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Resumen del Trabajo (maximo 250 palabras):

El desarrollo de la genémica tuvo como consecuencia una explosion de nuevos
descubrimientos en el campo de la biologia.

Con el desarrollo de la protedmica se empezd a estudiar el proteoma, que es el conjunto de
proteinas que se expresan a partir del genoma. La diferencia bdsica entre gendmica vy
protedmica estriba en que los estudio genéticos de ADN proporcionan una visién estatica de la
informacidn hereditaria, mientras que para entender los procesos celulares y su asociacién con
las enfermedades es necesario el estudio dinamico de la proteinas y sus interacciones celulares
con el medio.

El propdsito del trabajo ha sido proponer la reutilizacion de farmacos en distintas
enfermedades asociadas a proteinas multifuncionales, de las cuales se haya analizado su
drugabilidad. Se ha estudiado la reutilizaciéon de farmacos dentro de una misma proteina entre
enfermedades involucradas, una en la funcidn candnica y otra en alguna funcidn adicional. Pero,
en caso de no haber tenido éxito, se hubiera estudiado contra enfermedades asociadas a
proteinas homdlogas.

A partir del conjunto de proteinas multifuncidn se ha seleccionado las que se expresan en
humanos y son dianas farmacoldgicas con varias enfermedades asociadas. Para ello se ha
utilizado el entorno y lenguaje de programacion R.




Este tipo de estudio pretende evitar la pérdida de recursos que conlleva el desarrollo de
nuevos medicamentos que interaccionan con dianas que resultan ser poco modulables a la
union con la molécula del farmaco.

Los datos del estudio se han extraido de diversos repositorios especializados: UniProt,
DrugBank, OMIM y MalaCards. Ademas, se han utilizado dos herramientas de prediccion de
drugabilidad de proteinas.

Se ha propuesto la reutilizacién de varios farmacos para tratar Leucemia linfoblastica aguda
y Sindrome Nevus-Becker, en la proteina multifuncién Actina-Beta. Ademas, se ha propuesto un
conjunto seleccionado de proteinas para llevar a cabo un analisis analogo al realizado en Actina.

Como conclusion, la multifuncionalidad caracteristica en estas proteinas las convierte en un
marco apropiado para extraer dianas farmacoldgicas exitosas a partir de farmacos con efectos
conocidos.

Abstract (in English, 250 words or less):

The development of genomics resulted in an explosion of new discorveries in the field of
biology.

With the development of proteomics we began to study the proteome, which is the set of
proteins that are expressed from the genome. The basic difference between genomics and
proteomics is that DNA genetic studies provide a static view of hereditary information, while
understanding cellular processes and their association with diseases requires the dynamic study
of proteins and their cellular interactions with the middle.

The purpose of this work has been the concept known as Drug Repurposing: to use the same
drug in different diseases associated with the same protein, from which its drugability has been
analyzed. We have studied the possibility of using a drug -already used for the treatment of a
disease- in a second disease associated to the same protein. But, if it had not been successful,
we would have studied the possibility of using this drug in a second disease associated to an
homologous protein.

The reuse within the same protein among diseases involved, one in the canonical function
and the other in some additional function, has been studied.

From the set of moonlighting proteins we have selected those that are expressed in humans
and are human drug targets with more than one associated diseases. For this purpose, it has
been used R as programming language and software environment.

This type of analysis aims to avoid the loss of resources involved in the development of new
drugs that interact with targets that are not properly modified by the drug molecule.

The study data has been extracted from various specialized repositories: UniProt, DrugBank,
OMIM and MalaCards. In addition, two protein drugability prediction tools have been used.

The reuse of several drugs for the treatment of acute lymphoblastic leukemia and Nevus-
Becker syndrome has been proposed with the Actin-Beta multifunction protein as a target. In
addition, a selected set of proteins has been proposed to carry out an analogous analysis to that
performed on Actin.




In conclusion, the multifunctional characteristic in these proteins makes them an appropriate
framework for selecting successful pharmacological targets of drugs with already studied
toxicity effects.
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1 Introduccion

1.1 Contexto y Justificacion del Trabajo

1.1.1 Descripcion y justificacion del trabajo

“En un proceso de investigacion de nuevos fdrmacos es necesario obtener una idea previa de
si la proteina diana del fdrmaco puede tener un sitio apropiado de unidn con la molécula del
farmaco o, como alternativa, un epitopo accesible en fdrmacos basados en anticuerpos. En caso
de resultar ser una diana poco modulable, se debe considerar buscar objetivos alternativos
dentro de la misma ruta metabdlica de la proteina. No hacer este estudio previo puede conllevar
un gran esfuerzo en la deteccion de puntos de union para la interaccion entre proteina y
molécula, y ser una pérdida de tiempo y recursos”. [1].

En el presente TFM se analizaran proteinas multifuncionales que son tratadas como dianas
farmacoldgicas. Se investigard si, dentro de este conjunto de proteinas, se halla alguna con al
menos dos enfermedades, donde en cada enfermedad esté involucrada una funcién distinta de
la proteina multifuncién. Encontrado algun caso positivo, se propondra utilizar el farmaco de
una de las enfermedades para tratar la otra enfermedad. A este proceso se le denomina Drug
Repurposing: mismo farmaco, distinta enfermedad. [2].

En caso de no encontrar una proteina adecuada, se investigard si, dentro del conjunto de
proteinas multifuncién y dianas farmacoldgicas, se halla una proteina homdéloga que comparta
una de esas dos -0 mads- funciones, pero que esté involucrada en una enfermedad distinta vy,
encontrando un caso positivo, se analizaria la reutilizacidn del farmaco.

Asi, se analizardn los farmacos ligados a proteinas multifuncionales para identificar casos de
polifarmacologia, y también efectos adversos de los medicamentos.

En caso de encontrar alguna proteina que pudiera ser propuesta para un estudio posterior
por polifarmacologia, se profundizara en el estudio de su estructura e interactoma®. En cuanto
al farmaco, se llevara a cabo un andlisis para concretar la viabilidad de uso, adecuacion, toxicidad
y en general su drugabilidad.

1.1.2 Contexto

“El ADN contiene la informacion genética que codifica para la sintesis de todas las proteinas
celulares, de tal manera que todas las células de un ser vivo contienen la misma secuencia de
ADN. En el caso de las formas de vida mds simples, una tnica célula forma todo el organismo. En
el caso de las formas de vida mds complejas, encontramos miles de millones de células que
forman el ser vivo.

Cada célula -pertenezca a un organismo unicelular o pluricelular- tiene que desempefar las
mismas funciones vitales: nutrirse, respirar, reaccionar a estimulos ambientales, moverse y
reproducirse. Un organismo unicelular encontrard lo necesario para sobrevivir en el ambiente en
el que vive (nutrientes, agua, gas...) y desarrollard de modo auténomo cada funcion vital. Pero
dentro de un organismo pluricelular, cada célula se especializa en una funcion en particular, y no
se ocupa de otra cosa: asi puede encargarse de sus propias funciones al mdximo de sus
posibilidades. De este modo, se produce un paso de funciones del nivel celular al nivel orgdnico,
en donde cada célula reclama al organismo que desempeiie las funciones para las cuales no estd
especializada” [3].

! nteraccidn entre proteinas.



Segun se indica en la web formativa del hospital Sant Joan de Déu [4], las encargadas de llevar
a cabo estas funciones celulares son las proteinas, las cuales pueden desempefiar diversas
funciones: pueden ser enzimas (transformando un producto en otro producto), transportadoras
(transportando compuestos a través de las membranas celulares), hormonas (segregadas por
células especializadas en modular la funcidn de otras células), proteinas estructurales (que dan
forma, estructura, elasticidad o resistencia a la célula), anticuerpos (utilizados por el sistema
inmunitario para reconocer y bloquear antigenos), reguladoras (que regulan la expresion de los
genes, o la division celular), homeostaticas (que mantienen el equilibrio osmético y mantienen
constante el pH del medio), contractiles (responsables de la contraccion muscular o del
movimiento de cilios y flagelos), también proteinas de reserva (que almacenan aminoacidos
para el desarrollo del embridn), entre otras funciones.

Como hemos visto, las proteinas son esenciales para el funcionamiento del organismo. La
propia funcién o funciones de una proteina viene determinada por su forma, por su estructura.
La estructura primaria (que es la secuencia de aminodcidos) determina los niveles estructurales
superiores. La estructura espacial tridimensional de las proteinas viene definida por sus
estructuras secundaria y terciaria. Y aln definimos una estructura cuaternaria de las proteinas,
gue se refiere a la forma en la que se unen varios péptidos entre si formando un complejo
proteico mayor. Una variacién en la secuencia de aminodacidos de la estructura primaria puede
provocar una modificacidon en el plegamiento espacial tridimensional de la proteina, y este
cambio puede afectar a una o a varias de sus funciones, o incluso significar la pérdida de
funcionalidad de la proteina.

Aln si, se sabe que algunos aminodacidos pueden ser sustituidos por otros manteniendo la
funcién de la proteina intacta. Esto ha permitido que, a lo largo de la evolucidn, haya surgido
una gran variabilidad de proteinas.

Una caracteristica importante de las proteinas es su especificidad funcional, este concepto se
refiere a que la proteina esta especializada en una determinada funcién. Esto se cumple en la
inmensa mayoria del proteoma celular.

El presente trabajo trata sobre un tipo especial y algo diferente de proteinas, en las cudles no
se cumple la especificidad funcional. Las proteinas de este estudio estan implicadas en mas de
una funcidén, en donde normalmente la segunda funcién no mantiene relacién alguna con la
primera. Se les llama proteinas multifuncionales o proteinas moonlighting (moons).

Taly como queda descrito en el articulo de Franco-Serrano L.[5], “las proteinas moonlighting
son de reciente descubrimiento. Cronolégicamente, la primera proteina moonlighting
descubierta y publicada fue la Aldehyde dehydrogenase, identificada como una proteina de
funcién estructural en la lente del ojo, ademds de por su funcion enzimdtica (Wistow y
Piatigorsky, 1987)[53]. La Aldehyde dehydrogenase es un ejemplo claro de proteina con dos
funciones que nada tienen que ver entre si.

Es bastante comun encontrar proteinas moonlighting con sdlo dos funciones -aunque hay
también proteinas con varias funciones adicionales -. La primera funcion descrita recibird el
nombre de funcion candnica por ser la primera descubierta cronoldgicamente hablando,
mientras que las funciones descubiertas posteriormente, funciones adicionales, serdn llamadas
funciones moonlighting.” El par funcional mas frecuentemente encontrado es una funcién
candnica enzimatica, y una funcién moon como factor de transcripcidon (que se une al ADN y
ayuda a iniciar la transcripcién genética a ARN mensajero), o de adhesion a nucleétidos.



Llegados a este punto, aclaremos qué no es una proteina multifuncién.

Segun se indica en el articulo de Franco-Serrano,L.[5], “el genoma humano contiene unos
20.000 genes. Mecanismos como el splicing alternativo pueden dar lugar a muchas proteinas a
partir de un mismo gen. El splicing alternativo, por lo tanto, permite obtener distintas isoformas
de ARN mensajero a partir de un transcrito original de pre-ARN. De cada una de las isoformas se
sintetiza una proteina distinta, con su funcién especifica. Este, efectivamente, es un mecanismo
que aumenta la capacidad funcional de la célula, aumentando la variabilidad de proteinas.

Pero la multifuncionalidad agrega mds capacidad funcional sin aumentar el numero de
proteinas. Por ejemplo, el fendmeno moonlighting también estd presente en procariotas en los
cudles no existe el mecanismo de splicing alternativo comentado en el pdrrafo anterior. Por lo
tanto, no son consideradas proteinas multifuncionales las variantes por splicing alternativo. En
cambio, si se consideran proteinas multifuncionales los casos en los que la multifuncionalidad
estd ligada a modificaciones post-traduccionales.

Las proteinas moonlighting pueden estar relacionadas con patologias humanas,
generalmente por alguna mutacion en la secuencia, o por la ganancia de una funcion téxica. De
hecho, estd demostrado que la asociacion entre proteinas multifuncionales y enfermedad es
significativamente superior a la asociacion con el conjunto completo del proteoma, en seres
humanos”.

En el articulo de Franco-Serrano,L.[5] se indica que, a partir del andlisis de las proteinas en la
base de datos MultitaskProtDB [6] desarrollada en la UAB, se encontré que el 78% de las
proteinas moonlighting humanas en MultitaskProtDB-Il estdn involucradas en patologias
conocidas, registrades segun la base de datos OMIM [7] y [8], y |a base de datos de mutaciones
genéticas humanes HGMD[9]. Esto contrasta con el porcentaje de proteinas afectadas tomando
el conjunto completo del proteoma -incluidas las multifuncion-, del cual se encontré que sdlo
un 18% de las proteinas estan relacionadas con enfermedades. Ademas, el 48% de las proteinas
moonlighting humanas de la base de datos fueron identificadas como dianas de farmacos
incluidos en las bases de datos de Therapeutic Target Database (Qin et al., 2014)[10], y DrugBank
(Wishart et al., 2008)[11]. Esto contrasta con el 10% del proteoma completo, identificado como
diana de farmacos en el referido trabajo[5].

La expresion de las proteinas cambia segun la etapa del ciclo celular,segln la respuesta de la
célula frente a acciones externas, incluso segun la estacién del afio o el momento del dia. Este
caracter ya de por si dindmico se acentula en las proteinas multifuncionales, justificando asi el
estudio del comportamiento de aquéllas que ademas son dianas farmacolégicas.

El presente trabajo identificard las proteinas moonlighting que son dianas farmacoldgicas
actualmente definidas en DrugBank y con patologias asociadas en los repositorios OMIM y
MalaCards. Se investigara si los farmacos pueden ser reutilizados en mas de una enfermedad,
ya sea porque la proteina moonlighting estd involucrada en ella, o a través del analisis de otras
proteinas homdlogas. De este andlisis, en caso de obtener resultados positivos, se realizaradn
propuestas de uso de fdrmacos ya desarrollados para el tratamiento de enfermedades distintas
a aquéllas para las cuales fueron desarrollados.

