos/monocitos: Candidatos de células presentadoras de
antigeno (CPA) en el SCN. Implicados en el dafio tisular y reparacion.

e Microglia: Macréfagos del SNC que son CPA semi-profesionales. Liberan
osteopontin, IL-23 y IFNy y regulan la inflamacion. Activadas pueden
convertirse en macrofagos o en células dendriticas.

e Astrocito: Funcion inmunoreguladora.

e Células endoteliales y pericitos: Constituyentes de la barrera
hematoencefalica.

e Oligodendrocitos (ODC): Se encuentran en la pared de la BBB y son
blanco del ataque autoinmune.



¢ Neuronas: Son el blanco del ataque autoinmune y tienen un posible papel
inmunoregulador.

Moléculas implicadas en la EM:

e Citocinas (o citoquinas).

e Osteopontin.

e Interleucinas: IL-17, IL-23.
o |FNy.

e TNF.

2.2.1 Causas

Las causas que provocan la aparicidon de la EM son desconocidas. Existen
diferentes desencadenantes que se postulan como posibles originadores de la
enfermedad en persona genéticamente predispuestas (no es una enfermedad
hereditaria, pero existe una predisposicidon genética a que la enfermedad se
manifieste). Entre dichas causas se encuentran: enfermedades infecciosas (por
ejemplo, el virus Epstein-Barr, EBV, por mimetismo molecular), vacunas (por
virus atenuados o adyuvantes), componentes dietéticos (como la carencia de
vitamina D, la presencia de gluten, proteinas de la leche, entre otros®>?), toxinas,
baja exposicion a la luz solar y fumar.

La EM presenta rasgos de autoinmunidad y los procesos redox estan altamente
implicados en la enfermedad®.

2.2.2 Lesiones.
Se identifican cuatro tipos de lesiones®*;

e Patrén I: Presenta células T y macréfagos alrededor de los vasos capilares.
Los oligodendrocitos (ODC) estan intactos y no hay signos de activacion
del sistema inmune complementario (anticuerpos).

e Patrén Il: Presenta células T y macréfagos alrededor de los vasos
capilares. Los oligodendrocitos (ODC) se preservan, pero hay signos de
activacion del sistema inmune complementario.

e Patroén lll: Las lesiones son difusas y con signos de inflamacion. Los ODC
estan dafados (oligodendrogliopatia distal). Existe activacion de la
microglia y pérdida de la proteina MAG (myelin associated glycoprotein).
Las lesiones no rodean los vasos capilares y hay un anillo de mielina intacta
alrededor de ellos. También aparece una remielinizacién parcial y apoptosis
de oligodendrocitos.

e Patréon IV: La lesion presenta bordes abruptos y oligodendrocitos
degenerados, con un anillo de mielina. Ausencia de oligodendrocitos en el
centro de la lesion. No esta activado el sistema inmune complementario ni
hay perdida de MAG.
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Se considera que las lesiones de patrones | y |l estan relacionados con el ataque
inmune a la mielina y las lesiones de patrones Ill y IV estan relacionadas con el
ataque a los oligodendrocitos (ODC).

Parece ser que las lesiones Patrén Ill son las primeras en desarrollarse y se
localizan cerca de las venas o vénulas, se caracterizan por la muerte de ODC
que precede a la demielinizacidn y muestran una elevada expresion de enzimas
redox. Las lesiones Patron IV estan relacionadas con el proceso degenerativo y
menos con la inflamacion, se encuentran en la materia blanca de pacientes con
PPMS. Las lesiones Patrén |l estan asociadas completamente a la
desmielinizacion. Parece ser que la lesiones tipo Il y IV son las que aparecen el
en estado inicial de lesion, mientras que las lesiones tipo | y Il aparecen en los
estados progresivos y finales de la lesion.

2.2.3 Mecanismos.

El sistema nervioso central (SNC) es uno de los sistemas del organismo que
presenta privilegio inmune debido a la presencia de la barrera hematoencefalica
(blood-brain barrier, BBB). Esto implica que el efecto del sistema inmune es
limitado. A pesar de dichas restricciones, existen células del sistema inmune
dentro del SNC como macréfagos, llamados microglia, y existe interaccion del
SNC con células periféricas inmunes®. La capacidad del SNC de presentar
antigenos a los nodos linfaticos locales y provocar la activacion de las células T
es limitada. Por lo tanto, en caso de que asi sea, se cree que es por drenaje de
antigenos del SNC a los nodos linfaticos o por ruptura o desintegracién de la
barrera hematoencefalica®.

2.2.3.1 Inicio.

La enfermedad tiene diferentes fases?®®?. Se cree que, al inicio de la
enfermedad, antes de la desmielinizacion, se produce la muerte de ODC.
Posteriormente, se produce degradacion de mielina mediante macrofagos, la
ruptura de la barrera hematoencefalica y la inflamacion®. Es, por tanto, posible
que el inicio de las lesiones sea independiente de las células inmunes®.

Un evento o combinacién de varios provoca el inicio de la enfermedad. Las
lesiones iniciales se observan alrededor de las venas y se cree que anomalias
del flujo cerebral en el tejido del SNC originan cambios vascular y obstruccion de
la circulacién al inicio de EM. La tension en la circulacion produce un incremento
en agentes oxidantes como oxido nitrico (NO) y peroxido de hidrogeno (H202),
gue son capaces de cruzar la barrera hematoencefalica. Estas dos moléculas
afectan los astrocitos dispuestos alrededor de las venas mediante procesos de
estrés nitrosativos y oxidativos (la produccion de ROS y RNS se observan en
lesiones de EM, en astrocitos, macréfagos y células endoteliales).

NO provoca la inhibicion de la cadena de transporte de electrones en
mitocondrias, incrementando la producciéon de °O, en astrocitos. ‘O, es
precursor de H»O, que puede entrar en el citosol atravesando la pared
mitocondrial y activar el factor nuclear kappa B (NF-kB) en astrocitos.
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NO reacciona con ‘O, produciendo ONOO", que puede descomponerse en los
radicales libres "OH y *NO,, muy peligrosos.

ONOO' produce la activacion de poli (ADN-ribosa) polimerasa (PARP). PARP
cataliza la ruptura NAD+, lo que provoca el incremento de la ratio NADH/NAD+,
que actia como estimula para la produccion de *O,” en mitocondrias. La
inhibiciéon de PARP (con, por ejemplo, PJ-34) previene la muerte de ODC.

Los astrocitos y macréfagos son el centro de estrés oxidativo/nitrosativo en las
lesiones tempranas y son los responsables del dafio oxidativo/nitrosativo en
ODC y neuronas.

Cambios oxidativos en lipidos en el desarrollo temprano de EM que puede
ayudar a diseminar el dafio oxidativo. Las lipoproteinas del SNC son particulas
tipo lipoproteinas de alta densidad (HDL) que son secretadas por astrocitos y
macréfagos/microglia.

Macrofagos/microglia estan implicados en el desarrollo de lesiones iniciales. NO
liberado por células endoteliales parecen activar macréfagos/microglia que
liberan NO, H,O, y *O5.

2.2.3.2 Muerte de los ODCs.

La disfuncién de los astrocitos precede a la degeneracion de ODC. Las
sustancias NO, H;O, y HNE liberadas de los astrocitos pueden activar
macrofagos que afectan otras células del SCN, empezando por los ODC. Dada
la disrupcion en las mitocondrias, los ODC requieren de un alto nivel metabdlico
para generar grandes cantidades de ATP. ODCs maduros y con mielina pueden
pasar a glicolisis para poder producir mas ATPs. Pero la presencia de ONOO"
iniciada por NO, provoca danos en el ADN. La muerte de los ODC no es a través
de apoptosis, ya que NO inhibe caspasa-3, el mayor efector en apoptosis. ODC
experimentan necrosis y fragmentacion del ADN.

2.2.3.3 Desmielinizacion.

La muerte de los ODC provoca que la membrana de mielina de las neuronas no
se soporte metabolicamente. S-nitrosilacién de proteinas de mielina (PLP) puede
provocar la descompactacion de mielina.

La externalizacién de fosfatidilserina es un signo para los receptores de los
macrofagos originados en el espacio perivascular o microglia. La presencia de
oxidacion produce una actividad proinflamatoria y limita la eliminacion de restos
de mielina, lo que puede provocar el desarrollo de la autoinmunidad.
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2.2.3.4 Ruptura de la barrera hematoencefalica.

Todo lo expuesto conlleva un tremendo impacto en la barrera hematoencefalica
(BBB), lo que provoca su disfuncion y ruptura.

El pie de los astrocitos se dispone alrededor de las venas induciendo y regulando
las propiedades intrinsecas de la mismo. Los procesos redox conllevan la
disfuncion de los astrocitos que ya no soportan la integridad de la BBB en la zona
de las lesiones. El entorno redox, con presencia de particulas HNE, H>,O,, NO y
'O, provocan la expresion de MMP-2 y MMP-9 que altera la adhesion de la
matriz desestabilizando TJ y el anclaje de los pies de los astrocitos.

Las MMP también participan en la degradacién del colageno y la elastina
generando fragmentos de proteinas que pueden actuar como quemoatractores
o inmunomoduladores.

La presencia de sustancias redox incrementan la permeabilidad de la BBB.

La iniciacion de la EM puede detenerse aqui, sin involucrar al sistema inmune.
La desmielinizacion puede ser reversible, por lo que es una forma benigna de
EM.

2.2.3.5 Autoinmunidad.

La combinacion de la muerte no apoptotica de los ODC y la disfuncion de los
macréfagos puede inducir autoinmunidad.

La presencia de fragmentos de mielina no eliminados por macrofagos o microglia
se acumulan y pueden llegar a constituir antigenos en EM (“multiple-epitope-
targeting”). Diversos antigenos has sido descritos en la autoinmunidad de EM:

¢ MDA aduce MOG. El aducto MDA-MOG puede incrementar la expresion de
IL-23, IL-12 e IL-12R en las APC, diferenciando las células T en Th17 y Tp1

e MDA aduce residuos de lisina e incrementas los anticuerpos contra las
MDA-LDL (low-density lipoproteins).

e HNE forma aductos estables con lisina, histidina y cisteina que pueden

provocar una fuerte respuesta inmune

Otros epitopos provienen de la peroxidacién de lipidos.

Proteinas carboximetiladas y neuroquetal modificadas.

Anticuerpos que tienen como objetivo proteinas S-nitrosiladas

Anticuerpos contra autoantigenos modificados por NO y ONOO'".

La muerte de ODCs y la presencia unicamente de fragmentos de mielina no son
suficientes para provocar una respuesta autoinmune. Moléculas especificas
basadas en mielina que son altamente antigénicas, como MDA-MOG, HNE y
aductos neuroquetales, péptidos nitrosilados o MBP-citrulinado son necesarios
para iniciar la autoinmunidad.
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La autoinmunidad se origina al presentarlas DC antigenos del SNC a las células
T en los organos linfaticos. Las DC pueden recoger los antigenos en el SNC y
viajar hasta los 6rganos linfaticos o recoger los antigenos solubles que han
drenado del SNC (facilitado por la ruptura de la BBB y BCSFB).