En cualquier caso, la decisién final sobre la viabilidad para la reutilizacion de un farmaco
deberad ser experimental. Pero este estudio previo puede servir para ahorrar recursos
econdmicos en las fases experimentales, seleccionando aquellos farmacos que se estimen
idéneos basandose en distintas evidencias bioinformaticas.



1.2 Objetivos del Trabajo
1.2.1 Objetivos generales

Como objetivo principal del trabajo, del conjunto de proteinas moonlighting dianas
farmacolédgicas, se buscaran aquéllas con farmacos aprobados, y se analizara si alguno de los
farmacos es reutilizable en otra enfermedad.

Como objetivo secundario, del conjunto de farmacos en proceso de experimentacidon que
hayan sido descartados con relacién a una enfermedad, se analizara la posibilidad de reutilizar
dichos farmacos para tratar otra enfermedad.

También como objetivo secundario, se procurard encontrar relaciones entre los efectos
secundarios de los farmacos y la multifuncionalidad de las proteinas.

1.2.2 Objetivos especificos
Objetivo especifico principal: Drug Repurposing con farmacos aprobados.

De cara a cumplir con el objetivo de encontrar un farmaco reutilizable para distintas
enfermedades, seguiremos el siguiente proceso:

a) Recopilar la lista de proteinas moonlighintg MultitaskProtDB

b) Seleccionar de este listado las moon que son actualmente dianas farmacoldgicas.

c) Establecer los farmacos de cada proteina, e identificar la enfermedad que tratan.

d) Analizar y referir con qué funcién -o funciones- esta la proteina involucrada en dicha
enfermedad.

Objetivo especifico secundario: Drug Repurposing con farmacos descartados.

El proceso es andlogo al descrito en el objetivo anterior, pero con farmacos descartados para
el tratamiento de una enfermedad:

a) Describir el farmaco descartado para la proteina, indicar la enfermedad para la que se
investigaba, e investigar el motivo de descarte.

b) Analizar y referir con qué funcidn -o funciones- estd la proteina involucrada en la
enfermedad.

En ambos casos de Drug Repurposing:

a) En caso de que la proteina esté involucrada en diversas enfermedades, analizar si se
puede relacionar cada enfermedad con una funcidn distinta de la proteina. En caso
positivo, analizar la drugabilidad de la regidn y proponer la reutilizaciéon del farmaco
para la segunda enfermedad.

b) Sino, buscar proteinas homdlogas a la proteina moonlighting en estudio, a partir de la
secuencia de aminodcidos, su estructura y puntos de union.

c) Seleccionar, del conjunto de proteinas homdlogas, sdlo las relacionadas con
enfermedades humanas.

d) Buscar en la proteina homodloga la secuencia de aminoacidos clave para su enfermedad.
Es decir, ubicar la regidn de la proteina relacionada con su enfermedad.

e) Analizar las regiones drugables de la proteina - es decir, susceptibles de ser dianas
farmacoldgicas-.



f) Proponer la reutilizacion del farmaco creado para activar o inhibir una de las funciones
de la proteina moonlighting (ya exitoso o fallido) para tratar una segunda enfermedad
asociada a una funcién diferente de la misma proteina.

Objetivo especifico secundario: andlisis de efectos secundarios.

Con objeto de llevar a cabo un estudio sobre la relaciéon entre farmacos, sus efectos
secundarios y la multifuncionalidad de las proteinas moon, se procedera del siguiente modo:

a) Detallar los efectos secundarios del farmaco.
b) Tratar de describir la influencia de las funciones no implicadas en la enfermedad
sobre el fdrmaco, para analizar su vinculacion con los efectos secundarios detectados.

1.3 Enfoque y método seguido

A continuacidn, se describira con detalle los criterios y el proceso con los que se ha escogido
el conjunto de proteinas a analizar, asi como los dos enfoques planteados para analizar la
reutilizacion de los farmacos.

Proteinas Homo
multifuncién sapiens

PRIMER ENFOQUE: Estudio a partir de los farmacos

Dianas
farmacolégicas

~—p  SEGUNDO ENFOQUE: Estudio a partir de las proteinas

Figura 1-1: enfoques planteados
1.3.1 Conjunto de proteinas multifuncion

Se tomé el conjunto de proteinas multifuncionales que hay identificadas actualmente en
MultitaskProtDB, y se seleccionaron sélo aquéllas que se expresan en Homo sapiens y que
ademas son dianas farmacoldgicas. Es decir, buscamos proteinas multifuncionales sobre las que
actuen farmacos para combatir enfermedades humanas.

MultitaskProtDB es un repositorio de proteinas multitarea, es decir, multifuncionales
desarrollada por el grupo de Bioinformatica de Biologia Molecular, en el Institut de
Biotecnologia i Biomedicina de la Universitat Autbnoma de Barcelona.

La base de datos actualmente contiene 288 entradas, cada una de las cuales corresponde a
una proteina multifuncional distinta. Cada registro proporciona detalles sobre la proteina, como
los nimeros de identificacién en UniProt o en NCBI, las funciones bioldgicas candnica y
adicionales de la proteina, referencias bibliograficas de la misma y otros datos. Los datos
empleados se facilitan en el Material Suplementario S1 (ver anexo lll).

1.3.2 .. delaespecie Homo sapiens

Como se ha comentado, interesan Unicamente las proteinas que se expresan en nuestra
especie. Para ello, se ha cargado la lista de 288 registros de proteina multifuncionales? en un
entorno R de programacién, y se han seleccionado Unicamente las correspondientes a Homo
sapiens, obteniendo un total de 89 entradas como resultado del filtrado.

2 Descargada en enero de 2019



288 moons — 89 moons de Homo sapiens

Figura 1-2: filtrado de proteinas multifuncion expresadas en Homo sapiens

1.3.3 ...y dianas farmacoldgicas

A continuacion, se seleccionaron las proteinas relacionadas con farmacos. Para averiguar si
una proteina es considerada diana farmacolégica o no, se ha tomado como referencia el
repositorio DrugBank.

DrugBank

DrugBank es uno de los recursos de referencia de medicamentos mas utilizado a nivel
mundial. Proporciona informacién estructurada sobre farmacos, desde la fase del
descubrimiento del farmaco hasta su aprobacidn. DrugBank incluye informacién molecular
sobre los medicamentos, sus mecanismos, sus interacciones y sus objetivos, asi como
informacidn regulatoria detallada que incluye indicaciones sobre el fdrmaco, su estado de
comercializacién y ensayos clinicos llevados a cabo.

La ultima version de DrugBank ha sido publicada recientemente en abril del 2019 [11], vy
contiene un total de 12655 medicamentos, que incluyen 1287 medicamentos biotecnolégicos
aprobados, 2592 medicamentos micro-moleculares aprobados, 130 nutracéuticos y mas de
6301 medicamentos en fase experimental.

En este trabajo se ha definido como:

e Medicamento biotecnoldgico: Segun la Agencia Europea del Medicamento [12], “los
medicamentos biotecnolégicos — o farmacos biotec- pueden ser proteinas
recombinantes, anticuerpos monoclonales, vectores para el transporte de material
genético, fragmentos de anticuerpo, acidos nucleicos, vacunas, etc., que comparten la
caracteristica de ser productos medicinales obtenidos a partir de técnicas de
biotecnologia (r-DNA, expresion génica controlada, métodos basados en anticuerpos,
etc.)” .
eMedicamentos micro-moleculares: Segun la Agencia Europea del Medicamento [12],
un medicamento micro-molecular es “una sustancia de sintesis quimica capaz de penetrar
fdcilmente en la célula gracias a su baja masa molecular. Muchas de las terapias son
medicamentos de moléculas pequefias que, una vez dentro de la célula, pueden afectar a
otras moléculas, como las proteinas y, por ejemplo, provocar la muerte de células
cancerosas. Se diferencian de otros medicamentos de masa molecular alta, como los
anticuerpos monoclonales, que no pueden penetrar las células con facilidad. La
caracteristica diferencial principal entre las moléculas de sintesis quimica como las
micromoléculas y las obtenidas por biotecnologia es el riesgo de inmunogenicidad
inherente a éstas ultimas y es que, al tratarse de moléculas biolégicamente activas
derivadas de células vivas, tienen el potencial de activar la respuesta inmunitaria y de
desarrollar la inmunogenicidad, con las posibles consecuencias clinicas que se puedan
derivar.”

e Compuesto nutracéutico: Segln se indica en [13] un compuesto nutracéutico es “un
suplemento dietético, presentado en una matriz no alimenticia (como pildoras, cdpsulas,
polvo, etc.) de una sustancia natural bioactiva concentrada, presente en los alimentos y
que, tomada en dosis superior a la existente en los alimentos, se le supone que tienen un
efecto favorable sobre la salud”.

e Fase experimental: Segun se indica en [14], un medicamento en fase experimental es una
“sustancia que se analizé en laboratorio y obtuvo la aprobacidn de la FDA para probarla
en seres humanos en ensayos clinicos. Se puede aprobar un medicamento en fase
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experimental para una enfermedad y, aun asi, considerarlo en fase de investigacién
clinica para otra enfermedad o afeccién”

Ademads, Drugbank combina la descripcion del medicamento con informacién sobre las dianas
de éste. A este respecto, contiene 5169 secuencias de proteinas que interaccionan con cada
farmaco segun una clasificacion de tipo funcional: como diana del farmaco, como
transportadora del fdrmaco, como enzima relacionadas con la accidn del fdrmaco, o como
portadora del farmaco.

En este trabajo se ha definido como:

e Proteina diana farmacoldgica: es una “macromolécula, micromolécula o acido
nucleico a la que se le une el farmaco, lo cual resulta en una alteracién de la funcién
normal de la molécula, del cual se obtiene un efecto terapéutico” (definicién
DrugBank).

e Transportador: es una “proteina que transporta iones, micromoléculas o
macromoléculas a través de las membranas, hacia el interior o exterior de la célula”
(definicién DrugBank).

e Enzima: es una “proteina que cataliza las reacciones quimicas que involucran a un
farmaco” (definicién DrugBank).

e Portadora: es una “proteina secretada que se une al farmaco llevandolo a los
transportadores celulares, a través de los cuales entrardn en la célula. Los portadores
de medicamentos se usan para aumentar la efectividad en la administracion del
medicamento al sitio objetivo de accién farmacoldgica” (definicion DrugBank).

Los datos empleados se facilitan en el Material Suplementario S1 (ver anexo lll).

Seleccion de dianas

Asi pues, para averiguar cuales de las 89 proteinas multifuncionales humanas son dianas
farmacoldgicas, se descargaron las listas de medicamentos contenidas en DrugBank desde la
seccion de descargas del repositorio. En estas listas se relacionan los farmacos con sus proteinas
asociadas a través del identificador UniProt.

Se descargé el conjunto completo de proteinas contenidas en DrugBank, clasificadas segun
su interaccién con los farmacos en los que estdn involucradas, obteniendo un total de 83
registros de proteinas que actiian como portadoras®, 376 como enzimas, 4987 como dianas*y
200 como transportadoras®. Hay que aclarar que una misma proteina puede interactuar como
portadora, enzima, diana o transportadora dependiendo del farmaco con el que interactua. Esta
es larazén por la que se obtuvo un total de 5646 registros con distintas interacciones funcionales
correspondientes a las 5169 proteinas expresadas en cualquier especie, no sélo humanas.

3 También llamadas carrier
4 También llamadas target
5 También llamadas transporter
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Figura 1-3: : total de moons (eje Y), ordenadas segtn su interaccion funcional con el farmaco (eje X)

Entre esta larga lista de farmacos y proteinas, se identificaron las 89 proteinas
multifuncionales de Homo sapiens, obteniendo 2 registros de proteinas que actdan como
portadoras, 10 como enzimas, 38 como dianas y 3 como transportadoras. La suma de registros
da un total de 53 registros.

GRUPOS GRUPOS
FUNCIONALES: FUNCIONALES:

83 carrier 2 carrier

376 enzimas — 10 enzimas

4987 target 38 target

200 transporter 3 transporter

Figura 1-4: filtrado de grupos funcionales : de moons a moons expresadas en Homo sapiens.

Para evitar proteinas repetidas en mas de un registro debido a multiples interacciones con
distintos farmacos, se estructurd el conjunto para que en cada registro se identifique una
proteina distinta, que incluya el total de farmacos y sus interacciones asociadas. Se obtuvo un
total de 41 proteinas multifuncionales de Homo sapiens, dianas farmacolégicas, con sus
farmacos asociados, y una anotacién con el tipo de interaccion con cada uno de los farmacos.

El total de 53 registros excede las 41 moons Homo sapiens (nimero total de proteinas en este
estudio) debido, como se ha dicho, a las multiples interacciones de algunas de ellas con distintos
farmacos.
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Figura 1-5: cantidad de moons de Homo sapiens (eje Y), ordenadas segun su interaccion funcional con el farmaco

Fdrmacos y proteinas

El total de medicamentos asociados a las 41 proteinas en nuestro estudio, segln recoge
DrugBank, es de 931 farmacos distintos; de los cudles un 6% son reutilizados en mas de una
proteina, por lo que obtenemos un total de 1024 registros de farmacos asociados a las 41

proteinas.

enzyme

(eje X)

931 farmacos
+

41 moons de Homo sapiens

—)

carrner

transporter

1024 registros

Figura 1-6: 1024 combinaciones distintas farmaco-proteina

Al analizar los datos en el sentido opuesto, se observé que también hay proteinas a las que
se les asocia multiples farmacos: a algunas mas de un centenar de farmacos cada una. El 83% de
las proteinas son dianas de varios farmacos, de las cuales el 32% interaccionan con los farmacos

con mas de un tipo funcional (diana, enzima, transportadora o portadora).
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Figura 1-7: cantidad de farmacos (eje Y) por proteina (eje X)

Prot Num_Farm

P08183
P23219
P00734
P27487
P07900
P29474
P04818

401
124
119
56
49
44
24

La Figura 1-7: cantidad de farmacos (eje Y) por proteina (eje X) muestra la relacion de
proteinas, ordenadas segln el nimero de farmacos asociados en DrugBank a cada una de

ellas. Las proteinas con mayor numero de farmacos y dicho nimero de farmacos se detallan a
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la derecha del gréfico. Las primeras 3 proteinas, en rojo, registran mas de un centenar de
farmacos cada una:

Glucoproteina-P (P08183): es una proteina transportadora localizada en Ia
membrana, y muy importante porque expulsa una gran cantidad de sustancias fuera
de la célula. Surgié como un mecanismo de defensa contra sustancias externas. Y es
la responsable de reducir la cantidad de farmaco en células resistentes a multiples
farmacos, de tal manera que a menudo interviene en el desarrollo de resistencia a los
farmacos contra el cancer. [15]

Ciclooxigenasa (P23219): es una enzima de membrana, clave en la sintesis de
prostaglandinas, las cuales realizan funciones relacionadas con el dolor, la
inflamacién y el desarrollo de neoplasias. Acostumbra a ser inhibida por
antiinflamatorios no esteroides como la aspirina.[16]

Protrombina o factor Il (P00734): es una proteina del plasma sanguineo que forma
parte del proceso de coagulacidn. Esta asociada tanto con farmacos inhibidores para
tratamientos que requieren accidon anti-coagulante en la trombocitopenia; como
asociada con fdrmacos potenciadores para tratamientos que requieren accidn
coagulante en la hemofilia.

Fdrmacos y estados de aprobacion

Por otro lado, el interés del trabajo también se centra en el estado de aprobacién de los
medicamentos. Por esta razén se descargd de DrugBank los datos en los que queda definida la
categoria del medicamento a este respecto. En esta clasificacion los farmacos estan divididos
segun farmaco aprobado, nutracéutico, ilicito, retirado, en fase de investigacion o en fase
experimental. Los datos empleados se facilitan en el Material Suplementario S1 (ver anexo Ill).

En este estudio se han definido como:

”

Farmaco aprobado: en DrugBank el estado de aprobado se otorga a los
medicamentos que han sido aceptados oficialmente para su comercializacién en al
menos una jurisdiccion en un momento dado. Debido a la presencia de diferentes
agencias reguladoras en todo el mundo, una vez que se apruebe un medicamento,
este estado permanecera en la tarjeta de medicamentos incluso si el medicamento
se retira mas adelante del mercado en una jurisdiccion particular o se encuentra bajo
investigacion por una indicacién diferente. Es muy comun ver medicamentos con
diferentes estados”.

Nutracéuticos: son “medicamentos que estan regulados y procesados a nivel
farmacéutico y tienen un efecto nutricional demostrable. Otra caracteristica
importante de los nutracéuticos es que no siempre tienen una patente de proteccion,
incluso cuando se usan como agentes terapéuticos. En general, son suplementos
dietéticos, presentados en una matriz no alimenticia (como pildoras, capsulas, polvo,
etc.) de una sustancia natural bioactiva concentrada, presente en los alimentos y que,
tomada en dosis superior a la existente en los alimentos, se le supone que tienen un
efecto favorable sobre la salud” (DrugBank).

Medicamento ilicito: aquél que “se ha prohibido su uso debido a la estimulacién o
inhibicién del sistema nervioso central o debido a la produccidn de efectos
alucinégenos. Los farmacos ilicitos son a menudo drogas programadas, por lo que son
aprobadas, pero estan limitadas en su distribuciéon o tienen restricciones adicionales
sobre como se pueden recetar “(DrugBank).

Medicamento retirado: o segin se denomina en inglés “withdrawn”, es un
“medicamento que ha sido descontinuado. Si bien la razén por la cual se retiran
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dichos medicamentos puede variar desde la seguridad del paciente y los problemas
de toxicidad hasta la inviabilidad comercial, la razon formal detras de tales decisiones
recae tipicamente en la administracion de salud puablica que emitié el
retiro“(DrugBank).

e Farmaco en investigacion: se refiere al estado de desarrollo del farmaco en el que el
farmaco se estd investigando para una condicién determinada y ha llegado a ensayos
clinicos. Un medicamento puede tener varios estados si, por ejemplo, ha sido
aprobado para una indicacién determinada, pero actualmente se encuentra en
ensayos clinicos para una indicaciéon diferente.

e Farmaco experimental: alude al estado de desarrollo del farmaco en el que se esta
investigando de forma preclinica.

Del total completo de farmacos descargados en DrugBank -no sélo los 931 farmacos del
estudio-, 3729 son aprobados, 129 nutracéuticos, 205 son considerados ilicitos, 252 han sido
retirados del mercado, 3920 han estado en fase de investigacién, y 5764 en fase experimental
con ensayos clinicos. Hay que tener en cuenta que un mismo farmaco puede estar clasificado en
diferentes estados. Por ejemplo, un medicamento puede mantener en DrugBank su estado de
aprobacién incluso una vez retirado, ya que la aprobacion indica que se ha aprobado en algun
momento; asi como el estado de retirado puede ser cierto para un area geogréfica y no para
otra.

Se descargaron y asignaron los estados de aprobacién de cada uno de los fdrmacos asociados
a las 41 proteinas multifuncionales de Homo sapiens en estudio, obteniendo un total de 931
farmacos distintos, clasificados como: 518 aprobados, 17 nutracéuticos, 10 ilicitos, 30 retirados,
322 enfase de investigacidn y 369 en fase experimental. La suma total da 1266 estados distintos,
por lo que hay que recordar que un mismo farmaco puede estar clasificado en mds de un estado.

500
400

300
200
100
0 - — —

approved
nutraceut
experim
i est
illicit
withdrawn

Figura 1-8: cantidad de farmacos (eje Y) segun su estado de aprobacion (eje X)
1.3.4 Planteamiento

El objetivo principal del trabajo es buscar farmacos exitosos y analizar si pueden ser
reutilizados en distintas enfermedades.

Enfoque a partir de los fdrmacos

Parece logico que el siguiente paso a seguir sea, una vez obtenido el listado de farmacos
asociados a cada proteina, obtener el listado de enfermedades relacionadas con cada farmaco,
sea exitoso o fallido el farmaco ante cada enfermedad o disfuncién que intenta curar o
modificar.

La Figura 1-9 muestra el primer enfoque. Se parte de un listado inicial de proteinas: Proteina
1, Proteina 2 (P2) y Proteina n (Pn), donde n el total de 41 proteinas multifuncionales, humanas
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y dianas farmacoldgicas. De cada proteina se obtienen los farmacos asociados -Farmaco 1
(Farm1), Farmaco 2 (Farm2) y Farmaco X (Farmx) son farmacos asociados a la proteina 1 -, a
partir del repositorio DrugBank, donde el total X de farmacos son los 931 farmacos distintos
asociados a las 41 proteinas. El siguiente paso, es encontrar la enfermedad o enfermedades
asociadas a cada farmaco obtenido —. En la figura, los farmacos 1 y 2 van dirigidos a paliar la
enfermedad o los sintomas de la enfermedad 1(E1) , mientras que el farmaco X (farm x) se dirige
a la enfermedad P (Ep)-.

ENFOQUE: a partir de los farmacos

@ Enfermedad 1 (E1)

1

Figura 1-9: enfoque a partir de farmacos

Enfoque a partir de las proteinas

Pero, tal y como se descubrird mas adelante, sera necesario tener en cuenta un segundo
planteamiento en el cual no se relacionen directamente los farmacos con sus enfermedades
asociadas; sino que las enfermedades se relacionen con las proteinas del estudio. Y sera de esta
manera indirecta que se intentaran relacionar finalmente con los farmacos asociados a las
proteinas.

El siguiente diagrama plantea graficamente el segundo enfoque. Se parte de nuevo del listado
inicial de proteinas:Proteina 1, Proteina 2 (P2) y Proteina n (Pn), donde n es el total de 41
proteinas multifuncionales, humanas y dianas farmacoldgicas. De este listado de proteina se
obtienen 2 listados asociados: un listado de farmacos asociados a cada proteina —con el farmaco
1 (Farm1), farmaco 2 (Farm 2) y farmaco x (Farm x ) asociados a la proteina 1 de la Figura 1-10.
Y se obtiene un listado de enfermedades en las que cada proteina estd involucrada: la proteina
1 (P1) estd involucrada en la enfermedad 1(E1), y asi hasta la enfermedad nimero m (Em).

ENFOQUE: a partir de las enfermedades

Js%

Figura 1-10: enfoque a partir de enfermedades
Desarrollo comun

En cualquiera de los dos planteamientos descritos, tanto si las enfermedades se asocian a los
farmacos o a las proteinas, el diagrama de trabajo sera el que sigue:
12
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Figura 1-11: Workflow. Desarrollo comin a ambos enfoques.

Lo primero sera filtrar aquellos registros (de farmacos en el primer enfoque, o proteinas en el
segundo) con mas de 1 enfermedad asociada - >= 2 E, mas de 2 enfermedades-.

Esto es importante porque se buscan aquellas proteinas en las que la funcidon candnica esté
involucrada en una de las enfermedades, y una de las funciones adicionales, no candnica, esté
involucrada en otra enfermedad —la funcidn F1 corresponde a la funcién candnica involucrada
en una enfermedad 1, y la funcién F2 corresponde a una de las funciones adicionales de la misma
proteina que estd involucrada en una enfermedad 2, distinta a la primera-.

En el drug repurposing se puede reutilizar un farmaco descartado para una enfermedad
relacionada con una de las funciones, en otra enfermedad relacionada con una funcidn distinta
en la misma proteina.

Otra posibilidad es que se pueda reutilizar el farmaco en una proteina homéloga a la escogida.
Si esta proteina homoéloga tiene enfermedades asociadas - E, enfermedad asociada a la proteina
homdloga- también se podra plantear el estudio de reutilizacién del farmaco.

Una vez encontrado un caso de posible reutilizaciéon de un farmaco, se analizara la
drugabilidad -D de drugabilidad- de la proteina. La drugabilidad es la capacidad de una proteina
para unirse a una molécula moduladora. Esta molécula puede ser un medicamento micro-
molecular o un farmaco biotecnoldgico, pero, en cualquier caso, debe modular la proteina de
tal manera que la modulacién se traduzca en un cambio a mejor en la enfermedad o bien en sus
sintomas. Se puede tratar de reutilizacion de un farmaco entre dos enfermedades
correspondientes a dos funciones distintas en la misma proteina; o bien, reutilizacién de un
farmaco entre dos enfermedades correspondientes a dos proteinas homdlogas entre si. En este
estudio se analizardn las regiones involucradas en las diferentes enfermedades. Se analizara la
biodisponibilidad de la proteina, es decir, si la proteina puede realmente ser modulada por un
farmaco sin provocar efectos perjudiciales. Podria, por ejemplo, ser una proteina vital y al
inhibirla provocar la muerte del individuo.

Por ultimo, como objetivo secundario se analizaran los efectos secundarios del farmaco, y se
intentaran relacionar con la modulacién del farmaco de las regiones involucradas en la funcién
candnica y/o de las involucradas en las funciones adicionales.
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1.4 Planificacion del Trabajo
1.4.1 Tareas

1.

8.
9.

Investigar la base de datos MultitaskProtDB [6] y obtener la recopilacién actual de
proteinas multifuncion.

Investigar |la base de datos DrugBank [11] y descargar los datos correspondientes a
las proteinas multifuncién recopiladas en la tarea 1.

Identificar las moon dianas farmacolégicas junto con sus farmacos asociados e
identificar las moon no dianas farmacolégicas segun la base de datos DrugBank.
Clasificar los farmacos entre exitosos y descartados, a partir de la base de datos
DrugBank. Si se da el caso, indicar la razén descrita para la retirada de éste. Investigar
las proteinas en la base de datos UniProt [17], y relacionarlas con enfermedades
segun el identificador OMIM hallado UniProt. Investigar la relacién entre los
farmacos y las enfermedades asociadas, si la hubiere.

Identificacion de la funcidén (candnica o adicional) involucrada en la enfermedad.
Identificar la enfermedad diana de cada farmaco asociado con la proteina. En caso de
gue haya mas de una enfermedad y las funciones sean distintas, valorar la posibilidad
de estar ante un caso de estudio para reutilizacién del farmaco.

Si fuera necesario por falta de casos positivos en el punto 5, identificaciéon de las
proteinas homdlogas a las moons dianas farmacolégicas con enfermedades
asociadas. Lainformacion se podrd extraer de la base de datos de UniProt analizando
homologia en la secuencia con la herramienta BLAST [18].

Investigar las proteinas homdlogas en la base de datos UniProt y relacionarlas con
enfermedades segun el identificador OMIM hallado en la base de datos UniProt.
Identificacion de las regiones relacionados con las enfermedades.

Averiguar si la proteina es drugable.

10. Resultado: propuesta de reutilizacidon de farmaco.

1.4.2 Calendario

En el diagrama de Gantt adjunto - en anexo 1 - se desglosan la planificacion previa al
desarrollo del trabajo con las tareas a llevar a cabo y la duracidn que se asigna a cada una.

1.4.3 Hitos en la Planificacion

Los hitos recogidos en la siguiente tabla corresponden al conjunto de datos que pretendemos
obtener al final de cada tarea o subtarea del Enfoque Principal.

el

Dataset de proteinas Moonlighting.

Dataset con datos asociados a las proteinas Moon.

Identificacion de las dianas farmacoldgicas, detallando los farmacos asociados.
Tabla con el estado de los farmacos (exitoso o fallido) asociados a la proteina. Tabla
con las enfermedades OMIM asociadas a la proteina. Tabla cruzada con las proteinas
dianas farmacoldgicas con enfermedades.