Las DC presentan los antigenos en MHC-II a células T CD4+ virgenes o naif. La
presentacion de antigenos a células T CD8+ autoreactivas y su reactivacion en
el SNC por la microglia depende del proceso de presentacién de antigeno
cruzado. Normalmente, MHC-I presentan antigenos intracelulares proteinas
ingeridas que atraen células T asesinas (CD8+ o células T citotoxicas CTL). Por
otro lado, MHC-II presentan antigenos extracelulares que inducen la
multiplicacion de las células T, que a su vez estimulan la produccién de
anticuerpos por parte de las células B. Para que las APC presenten un antigeno
ingerido a las células T CD8+, tienen que hacerlo a través de MHC-I. La filtracidon
de antigenos procesados por MHC-II en el mecanismo de MHC-I ocurre por un
proceso de presentacidn cruzada. Las células T activadas pueden diferenciarse
en células T efectoras y células T de memoria.

Dado el dafo redox del tejido nervioso, fagocitos de SNC presentan antigenos
en moléculas MHC-II. Células T CD4+ autoreactivas se reactivan, tras lo cual se
diferencian en células Th1 (que producen IFN-gamma) y/o Tp17 (que producen
IL-17). Las células Ty, efectoras liberan citocinas proinflamatorias, iniciando una
reaccién inflamatoria que puede resultar en la desmielinizacién.

La microglia activada por los dafos iniciales expresa MHC-lI que pueden
reactivar célula T CD8+ y liberar mediadores proinflamatorios. Las CTL (linfocitos
citotoxicos) tiene como objetivo la mielina, ODC y las neuronas mediante
mecanismo liticos. Las células T CD8+ activadas producen citocinas que
mantienen la neuroinflamacion.

Otra posible via de autoinmunidad es por infiltracion en la dafiada BBB de células
T reactivas al SNC por mimetismo molecular (molecular mimicry) o activacion
llamada bystander en respuesta a un microorganismo.

2.2.3.6 Migracion y filtracién de las células T

Las células T deben migrar, reconocer los sitios de entrada e infiltrarse a través
de la BBB. Las células T se capturan en las venas y se mueven hasta el endotelio
vascular. Las interacciones de las células T y el endotelio esta mediado por
moléculas de adhesion, quimiocinas y sus receptores, principalmente por la
interaccion receptor de integrina-integrina entre VCAM-1/VLA-4 (inhibido por el
anticuerpo monoclonal natalizumab).

Las quimiocinas implicadas son CCL2 (su receptor CCR2), CCL3, CCL4 y CCL5
(su receptor comun CCRS5), CCL20 (su receptor CCR6), CXCL10 (su receptor
CXCR3), CXCL12 (sus receptores CXCR4 y CXCRY). Las quimiocinas son
libradas por los astrocitos activados y la regulacion de su expresion es a través
de NF-kB (las lesiones iniciales y los procesos oxidativos lo sobreexpresan).
Células T responden a estas quimiocinas y las mismas pueden ser cruciales para
la inflamacion y el desarrollo del sistema autoinmune activo.
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2.2.3.7 Neurodegeneracion en la esclerosis multiple.

La neurodegeneracion de axones desmielinizados es la causa principal de la
discapacidad neurolégica en EM. Las neuronas desmielinizadas estan
desprotegidas ante los elevados niveles de ROS, RNS y hierro. Con los AOS
debilitados y sin el soporte antioxidativo y metabdlico que dan las capas de
mielina y las células gliales, las neuronas son muy susceptibles al entrono
altamente oxidativo y nitrosativo y el estrés metabdlico general. La
remielinizacion por parte de ODC maduros esta limitada en lesiones cronicas.
Para poder mantener la funcién, las neuronas desmielinizadas incrementan la
expresion y redistribuyen canales de Na* por todo el axén, lo que incrementa la
actividad de las ATPasas y el consumo de ATP. El incremento de produccién de
ATPs se obtiene por el incremento de mitocondrias, pero mas mitocondrias
implican mas H20O- y las neuronas presentan un mayor numero de complejos | y
IV. El complejo |, que produce "O;" esta dafiado, lo que implica un estrés oxidativo
de la mitocondria, la sobreexpresion de la chaperona MtHsp70 y el dafio en el
ADN. Dada la disfunciéon de mitocondrias y la menor disponibilidad de O», las
neuronas desmielinizadas incrementan el volumen de glicdlisis para obtener la
cantidad de ATP requerida, lo que implica el desequilibrio de la ratio
NADH/NAD+. Para compensar este desequilibrio se aumenta la sintesis de
NAD+, disminuyéndose los niveles de triptéfano (existen posibles tratamientos
con triptofano).

Al final, el incremento de mitocondrias y el aumento de glicolisis no son
suficientes para el nivel de energia requerido. Sin ATP suficiente para la Na*/K*
ATPasa las neuronas sufren de acumulacién de Na* que revierte la accion del
intercambiador Na*/Ca®*, se importa Ca®* y se produce la muerte celular inducida
por Ca®**. Los bloqueadores del canal de Na* y los inhibidores del
intercambiador Na*/Ca®* ofrecen proteccion frente a la degeneracion.

Finalmente, los axones desmielinizados en lesiones crénicas disminuyen la
presencia de Na'/K* ATPasa, pero el elevado niumero de canales de Na* resulta
en un persistente desequilibrio de iones, afluencia de agua, inflamacién de los
axones y degeneracion.

Sustancia blanca cerebral: El dafio se produce lentamente en lesiones
inactivas crénicas con capacidad remielinizante reducida. La inflamacién puede
propagarse en neurodegeneracion al no sobrevivir los axones desmielinizados
al ataque inflamatorio, por el impacto de ROS, RNS, citocinas y glutamato
liberados por células T, microglia activada y macréfagos. La disfuncion intra-
axonal de las mitocondrias provocada por las especies NO y H,O, derivadas de
los macrofagos provoca la hinchazon y fragmentacidon de los axones.

Coértex: La desmielinizacion de las lesiones corticales correlaciona con la
progresion de la EM vy las discapacidades cognitivas. El cortex esta compuesto
por axones mielinizados y somas y dendritas neuronales desprotegidas. La parte
desprotegidas de las neuronas son muy sensibles a los RNS y ROS y estan
expuestas directamente a citocinas y glutamato. Las lesiones corticales incluyen
lesiones neuronales, cambios morfologicos, pyknosis y apoptosis, ruptura
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dendritica, pérdida de arborizacion dendritica y disminucién de la densidad de
somas neuronales y sinapsis. La presencia de lesiones corticales y la pérdida de
espesor cortical no esta relacionado con la desmielinizacién, lo que implica que
el ataque inflamatorio de los cuerpos neuronales tiene lugar en lesiones
corticales activas. Las células T atacan la mielina cortical en relacion a la
inflamacion y desmielinizacion del cortex. Mientras, mediadores solubles de la
inflamacion afectan somas y dendritas que son mas susceptible al dafio.
Dendritas pueden ser fragmentadas por CTL que se unen a MHC-I en la
membrana neuronal, en una interaccion célula-célula directa o por especies de
vida corta como ROS/RNS, pero no mediada por citocinas.

La unién de las células T se produce a través de la interaccion LFA-1/ICAM-1
y/o por la expresion de proteinas de mielina en las neuronas. Las células
reactivas Tp17 contra mielina provocan la degeneracion del soma y del axén por
interaccidn directa con neuronas e induciendo exocitosis mediante glutamato. La
interaccidn de células T con soma y dendritas, independientemente de MHC,
provoca oscilaciones de Ca?*, lo que conlleva el incremento letal de Ca®'
neuronal que puede ser prevenido por bloqueando receptores de glutamato.

La muerte del soma resulta directamente en la disfuncion axonal y la lenta
desintegracion (“head-to-tail’). Que es el proceso viceversa al de la
degeneracion de axones que resulta en la muerte de la célula en la sustancia
blanca (degeneracion “tail-to-head”).

Las lesiones corticales tienen un impacto mayor y mas directo en la condicion
del paciente ya que no existe ningun mecanismo reparador similar a la
remielinizacion.

2.2.4 Tratamiento

En EM existen multiples mecanismos asociados y, en consecuencia, y por lo
tanto existen multiples tratamientos enfocados a disminuir los efectos de la
enfermedad, detenerla y curarla. Es posible que el enfoque del tratamiento de la
EM pase por intervenciones en varios mecanismos para detener procesos de
oxidacion, la inflamacién y la neurodegeneracién, ademas de promover la
regeneracion el SCN dafiado (remielinizacion):

Reducir la inflamacion

Limitar el estrés oxidativo

Disminuir el ataque inmunolégico

Inducir la remielizacidon de las neuronas: células madres reclutadas por el
cerebro para recrear la cubierta de mielina.

En DrugBank existen 357 entradas para el tratamiento de la esclerosis multiple
en sus diferentes formas o para aliviar alguno de sus sintomas. En la Figura 5% .
y la Tabla 2%*? se muestran y describen algunos de los mecanismos implicados
en la esclerosis multiple y los medicamentos que existen para tratarla.
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Figura 5 Mecanismo implicados en la esclerosis multiple y estrategias terapéuticas asociadas™ .

Tabla 2 Tabla de medicamentos asociados a los mecanismos implicados en la esclerosis multiple de los

: : 38-42
tratamientos que existen .

Medicamento Mecanismo Efecto

IFN-B Anti-inflamatorio (disminuye IL-17; Reduce las recaidas, pero
(Avonex, Rebif, IL-23) su efecto no esta claro en la
Betaseron) NK, expansion de células Treg progresién de la enfermedad

Glatiramer acetate
(Glatiramer, Copaxone)

Modulacién de las APCs
Reduce TNF; IL-2

Reduce la frecuencia de
recaidas, pero no la
actividad de la enfermedad

Natalizumab (Tysabri)

Anticuerpo que bloquea VLA-4
limitando la entrada de células T

Reduce las recaidas, ligero
efecto en la reduccién de la
enfermedad

Fingolimod (Gilenya)

Bloqueo de los receptores S-1-P1.
Atrapa los linfocitos en el nodo
linfocitico (neuroproteccion)

Reduce las recaidas, ligero
efecto en la reduccién de la
enfermedad

Dimetil fumarato
(Tecfidera)

Reduce estrés oxidativo. Incremento
Nrf2

Reduce las recaidas, ligero
efecto en la reduccién de la
enfermedad

19




Medicamento

Mecanismo

Efecto

Teriflunomide (Aubagio)

Inhibidor de dihidroorotato
deshidrogenasa.