En la tabla cruzada obtenida en la tarea nimero 4, identificar e indicar la funcion
correspondiente a la enfermedad o enfermedades asociadas a cada farmaco, o
asociadas a cada proteina, segun el enfoque dado. Resaltar los casos a estudiar para
Drug Repurposing.

Segun la tabla cruzada obtenida en la tarea nimero 4, si fuera necesario, indicar las
proteinas homdlogas segin BLAST.
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7. Dataset con las enfermedades OMIM asociadas a las proteinas homologas.

8. Identificar las regiones de aminodcidos relacionadas con cada enfermedad.

9. Indicar si la proteina es o no es drugable.

10. Propuesta de proteina para reutilizacion de farmaco. Descripcidon de los efectos
secundarios, relacionandolos con las funciones de la proteina.

1.4.4 Andlisis de Riesgos

A lo largo del trabajo se consultaran una serie de bases de datos, de las cuales se pretende
extraer la informacién necesaria acerca de las proteinas.

Como se puede apreciar de la valoracion de riesgos, el alcance y los tiempos de dedicacién al
trabajo se veran afectado por la dificultad en encontrar disponibles los datos indicados.

Tabla 1-1: andlisis de riesgos

e g

4 Si el nimero de proteinas moon, dianas farmacoldgicas y con enfermedades genéticas
asociadas fuera nula o escasa. Esto aumentaria el riesgo de no encontrar una proteina
adecuada para el estudio.

5 No poder identificar la funcién o funciones involucradas en una enfermedad afectaria de
manera critica al desarrollo de la investigacion y la proteina quedaria sin poder ser analizada
siguiendo el enfoque principal.

5 Los farmacos fallidos podrian no estar detalladamente explicados o, mejor dicho, ser dificil
aclarar las causas que hayan motivado su descarte. Si se da el caso, se definira el estado
descartado del farmaco respecto a una enfermedad y se indicara la bibliografia relacionada
con la misma, observando el desconocimiento de la causa. El desconocimiento de la causa del
fracaso del farmaco afectara a la hora de proponer su reutilizacion.

6 No identificar enfermedades asociadas a las proteinas homadlogas afectaria el desarrollo de la
investigacion, y la proteina quedaria sin poder ser analizada siguiendo el enfoque principal.

8-9 Critica sera la identificacion de las regiones relacionadas con las enfermedades, y averiguar si
son o no drugables. Esto esta relacionado con el conocimiento de la estructura de las proteinas
y hay que tener en cuenta que puede no estar disponible. Ambas averiguaciones son
fundamentales para el trabajo, y en caso de no conseguir estos datos -ya sea a través de bases
de datos o bien de articulos-, se indicara la imposibilidad de analizar la proteina en cuestion y
se describird la causa.

10 En cuanto a los efectos secundarios, podria ocurrir que no sea posible crear una
correspondencia entre las funciones y los efectos secundarios. En tal caso, se describira la
causa.

1.5 Breve sumario de productos obtenidos

El objetivo es conseguir algun caso positivo en donde proponer la reutilizacién de un farmaco
actualmente empleado para el tratamiento de una enfermedad relacionada con proteina
multifuncional expresada en humanos, para tratar otra enfermedad distinta relacionada con
otra funcidn de la misma proteina, o bien con una proteina homadloga.

Un resultado particularmente interesante obtenido durante el proceso es el analisis de las
enfermedades que estan ligadas a las proteinas moonlighting, asi como de los tipos de farmacos
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gue actuan sobre ellas. También colateralmente esto permite obtener un andlisis de los efectos
secundarios asociados a estos farmacos.

1.6 Breve descripcién de los capitulos
En el capitulo 2 se estudian en detalle el conjunto de proteinas que cumplen con el criterio de

ser multifuncionales en humanos, ser dianas farmacoldgicas y estar relacionadas con diversas
enfermedades extraidas del respositorio OMIM.

En el capitulo 3 se afaden las enfermedades referidas en el repositorio MalaCards vy, a
continuacién, se lleva a cabo el estudio de las proteinas que cumplen con el criterio ampliado.

En el capitulo 4 se analiza la drugabilidad de un posible caso exitoso para reutilizacién
farmacoldgica.

En el capitulo 5 se resumen los resultados obtenidos y se plantean vias futuras de desarrollo.
En el capitulo 6 se definen algunos de los términos clave mas utilizados en el trabajo.

El capitulo 7 retne la bibliografia y webgrafia, con el listado de libros, articulos y webs
consultados y referenciados a lo largo del trabajo.

El Anexo 1 contiene el diagrama de Gantt inicial, con la planificacidn original planteada.

Y finalmente, en el Anexo 2 se detallan algunas de las proteinas seleccionadas, y se valora si
son o no casos optimos para futuros estudios de drugabilidad.

2 Desarrollo I: OMIM

En este apartado se va a trabajar con datos descargados de los siguientes repositorios:
MultitaskProtDB (del cual extraemos el conjunto de proteinas multifuncién), DrugBank (con los
farmacos asociados), UniProt (que nos proporciona informacién sobre las proteinas, sus
funciones, enfermedades, etc) y OMIM (de la cual obtenemos informacién de las enfermedades
asociadas).

2.1 Listado de proteinas moonlighting

Para conseguir el conjunto de proteinas se ha optado por descargar la informacion de la base
de datos MultitaskProtDB, de la cual se extrae el listado. Los datos empleados se facilitan en el
Material Suplementario S1 (ver anexo Ill).

Dependiendo de si la web esta disponible o no en el momento de ejecutar este cddigo, se
puede descargar el listado de proteinas moonlighting on-line,

library(XML)
## Warning: package 'XML' was built under R version 3.4.4

web <- "http://wallace.uab.es/multitask/proteins_list.php?pagesize=-1"
moonlighting <- readHTMLTable(web, header=T, which = 2, stringsAsFactors=F)

o se carga la informacidn desde un fichero adjunto al trabajo -fichero descargado cuando la
base de datos esta disponible-.

require(stringr)

## Loading required package: stringr
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## Warning: package 'stringr' was built under R version 3.4.4

moonlighting <- read.csv("proteins.csv",header = TRUE, sep = ",",stringsAsFactors =
FALSE)

El dataframe con el conjunto de moons descargada contiene 288 proteinas multifuncion, de
las cuales sélo nos interesan las proteinas expresadas en Homo sapiens.

moonlighting<-[grep("sapiens"”,moonlighting$0Organism), ]
Como resultado obtenemos un dataframe con 89 moons de Homo sapiens.

El dataset contiene 89 registros con variables que nos dan informacion sobre la proteina: el
identificador de la proteina en UniProt, el nombre de la proteina, las definiciones de funcidn
candnica y funcién o funciones adicionales de la proteina, y la especie del organismo en el que
se expresa, entre otras variables. Los registros quedan adjuntados en el Material Suplementario
S2 (ver anexo lll).

2.2 Listado de farmacos

Se descargaron los listados de proteinas contenidos en DrugBank, publicados en Noviembre
del 2018, v 5.1.2, en la seccién de descargas.

Tal y como se ha explicado, las proteinas vienen clasificadas por grupo funcional segun su
interaccion con los farmacos, e incluyen el identificador de UniProt, el cual nos sirve para
relacionar este dataset que relaciona proteinas y farmacos, con el anterior dataset de proteinas
multifuncionales.

Para acceder y descargar los datos de la web de DrugBank hay que ejecutar instrucciones de
descarga. Por ejemplo, en el caso de descarga de la actualizacidn 5.1.2 con el listado de dianas
farmacoldgicas, las instrucciones de descarga son:

curl -Lfv -o target.csv.zip -u ogimenezs@uoc.edu:4g3m2n2zs https://www.drugbank.ca/releases/5-1-2/downloads/target-all-
polypeptide-ids

curl -Lfv -0 enzyme.csv.zip -u ogimenezs@uoc.edu:4g3m2n2zs https://www.drugbank.ca/releases/5-1-2/downloads/enzyme-
all-polypeptide-ids

curl -Lfv -o carrier.csv.zip -u ogimenezs@uoc.edu:4g3m2n2zs https://www.drugbank.ca/releases/5-1-2/downloads/carrier-all-
polypeptide-ids

curl -Lfv -o transporter.csv.zip -u ogimenezs@uoc.edu:4g3m2n2zs https://www.drugbank.ca/releases/5-1-
2/downloads/transporter-all-polypeptide-ids

De nuevo, dependiendo de si la web esta disponible o no en el momento de ejecutar el cédigo,
se puede descargar el listado de proteinas/farmacos on-line, o se carga la informacion desde los
correspondientes ficheros previamente descargados y adjuntos al trabajo - cuatro archivos csv,
clasificados segun los 4 grupos funcionales-.

DrugTargetId <- read.csv("drugbank_all_target_polypeptide_ids.csv//all.csv",header = TRUE, sep
= ",",stringsAsFactors = FALSE)

DrugEnzymeId <- read.csv("drugbank_all_enzyme_polypeptide_ids.csv//all.csv",header = TRUE, sep =
", ",stringsAsFactors = FALSE)

DrugCarrierId <- read.csv("drugbank_all_carrier_polypeptide_ids.csv//all.csv",header = TRUE, sep
= ",",stringsAsFactors = FALSE)

DrugTransporterId <-read.csv("drugbank_all_transporter_polypeptide_ids.csv//all.csv", header =
TRUE, sep = ",",stringsAsFactors = FALSE)

Los datos empleados se facilitan en el Material Suplementario S1 (ver anexo ).

Se obtienen 4 dataframes (Figura 2-1) con informacién de proteinas y farmacos asociados:
DrugCarrierld con 83 registros de proteinas que actian como portadoras de farmacos,
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DrugEnzymeld con 376 proteinas que actian como enzimas, DrugTargetld con 4987 proteinas
gue se comportan como dianas, y DrugTransporterld con 200 registros de proteinas que se
comportan como transportadoras. Como se comentd antes, una proteina puede interactuar con
farmacos distintos en grupos funcionales distintos.

Data

() DrugcCarrierId 83 obs. of 13 variables
() DrugEnzymeId 376 obs. of 13 variables
() DrugTargetId 4987 obs. of 13 variables
(J DrugTransporterId 200 obs. of 13 variables
@ moonlighting 89 obs. of 9 variables

Figura 2-1: dataframes en R por grupos funcionales

Cada dataframe esta definido por 13 variables, como el identificador UniProt de proteinas, el
nombre de la proteina, el nombre del gen que expresa la proteina, la especie del organismo en
la que se expresa y todos los fdrmacos asociados, nombrados con una identificacidn propia de
DrugBank.

A continuacidn, se cruzaron los dataframes de farmacos con el de proteinas multifuncionales
de Homo sapiens— dataframe moonlighting-, dando lugar a 38 registros de moons target, 10
registro de moons enzimas, 2 de moons portadoras y 3 de moons transportadoras. La suma de
registros da lugar a 53 registros-

targets_DrugTargetId<- merge(moonlighting,DrugTargetId, by.x = "UniProt.Code",by.y =
"UniProt.ID")

colnames(targets_DrugTargetId)[colnames(targets_DrugTargetId)=="Drug.IDs"]<-"Target.Drug.IDs"
# 38 moons son dianas farmacologicas

targets_DrugEnzymeId<- merge(moonlighting,DrugEnzymeId, by.x = "UniProt.Code",by.y =
"UniProt.ID")

colnames (targets_DrugEnzymeld)[colnames(targets_DrugEnzymeId)=="Drug.IDs"]<-"Enzyme.Drug.IDs"
# 10 moons son dianas farmacoldgicas

targets_DrugCarrierId<- merge(moonlighting,DrugCarrierId, by.x = "UniProt.Code",by.y =
"UniProt.ID")

colnames (targets_DrugCarrierId)[colnames(targets_DrugCarrierId)=="Drug.IDs"]<-"Carrier.Drug.IDs"
# 2 moons son dianas farmacolodgicas

targets_DrugTransporterId<- merge(moonlighting,DrugTransporterId, by.x = "UniProt.Code",by.y =
"UniProt.ID")
colnames(targets_DrugTransporterId)[colnames(targets_DrugTransporterId)=="Drug.IDs"]<-
"Transporter.Drug.IDs"

# 3 moons son dianas farmacoldgicas

Pero como una misma proteina puede estar contenida en mas de uno de los cuatro listados
funcionales, fue necesario unificar los dataframes vy filtrarlo de tal manera que cada registro
contuviera Unicamente informacion relacionada con una proteina.

tmp<-rbind.fill(targets_DrugTargetId,targets_DrugEnzymeId,targets_DrugCarrierId,targets_DrugTr
ansporterId)

targets<-aggregate(x = tmp, by = list(tmp$UniProt), FUN = function(x) na.omit(x)[1])[,-1]

targets<-targets[ , !(names(targets) %in% drops)]

Obteniendo un dataframe con 41 proteinas multifuncionales, de Homo sapiens, dianas
farmacoldgicas. Con este cambio cada proteina ocupa un solo registro con la informacion de los
farmacos asociados, divididos por el grupo funcional segln su interaccién con la proteina. El
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listado con los datos de las 41 proteinas resultantes adecuadamente tratados se facilitan en el
Material Suplementario S2, en la pestafia Moons-Dianas (ver anexo ).

2.3 Primer enfoque: centrado en los farmacos

Para identificar de manera independiente la relacién farmaco-proteina, se genera un nuevo
dataset auxiliar con el mismo contenido que el anterior, pero estructurado de manera distinta:
cada fadrmaco ocupando un registro distinto. De esta manera se obtiene un dataframe de 1024
registros, con un total de 931 farmacos distintos. Las 41 moons de Homo sapiens, dianas,
interaccionan con 931 farmacos.

En este momento se llega a un importante punto de inflexion en el desarrollo del trabajo. No
conocemos la existencia de una base de datos de la cual se pueda obtener la informacién de las
enfermedades asociadas a los farmacos de manera automatica. Debido a la ingente cantidad de
farmacos distintos asociados a las 41 moons de nuestro conjunto se opta por no seguir el criterio
de averiguar qué enfermedad pretende modular cada farmaco puesto que seria necesario hacer
la investigacién manualmente, farmaco a fdrmaco.