Previene la sintesis de pirimidina.
Limita la proliferacion de linfocitos
Sangre y periferia

Limitado efecto reduciendo
recaidas y el progreso de la
enfermedad

Laquinimod

Quinolone-3-carboxamida.
Neuroproteccion

Limitado efecto reduciendo
recaidas y el efecto relativo
en el progreso de la
enfermedad

Anticuerpos anti-CD52
(Alemtuzumab)

Lisis de linfocitos

Efectivo reduciendo
recaidas y efecto limitado en
el progreso de la
enfermedad

Anticuerpos anti-CD25
(Daclizumab)

Integrin a431 (Very Late Antigen-4,
VLA-4, en células T)

Anticuerpos anti-CD20
(Rituximab, ocrelizumab,
ofatumumab)

Células mononucleares de sangre
periférica (peripheral blood
mononuclear cell, PBMC)

Las condiciones autoinmunes no se detectan hasta que son patoldgicas. Es por
ello que nos vamos a centrar en los posibles tratamientos enfocados a minimizar
o reestablecer el equilibrio inmunolégico una vez la enfermedad ya se ha
manifestado y esta en progresion.
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3 Dianas terapéuticas y tratamientos
existentes en la esclerosis multiple

3.1. Nutracéuticos

Existen diversas publicaciones que analizan los beneficios que los nutracéuticos
pueden tener en el tratamiento de la esclerosis multiple, ya sea para aliviar los
sintomas como para tratar la enfermedad. Entre los nutracéuticos mas
estudiados estan la vitamina D'*"", |a biotina®, los acidos grasos omega 3 y 6*
y la ctrcuma™.

De la busqueda en DrugBank™ de nutracéuticos asociados al tratamiento de
esclerosis multiple, se obtuvieron 14 compuestos detallados en la Tabla 3 mas
capsaicina y curcuma (se han omitido elementos quimicos como calcio,
magnesio y manganeso). A continuacién, se realizaron bisquedas en PubMed"
del numero de publicaciones existentes que asociaran cada uno de los
nutracéuticos con la esclerosis multiple.

Tabla 3 Nutracéuticos encontrados en DrugBank que se asocian al tratamiento de esclerosis multiple y el
numero de publicaciones existentes en PubMed que relacionan cada nutracéutico con la enfermedad.

e s Referencias
Descripcion

en PubMed
Vitamina D 1055
Colina (Lecitina) 231
Riboflavina (Vitamina B2) 147
Omega-3 y omega-6 104
Cianocobalamina (Vitamina B12) 84
Biotina 67
Vitamina C 42
Acido Félico (Familia Vitamina B) 41
Vitamina E 40
Tiamina (Vitamina B1) 29
Capsaicina 23
Curcuma 19

Para cada uno de los nutracéuticos con mas de 10 publicaciones, se ha
analizado sus receptores asociados en DrugBank'***® y KEGG'?°. Se han
revisado (Apéndice 1) los mecanismos en los que intervienen en el organismo
(KEGG Pathways) y a que enfermedades esta asociado (KEGG Disease).

En la Tabla 4 se describen los principales receptores identificados, la entrada
correspondiente en UniProt y en PDB, el gen asociado, los nutracéuticos que
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interacciona con cada receptor y si ha sido seleccionado para un analisis de
acoplamiento y el motivo.

Tabla 4 Receptores de nutracéuticos asociados a la esclerosis multiple. Se indica el nombre del receptor,
la entrada correspondiente en UniProt y en PDB, el gen asociado, el nutracéutico que interacciona y si ha
sido seleccionado para un analisis de acoplamiento y el motivo.

Nombre UniProt PDB Gen Nutracéutico Seleccionado

Multidrug .
resistance No, proteina

. 015440 2CBZ ABCC5 Cdrcuma de membrana
associated

; de transporte
protein 5

No, no existe

Toll-Like QI9NR96 - TLR9  Omega-3 entrada en
Receptor

PDB
Propionyl COA  pag165  25KU PCC  Biotina No, similar a
carboxylase PC
Methylcrotonyl! o No, similar a
CoA carboxylase Q96RQ3/ No humana MCC Biotina PC
AcetylCoA 3GLK, o No, similar a
carboxylases Q13085 2YL2 ACC Biotina PC

De los nutracéuticos obtenidos, se han escogido los que tienen un mayor numero
de publicaciones en relacion a la EM, no sean todos vitaminas (para que exista
cierta variedad en el tipo de nutracéutico analizado) o aquellos que comparten
receptores. En la Tabla 5 se detallan los escogidos para hacer un analisis de
semejanza (vitamina D, omega-3, biotina y curcuma) y las correspondientes
dianas terapéuticas asociadas a la esclerosis multiple, identificadas en Swiss
Target Prediction*' y DrugBank'*#4=¢.

De los diversos receptores involucrados se han escogido cinco (VDR, PPARG,
CBR1, GSTP1, PC) para analizar el acoplamiento (docking) con las moléculas a
estudiar.



Tabla 5 Dianas terapéuticas de algunos de los nutracéuticos que tienen algun tipo de efecto en el
tratamiento de la esclerosis multiple (SWissTargetPrediction21, DrugBank14’44'46).

Nutracéutico

Diana terapéutica
(SwissTP, DrugBank)

Vitamina D

- Vitamin D Receptor (VDR)

Omega-3
(DHA)

Toll-Like Receptor (TLR9)
- Peroxisome proliferator-activated
receptor gamma (PPARG)

Biotina
(Vitamina B7)

- Pyruvate carboxylase (PC)

- Propionyl CoA carboxylase (PCC)

- Methylcrotonyl CoA carboxylase (MCC)
- AcetylCoA carboxylases (ACC)

Curcuma

- Peroxisome proliferator-activated
receptor gamma (PPARG)

- Vitamin D receptor (VDR)

- Inhibitor Multidrug resistance-associated
protein 5 (ABCC5)

- Carbonyl reductase [NADPH] 1 (CBR1)

- Glutathione S-transferase P (GSTP1)

3.2. Tratamientos y dianas terapéuticas

La busqueda en Therapeutic Target Database'®'® ha dado como resultado
nueve dianas terapéuticas asociadas al tratamiento de la esclerosis multiples con
diversos medicamentos relacionados con cada una de ellas, tal y como se detalla

en la Tabla 6.

Tabla 6 Informaciéon sobre medicamento y las dianas terapéuticas sobre las que actian encontradas en
Therapeutic Target Database.




Diana terapéutica UniProt | Medicamento
. MCI-186 (ALS)
Apoptosis regulator Bcl-2 P10415 Pc4 (Psoriasis)
, Rituximab
B-lymphocyte antigen CD20 P11836 Ofatumumab
Sphingosine 1-phosphate receptor 1 P21453 Fingolimod
. DOI9XH (ALS)
Tumor necrosis factor P01375 ANO128 (Psoriasis)
Voltage-gated sodium channel Q8NDX3 Lamotrigine
APRIL 075888 Atacicept
Integril alpha-2/beta-1 P05556 Valetizumab
. P13612/ CDP323
Integrin alpha-4/beta-1 (VLA-4) Q8WUMS | Firategrast
Interferon gamma P01579 Acido fumarico

ALS: Amyotrophic Lateral Sclerosis

De los medicamentos aprobados o en fase clinica para el tratamiento de la
esclerosis multiple, se han escogido aquellos que tienen medicamentos
asociados que son moléculas pequefias (no anticuerpos) y los que tienen una
entrada en PDB, para poder descargar la estructura cristalina (Tabla 7).

Tabla 7 Receptores de medicamentos aprobados para el tratamiento de la esclerosis multiple. Se indica el
nombre del receptor, los codigos en UniProt y en PDB, el gen y el medicamento asociados y si ha sido
seleccionado para un analisis de acoplamiento y el motivo.

Nombre PDB | Gen Medicamento Seleccionado
Apoptosis regulator | 5o\ | BoL2 MCI-186 Si

Bcl-2

B-lymphocyte antigen Rituximab .

CD20 3PP4 | MS4A1 Ofatumumab Anticuerpos
SIDTERSTS - 3V2Y | S1PR1 | Fingolimod Si

phosphate receptor 1

Tumor necrosis factor | 1TNF | TNF Celastrol Si

Voltage-gated sodium | _ SCN11A Lamotrigine No entrada en PDB
channel

APRIL 4ZCH | TNFSF13 | Atacicept Anticuerpos

Integril alpha-2/beta-1 | 1K11 ITGB1 Valetizumab Anticuerpos

Integril alpha-4/beta-1 | CDP323,

(VLA-4) Firategrast No entrada en PDB
Interferon gamma 1EKU | IFNG Acido Fumérico Si
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En la Tabla 8 se detallan los receptores escogidos y el medicamento asociado,
que han servido como referencia en el analisis de acoplamiento con los
nutracéuticos a estudiar.

Tabla 8 Receptores asociados a medicamentos aprobados o en vias de investigacion para el tratamiento
de la esclerosis multiple (Therapeutic Target Database).

Receptor | PDB | Medicamento

BCL2 5JSN | MCI-186 (ALS)

S1PR1 3V2Y | Fingolimod

TNF 1TNF | Celastrol (ALS)

IFNG 1EKU | Acido Fumarico
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4 ldentificacion y analisis de moléculas
similares a los nutracéuticos en el
tratamiento de la esclerosis multiple.

Se ha realizado un analisis de semejanza sobre los nutracéuticos vitamina D,
acido docosahexaenoico (DHA, Omega 3), biotina y curcuma, identificados en la
etapa anterior como nutracéuticos con un posible efecto terapéutico sobre la
esclerosis multiple. Para ello se ha realizado una busqueda con SwissSimilarity**
en varias librerias: Approved, Experimental, Investigational, Nutraceuticals y
ZINC-DrugLike.

Posteriormente, se ha utilizado SwissADME® para analizar las propiedades de
Absorcion, Distribucion, Metabolismo, Excrecidn y Toxicidad (ADMET) de todos
los compuestos identificados. Se han utilizado estas propiedades para filtrar el
numero de compuestos a analizar y se han escogido unicamente los compuestos
con determinadas caracteristicas:

e Que no exista ninguna violacion de las reglas de Lipinski*’, Ghose®,
Veber*, Egan®’, Muegge™*

e Con nivel de biodisponibilidad® > 56%

e Accesibilidad sintética < 3,5 (desde muy facil 1 a muy dificil 10).

Los compuestos finalmente seleccionados se han agrupado en diez grupos de
moléculas similares mediante un analisis de agrupaciones k-medoides (k-
medoids clustering) y se ha escogido un compuesto representativo de cada

grupo.

Adicionalmente, se han identificado todos los nutracéuticos existentes en la base
de datos DrugBank**~®. De los 105 compuestos iniciales, se eliminaron aquellos
que no tenian entrada en la base de datos PubChem Compound®, eran
elementos quimicos o ligandos de alta complejidad asociados a metales,
guedando 83 moléculas en la base de datos de nutracéuticos.

4.1. Actividades realizadas
El proyecto se ha enfocado desde dos puntos de vista diferentes:

1. Por un lado, se ha focalizado en las dianas terapéuticas (VDR, PPARG,
CBR1, GSTP1, PC) asociadas a los nutracéuticos que se ha descrito que
actuan contra la esclerosis multiple (vitamina D, omega-3, biotina y curcuma).
1.1. Se ha realizado un cribado de moléculas similares a los nutracéuticos de

interés con SwissSimilarity**.

1.2. Se calcularon las propiedades ADMET con SwissADME®.

1.3. Se filtraron las moléculas que cumplieran con ciertas propiedades de
capacidad terapéutica (no exista ninguna violacion de las reglas de
Lipinski*’, Ghose®®, Veber*, Egan®, Muegge'), con cierto nivel de
biodisponibilidad>* (= 0,5) y accesibilidad sintética (< 3,5). Para llevar a
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cabo este filtrado y obtener los ficheros de los ligandos de interés, se
utilizé la herramienta de mineria de datos KNIME™*.