Proteinas Homo
multifuncién sapiens

> PRIMER ENFOQUE: Estudio a partir de los farmacos

Dianas
farmacoldgicas

~—p»  SEGUNDO ENFOQUE: Estudio a partir de las proteinas

Figura 2-2: enfoques planteados

Por ello, se toma la decisién de desestimar el primer enfoque propuesto. A partir de este
momento, se inicia el segundo planteamiento: identificar las enfermedades en las que estan
involucradas las proteinas multifuncionales, y de manera indirecta relacionarlas con los
farmacos asociados con ellas.

2.4 Segundo enfoque: centrado en las proteinas

Se investigaron las enfermedades genéticas asociadas a las 41 proteinas multifuncionales, de
Homo sapiens, dianas farmacoldgicas halladas, segun la base de datos OMIM[19].

OMIM es el acronimo de Online Mendelian Inheritance in Man. Se trata de un importante
repositorio que contiene un compendio completo de genes humanos, fenotipos genéticos y su
relacidn. Contiene informacion sobre mas de 15000 genes humanos relacionandolos con todos
los trastornos mendelianos® conocidos.

La base de datos se inicid en la década de los 60, y en 1995 el Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica (NCBI) la desarrollé y facilité su disponibilidad on-line. En la actualidad esta
actualizada por el Instituto de Medicina Genética McKusick-Nathans, de la Facultad de Medicina
de la Universidad Johns Hopkins, bajo la direccién de la Dra. Ada Hamosh.

Los datos resultantes de la busqueda de las enfermedades mendelianas asociadas a cada
proteina multifuncional quedaron recogidos en un Excel adjunto, el cual muestra el nimero de
enfermedades asociadas y su identificacion.

6 Un trastorno mendeliano, también llamado monogenético, es un trastorno causado por un defecto en un Unico gen. Los
trastornos mendelianos son poco comunes, pero dado que hay varios miles de trastornos monogenéticos conocidos, su impacto es
considerable.
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Resaltar el ejemplo de la proteina multifuncional Thrombin protease (Protrombina) a la cual
se ha hecho también referencia gréfica anteriormente por la gran cantidad de farmacos
asociados. OMIM tiene registradas 4 enfermedades asociadas a dicha proteina, en las que la
protrombina esta involucrada.

Del listado total de proteinas, filtramos sélo aquéllas con mas de una enfermedad asociada.

El resultado de tal filtrado es un conjunto de 3 moons.
Tabla 2-1: moons dianas farmacoldgicas de Homo sapiens, con varias enfermedades asociadas

P00734 Thrombin protease F2 4
(Prothrombin)
P13569 CFTR chloride channel (Cystic CFTR 2

fibrosis transmembrane
conductance regulator)

P60709 Actin ACTB 2

La protrombina estd involucrada en 4 enfermedades, y la actina y la proteina reguladora de
la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) estdn involucradas en 2
enfermedades cada una.

En la Figura 2-3 se muestra el diagrama de flujo del trabajo, resaltando en amarillo justo el
punto en el que se encuentra el andlisis.

FIN
NO
NO
FIN NO

—» FIN

Sl

- .

lNO
FIN

Figura 2-3. Workflow. Criterio: proteinas con mds de una enfermedad asociada.

Se han filtrado las proteinas con al menos 2 enfermedades, para a continuacion, llevar a cabo
el analisis que nos permita proponer la reutilizacién del farmaco para la segunda enfermedad.

2.5 Funciones, enfermedades y farmacos

Siguiendo la linea de trabajo, se procede al estudio en detalle de las 3 proteinas seleccionadas,
para intentar relacionar sus enfermedades asociadas con la funciéon candnica o alguna de las
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funciones adicionales. En caso de descubrir en alguna de las tres proteinas que una de las
enfermedades involucra la funcidn candnica, mientras que otra involucra una funcidn adicional,
estariamos ante un caso éptimo para un estudio de reutilizacién de farmaco.

Por otro lado, se investigara la relacién indirecta entre los farmacos y las enfermedades
asociadas. Se indicard una clasificacién entre fdrmacos exitosos y descartados para cada
proteina en los casos éptimos de estudio. Y, llegado el caso, se indicaria la razén descrita en
caso de retirada de fdrmaco posterior.

FIN
NO
Sl Relacionar Funcién (F) Sl Buscar Proteinas
con Enfermedad (E) Homologas (H) T
INO
A4
FIN NO
—p FIN
Sl
Fre e SI
Andlisis de Efectos < Analizar Drugabilidad |
Secundarios
INO
A4
FIN

Figura 2-4: Workflow. Criterio: enfermedades asociadas a funciones distintas, donde una es la candnica.

Se estudiaran las proteinas Protrombina, Actina Beta y CFTR (Reguladora de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica) a partir de las enfermedades registradas en OMIM y los
farmacos en DrugBank.’

2.5.1 Thrombin protease (P00734)

Funciones

La funcidn candnica de la protrombina (también llamada Factor Il) es la de ser una proteina
del plasma sanguineo que forma parte del proceso de coagulacion mediante reaccién con la
tromboplastina.

La funcion moonlighting es hacer enlaces con receptores de membrana celular. La
descripcién ofrecida por UniProt indica que “la protrombina se activa en la superficie de una
membrana de fosfolipidos que se unen al extremo amino de la protrombina y de los factores Va
y Xa en las interacciones dependientes de Ca”.

7 Las descripciones de las funciones estan extraidas de UniProt y MultitaskProtDB. Las descripciones de las enfermedades
estan extraidas de OMIM. Las descripciones de los farmacos estan extraidas de DrugBank.
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Enfermedades
Tabla 2-2: enfermedades asociadas a la Protrombina

Funcién Expresion Fenotipo '
Enfermedad

ce Deficiencia de Protrombina m
Deficiencia de Factor Il

- - Disminucién del flujo sanguineo.
Infarto cerebrovascular

C Exceso de Protrombina Exceso de formacidon de coagulos.
Trombofilia

Abortos espontaneos

Deficiencia del Factor Il (FA2D): Es un trastorno raro de coagulacion sanguinea, caracterizado
por sintomas de sangrado mucocutaneo. La gravedad de las manifestaciones hemorrdgicas se
correlaciona con la deficiencia del Factor Il en sangre, lo cual lleva a la disminucion de la
capacidad de coagulacién. Puede transmitirse de padres a hijos (hereditario), y es muy poco
comun pues ambos padres deben portar el gen para trasmitir el trastorno a sus hijos. También
puede no ser hereditaria y deberse a otra afeccién o al uso de ciertas medicinas. Esto se
denomina deficiencia del Factor Il adquirida. En este caso, puede ser causada por: falta de
vitamina K, enfermedad hepdtica grave o al uso de medicamentos para prevenir la coagulacion.
Ref. OMIM:613679.

Infarto Cerebrovascular (ISCHSTR): El infarto cerebrovascular es un evento neuroldgico
agudo que conduce a la muerte del tejido neural del cerebro y provoca la pérdida de la funcién
motora, sensorial y / o cognitiva. Es causado por un proceso de isquemia (disminucion del flujo
sanguineo), durante el cual muere parte de la masa encefdlica debido al fallo en la irrigacion
sanguinea. El 80% de los infartos son isquémicos (disminucién masiva del flujo sanguineo),
resultantes de una oclusién vascular. Ref. OMIM: 601367.

Trombofilia (THPH1): Provocada por una mutacién en la region 3 no traducida del gen de la
protrombina. Es un trastorno de formacién inadecuada de coagulos (factores predisponentes
genéticos, adquiridos y circunstanciales), y se asocia con niveles elevados de protrombina en
plasma y un mayor riesgo de trombosis venosa. Se trata de un trastorno de la hemostasia
caracterizado por agregacion plaquetaria anormal en respuesta a diversos agentes y formacion
de trombos recurrentes. El tromboembolismo venoso (taponamiento) se manifiesta con mayor

frecuencia como trombosis venosa profunda, la cual puede progresar a una embolia pulmonar.
Ref. OMIM:188050.

Pérdidas recurrentes del embarazo (RPRGL2): Complicacion comun del embarazo, que
resulta en aborto espontdneo antes de que el feto haya alcanzado la viabilidad. Ref.
OMIM:614390.

Fdrmacos

Del analisis de DrugBank se obtienen 118 farmacos asociados a la protrombina. Casi todos los
farmacos contemplan la proteina como target, menos 5 que la tratan como enzima. Se filtran
sélo los exitosos (es decir, aprobados o nutracéuticos que no hayan sido descartados por haber
sido retirados del mercado). A continuacidn, se muestra el conjunto de farmacos que cumplen
la condicion. Las dos lineas grises corresponden a farmacos aprobados y retirados del mercado
en algun drea geografica. Suman un total de 25 farmacos a analizar en detalle.

8 Candnica
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1 |UniProt.Cc ~ |DrugBank. - |Name - |lisApprov -T |isNutraceutii - |isExperimen - |isinvestigatiol ~ |isllli - |isWithdray ~
2 PO0734 DB00001 Lepirudin TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE FALSE
3 |P00734 DB00006 Bivalirudin TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE
4 |PO0734 DB00025 Antihemophilic factor, human recombinant TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE
5 PO0734 DB00055 Drotrecogin alfa TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE TRUE
6 P0D0734 DB00100 Coagulation Factor IX (Recombinant) TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE
7 | PD0734 DB00170 Menadione TRUE TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE
8 |P00734 DB00278 Argatroban TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE
9 P00734 DB01123 Proflavine TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE FALSE
10 | PO0734 DB01593 Zinc TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE
27 |P00734 DB04898 Ximelagatran TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE TRUE
29 |PO0734 DBO5777 Thrombomodulin Alfa TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE
30 |PO0734 DB06404 Human C1-esterase inhibitor TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE FALSE
31 |P0O0734 DB06695 Dabigatran etexilate TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE FALSE
106 PO0734 DB09109 Turoctocog alfa pegol TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE
107|PO0734 DB09130 Copper TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE
108 P0O0734 DB09228 Conestat alfa TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE
109 PO0734 DB09332 Kappadione TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE FALSE
110|PO0734 DB11166 Antithrombin Alfa TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE
111/ PO0734 DB12364 Betrixaban TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE
114/ PO0734 DB13151 Anti-inhibitor coagulant complex TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE
115/ P00734 DB13152 Coagulation Factor IX Human TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE FALSE
116/ PO0734 DB13998 Lonoctocog alfa TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE
117|P00734 DB13999 Moroctocog alfa TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE FALSE
118/ P00734 DB14487 Zinc acetate TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE
119/ PO0734 DB14533 Zinc chloride TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE

Tabla 2-3: fdrmacos asociados a Protrombina, en estado actual de aprobacion, segun DrugBank

9 farmacos son inhibidores de coagulacién y puede seguir dos estrategias diferentes. Algunos
inhiben la trombina: el Trombomodulin alfa, Dabigratan, Antitrombina alfa, Lepirudin,
Bivalirudin, Argatraban, y Ximelapratan. Otros inhiben el factor X u otros factores de
coagulacién: el Betrixaban, Drotrecogin alfa, y Ximelagatan.

De los 9 farmacos inhibidores, dos fueron retirados del mercado: el Drotrecogin se retird por
no mejorar la infeccion generalizada de la sangre (sepsis); y el Ximelapratan por hepatoxicidad.

Aparte de estos dos farmacos retirados, se ha descubierto que el Lepirudin ha sido anulado
por muerte de varios pacientes tras su administracidn. Aunque DrugBank no ha actualizado su
estado a WITHDRAWN, en la descripcidn si describe que el medicamento esta anulado.

9 farmacos son potenciadores de la coagulacién y también siguen estrategias diferentes. Por
ejemplo, algunos potencian los factores VIl y Xlll de coagulacion para el tratamiento de la
hemofilia A: el Turotocog, Lonoctocog, Moratocog y el factor anihemolitico Factor VI
recombinante. Por otro lado, el farmaco factor IX de coagulacién recombinante potencia el
factor IX de coagulacion para el tratamiento de la hemofilia B. Ademas, se incluye un farmaco
anti-inhibidor coagulante, indicado para ambas hemofilias.

Por ultimo, son farmacos derivados de la Vitamina K la Kappdione y la Menadione.
Kappadione es un farmaco citotéxico y esta discontinuado por el laboratorio fabricante, aunque
DrugBank aun no indica que esta retirado. Y en el Menadione se indica que el farmaco puede
causar dafio cerebral y anemia hemolitica. Este efecto secundario indica que la proteina no sélo
se dedica a la coagulacién. Los efectos secundarios del farmaco encajan con las otras
enfermedades.

Resultados

Las dos enfermedades principales -trombofilia y deficiencia del factor II- involucran a la
funcién candnica, por lo que no podemos tomar la protrombina como caso de estudio para
reutilizacion de farmaco.

Desde otro punto de vista: la deficiencia de factor Il necesitaria un farmaco potenciador de
protrombina, mientras que la trombofilia necesitaria un farmaco inhibidor de protrombina. Por
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lo tanto, analizando el caso desde este este otro prisma, tampoco se podria reutilizar un mismo
farmaco para las dos enfermedades.

Por ultimo, es necesario aclarar que ni en el caso del infarto, ni en la pérdida del embarazo se
han hallado las funciones involucradas.

2.5.2 CFTR (P13569)

Funciones

La proteina CFTR se encuentra en las membranas celulares de los tejidos animales que tienen
una secrecién exocrina, como las glandulas sudoriparas, pancreas, intestino y rifidn.

Su funcién candnica consiste en facilitar el transporte de iones de cloro hacia el exterior de la
membrana celular.

La funcidon moon descrita indica que la proteina es también reguladora de otros canales, como
el de iones de sodio (Na+).

Enfermedades

Se describen las 2 enfermedades asociadas a la CFTR.

Tabla 2-4: enfermedades asociadas a CFTR, segiin OMIM

Funcién Expresion Fenotipo
Enfermedad
- Déficit en el transporte de iones Mal funcionamiento del intercambio de iones
Fibrosis Quistica
- Déficit en el transporte de iones Mal funcionamiento del intercambio de iones

Absencia congénita bilateral de
los vasos deferentes

Fibrosis Quistica (CF): Es un trastorno generalizado comun de las glandulas exocrinas que
entorpece la eliminacidn de las secreciones en varios drganos. Se caracteriza por una triada: 1.-
infeccién broncopulmonar crénica, 2.-insuficiencia pancreatica (que causa mala absorcién y
retraso del crecimiento) y 3.- electrolitos elevados de sudor. La herencia es autosémica recesiva.
Ref. OMIM: 219700.

Absencia congénita bilateral de los vasos deferentes (CBAVD): Enfermedad causante de
esterilidad en los hombres. Parece que podria ser una forma incompleta de fibrosis quistica, ya
que la mayoria de los hombres que sufren de fibrosis quistica carecen del conducto deferente.
Se hereda con un patrdon autosémico recesivo. Ref. OMIM: 277180.

Fdrmacos

A continuacion, se lleva a cabo un andlisis de actuacién de los farmacos asociados a la
proteina.

Los farmacos estdn dirigidos mayoritariamente a subsanar el fallo en las funciones secretoras.

La proteina tiene asociados un total de 13 farmacos, de los cuales 9 pueden considerarse
exitosos y ninguno ha sido retirado, o considerado ilicito. Todos los farmacos interaccionan con
la proteina como target. En la siguiente tabla, se marcan en gris, los farmacos no aprobados aun.
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Tabla 2-5: fdrmacos asociados a CFTR, en estado de aprobacion o bien nutracéuticos, segun DrugBank

1 |DrugBank. ~ [Name - |isApprov ~ |isNutraceuti( - |isExperimen ~ |isinvestigatiol ~ [isllli = |isWithdray -
2 |DB0O0171 ATP FALSE TRUE FALSE TRUE FALSE |FALSE
3 |DB00887 Bumetanide |TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE |FALSE
4 'DBO1016 Glyburide TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE |FALSE
5 |DB01050 Ibuprofen TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE |FALSE
6 |DB02587 Colforsin FALSE FALSE TRUE TRUE FALSE |FALSE
7 |DB04395 Phosphoamin|FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE |FALSE
§ |DB04522 Dexfosfoserin FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE |FALSE
9 DB04941 Crofelemer |TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE |FALSE
10 |DB06266 Lonidamine |FALSE FALSE FALSE TRUE FALSE |FALSE
11 |DB0O8820 lvacaftor TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE |FALSE
12 |DB09213 Dexibuprofen| TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE |FALSE
13 |DB09280 Lumacaftor |TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE |FALSE
14 |DB11712 Tezacaftor |TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE |FALSE

Dentro del desarrollo de los farmacos reparadores de la proteina CFTR, se han identificado 3
grupos principales®.

1. los supresores del codén de parada prematuro (mutacion de clase I). Estos farmacos
consiguen que no se identifique este coddn de parada, por lo que la proteina puede
seguir su sintesis al completo.

2. los denominados farmacos correctores del CFTR. Estan disefiados para corregir el
trafico de la proteina con defectos en el plegamiento (mutacion de clase Il) hasta la
membrana celular donde podria hacer su funcién casi con normalidad.

3. los denominados potenciadores del CFTR. Estos farmacos tienen por diana la proteina
CFTR que estd en la superficie celular, con objeto de mejorar su funcidn. Los farmacos
potenciadores pueden actuar por tanto sobre las mutaciones de clases lll, IV, V y VI.

Resultados
Los farmacos estan dirigidos mayoritariamente a los fallos en las funciones secretoras.

Las descripciones sugieren que ambas afectaciones estan relacionadas con un déficit en el
transporte de iones. Por ejemplo, en el caso de la funcién espermatica desempefia un papel en
la homeostasis del cloruro y el bicarbonato durante la maduraciéon y capacitacién del epididimo
del semen.

El mal funcionamiento podria ser debido a un intercambio incorrecto de iones de Cloro, pero
también al mal funcionamiento en el intercambio de iones de sodio (funciones principal y
moonlighting indicadas), por lo que no queda claro que las enfermedades involucren funciones
distintas de la proteina, de cara a escogerla para el estudio.

Lamentablemente, los farmacos asociados son para bloquear la funcién secretora, mientras
que las enfermedades asociadas lo son también por defecto de la funcién, por lo que no
interesaria bloquearlas mds y, por tanto, se descarta esta proteina para la reutilizacion
farmacoldgica.

° Informacién extraida por completo de DrugBank
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2.5.3 Actina cytoplasmic 1(P60709)

Funciones

La funcién candnica de la actina citopldsmica -0 actina beta- se desarrolla en el citoesqueleto,
con la contraccién y relajacién muscular.

La funcidon moonlighting se localiza en el ndcleo y regula la transcripcién de genes y la
motilidad y reparacién del ADN dafiado.

Enfermedades

Se describen las 2 enfermedades asociadas a la actina beta:

Tabla 2-6: enfermedades asociadas a actina citopldsmica, segun OMIM

Funcién Expresion Fenotipo
Enfermedad
C sobreexpresion contraccién muscular
Distonia de origen juvenil involuntaria sostenida
C sobreexpresion migracién neuronal
Sindrome de Baraitser-Winter dafiada

Distonia de origen juvenil (DJO): La distonia se define por la presencia de una contraccién
muscular involuntaria sostenida, que a menudo conduce a posturas anormales. Los pacientes
manifiestan distonia progresiva, generalizada, que no responde a tratamiento, con
malformaciones del desarrollo y pérdida auditiva sensorial. Ref. OMIM: 607371.

Sindrome Baraitser-Winter (BRWS1): Enfermedad que afecta el desarrollo de muchas partes
del cuerpo, particularmente la cara y el cerebro. La caracteristica mds comun de este sindrome
es el aspecto facial inusual. Los rasgos faciales distintivos pueden incluir ojos muy espaciados
(hipertelorismo), grandes aperturas de parpados, parpados caidos (ptosis), cejas arqueadas, un
puente nasal ancho, punta de la nariz ancha, gran distancia entre la nariz y el labio superior,
mejillas inflamadas, y el mentén puntiagudo. Muestra anomalias estructurales del cerebro en
la mayoria de los pacientes. Estas anomalias estan relacionadas con la migracidn neuronal
dafiada, un proceso por el cual las neuronas se mueven a sus posiciones adecuadas en el cerebro
en la fase de desarrollo. En raras ocasiones, las personas con sindrome de Baraitser-Winter
presentan también distensidn muscular involuntaria (distonia). Ref. OMIM: 243310.

Fdrmacos

No es posible usar un farmaco para una enfermedad de desarrollo como el sindrome
Baraitser-Winter ya que, una vez ha nacido el bebe, los dafios estan ya hechos.

Por otro lado, del estudio de los dos farmacos asociados se observa que ninguno de los dos
va dirigido al tratamiento de las enfermedades descritas en OMIM: la Quercitina esta indicada
para la malaria, y el Phenethyl Isothiocyanate se utiliza en ensayos para el tratamiento de
leucemia y cdncer de pulmon.

Tabla 2-7: farmacos asociados a actina citopldsmica, segun DrugBank

1 |DrugBank.lD Name isApproved isNutraceutical isExperimental islnvestigational islllicit isWithdrawn
7 DBO4216 Quercetin FALSE FALSE TRUE TRUE FALSE FALSE
3 |DB12695 Phenethyl Isothiocyanate FALSE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE
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Resultados

De nuevo, este caso no es 6ptimo para la reutilizacion del farmaco. Pero viendo las
enfermedades relacionadas con los farmacos, se intuye un nuevo punto de inflexién en el
trabajo.

2.5.4 Mejoras en el desarrollo. Punto de inflexion.

Tal y como se ha descrito a lo largo de la estrategia inicial, el nUmero de farmacos descritos
asociados a las 41 proteinas multifuncionales humanas y dianas farmacolégicas es de un tamafio
tan grande como para descartar el planteamiento del estudio a partir de la accién farmacoldgica
de cada farmaco, o bien de las enfermedades a las que van dirigidos sus tratamientos, puesto
gue no se conoce un repositorio que ofrezca esta informacién a través de instrucciones de
descarga masiva.

Por otro lado, se observa que el nimero de enfermedades relacionadas segiin OMIM con las
proteinas es extrafiamente bajo, sobre todo si se compara con el nimero de farmacos de alguna
de ellas y extrafiamente incoherente en algunos casos.

Proteina hCNT1

Siguiendo este hilo conductor se planted el estudio detallado de una cuarta proteina, la
000337 hCNT1 Sodium/nucleoside cotransporter 1. La hCNT1 es una proteina multifuncional,
de Homo sapiens, también diana farmacoldgica. El interés de este analisis se centra en que
hCNT1 no estd involucrada en ninguna enfermedad con referencia OMIM — que es nuestro
criterio de estudio-, pero en cambio si tiene fdrmacos asociados: 5 fdrmacos, todos aprobados,
todos exitosos. Este analisis intenta ahondar en la falta de correspondencia entre los farmacos
mostrados en DrugBank y las enfermedades mendelianas mostradas en OMIM.

Funciones

La proteina hCNT1 participa en el transporte de nucledsidos. Segun indica la revista SINC [20]
“Estos transportadores son la puerta de entrada a la célula de fdrmacos andlogos a los
nucledsidos, y usados en quimioterapia del cdncer y en enfermedades virales. Ademds, hCNT1
puede tener otras funciones bioldgicas que afectarian a la fisiologia de células tumorales.

Dejando aparte su papel de transportador de farmacos, se cree que las células tumorales
podrian proliferar en condiciones de ausencia de este transportador hCNT1, independientemente
del uso de un fdrmaco. Es decir, mds alld de la funcion original de transportar nucledsidos y
farmacos derivados de nucledsidos, la sola presencia del transportador definiria una cadena de
interacciones proteicas que afectarian a otras vias ligadas a la proliferacion y la migracion de las
células tumorales”.

Segun indica UniProt, son transportadores de nucledsidos humanos las proteinas SLC28A1,
SLC28A2 y SLC28A3. SLC28A2 es un cotransportador de nucledtidos de Na + especifico de purina,
localizado en la membrana biliar. SLC28A1 es un transportador de nucleésidos dependiente de
Na+, selectivo para nucledsidos de pirimidina y adenosina. Como se vera en el apartado de
farmacos, transportan los analogos de nucledsidos antivirales Zidovudina y Zalcitabina.

Enfermedades

Aunque la proteina hCNT1 no estd, segin OMIM, involucrada en enfermedades, el gen
SLC28A1 (solute Carrier family 28, subfamily A, isoforma 1) esta asociado a neoplasia, en
concreto a diferentes tipos de carcinoma con una ratio de 0.37 segun indica la base de datos de
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enfermedades Open Targets Platform [21]. Se puede hallar relaciéon entre cada una de las
proteinas y su ratio en diferentes enfermedades asociadas a su gen a través del link a Open
Target Platform sito en la seccién de patologias de UniProt.

Farmacos

En cuanto a los fdrmacos asociados en DrugBank a la proteina hCNT1, estan todos aprobados,
y efectivamente usan la proteina como transportadora. Los farmacos tienen como objetivo el
VIH, carcinomas y los virus de herpes tipo 1y 2.

A continuacién, resumo la accién de cada farmaco.

e Zidovudine: es un analogo estructural de la timidina. Inhibe la replicaciéon del VIH.
Inhibe la transcripcion inversa de ARN viral a ADN viral tras la entrada al citoplasma
celular introduciendo un terminador en la cadena de la sintesis de ADN viral.

e Stavudine: andlogo del didesoxinucledsido que inhibe la enzima transcriptasa inversa
del VIH y actia como un terminador de la cadena de la sintesis de ADN viral.

e Gemcitavine: andlogo de nucledsido de citidina utilizado como quimioterapia. El
medicamento reemplaza la citidina, durante la replicacién del ADN. El proceso detiene
el crecimiento del tumor, ya que los nuevos nucledsidos no pueden unirse al nucledsido
"defectuoso”, lo que da como resultado la apoptosis. La gemcitabina se usa en varios
carcinomas: cancer de pulmdn de células no pequefias, cancer pancredtico, cancer de
vejiga y cancer de mama.

e Tegafur-uracil: es un compuesto antitumoral indicado para el tratamiento de primera
linea del cancer colorrectal metastasico. El efecto de los metabolitos de Tegafur resulta
en una disminucidn de la sintesis de timidina, la sintesis de ADN, la funcion de ARN
interrumpida y la citotoxicidad de las células tumorales.

e Trifluridine: nucledsido de pirimidina. Es un agente antiviral activo en soluciones
oftdlmicas que se utiliza principalmente en el tratamiento de la queratoconjuntivitis
primaria y la queratitis epitelial recurrente debida al virus del herpes simple. Muestra
una actividad antiviral efectiva contra el virus del herpes simple tipo 1 y 2. La
combinacion del producto de trifluridina con tipiracilo comercializado como Lonsurf se
aprobd en Japdn, Estados Unidos y la Unidn Europea para el tratamiento de pacientes
adultos con cancer colorrectal metastasico que hayan sido tratados previamente con
quimioterapia. En la terapia contra el cancer, la trifluridina actia como un inhibidor
metabdlico del nucledsido basado en timidina que se incorpora al ADN de las células
cancerosas después de la captacidn celular para aberrar la funcién del ADN durante la
replicacion celular.

Resultados y punto de inflexion.

Tras este analisis de farmacos y funciones, se podria decir que la proteina hCNT1 esta
involucrada en la contencidon de enfermedades virales y tumorales. La proteina no provoca
dichas enfermedades, sino que, debido a alguna de sus funciones, se la utiliza como
transportadora del farmaco para contener o paliar las enfermedades asociadas. Esta conclusion
es importante en el desarrollo del trabajo, puesto que plantea las siguientes dos opciones:

1. Ampliar el estudio a enfermedades no sdlo descritas en OMIM.

2. Buscar proteinas homélogas, con enfermedades en las que pueda ser valido la
reutilizacion de farmacos.
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Se toma la decision de reanalizar las enfermedades asociadas, incluyendo un nuevo
repositorio de enfermedades: MalaCards [22] .