1.4. Se obtuvo la estructura de las proteinas de interés en Protein Data
Bank’>.

1.5. Se prepararon las proteinas y los ligandos con Chimera®.

1.6. Se g?alizé el estudio de acoplamiento receptor-ligando con AutoDock
Vina™.

En la Figura 6 se esquematiza el protocolo seguido.

Analisis semejanza

SwissSimilarity

Analizar porpiedades ADME

SwissADME

Filtrar posibles compuestos (drugabilidad y ADMET)
KNIME

Estructura Proteina
PDB

Preparacion Proteina y Ligandos
Chimera, AutoDockTools

Analisis acoplamiento (docking)
AutoDock Vina

Figura 6 Protocolo que se ha seguido para la busqueda de nutracéuticos con posible efecto terapéutico
en esclerosis multiple.

Por otro lado, se buscaron todos los nutracéuticos registrados en DrugBank

y se realizaron analisis de acoplamiento con:

2.1.Las dianas terapéuticas (VDR, PPARG, CBR1, GSTP1, PC) asociadas a
los nutracéuticos de referencia (Tabla 5).

2.2.Las dianas terapéuticas identificadas en TTP como receptores de
medicamentos (moléculas sencillas) aprobados o en vias de
investigacion para la esclerosis multiple (Tabla 8).

En este caso, se llevaron a cabo los tres ultimos pasos del protocolo de la

Figura 6.

Destacar que, aunque no se habia previsto inicialmente, se ha trabajado con el
software KNIME> para realizar el filtrado de datos segun propiedades ADME,
agrupar los compuestos segun k-medoides y transformar y extraer la estructura
de los ligandos a ficheros que se pudieran leer en Chimera®.
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4.2. Cribado basado en el ligando (ligand-based screening).

4.2.1 Analisis de semejanza

A partir de los nutracéuticos considerados de interés (Tabla 10), se ha realizado
un andlisis de semejanza con SwissSimilarity’* en las librerias “Approved”,
“‘Experimental’, “Investigational’, " Nutraceuticals” y “ZINC-DrugLike” con valor de
semejanza (similarity score) 2 0,1. El numero de moléculas obtenidas en cada

libreria para cada nutracéutico se encuentran resumidos en la Tabla 9.

Tabla 9 Resultados analisis de semejanza realizados con SwissSimilarity en las librerias “Approved”,
“Experimental’, “Investigational’,” Nutraceuticals” y “ZINC-DrugLike” con valor de semejanza (similarity
score) 2 0,1.

Nutracéutico A E I N Z-DL
Colecalciferol (Vitamina D3) 28 40 4 0 400
Curcuma 0 6 0 0 400
Omega-3 (DHA) 3 3 35 0 251
Biotina (Vitamina B7) 19 57 0 0 400
A: Approved

E: Experimental

I: Investigational

N: Nutraceuticals
Z-DL: ZINC-DrugLike

4.2.2 Analisis propiedades ADMET

Se realizé una busqueda de las propiedades ADMET con SwissADME? de las
moléculas consideradas de interés tras el analisis de semejanza. De las
diferentes propiedades extraidas, se han seleccionado las cinco reglas de
moléculas que podrian ser medicamentos (“drugabilidad”) basados en los filtros
originados en cinco grandes compafias farmacéuticas: Lipinski*’ (Pfizer),
Ghose® (Amgen), Veber*” (GSK), Egan®* (Pharmacia) y Muegge® (Bayer). Se
han escogido las moléculas que no incumplieran ninguna de estas reglas.

Adicionalmente se ha evaluado el factor de biodisponibilidad de Abbot>
(Bioavailability Score). Este factor busca predecir la probabilidad de que un
compuesto tenga al minimo un 10% de biodisponibilidad oral en ratas o una
permeabilidad Caco-2 medible. Es un factor semi-cuantitativo basado en la carga
total, TPSA, y la violacién o no del filtro de Lipinski. Se definen cuatro tipos de
probabilidades: 11%, 17%, 56% o 85%. Se han seleccionado las moléculas con
un nivel de biodisponibilidad > 56%.

Finalmente, se han escogido aquellas moléculas con una accesibilidad sintética
(SA) Después de la normalizacion el valor de SA va desde 1 (muy facil) a 10
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(muy dificil). Se han escogido aquellas moléculas que tengan una accesibilidad
sintética < 3,5.

4.2.3 Seleccion

Para realizar el filtrado de las moléculas segun sus propiedades ADMET,
agruparlas (diez agrupaciones por k-medoides) y obtener los ficheros de los
ligandos a analizar (las moléculas representativas de las diez agrupaciones
realizadas) se ha construido un flujo de trabajo en KNIME>* (Figura 7). KNIME
es una herramienta de mineria de datos que facilita el tratamiento masivo de
datos.

Rule-based
CSV Reader Row Fllter Column Filter
&, » > = > > i
Leer Similares Filtrado Filas Seleccion Columnas
Distance Matrix
Calculate RDKIit Canon SMILES  Excel Writer (XLS)
> »
RDKIit From Molecule =
Molecule Type Cast > o » RDKIt Fingerprint k-Medoids
» Matriz Distancias .. > Convertir en SMILES ~ Generar Fichero Excel
L gl 2 > >
e B > Excel Writer (XLS)
Convertir RDKit
Convertir SMILES Crear Fingerprint Calcular k-medoids . molConverter '
1 DN 2

Generar Fichero Excel

Group Loop Start Mol2 Writer

Convertir a Mol2
TE -~

Extraer Moleculas Escribir Ficheros Mol2

Loop End

> (s p

Finaizar Loop

Figura 7 Flujo de trabajo en KNIME utilizado para el filtrado, agrupacion y obtencion de ficheros de los
ligandos a estudiar.

4.3. Analisis interaccién ligando-proteina

Una vez obtenidas las moléculas similares a los ligandos que se sabe
interaccionan con los receptores y escogido aquellos con ciertas propiedades
ADMET, se pas6 a analizar la interaccion ligando-proteina. Para ello se han
seguido los siguientes pasos:

- Descargar las estructuras cristalina de las proteinas de ProteinDataBank™
(PDB).
- Preparar los ficheros de las proteina con Chimera®*:
o Eliminar otras cadena, ligandos y solventes.
o AnRadir cargas.
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o Anadir hidrégenos.

o Determinar la caja de acoplamiento (docking box) y guardar
coordenadas. La caja de acoplamiento se ha determinado por
ligandos que existen interaccionando con el receptor en la
estructura cristalina descargada.

Preparar los ficheros .pdbqt que contiene coordenadas atdmicas, cargas
parciales y parametros de solvatacion para todos los atomos de las
macromoléculas, con AutoDock Tools>®*’.

Descargar ligandos y prepararlos en ficheros .pdbgt que contiene
coordenadas atémicas y cargas parciales con AutoDock Tools™®’.
Realizar el andlisis de acoplamiento con AutoDock Vina®.
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5 Cribado basado en el ligando (/igand-
based screening)

Se ha realizado un estudio de acoplamiento ligando-receptor de las moléculas
escogidas para cada nutracéutico con el receptor correspondiente, tal y como se
indica en la Tabla 10.

Tabla 10 Receptores asociados a nutracéuticos con efecto en el tratamiento de la esclerosis multiple. Los
nutracéuticos asociados a cada receptor son aquellos cuyas celdas no estan sombreadas.

Receptor | PDB Biotina | Cdrcuma | Vitamina DHA
D3

PPARG 2VV0

CBR1 3BHI

GSTP1 18GS

PC 3BG3

VDR 1DB1

5.1. Receptor Vitamina D (VDR)

Segun informacién encontrada en UniProt*®, el receptor de vitamina D (VDR) es
un receptor nuclear de calcitriol, la forma activa de la vitamina D3. Modula la
actividad de la vitamina D3 en la célula, activando la transcripcion de genes diana
que resgaccionan a la vitamina D3. Juega un papel centra en la homeostasis del
calcio™.

La estructura de la proteina escogida es la entrada de 1DB1 Crystal Structure of

the Nuclear Receptor for Vitamin D Complexed to Vitamin D de PDB. El ligando
asociado a este receptor es la Vitamina D3 (VDX).

5.1.1 Evaluacién del acoplamiento con el ligando cristalografico

En la Figura 8 se muestra el analisis con PLIP*® de la interaccion de 1DB1 con
calcitriol.

Figura 8 Interacciones proteina (1DB1) — ligando (calcitriol) identificadas con PLIP.
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En dicho analisis se han identificado:

e Diez interacciones hidrofébicas (Tabla 11):
Tabla 11 Interacciones hidrofébicas entre 1DB1 y calcitriol.

Residuo AA Distancia (&) Atomo Ligando Atomo Proteina

1 143A  TYR 3.93 1997 200
2 227TA LEU 3.54 2021 454
3 230A LEU 3.96 2006 480
4 233A LEU 3.54 2014 499
5 233A LEU 3.94 2000 501

6 286A TRP 3.45 2004 915
7 295A TYR 3.96 2006 989
8 300A VAL 3.92 2007 1035
9 309A LEU 3.81 2016 1101
10 418A VAL 3.99 2022 1952

e Cinco puentes de hidrogeno (Tabla 12):

Tabla 12 Puentes de hidrogeno entre 1DB1 y calcitriol.

Distancia Distancia

‘Residuo  AA 7"/ &  DAR) Angulo
1 143A TYR  1.97 2.83 146.22
2 237A SER 2.31 2.78 108.78
3 274A ARG 1.92 2.86 157.47
4 274A ARG 3.26 4.09 144 .51
5 305A HIS 1.90 2.81 153.83

5.1.2 Acoplamiento ligando - diana terapéutica

Los resultados de la energia de acoplamiento VDR-ligando para las moléculas
escogidas tras el analisis de semejanza con curcuma y vitamina D3 se muestran
en las Tabla 13 y Tabla 14 respectivamente.

En el acoplamiento con las moléculas similares a curcuma, observamos dos
ligandos (ZINC18062842 y ZIN05257255) con energia de acoplamiento menor
(mayor valor absoluto) que la vitamina D3 (-10.0 kcal/mol) y otros tres
(ZINC18066836, ZINC17156357 y ZINC06552379) con energia de acoplamiento
menor que la curcuma (-9.0 kcal/mol)

En el grupo de la vitamina D observamos que existen tres moléculas (DB00246,
DB03383 y DB05137) con energia de acoplamiento menor que la vitamina D3 (-
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10.0 kcal/mol) y uno (DB08954) con energia menor que la curcuma (-9.0
kcal/mol).

Tabla 13 Energia de acoplamiento ligando-proteina para el receptor VDR con moléculas similares a la
curcuma.

Molécula E (kcal/mol)
ZINC18062842 -11.5
ZINC05257255 -10.3
ZINC18066836 -9.8
ZINC17156357 -9.4
ZINC06552379 -9.2
ZINC31829800 -8.7
ZINC06639651 -8.0
ZINC83203763 -7.6
ZINC44027235 -7.6
ZINC04958285 -7.3

Tabla 14 Energia de acoplamiento ligando-proteina para el receptor VDR con moléculas similares a la
vitamina D3.