MalaCards es una base de datos de enfermedades humanas y anotaciones, que contiene
actualmente 19941 registros de enfermedades obtenidos a partir de 77 fuentes de referencia,
como son NCBI, GeneCards, GeneAnalytics, OMIM, PubMed, UniProt, entre otros.

Por ultimo, volviendo al estudio de la proteina hCNT1, tras analizar sus enfermedades
asociadas en MalaCards, hay que indicar que tampoco se encuentran referencias a cancer, VIH
y el resto de virus que sugieren los fdrmacos asociados. Lo cual significa que para realizar un
analisis exhaustivo de enfermedades seria necesario recopilar datos teniendo en cuenta no sélo
las indicadas en OMIM, o las indicadas en MalaCards, sino también las sugeridas directamente
por los farmacos, lo cual nos devuelve a la idea de abarcar el estudio individual de los 931
farmacos asociados a las 41 moons.

3 Desarrollo Il: OMIM y MalaCards

En este desarrollo se va a trabajar con datos descargados de los siguientes repositorios:
MultitaskProtDB, DrugBank, UniProt, OMIM vy la ampliacién de enfermedades registradas en
MalaCards.

Se retoma el desarrollo del estudio a partir del hito numero 4, es decir, se investigaron las
enfermedades asociadas a las 41 proteinas, afiadiendo las registradas en MalaCards.

Los datos resultantes pueden encontrase en Material Suplementario S2 (ver anexo lll), el cual
muestra las enfermedades asociadas y sus identificaciones OMIM (se omiten los identificadores
MalaCards).

Del listado ampliado se seleccionaron las proteinas con mas de una enfermedad. Se obtiene
un total de 9 moons que satisfacen el criterio de ser multifuncionales, expresadas en humanos,
dianas farmacoldgicas y con varias enfermedades asociadas (Tabla 3-1).

Tabla 3-1: tabla con enfermedades registradas en OMIM y MalaCards en asociacion con cada proteina

P00734 Thrombin protease (Prothrombin) F2 5
P08183 P-Glycoprotein (transporter) ABCB1 2
P13569 CFTR chloride channel (Cystic fibrosis CFTR 7
transmembrane conductance regulator)
P19971 Thymidine phosphorylase TYMP 2
P27797 Calreticulin CALR 3
P29474 Endothelial Nitric Oxide Synthase NOS3 4
P60709 Actin ACTB 4
P99999 Cytochrome c CYCS 2
QINQX3 Gephyrin, protein anchor GPHN 2
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3.1 Funciones, enfermedades y farmacos
Se inicia el estudio del nuevo conjunto de proteinas obtenidas, hasta encontrar un caso
Optimo de viabilidad en la reutilizacidn de un farmaco para un andlisis de drugabilidad posterior.

Los andlisis se incluyen en el Anexo 2, y a continuacidén se procede a describir el estudio
realizado a la actina citoplasmica y la calreticulina.®®

3.1.1 Actina (P60709)

Funciones

Las funciones quedaron definidas en el apartado 2.5.32.5.3. La funcion candnica de la actina
se desarrolla en el citoesqueleto, y la funcion moon se localizan en el nucleo y regula la
transcripcién de genes y la motilidad y reparacién del DNA dafiado.

Enfermedades

Se describen 4 enfermedades asociadas a la actina beta. La distonia de origen juvenil y el
sindrom Baraitser-Winter quedan descritos en el apartado 2.5.3.

Tabla 3-2: descripcion enfermedades de Actina-Beta

Funcién Expresion Fenotipo

Enfermedad

cH sobreexpresion de = contraccion muscular
Distonia de origen juvenil actina involuntaria sostenida

C sobreexpresion migracion neuronal dafiada
Sindrome de Baraitser-Winter

M2 sobreexpresion crea tumores
Leucemia linfoblastica aguda

C sobreexpresion varios

Sindrome Nevus-Becker

Leucemia linfobldstica aguda: Es un tipo de cancer de los gldbulos blancos. En una leucemia
linfobldstica aguda, donde los linfoblastos crecen de manera descontrolada, invaden la médula
Osea, impiden la fabricacion del resto de células sanguineas y se diseminan en la circulacion
sanguinea.

Un importante gen asociado con esta leucemia es la NBN (nibrina). Entre sus vias relacionadas
se encuentran los microARN en el cdncer y la regulacién génica de las células madre
hematopoyéticas por el complejo alfa / beta de GABP. También hay evidencia de la accidn
patogénica de la expresién del gen ACTB.

Segun la Asociacidn Espafiola de Afectados por Leucemia -AEAL- [23], “alteraciones en los
mecanismos de control de proliferacion y muerte celular son muy importantes en todos los tipos
de cdncer. En el caso concreto de la LLA, alteraciones en los procesos que controlan la
proliferacion de linfoblastos y de los mecanismos de autocontrol que inducen muerte celular
participan de forman fundamental en la aparicion y perpetuacion de la leucemia”.

Se mencionan los farmacos Arranon y Blincyto en el contexto de este trastorno. Ref. OMIM:
613065.

Sindrome del nevus de Becker: El nevus de Becker es una enfermedad que consiste en la
existencia en la piel de una lesién pigmentada con bordes bien delimitados en la que

10 1 as descripciones de las funciones estan extraidas de UniProt y MultitaskProtDB. Las descripciones de las enfermedades
estan extraidas de OMIM, MalaCards y Orphanet. Las descripciones de los farmacos estan extraidas de DrugBank.

11 Candnica
2 Moon
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frecuentemente crecen pelos y se clasifica como un hamartoma (tumor de piel)
hiperpigmentado. En cuanto al sindrome del nevus de Becker, se caracteriza por un nevus de
Becker en asociacion con poco desarrollo de la mama, de los musculos o de los huesos en el
mismo lado del cuerpo donde estd situado el nevo (ipsilateral). Se relaciona con defectos
cardiacos congénitos, hamartomas de la lengua (crecimiento benigno de una mezcla anormal de
células y tejido), polisindactilia (fusion de dedos) y neurofibroma (trastorno genético en el que
se forman tumores no cancerosos en el tejido nervioso).

Se cree que la afeccidn es esporddica (ocurre en individuos sin antecedentes de la afeccidn
en la familia). Un gen importante asociado con el sindrome de Becker Nevus es ACTB (Actina
Beta). Ref. OMIM: 604919.

Farmacos

DrugBank asocia 2 farmacos a la Actina P60709 (ver Tabla 2-7: farmacos asociados a actina
citoplasmica, segun DrugBank).

El farmaco DB12695, isotiocianato de fenetilo, estd en estado de investigacion y se ha
utilizado en ensayos que estudian la prevencidn y el tratamiento de la leucemia, el cancer de
pulmén, el trastorno por consumo de tabaco y los trastornos linfoproliferativos,
interaccionando con la actina como target.

En resumen, se mencionan los farmacos Arranon y Blincyto en relacion a la leucemia, y los
farmacos Axitinib y Metformina en relacién al sindrome Nevus-Becker.

Resultados

Se sugiere la actina citoplasmica como una proteina éptima para proseguir con el estudio de
drugabilidad.

La web Orphanet [24] indica que “el sindrome Baraitser-Winter estd causado por una
mutacion puntual sin sentido en el gen que codifica la beta-actina - una isoforma de actina no
muscular-. Las mutaciones en las isoformas de actina no muscular pueden estar asociadas con
anomalias del desarrollo y trastornos neuroldgicos como la distonia. No se le asocian farmacos,
ni ensayos clinicos”.

En Orphanet se sugiere que las mutaciones causantes de la enfermedad actdan
probablemente por un mecanismo de ganancia de funcidn, ya que las eliminaciones de los
mismos genes no dan como resultado el fenotipo BWS. Por lo tanto, si la enfermedad se
desarrolla por ganancia de funcién, en principio quiere decir que esta mutacién provoca o una
sobreexpresion, o simplemente una expresidn si en condiciones normales no se expresa el gen.
Por lo tanto, farmacoldgicamente habria que inhibirla. Tampoco se le relacionan ni farmacos, ni
ensayos clinicos.

En el sindrome Nevus-Becker, MalaCards indica que hay evidencia de mutaciéon somatica
causada por el gen ACTB — actin beta. No existe farmaco asociado, pero hay registrado en
Orphanet un ensayo clinico en UK en fase Il para estudiar la eficacia de la combinacion de los
farmacos Axitinib y Metformina. Axitinib es un inhibidor de los receptores del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGFR) 1, 2 y 3; mientras que la Metformina es un agente
antihiperglucémico utilizado para el tratamiento de la diabetes tipo IlI.

En cuanto a la leucemia linfoblastica aguda no se indican ni en OMIM, ni en Orphanet relacion
entre la enfermedad vy la actina, pero MalaCards si indica evidencia de relacién, sin concretar
cual. Seguramente la funcidn asociada es la reparacién del ADN. Curiosamente el citoesqueleto
suele tener funciones de supresidon de tumores (si funciona mal, crea tumores), ya que esta
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implicado en la divisidn celular. Si ésta no se realiza correctamente, el citoesqueleto lo detecta
y da la alerta a la maquinaria de reparacion o activa la apoptosis celular.

En efecto, el fdrmaco DB12695 asociado a la proteina en DrugBank esta indicado para
trastornos linfoproliferativos.

Se considera que el estudio de drugabilidad de la actina beta si es interesante, puesto que los
farmacos son inhibidores y las enfermedades parece que son sobrexpresiones de la funcion.

3.1.2 Calreticulina (P27797)

Proteina codificada por el gen CALR con 12 fadrmacos y 3 enfermedades asociadas segun
MalaCards.

Funciones

La funcién candnica de la calreticulina es intracelular: es una chaperona®?(involucrada en el
plegamiento de glicoproteinas y homeostasis de Ca2 +) y moduladora de la expresion génica.
Se encuentra en el reticulo endopldasmico, el nucleo, el citoplasma y en la superficie celular.

Las funciones moon de la calreticulina son extracelulares: en rutas de secrecidn no clasicas,
estd involucrada en la adhesién celular y la migracién (promueve la progresion tumoral y la
metastasis). También estd implicada en la sefializacién de co-receptor CD59 y LRP.

La funcion principal del reticulo endoplasmdtico es la sintesis de proteinas y lipidos de
membrana, y la participacion en procesos de detoxificacidn (sobre todo en células de higado en
donde se inactivan productos téxicos). La calreticulina, en su funcidn candnica, se encuentra en
los compartimentos del reticulo endoplasmadtico, y se une a proteinas mal plegadas evitando
que se exporten desde el reticulo endoplasmico al aparato de Golgi (donde se lleva a cabo la
glicosilaciéon de proteinas y lipidos, almacenamiento y distribucién de las vesiculas de secrecion).
Se inactiva al unirse a los iones Ca2+ que son mensajeros secundarios de transduccién de
sefiales.

Por otro lado, al buscar la proteina en wikipedia, se indica que “la calreticulina se expresa en
muchas células cancerosas y desempeifia un papel para promover que los macréfagos engullan
células cancerosas peligrosas. La razdn por la que la mayoria de las células no se destruyen es la
presencia de otra molécula con la sefial CD47, que bloquea la calreticulina (funcién moon). Por
lo tanto, los anticuerpos que bloquean CD47 podrian ser Utiles como tratamiento para el cancer.
En modelos de ratones de leucemia mieloide y linfoma no Hodgkin, el anti-CD47 fue efectivo
para eliminar las células cancerosas mientras que las células normales no se vieron afectadas”
[25].

13 Las proteinas chaperonas son proteinas de estrés (térmico o cualquier otro tipo), cuya funcidn es la de ayudar a otras
proteinas recién sintetizadas en el plegamiento.
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Enfermedades

OMIM no relaciona la Calreticulina con ninguna enfermedad genética. Pero en MalaCards se
asocia con 3 enferemedades .

Tabla 3-3: descripcion enfermedades de Calreticulina

Funcién Expresion Fenotipo
Enfermedad
M - Cancer. Sobreexpresion de
Mielofibrosis fibroblastos.
C - Exceso de plaquetas
Trombocitemia esencial
C - Exceso de plaquetas

Trombocitosis 1

Mielofibrosis: estd relacionada con las neoplasias mieloproliferativas®® y la leucemia
megacariocitica. En mielofibrosis la médula ésea produce demasiados fibroblastos, demasiado
tejido fibroso. La médula cicatriza y no puede producir suficientes células sanguineas. A medida
gue la mielofibrosis avanza, el nimero de glébulos blancos aumenta o disminuye; mientras que
el numero de plaquetas suele disminuir. Esto conduce a anemia, debilidad, fatiga y, a menudo,
hinchazén del higado y el bazo. El trastorno ocurre cuando las células madre de la sangre
desarrollan mutaciones somaticas en los genes JAK2, MPL, CALR y TET2. Otros genes también
pueden estar involucrados. Los tejidos afiliados incluyen mieloide, hueso y médula ésea, y los
fenotipos relacionados son la esplenomegalia (agradamiento patoldgico del bazo) y la fiebre.

Un gen importante asociado con la mielofibrosis es el MPL (proto-oncogén MPL, receptor de
trombopoyetina), y entre sus vias relacionadas se encuentran la via de sefializacién JAK-STAT y
la respuesta a la elevacion del Ca2 + citosélico plaquetario.

Los medicamentos gabapentina y fexofenadina se han mencionado en el contexto de este
trastorno.