Molécula E (kcal/mol)
DB00246 -10.5
DB03383 -10.2
DB05137 -9.9
DB08954 -9.2
DB01079 -8.5
ZINC38337684 -8.1
ZINC38337682 -8.1
DB02495 -8.0
ZINC38337680 -7.9
DB01611 -7.2

5.1.3 Acoplamiento nutracéutico — diana terapéutica

La Tabla 15 muestra el resultado de la energia de acoplamiento VDR-ligando
para todos los nutracéuticos identificados. Existen cinco ligandos (DB00153,
DB00146, DB00136, DB00169, DB01436) con energia de acoplamiento menor
que la vitamina D3 (-10.0 kcal/mol) y otros ocho (DB01708, DB04789, DB00158,
DB00755, DB00162, DB01322, DB00163, DB00116) con energia de acoplamiento
menor que la curcuma (-9.0 kcal/mol).
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Tabla 15 Nutracéuticos con menor energia de acoplamiento ligando-proteina para el receptor VDR.

Molécula E (kcal/mol)
DB00153 -12.4
DB00146 -12.0
DB00136 -11.9
DB00169 -11.6
DB01436 -11.4
DB01708 -9.7
DB04789 -9.7
DB00158 -9.6
DB00755 -9.6
DB00162 -9.3
DB01322 -9.2
DB00116 -9.1
DB00163 -9.1

5.2. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma (PPARG)

Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma (PPARG) regula el
almacenamiento de los acidos grasos y el metabolismo de la glucosa. PPAR-
gamma reduce la respuesta inflamatoria de las células cardiovasculares y en
particular de células endoteliales (UniProt>®).

Agonistas de PPAR-gamma modulan el desarrollo de la enfermedad
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE, experimental autoimmune
encephalomyelitis), un modelo animal de la esclerosis multiple (EM)®. Agonistas
de PPAR-gamma [como tiazolidinedionas (TZDs) y 15-deoxi-Delta(12,14)
prostaglandina J(2) (15d-PGJ(2)], han sido efectivos en el tratamiento de EAE®.
La estructura de la proteina descargada de PDB es 2VV0 hPPARgamma Ligand

binding domain in complex with DHA acoplada con el acido docosa-
4,7,10,13,16,19-hexaenoico (DHA).

5.2.1 Evaluacién del acoplamiento con el ligando cristalografico

Figura 9 Interacciones proteina (PPAR) — ligando (DHA) identificadas con PLIP.
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En el analisis de las interacciones del ligando DHA con la proteina PPARG con
el programa PLIP*® (Figura 9) se observan tres tipos de interacciones:

e Cuatro interacciones hidrofobicas (Tabla 16)

Tabla 16 Interacciones hidrofébicas entre PPARG y DHA.

Residuo AA Distancia (8) Atomo Ligando Atomo Proteina

1 288A ARG 3.24 4102 564
2 330A LEU 3.76 4095 902
3 341A ILE 3.72 4104 979
4 341A ILE 3.73 4100 981

e Tres puentes de hidrogeno (Tabla 17)

Tabla 17 Puentes de hidrégeno entre PPARG y DHA.

Distancia Distancia

Residuo AA HAR) DA R Angulo
1 289A SER 1.93 2.76 142.47
2 289A SER 1.93 2.76 146.37
3 473A TYR 212 3.01 159.26

e Dos puentes salinos (Tabla 18)

Tabla 18 Puentes salinos entre PPARG y DHA.

Residuo AA Distancia (&) Grupo Ligando  Atomos Ligando
1 323A HIS 4.25 Carboxylate 4087, 4088
2 449A HIS 4.46 Carboxylate 4087, 4088

5.2.2 Acoplamiento ligando - diana terapéutica

En la Tabla 19 se observa que, de las moléculas similares a la curcuma, cuatro
(ZINC18062842, ZINC18066836, ZINC05257255, ZINC17156357) tienen energia de
acoplamiento menor que la curcuma (-7.6 kcal/mol) y tres (ZINC06552379,
ZINC06639651, ZINC31829800) con energia menor que DHA (-7.1 kcal/mol)
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Tabla 19 Energia de acoplamiento ligando-proteina para el receptor PPARG con moléculas similares a la
curcuma.

Molécula E (kcal/mol)
ZINC18062842 -9.9
ZINC18066836 -8.9
ZINC05257255 -8.2
ZINC17156357 -8.1
ZINC06552379 -7.5
ZINC06639651 -7.5
ZINC31829800 -7.2
ZINC44027235 -6.9
ZINC83203763 -6.5
ZINC04958285 -6.5

De las moléculas similares a DHA (Tabla 20) observamos que tres
(ZINC95369153, ZINC95369154, ZINC95369677) tienen energia de acoplamiento
menor que la curcuma y el DHA.

Tabla 20 Energia de acoplamiento ligando-proteina para el receptor PPARG con moléculas similares a
DHA.

Molécula E (kcal/mol)
ZINC95369153 -9.7
ZINC95369154 -8.8
ZINC95369677 -8.5
ZINC98088385 -7.0
ZINC75621890 -6.6
ZINC75621888 -6.6
ZINC98088383 -6.4
ZINC38435423 -6.1
ZINC98092116 -5.9
ZINC75601513 -5.8

5.2.3 Acoplamiento nutracéutico — diana terapéutica

Cuando analizamos la energia de acoplamiento de los nutracéutico con PPARG
(Tabla 21) observamos que hay 20 posibles nutracéuticos (DB04789, DB00158,
DB00116, DB00153, DB00146, DB00136, DB00169, DB00157, DB00171,
DB01436, DB00163, DB01708, DB00140, DB00755, DB01322, DB00118,
DB08887, DB00162, DB00758, DB00170) con energia de acoplamiento menor
o igual a la curcuma (-7.6 kcal/mol) y a DHA (-7.1 kcal/mol).

Tabla 21 Nutracéuticos con menor energia de acoplamiento ligando-proteina para el receptor PPARG.

Molécula E (kcal/mol)
DB04789 -9.5
DB00158 -9.4
DB00116 -9.3
DB00153 -9.1
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Molécula E (kcal/mol)

DB00136 -8.9
DB00146 -8.9
DB00169 -8.7
DB00157 -8.6
DB00171 -8.5
DB01436 -8.3
DB00163 -8.2
DB01708 -8.1
DB00140 -8.0
DB00755 -7.5
DB01322 -7.4
DB00118 -7.3
DB00162 -7.2
DB08887 -7.2
DB00170 -7.1
DB00758 -7.1
DB00131 -7.0
DB00159 -7.0
DB00168 -7.0
DB01992 -7.0

5.3. Carbonyl reductase [NADPH] 1 (CBR1)

Seguln leemos en UniProt®®, Carbonyl reductase [NADPH] 1, es una reductasa
dependiente de NADPH que cataliza la reduccion de una amplia variedad de
compuestos carbonilicos, incluyendo quinonas, prostaglandinas, menadiona y
varios xenobioticos Cataliza la reduccion de antraciclinas antitumoral, convierte
prostaglandina E2 a prostaglandina F2-alpha y puede enlazar glutation, lo que
explica la gran afinidad por sustratos conjugados con glutatién. Cataliza también
la reduccidn de S-nitrosoglutation.

La estructura cristalina de la proteina descargada de PDB es 3BHI Crystal
structure of human Carbonyl Reductase 1 in complex with NADP, que contiene
el ligando Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADP). Este ligando se ha
incluido en el analisis de acoplamiento para ver como se comparan con otras
moléculas.

5.3.1 Evaluacién del acoplamiento (docking) con el ligando cristalografico

En el analisis con PLIP*® de la interaccién de CBR1 con NADP (Figura 10) se
han identificado:
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Figura 10 Interacciones proteina (CBR1; 3BHI) — ligando (NADP) identificadas con PLIP.

e Una interaccion hidrofébica (Tabla 22)

Tabla 22 Interacciones hidrofébicas entre CBR1 y NADP.

Residuo AA Distancia (A) Atomo Ligando Atomo Proteina

1 227A PRO 3.74 2146 1729

¢ Diecisiete puentes de hidrogeno (Tabla 23)

Tabla 23 Puentes de hidrogeno entre CBR1 y NADP.

Residuo  AA Dl_lls:fr(]gl)a Dlss:frggl)a Angulo
1 11A GLY 2.88 3.37 112.34
2 13A ASN 3.37 4.09 130.89
3 13A ASN 1.76 2.73 169.89
4 14A LYS 3.33 4.10 136.51
5 16A ILE 1.80 2.75 161.01
6 37A ARG 3.36 3.90 116.54
7 62A ASP 1.97 2.78 138.48
8 63A ILE 2.35 3.25 151.96
9 64A ASP 3.27 4.00 132.00
10 89A ASN 1.86 2.70 142.89
11 91A GLY 2.57 3.50 156.40
12 112A THR 3.00 3.94 164.25
13 197A LYS 2.04 2.96 148.56
14 230A VAL 2.11 3.08 170.22
15 230A VAL 2.91 3.69 136.51
16 233A ASP 3.09 3.62 115.09
17 234A MET 3.25 4.01 135.70
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e Seis puentes de agua (Tabla 24)

Tabla 24 Puentes de agua entre CBR1 y NADP.

. Distancia Distancia Angulo Angulo Atomo

Residuo  AA )\ w@&) D-w @A) Dadior A§ua Agua

1 14A LYS 3.30 2.97 119.09 102.52 2179
2 17A GLY 2.83 2.82 145.22 89.71 2154
3 37A ARG 3.04 2.91 159.32 81.47 2153
4 37A ARG 2.70 3.54 111.59 75.95 2176
5 37A ARG 3.98 3.47 128.37 133.40 2296
6 37A ARG 2.87 3.47 128.37 137.44 2296
7 41A ARG 3.64 3.77 130.41 113.91 2176

e Cuatro puentes salinos (Tabla 25)

Tabla 25 Puentes salinos entre CBR1 y NADP.

Residuo AA Distancia (A) Grupo Ligando Atomos Ligando
1 14A LYS 4.79 Phosphate 2148, 2148, 2114, 2149, 2150, 2151
2 14A LYS 5.08 Phosphate 2104, 2104, 2105, 2106, 2107, 2126
3 37A ARG 4.21 Phosphate 2148, 2148, 2114, 2149, 2150, 2151
4 41A ARG 4.53 Phosphate 2148, 2148, 2114, 2149, 2150, 2151

5.3.2 Acoplamiento ligando - diana terapéutica

El ligando NADP tiene una energia de acoplamiento con el receptor de -11.0
kcal/mol y la curcuma de -8.4 kcal/mol En la Tabla 26 observamos que los
ligandos ZINC18062842 y ZINC18066836 tienen energias de acoplamiento entre
el NADP y la Curcuma. Existen ademas cinco moléculas (ZINC05257255,
ZINC06639651, ZINC06552379, ZINC17156357, ZINC44027235) con energia
de interaccion entre -8.4 kcal/mol y -7.0 kcal/mol.

Tabla 26 Ligandos con menor energia de acoplamiento ligando-proteina para el receptor CBR1.

Molécula E (kcal/mol)
ZINC18062842 -10.4
ZINC18066836 -8.9
ZINC05257255 -8.2
ZINC06639651 -8.2
ZINC06552379 -8.0
ZINC17156357 -7.8
ZINC44027235 -7.1
ZINC31829800 -6.9
ZINC04958285 -6.5
ZINC83203763 -6.0
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5.3.3 Acoplamiento nutracéutico — diana terapéutica
El analisis de acoplamiento entre los nutracéuticos y CBR1 da como resultado

diez nutracéuticos con energia de interaccion entre -10.8 kcal/mol y -8.0 kcal/mol
(Tabla 27).

Tabla 27 Nutracéuticos con menor energia de acoplamiento ligando-proteina para el receptor CBR1.

Molécula E (kcal/mol)

DB00157 -10.8
DB00158 -9.8
DB04789 -9.7
DB00116 -9.6
DB00171 -9.2
DB00131 -8.7
DB00136 -8.3
DB00140 -8.1
DB01436 -8.1
DB01992 -8.0

5.4. Glutathione S-transferase P (GSTP1) - Glutatién

Glutathione S-transferase P (GSTP1) agrupa el glutation reducido con un amplio
numero de electrofilos hidrofobicos exdgenos y endogenos. Asimismo, regula
negativamente la actividad de CDK25 via translocacion p25/p35 para prevenir la
neurodegeneracién (UniProt™®).

La estructura de la proteina la descargamos de la entrada de PDB 18GS Human
Pyruvate Carboxylase (missing the biotin carboxylase domain at the N-terminus),
que incluye los ligandos s-(2,4-dinitrofenil)glutation [GDN] y acido 2-(n-
morfolino)etanosulfénico [MES].

5.4.1 Evaluacién del acoplamiento (docking) con el ligando cristalografico

(a) (b)
Figura 11 Interacciones (a) proteina (GSTP1) — ligando (glutation) (b) proteina (GSTP1) — ligando (MES)
identificadas con PLIP.
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En el analisis con PLIP*® de la interaccién de GSTP1 con el ligando glutatién
(Figura 11a) se han identificado:

e Una interaccion hidrofébica (Tabla 28)

Tabla 28 Interacciones hidrofébicas entre GSTP y glutation.

Residuo AA Distancia ()  Atomo Ligando  Atomo Proteina

1 104A ILE 3.72 3289 818

e Siete puentes de hidrogeno (Tabla 29)

Tabla 29 Puentes de hidrogeno entre GSTP y glutation.

. Distancia Distancia
Residuo AA H-A (A) D-A (A) Angulo
1 38A TRP 2.14 2.95 144.73
2 51A  GLN 2.02 3.00 171.85
3 52A LEU 2.08 3.07 175.67
4 52A LEU 211 2.98 145.50
5 64A  GLN 3.26 3.75 112.47
6 64A  GLN 1.74 2.72 158.46
7 65A  SER 1.84 2.80 164.29
¢ Nueve puentes de agua (Tabla 30)
Tabla 30 Puentes de agua entre GSTP y glutation.
: Distancia Distancia Angulo  Angulo Atomo
Residuo AA A W(A) DW(A) Dador Agua Agua
1 44A LYS 2.69 3.49 130.52 97.98 3604
2 44A LYS 3.85 3.49 130.52 122.56 3604
3 64A  GLN 3.89 2.75 139.29 118.75 3429
4 64A  GLN 2.83 2.80 148.43 75.83 3357
5 66A  ASN 2.75 3.30 116.67 75.38 3429
6 66A  ASN 3.11 3.06 128.40 75.52 3397
7 97A  GLU 3.46 3.78 157.21 96.21 3522
8 98B  ASP 3.91 3.78 157.21 91.04 3522
9 98B  ASP 3.73 3.46 112.22 119.31 3366
e Una interaccion - © (Tabla 31)
Tabla 31 Interaccion © - © entre GSTP y glutation.
Residuo AA Distancia (A) Angulo Tipo Atomos Ligando
1 108A TYR 4.14 2023 P 3285, 3286, 3287, 3288, 3289, 3290
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e Dos puentes salinos (Tabla 32)

Tabla 32 Puentes salino entre GSTP y glutation.

Distancia
Residuo AA
)
1 13A ARG 4.36
2 44A LYS 3.06

Grupo Ligando Atomos Ligando

Carboxylate
Carboxylate

3268, 3269
3283, 3284

En la interaccion de GSTP1 con el ligando MES (Figura 11b) se identifican:

e Un puente de agua (Tabla 33)

Tabla 33 Puente de agua entre GSTP y MES.

. Distancia
Residuo AA AW (A)
1 30A GLU 3.44

Distancia  Angulo Angulo  Atomo
D-W (A) Dador Agua Agua
2.91 175.14 97.34 3394

e Un puente salino (Tabla 34)

Tabla 34 Puentes salino entre GSTP y MES.

Residuo

1 197A GLU 2.52

AA  Distancia (A)

Grupo Ligando Atomos Ligando

Tertamine

3300

5.4.2 Acoplamiento ligando - diana terapéutica

Observamos en la Tabla 35 que existen tres ligandos (ZINC18062842,
ZINC18066836, ZINC05257255) con energia de interaccion menor que la
curcuma (-7.1 kcal/mol), dos ligandos (ZINC17156357, ZINC06552379) con
energia de interaccion entre la de la curcuma y GDN (-6.6 kcal/mol) y cinco
moléculas con energia de interaccion entre GDN y MES (-4.7 kcal/mol).

Tabla 35 Ligandos con menor energia de acoplamiento ligando-proteina para el receptor GSTP1 con

moléculas similares a la curcuma.

Molécula

E (kcal/mol)

ZINC18062842

-9.2

ZINC18066836

-7.3

ZINC05257255

-7.2

ZINC17156357

-6.8

ZINC06552379

-6.7

ZINC06639651

-6.5

ZINC31829800

-6.4

ZINC83203763

-5.9

ZINC04958285

-5.9

ZINC44027235

-5.8
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5.4.3 Acoplamiento nutracéutico — diana terapéutica

De los nutracéuticos analizados, 26 tienen energia de interaccién < -7.0 kcal/mol
(Tabla 36).

Tabla 36 Nutracéuticos con menor energia de acoplamiento ligando-proteina para el receptor GSTP1.

Molécula E (kcal/mol)
DB00153 -8.4
DB00116 -8.2
DB01708 -8.2
DB06747 -8.2
DB00146 -8.1
DB06755 -8.0
DB00169 -7.8
DB06743 -7.8
DB06744 -7.8
DB06745 -7.8
DB06746 -7.8
DB00136 -7.7
DB00137 -7.7
DB00140 -7.7
DB00157 -7.7
DB00158 -7.7
DB04789 -7.7
DB01436 -7.6
DB06750 -7.6
DB00162 -7.4
DB00755 -7.4
DB01322 -7.3
DB06748 -7.3
DB01892 -7.1
DB00163 -7.0
DB00758 -7.0

5.5. Pyruvate carboxylase (PC)

Pyruvate carboxylase cataliza una reaccion de dos pasos que incluye, en un
primero, la carboxilacion dependiente de ATP de la biotina enlazada
covalentemente, seguido de la transferencia del grupo carboxilo al piruvato.
Cataliza las reacciones iniciales de sintesis de glucosa a partir de piruvato
(higado, rinones) y lipidos (tejido adiposo, higado, cerebro). Provoca el
incremento de produccion de ATP en neuronas y astrocitos (UniProt>®).

La estructura de la proteina se ha descargado de la entrada PDB 3BG3 Crystal
Structure of Human Pyruvate Carboxylase (missing the biotin carboxylase
domain at the N-terminus), que tiene asociados los ligandos biotina y acido
piravico.
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5.5.1 Evaluacién del acoplamiento (docking) con el ligando cristalografico

(a) (b)
Figura 12 Interacciones (a) proteina (PC) — ligando (biotina) y (b) proteina (PC) — ligando (acido pirtvico)
identificadas con PLIP.

En el andlisis con PLIP*® de la interaccién PC-biotina (Figura 12a) se identifican:
e Una interaccion hidrofébica (Tabla 37)

Tabla 37 Interacciones hidrofébicas entre PC y biotina.

Residuo AA Distancia () Atomo Ligando Atomo Proteina

1 614B VAL 3.89 19784 6159

e Dos puentes de hidrogeno (Tabla 38)

Tabla 38 Puentes de hidrégeno entre PC y biotina.

. Distancia H-A  Distancia D-A <
Residuo AA Angulo
&) &) g
1 911B SER 3.34 3.77 109.42
2 912B LYS 2.65 3.1 108.50

Y en la interaccion PC — acido piravico (Figura 12b) se observan:

¢ Una interaccion hidrofébica (Tabla 39)

Tabla 39 Interacciones hidrofébicas entre PC y acido piravico.

Residuo AA Distancia () Atomo Ligando Atomo Proteina

1 907A VAL 3.65 19781 3176
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e Cinco puentes de hidrégeno (Tabla 40)

Tabla 40 Puentes de hidrégeno entre PC y acido piravico.

Distancia H-A  Distancia D-A

Residuo AA (ﬁ\) (ﬁ\) Angulo
1 571A ARG 3.26 4.08 142.06
2 571A ARG 2.58 3.56 173.02
3 575A GLN 3.12 3.71 120.16
4 575A  GLN 2.31 2.73 106.42
5 575A  GLN 3.16 3.77 122.02

e Dos puentes salinos (Tabla 41)

Tabla 41 Puentes salinos entre PC y acido piravico.

Residue AA Distance Ligand Group Ligand Atoms
1 571A ARG 5.00 Carboxylate 19777, 19778
2 644A ARG 3.47 Carboxylate 19777, 19778

5.5.2 Acoplamiento ligando - diana terapéutica

De los resultados obtenidos del acoplamiento de la proteina PC con las
moléculas similares a la biotina BTI (Tabla 42), ocho (DB00121, ZINC19981565,
ZINC43511211, ZINC02565014, ZINC01580603, ZINC71722840,
ZINC40566041, ZINC70502483) tienen una energia de acoplamiento menor que
la biotina (-3.5 kcal/mol).

Tabla 42 Ligandos con menor energia de acoplamiento ligando-proteina para el receptor PC con moléculas
similares a la biotina.

Molécula E (kcal/mol)
DB00121 -4.1
ZINC19981565 -3.9
ZINC02565014 -3.9
ZINC43511211 -3.9
ZINC71722840 -3.8
ZINC01580603 -3.8
ZINC40566041 -3.7
ZINC70502483 -3.6
ZINC42445105 -3.4
DB03775 -2.9

5.5.3 Acoplamiento nutracéutico — diana terapéutica

De los nutracéuticos analizados, 47 (Tabla 43) tienen energia de acoplamiento
menor que la biotina (-3.5 kcal/mol).
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Tabla 43 Nutracéuticos con menor energia de acoplamiento ligando-proteina para el receptor PC.

Molécula E (kcal/mol)
DB00157 -5.4
DB00116 -5.0
DB00136 -5.0
DB04789 -5.0
DB06745 -5.0
DB06746 -5.0
DB06743 -4.9
DB06747 -4.9
DB00140 -4.8
DB06744 -4.8
DB00146 -4.7
DB00153 -4.6
DB00158 -4.6
DB00171 -4.6
DB06748 -4.6
DB06749 -4.6
DB00118 -4.5
DB00169 -4.4
DB01892 -4.4
DB06750 -4.3
DB00131 -4.2
DB00162 -4.2
DB00755 -4.2
DB01322 -4.2
DB00170 -4.1
DB01708 -4.1
DB02959 -4.1
DB00114 -4.0
DB00121 -4.0
DB00168 -3.9
DB06755 -3.9
DB00147 -3.8
DB00758 -3.8
DB00126 -3.7
DB00137 -3.7
DB00144 -3.7
DB00150 -3.7
DB00152 -3.7
DB00165 -3.7
DB01065 -3.7
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6 Evaluacién basada en el receptor
(receptor-based screening)

Se ha analizado el acoplamiento de los nutracéuticos encontrados en DrugBank
con los receptores (dianas terapéuticas) de medicamentos aprobados o en vias
de investigacion para la esclerosis multiple que se detallan en la Tabla 8. Estos
receptores son dianas terapéuticas encontradas en Therapeutic Target
Database™, cuyos medicamentos son moléculas quimicas pequefias y no
anticuerpos.

6.1. Apoptosis regulator Bcl-2 (BCL2)

En UniProt®® se indica que Bcl-2 suprime la apoptosis en una variedad de
sistemas celulares, incluyendo células neuronales. Regula la muerte celular
controlando la permeabilidad de la membrana celular. Puede disminuir la
inflamacion limitando la actividad del inflamasoma NLRP1, y, por consiguiente,
la activacion CASP1 y la liberacién de IL1B.

La estructura de la proteina se ha obtenido de la entrada de PDB 5JSN Bc/2-
inhibitor complex. EI medicamento asociado a este receptor es MCI-186. En la
Figura 13 se muestra el acoplamiento de BLC2 y MCI-186.

Figura 13 Acoplamiento BLC2 — MCI-186.

De los nutracéuticos analizados, 38 tienen energia de acoplamiento menor que
MCI-186 (-5.6 kcal/mol). En la Tabla 44 se muestran lo que tienen energia de
acoplamiento menor que -7.0 kcal/mol.
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Tabla 44 Nutracéuticos con menor energia de acoplamiento ligando-proteina para el receptor BCL2.

Molécula E (kcal/mol)
DB06749 -8.4
DB06748 -8.2
DB06755 -8.2
DB00137 -8.0
DB00153 -7.9
DB06750 -7.7
DB06743 -7.6
DB00169 -7.5
DB00146 -7.4
DB00157 -7.4
DB06744 -7.4
DB04789 -7.3
DB06747 -7.3
DB00116 -7.1
DB01436 -7.1
DB01708 -7.1
DB06745 -7.1
DB06746 -7.1
DB00158 -7.0

6.2. Sphingosine 1-phosphate receptor 1 (S1PR1)

Segun se lee en UniProt*®, S1PR1 es un receptor acoplado a la proteina G por
el lysosphingolipid sphingosine 1-phosphate (S1P). La sefalizacién lleva a la
activacion de RAC1, SRC, PTK2/FAK1 y MAP. Juega un papel importante en la
migracion celular. Se requiere para la quemotaxis de la esfingosina 1-fosfato.
Entre los multiples mecanismos en los que esta implicado este receptor, se
requiere para salida de células T maduras desde el timo al corriente sanguineo
y a los 6rganos linfaticos periféricos.

La estructura cristalina de la proteina se ha obtenido de la estructura cristalina
3V2Y Crystal Structure of a Lipid G protein-Coupled Receptor at 2.80 A. Esta
estructura tiene como ligandos N-acetil-d-glucosamina (NAG) y acido {(3R)-3-
amino-4-[(3-hexilphenyl)amino]-4- oxobutil}fosfonico (ML5). El medicamento
asociado a este receptor es fingolimod. En la Figura 14 se muestra el
acoplamiento de S1PR1 y fingolimod.
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Figura 14 Acoplamiento S1PR1 — Fingolimod.

De los nutracéuticos estudiados 28 tienen energia de acoplamiento menor a
fingolimod (-7.2 kcal/mol). En la Tabla 45 se muestran las moléculas con energia
de acoplamiento < -7.0 kcal/mol.

Tabla 45 Nutracéuticos con menor energia de acoplamiento ligando-proteina para el receptor S1PR1.

Molécula E (kcal/mol)

DB00169 -9.6
DB01436 -9.6
DB00157 -9.4
DB04789 -9.1
DB00136 -9.0
DB00116 -8.7
DB00171 -8.7
DB00146 -8.6
DB00163 -8.5
DB00755 -8.5
DB01992 -8.5
DB00158 -8.4
DB00131 -8.3
DB00140 -8.3
DB06745 -8.3
DB00153 -7.9
DB00159 -7.8
DB01708 -7.8
DB00162 -7.7
DB08887 -7.7
DB01322 -7.6
DB06743 -7.6
DB06744 -7.6
DB00118 -7.4
DB00168 -7.3
DB00132 -7.2
DB00137 -7.2
DB00758 -7.2
DB01065 -7.0
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6.3. Tumor necrosis factor (TNF)

TNF es wuna citoquina que interacciona con TNFRSF1A/TNFR1 vy
TNFRSF1B/TNFBR. Es liberada por los macrofagos y puede inducir la muerte
celular. Es un potente pirogeno que causa fiebre por efecto directo o por
estimulacién de la secrecion de interleuquina-1. Puede estimular la proliferacion
celular e inducir la diferenciacion celular. Limita la funcion de las células T
reguladoras (Treg) via desfosforilacion de FOXP3 (UniProt™®).

La estructura de la proteina se ha obtenido de la entrada de PDB 1TNF The
Structure of Tumor Necrosis Factor-Alpha at 2.6 Angstroms Resolution. El
medicamento asociado a este receptor es el celastrol. En la Figura 15 se muestra
el acoplamiento de TNF y celastrol.

Figura 15 Acoplamiento TNF — Celastrol.

Observamos que la energia de acoplamiento del celastrol con el receptor es de
-7.7 kcal/mol. De los nutracéuticos estudiados, todos tienen una energia de
acoplamiento mayor, pero cercana al celastrol (Tabla 46). En concreto hay seis
moléculas (DB06748, DB00137, DB00116, DB00157, DB06755, DB04789) que
tienen energia de acoplamiento entre -7.7 y -7.0 kcal/mol.

Tabla 46 Nutracéuticos con menor energia de acoplamiento ligando-proteina para el receptor TNF.

Molécula E (kcal/mol)
DB06748 -7.6
DB00137 -7.5
DB00116 -7.4
DB00157 -7.2
DB04789 -7.0
DB06755 -7.0
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6.4. Interferon gamma (IFNG)

IFN-gamma produce linfocitos activados por antigenos o mitégenos especificos.
Adicionalmente, tiene actividad antiviral e importantes funciones
inmunoreguladoras. Es un activador potente de macréfagos, tiene efecto
antiproliferativo en células transformadas y puede potenciar el efecto antiviral y
antitumoral de los interferones tipo | (UniProt®®).

Se ha descargado la estructura de la proteina de la entrada PDB 1EKU Crystal
Structure of a Biologically Active Single Chain Mutant of Human IFN-Gamma. El
medicamento asociado a es el acido fumarico (Fumaric Acid). En la Figura 16 se
muestra el acoplamiento de IFNG y el acido fumarico.

Figura 16 Acoplamiento IFNG — acido fumarico.

De los nutracéuticos analizados, la mayoria (75) tienen energia de acoplamiento
menor que el acido fumarico (-3.9 kcal/mol). En la Tabla 47 se muestran los
nutracéuticos con energia de acoplamiento < -7.0 kcal/mol.

Tabla 47 Nutracéuticos con menor energia de acoplamiento ligando-proteina para el receptor IFNG.

Molécula E (kcal/mol)
DB00157 -8.4
DB00137 -8.2
DB06749 -7.7
DB06755 -7.7
DB00158 -7.5
DB00153 -7.3
DB00755 -7.3
DB06748 -7.3
DB01708 -7.2
DB04789 -7.2
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7 Conclusiones

La investigacion ha seguido, en lineas generales, el planteamiento inicial de
tareas a realizar. Se plane¢ estudiar los mecanismo y proteinas implicadas en la
aparicion y desarrollo de las enfermedades autoinmunes y en concreto de la
esclerosis multiple, para poder identificar las dianas terapéuticas asociadas a la
enfermedad. Este analisis, dio como resultado un amplio numero de mecanismos
y posibles dianas terapéuticas, lo que dificultd6 en un primer momento la
identificacion de los receptores a estudiar.

La busqueda de nutracéuticos en relacion al tratamiento de la esclerosis multiple
en DrugBank, resulté en cuatro nutracéuticos (vitamina D3, curcuma, omega 3,
biotina) con cinco receptores asociados a la enfermedad (VDR, PPARG, CBR1,
GSTP1, PC). Estos nutracéuticos sirvieron como moléculas de referencia para
un analisis de semejanza con el objetivo de encontrar moléculas y/o
nutracéuticos similares que se acoplaran con las dianas terapéuticas definidas.
La seleccidon de los nutracéuticos originales se realizO en base a las
publicaciones existentes en PubMed que relacionaran el nutracéutico con la
esclerosis multiple. Asimismo, se intentaron escoger nutracéuticos de origen
diverso, limitando el numero de vitaminas incluidas a dos (vitamina D3 y biotina).
Se podrian haber seleccionado otras moléculas de origen y estudios posteriores
podrian incluir otros nutracéuticos. Asimismo, del listado de receptores
seleccionados, podria ampliarse y realizar un analisis de acoplamiento con otras
proteinas.

Paralelamente, la busqueda de dianas terapéuticas asociadas a la esclerosis
multiple en TTP resultd en diversos receptores, de los cuales se escogieron las
cuatro (BCL2, S1PR1, TNF, IFNG) contra los que existen medicamentos
basados en moléculas sencillas (MCI-186, fingolimod, celastrol, acido fumarico).
Estas dianas terapéuticas se utilizaron como receptores contra los que realizar
un analisis de acoplamiento de nutracéuticos. Se podrian haber escogido otras
dianas terapéuticas y evaluar el nivel de acoplamiento de los nutracéuticos
contra las mismas, aunque en este caso no se tendria la referencia de moléculas
sencillas ya existentes y con conocida eficacia.

Tras el analisis de semejanza realizado sobre los nutracéuticos seleccionados,
se obtuvieron diversas moléculas similares a los nutracéuticos de interés, de las
cuales se seleccionaron aquellas que tienen las propiedades ADMET de
capacidad terapéutica, biodisponibilidad y accesibilidad sintética deseadas. Se
podrian haber elegido otras propiedades ADMET para seleccionar moléculas.
Inicialmente, se habia previsto que el analisis ADMET se realizara unicamente
en las moléculas que tuvieran energias de acoplamiento favorables con los
receptores de interés, pero durante la realizacion del trabajo se considero que
se podrian utilizar las propiedades ADMET para establecer criterios de seleccién
y reducir el numero de moléculas con las que llevar a cabo los estudios de
acoplamiento. Para limitar el numero de moléculas a evaluar, se realizé una
agrupacion en diez grupos por k-medoides y se escogieron diez moléculas
representativas. Los procesos de seleccion, agrupacion por k-medoides y
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extraccion de ficheros de las moléculas escogidas se realizaron utilizando el
programa KNIME, lo cual no se tenia previsto inicialmente.

Paralelamente, se identificar todos los nutracéuticos recogidos en la base de
datos DrugBank.

Finalmente, el analisis de acoplamiento de las moléculas seleccionadas con las
dianas terapéuticas de interés, ha permitido encontrar moléculas y nutracéuticos
con energias de acoplamiento menores (valor absoluto mayor) o similares a los
de los nutracéuticos y medicamentos de referencia. Ello sugiere que estas
moléculas podrian ser candidatas a analisis de eficacia para el tratamiento de la
esclerosis multiple.

Como continuacion de este estudio, se propone analizar el tipo de enlace
(binding mode) de los receptores con las moléculas y nutracéuticos
seleccionados y compararlo con el de las moléculas y nutracéuticos de
referencia, para ver que el tipo de enlace se mantiene.

A partir de los resultados obtenidos, se podrian iniciar estudios experimentales
en los que se evaluara la actividad de estas moléculas sobre las dianas
terapéuticas de interés, determinar una posible eficacia y plantear estudios de
toxicidad.

Asimismo, durante esta investigacion se ha podido ver que existen multiples

mecanismos implicados en la enfermedad. Futuros estudios deberian evaluar
otras dianas terapéuticas o moléculas que no se han incluido en este analisis.
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8 Glosario

ADMET:
ALS:
BBB:
BCL2:
CBR1:
CMH:
CPA:
CTL:
DC:
DHA:
EBV:
EM:
GDN:
GSTP1:
HDL:
IFNG:
LDL:
LES:
MAG:
MES:
MLD5:
NAG:
NF-kB:
OoDC:
PARP:
PC:
PDB:
PLIP:
PPARG:
PPMS:
PRMS:
PTI:
RRMS:
S1PR1:
SCA:
SCN:
SPMS:
Th:
TNF:
Treg:
TTD:
VDR:

Absorcidn, distribucion, metabolismo y excrecion.
Amyotrophic Lateral Sclerosis.

Blood Brain Barrer, barrera hematoencefalica.
Apoptosis regulator Bcl-2.

Carbonyl reductase [NADPH] 1.
Complejo Mayor de Histocompatibilidad.
Células presentadoras de antigeno.
Cytotoxic T lymphocite.

Dendritic cells.

Acido docosahexaenoico.

Virus Epstein-Barr.

Esclerosis multiple.

Glutatién s-(2,4 dinitrobenceno).
Glutathione S-transferase P.
Lipoproteinas de alta densidad.

Interferon gamma.

Low-density lipoproteins.

Lupus eritematoso sistémico.

Myelin associated glycoprotein.

Acido 2-(n-morfolino)-etanesulfénico.
Acido {(3R)-3-amino-4-[(3-hexilphenyl)amino]-4- oxobutil}fosfénico.
N-acetil-d-glucosamina.

Factor nuclear kappa B.

Oligodendrocitos.

Poly (ADN-ribose) polimerasa.

Pyruvate carboxylase.

Protein Data Bank.

Protein-Ligand Interaction Profiler.
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma.
Primary Progressive Multiple Sclerosis.
Progressive Relapse Multiple Sclerosis.
Purpura trombocitopénica inmune.
Relapsing Remitent Multiple Sclerosis.
Sphingosine 1-phosphate receptor 1.
Sindrome clinico aislado.

Sistema central nervioso.

Secondary Progressive Multiple Sclerosis.
Células T colaboradoras.

Tumor necrosis factor.

Células T reguladoras.

Therapeutic Target Database.

Vitamin D receptor.
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10 Anexos

Para cada uno de los nutracéuticos escogidos, se han identificado en DrugBankl“'M_46 las dianas farmacoldgicas correspondientes (Target). En
KEGG"* se ha realizado la busqueda del compuesto (KEGGCompound) y del medicamento (KEGGDrug) para hallar los mecanismos en los que
intervienen en el organismo (KEGG Pathways) y a que enfermedades esta asociado (KEGG Disease)

DrugBank KEGG Descripcion Target KEGG Pathways KEGG Disease
DB11094 Vitamin D
DB00169 C05443 Vitamin D3 A- VDR (Vitamin D3 Receptor) map00100 Steroid biosynthesis HO01371 Hypercalcemia
(D00188) cholecalciferol map01100 Metabolic pathways infantile; Idiopathic infantile
map04977 Vitamin digestion and absorption hypercalcemia
map05323 Rheumatoid arthritis H01372 Vitiligo
DB00153 C05441 Vitamin map00100 Steroid biosynthesis na
(D00187) ergocalciferol map01100 Metabolic pathways
map01130 Biosynthesis of antibiotics
DB00122 C00114 Choline U - Choline-phosphate cytidylyltransferase B map00260  Glycine, serine and threonine na
(D07690) (Lecitine) U - Acetylcholinesterase metabolism
U - Choline-phosphate cytidylyltransferase A map00564 Glycerophospholipid metabolism
U - Phospholipase D2 map01100 Metabolic pathways
U - Cholinesterase map02010 ABC transporters
U - Phospholipase D1 map04725 Cholinergic synapse
U - Phosphoethanolamine/ phosphocholine phosphatase  map04976 Bile secretion
U - Neuronal acetylcholine receptor subunit alpha-7 map05231 Choline metabolism in cancer
DB00140 C00255 Riboflavin A - Riboflavin kinase map00740 Riboflavin metabolism H01249 Ethylmalonic
(D00050) (Vitamin B2) A - Riboflavin synthase map01100 Metabolic pathways encephalopathy (EE)
A - Flavin reductase (NADPH) map01110 Biosynthesis of secondary metabolites H01582 Pellagra
map04977 Vitamin digestion and absorption
DB11133 na Omega-3 A - Peroxisome proliferator-activated receptor gamma na na

U - Peroxisome proliferator-activated receptor alpha
U - Sterol regulatory element-binding protein 1
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DrugBank KEGG Descripcion Target KEGG Pathways KEGG Disease
DB13168 na Omega-6 (Linoleic na na na
acid)
DB00115 €02823 Cyanocobalamin A - Methionine synthase map00860 Porphyrin and chlorophyll metabolism HO01711 Spinal stenosis
(D00166) (Vitamin B12) A - Methylmalonyl-CoA mutase, mitochondrial map01100 Metabolic pathways
U - Methionine synthase reductase
U - Methylmalonic aciduria type A protein, mitochondrial
U - Methylmalonic aciduria and homocystinuria type C
protein
U - Methylenetetrahydrofolate reductase
DB00121 C00120 Biotin U - Propionyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial map00780 Biotin metabolism H01182 Biotinidase
(D00029) (Vitamin B7) U - Biotin--protein ligase map01100 Metabolic pathways deficiency; BTD deficiency;
U - Sodium-dependent multivitamin transporter map02010 ABC transporters Late-onset multiple
U - Methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta chain, map04977 Vitamin digestion and absorption carboxylase deficiency
mitochondrial H01231 Biotin-responsive
U - Acetyl-CoA carboxylase 2 basal ganglia disease
U - Methylcrotonoyl-CoA carboxylase subunit alpha, (BBGD)
mitochondrial
U - Pyruvate carboxylase, mitochondrial
U - Propionyl-CoA carboxylase alpha chain,
mitochondrial
U - Acetyl-CoA carboxylase 1
DB00126 C00072 Vitamin C 26 targets (unknown pharmacology action) map00053 Ascorbate and aldarate metabolism H01354 Leigh syndrome,
(D00018) map00480 Glutathione metabolism including: Leigh syndrome,

map01100 Metabolic pathways

map01110 Biosynthesis of secondary metabolites
map01120 Microbial metabolism in
environments

map02060 Phosphotransferase system (PTS)
map04066 HIF-1 signaling pathway
map04977 Vitamin digestion and absorption

diverse

French-Canadian type
(LSFC);  X-linked Leigh
syndrome

H01580 Vitamin C

deficiency; Scurvy

H01724 HTLV1-Associated
Myelopathy (HAM); Tropical
spastic paraparesis (TSP)
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DrugBank KEGG Descripcion Target KEGG Pathways KEGG Disease
DB00158 C00504 Folic Acid (Vitamin U- Folate receptor beta map00670 One carbon pool by folate H00262 Spina bifida;
(D00070) B family) U - Folate receptor gamma map00790 Folate biosynthesis Myelomeningocele;
U - Folate receptor alpha map01061 Biosynthesis of phenylpropanoids Myeloschisis
map01100 Metabolic pathways H01561 Chiari
map01523 Antifolate resistance malformation; Arnold-
map04976 Bile secretion Chiari syndrome
map04977 Vitamin digestion and absorption
DB00163 €02477 Vitamin E U - SEC14-like protein (2,3 and 4) map00130 Ubiquinone and other terpenoid-
U - Nuclear receptor subfamily 1 group | member 2 quinone biosynthesis
U - Protein kinase C beta type map01060 Biosynthesis of plant secondary
U - Arachidonate 5-lipoxygenase metabolites
U - Protein kinase C alpha type map01100 Metabolic pathways
U - Diacylglycerol kinase alpha map01110 Biosynthesis of secondary metabolites
U - Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic map04216 Ferroptosis
subunit alpha and beta isoform map04977 Vitamin digestion and absorption
DB00152 C00378 Thiamine (Vitamin A - Thiamin pyrophosphokinase 1 map00730 Thiamine metabolism
B1) U - Thiamine transporter 1 map01100 Metabolic pathways
map02010 ABC transporters
map04122 Sulfur relay system
map04977 Vitamin digestion and absorption
DB06757 C19610 Manganese U - Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha and na na
(D04854) gamma, mitochondrial

U - TGF-beta-activated kinase 1 and MAP3K7-binding
protein 1

U - Arginase-1

U - Serotransferrin
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DrugBank KEGG Descripcion Target KEGG Pathways KEGG Disease
DB06774 C06866 Capsaicin A - Transient receptor potential cation channel subfamily map00360 Phenylalanine metabolism na
(DB05318) (D00250) V member 1 map01060 Biosynthesis of plant secondary
U - Prohibitin-2 metabolites
map01063 Biosynthesis of alkaloids derived from
shikimate pathway
map01100 Metabolic pathways
map01110 Biosynthesis of secondary metabolites
map04750 Inflammatory mediator regulation of TRP
channels
DB11672 C10443 Curcuma U - Peroxisome proliferator-activated receptor gamma map00945 Stilbenoid, diarylheptanoid and gingerol na

U - Vitamin D3 receptor

U - Multidrug resistance-associated protein 5
U - Carbonyl reductase [NADPH] 1

U - Glutathione S-transferase P

biosynthesis
map01110 Biosynthesis of secondary metabolites
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