El trastorno generalmente no se hereda porque este tipo de mutacién no afecta a las células
reproductivas (espermatozoides y évulos) solo a ciertas células del cuerpo (somaticas). Aunque
la mielofibrosis puede ocurrir a cualquier edad, generalmente se desarrolla después de los 50
afios. En la mayoria de los casos, la mielofibrosis empeora progresivamente. El tratamiento esta
dirigido a aliviar los signos y sintomas y puede incluir medicamentos, transfusiones de sangre,
quimioterapia, radioterapia y cirugia. El trasplante de médula 6sea o de células madre puede
mejorar los sintomas y puede curar la enfermedad. Ref. OMIM:254450

Trombocitemia esencial: La trombocitemia esencial, también conocida como trombocitosis
esencial, estd relacionada con la trombocitemia 1 y la trombocitosis. Es un trastorno
mieloproliferativo, donde el cuerpo produce demasiadas células plaquetarias.

Los signos y sintomas varian, pero la mayoria de las personas con trombocitemia esencial no
presentan ningun sintoma cuando aumenta el recuento de células plaquetarias. Los principales
signos y sintomas incluyen: aumento de la produccién de megacariocitos (un tipo de célula en
la médula dsea responsable de la produccion de plaquetas), ampliacion del bazo
(esplenomegalia) y sangrado en varias partes del cuerpo y / o episodios de coagulacion como

14 Las descripciones de las enfermedades estan extraidas literalmente de OMIM y MalaCards

15 OMIM indica que “Las mutaciones somdticas de calreticulina se encuentran con frecuencia en neoplasias mieloproliferativas -
cdnceres mieloides cronicos que se caracterizan por una produccion excesiva de fibroblastos, demasiado tejido fibroso, lo que
provoca la expulsion de las células hematopoyéticas que no pueden producir suficientes gldbulos y plaquetas, y pueden evolucionar
a leucemia mieloide aguda”-.
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accidentes cerebrovasculares, dolor en las piernas y dificultad para respirar. Otros sintomas
pueden incluir debilidad, dolor de cabeza o sensacién de ardor, hormigueo o picazén en la piel.
Algunas personas tienen episodios de dolor intenso, enrojecimiento e hinchazén, especialmente
en las manos y los pies.

La trombocitemia esencial es causada por mutaciones en los genes JAK2 (con mayor
frecuencia) y CALR v, rara vez, la enfermedad es causada por mutaciones en los genes MPL,
THPO y TET2.

Entre sus vias relacionadas se encuentran el sistema inmune innato y la sefializacién inducida
por PEDF.

Se mencionan los medicamentos anagrelida e hidroxiurea en el contexto de este trastorno.
Los tejidos afiliados incluyen hueso, médula ésea y mieloide, y los fenotipos relacionados son
hiperhidrosis (excesiva produccién de sudor) y convulsiones.El tratamiento puede incluir
medicamentos como la hidroxiurea, la anagrelida o el interferdn alfa. La mayoria de las personas
con la enfermedad pueden vivir vidas largas. En casos muy raros, la trombocitemia esencial se
puede transformar en mielofibrosis primaria o en leucemia mieloide aguda.

Trombocitemia 1: La trombocitemia, o trombocitosis, es un trastorno mieloproliferativo
caracterizado por una produccidn excesiva de plaquetas que produce un aumento en el nimero
de plaquetas circulantes. La trombocitemia se puede asociar con episodios trombdticos o
hemorragicos y la transformacion leucémica ocasional. La trombocitemia 1, también conocida
como trombocitosis 1, esta relacionada con la trombocitosis y la neoplasia mieloproliferativa.
Un gen importante asociado con la trombocitemia 1 es la THPO (trombopoyetina), y entre sus
vias relacionadas se encuentran la respuesta a la elevacién del Ca2 + citosodlico de las plaquetas
y el ciclo visual en las barras retinianas. Los medicamentos Aspirina e Hidroxiurea han sido
mencionados en el contexto de este trastorno. Los tejidos afiliados incluyen los huesos, los
testiculos y la médula dsea, y los fenotipos relacionados son la hipertension y la esplenomegalia.
Ref. OMIM:187950

Fdrmacos

En cuanto a los farmacos parece que estan pensados para paliar los sintomas de falta o exceso
de coagulacién de la sangre. Todos los farmacos estan aprobados, menos Lanoteplase que se
encuentra en estado de investigacion.

e Factor antihemolitico: corrige el defecto de coagulacién.

e Lonoctocog alfa: Corrige los defectos de coagulacion en el tratamiento de la
hemofilia.

e Morocotog alfa: corrige defectos de coagulacion.

e Melatonin: posible uso para trombocitopenia asociada con cancer. La unién a
receptores de melatonina parece que incrementa la actividad de la proteina kinasa C.
La activacidn de estos receptores puede conducir a una activacién de flujo de iones
en la célula (utiliza la calreticulina como target).

o Tenecteplase: degrada la fibrina de los trombos.

e Lanoteplase: elimina los trombos

e Citrato de calcio: aumenta el nivel de calcio en sangre.

o Fosfato de calcio

e Cobre

e Ferric cation
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Resultados

Es una proteina interesante para hacerle un estudio de drugabilidad. Las funciones estan muy
diferenciadas y las enfermedades estdn claramente ligadas a una funcién y a otra, donde el
cancer es claramente la moon.

Parece que estd asociada a dos tipos enfermedades que se dan en las células de la médula
d6sea. En un caso, las mutaciones provocan cicatrizacién de la médula (que da lugar a
proliferacién de células cancerigenas en la mielofibrosis, con un aumento de linfocitos y
disminucién de plaquetas). En el otro caso, las mutaciones provocan un aumento de plaquetas
(dando lugar a trombosis).

4 Estudio de Drugabilidad

El andlisis indaga en dos aspectos cruciales previos a la investigaciéon en laboratorio: 1.-
identificacion y localizacidn de las regiones asociadas a la enfermedad-, y 2.- drugabilidad de la
proteina.

Tal y como se indica en el articulo referido en [1], “desde que Hopkins y Groom introdujeron
por primera vez el concepto de genoma drugable en 2002 [26], se introdujeron términos como
drugabilidad, tratabilidad, capacidad de unidn en la interaccion y calidad bioldgica de la diana.

En la Figura 4-1 se representa esquemdticamente la contribucion de la calidad bioldgica (eje
vertical) y quimica (eje horizontal) al conjunto del concepto de drugabilidad.

High
Druggability

Target Quality

Low
Druggability

Target Tractability
Figura 4-1 representacion esquemadtica de la contribucion de la calidad bioldgica (eje vertical) y la calidad quimica
(eje horizontal) en el concepto global de drugabilidad, referido en [1]

Calidad bioldgica es el nivel de confianza de que la modulacion de la proteina se traducird en
un cambio en la enfermedad o en alivio de los sintomas. Se valora a partir de evidencias
genéticas, niveles de expresion, estudios KO, la comprension de las rutas metabdlicas, etc.

Tratabilidad de la proteina es la capacidad de encontrar un punto de union en la interaccion.
Se trata de la probabilidad de identificar un modulador que interactua de manera efectiva con
la proteina, su dominio, o ruta metabdlica.

Finalmente, la drugabilidad es la capacidad de una proteina para unirse a un modulador (por
ejemplo, una molécula pequefia o un anticuerpo) con un nivel de afinidad, eficacia y seguridad
terapéutica util. Combina la tratabilidad y la calidad del objetivo, y puede usarse para ayudar a
comprender el potencial de un objetivo para avanzar en el proceso de descubrimiento de
fdrmacos, especialmente en las etapas iniciales”.
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Por lo tanto, los estudios de drugabilidad se centran en si una proteina es una buena diana
para un farmaco. Sobre todo, analizan datos relativos a la biodisponibilidad evaluando, por
ejemplo, si inhibir una proteina puede provocar la muerte del individuo. Se obtiene un indice
numeérico que ofrece una idea de si el fdrmaco es drugable, independientemente de la posicion
especifica de unién al fdrmaco. De hecho, la mayoria de los farmacos inhiben o activan la
proteina entera y no regiones especificas.

4.1 Actina (P60709)

4.1.1 Identificacién de las regiones
A continuacion, se lleva a cabo el estudio de drugabilidad de la proteina actina citoplasmica
como uno de los casos éptimos seleccionados en el punto 3.

Primero se buscan las regiones implicadas en las enfermedades, cuyas mutaciones conocidas
estan resaltadas en color. La informacion acerca de las variantes se ha recopilado en las webs
UniProt y MalaCards.

10 20 30 40 50
MDDDIAALVV DNGSGMCKAG FAGDDAPRAV FPSIVGRPRH QGVMVGMGQK
60 70 80 90 100
DSYVGDEAQS KRGILTLEYP IEHGIVINWD DMEKIWHHTE YNELRVAPEE
110 120 130 140 150
HEVLLTEAPL NPEANEEEMT QIMFETEFNTP AMYVAIQAVL SLYASGITTG
160 170 180 190 200
IVMDSGDGVT HTVPIYEGYA LPHAILRLDL AGIDLTDYLM KILTERGYSF
210 220 230 240 250
TTTAEREI.R DIKEKLCYVA LDFEQEMATA ASSSSLEKSY ELPDGQVITI
260 270 280 290 300
GNERFRCFEA LFQPSFLGME SCGIHETTFN SIMKCDVDIE KDLYANTVLS
310 320 330 340 350
GGTTMYPGIA DRMQKEITAL APSTMKIKII APPERKYSVW IGGSILASLS
360 370
TFQOMWISKQ EYDESGPSIV HRKCF|

Figura 4-2 Secuencia de aminodcidos de la Actina Beta, extraida de UniProt. Se resalta en colores las posiciones
con mutaciones conocidas, algunas de ellas asociadas a enfermedades. La distonia de inicio juvenil, por ejemplo, estd
asociada a una mutacion que ocurre en la posicion marcada en verde. El sindrome BW estd asociado con mutaciones
en las posiciones marcadas en amarillo, azul y verde. El sindrome NB estd asociado con mutaciones en la posicion
marcada en fucsia. La leucemia mieloide aguada estd asociada con mutaciones en la posicion marcada en lila. Las
posiciones marcadas en gris son mutaciones conocidas, no asociadas a enfermedades.

Distonia de inicio juvenil: asociada a la variante VAR_030026 por una mutacion en la posicion
183, donde el coddn de Arginina (R) muta a Triptofano (W)[27]. Coloreado en verde.

Sindrome Baraitser-Winter: asociado a las variantes VAR_067810, VAR_067811, VAR_067812
y VAR_067813[28]. Coloreado en amarillo, azul y de nuevo verde.

e De Asparagina (N) a Aspartato (D): VAR_067810
e De Leucina (L) a Valina (V): VAR_067811

e De Arginina (R) a Cisteina (C): VAR_067812

e De Arginina (R) a Histidina (H): VAR_067813

Adema3s, se identifica en UniProt otras 9 mutaciones no correlacionadas con enfermedades:
posiciones 69 a 82, coloreadas en gris.

Sindrome Nevus-Becker: No se encuentran variantes especificadas ni en UniProt ni en
MalaCards, sino en bibliografia [29] que hace referencia a mutaciones de ACTB p.R247C y
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p.R247S, letales, y detectadas en individuos con nevus de Becker y sindrome Nevus-Becker.
Mutacion coloreada en fucsia.

Se chequean las supuestas mutaciones en la posicién 247 (p.R247Cy p.R247S) de la secuencia
de la proteina, el aminoacido R (Arginina). Pero el resultado es fallido porque en la posicion 247
el aminodcido es Valina, no Arginina.

Se continua investigando entre la bibliografia hasta dar con otra publicacién en internet [30]
en el que se corrige la posicién mutada:R147C, p.R147S, la cual si es coherente con la secuencia.
Las mutaciones encontradas en individuos con sindrome Nevus-Becker estan en la posicion 147
y mutan Arginina a Cisteina o a Serina.

En cuanto a la referencia sorpresiva de que se trata de mutaciones letales, en tal caso no
debieran ser causantes de la enfermedad porque provocarian la muerte del individuo en
estadios tempranos de desarrollo. Aun asi, revisando los textos, el articulo insiste en marcar
estas mutaciones como causantes de la enfermedad .

Leucemia mieloide aguda: MalaCards identifica la variante p.Val209Leu relacionada con la
enfermedad (coloreada en lila en la Figura 4-2). Es decir, la Valina de la posicién 209 es sustituida
por una Leucina en los casos secuenciados de individuos con Leucemia mieloide aguda.

La relacion entre leucemia linfocitica aguda y actina beta se halla bien referenciada en:

1. Cita en PUBMED del Journal of Investigative Dermatology (2017). Becker’s Nevus and
Lethal Beta-Actin Mutations. Rudolf Happle.[29] “Hasta el momento, se han
publicado dos casos de pacientes con BWCFF que presentan neoplasias malignas (es
decir, leucemia linfocitica aguda y linfoma cutdneo). Aqui, informamos de una mujer
de 21 afos con FA confirmada molecularmente, que desarrolldé leucemia mieloide
aguda (LMA). El presente hallazgo puede indicar que las actinopatias podrian ser
sindromes que predisponen al cdncer, aunque deben tenerse en cuenta los numeros
pequefios y el sesgo de publicacion.”

2. Alintroducir la proteina en UniProt, en la seccidn de patologias, el link de MalaCards,
refiere la asociacion entre el gen ACTB y la leucemia linfocitica aguda.

3. Unodelos dos farmacos asociados a actina en DrugBank - Phenethyl Isothiocyanate-
estd en estudio para la prevencion y tratamiento contra la leucemia, cancer de
pulmén y desérdenes linfoproliferativos.

En resumen, las regiones de actina beta asociadas con Baraitser-Winter y Distonia de inicio
juvenil estdn claramente identificadas. Las regiones de actina beta asociadas con Nevus-Becker
parece que estan definidas en los articulo indicados [29 y 30]. Por ultimo, en MalaCards se
relaciona directamente la actina con la leucemia mieloide aguda, aunque no se identifiquen las
regiones involucradas. Se concluye que no hay suficientes estudios acerca de la expresién — o
parece que mas bien sobreexpresién- de la actina beta y su relacidn con la leucemia mieloide
aguda.

4.1.2 Drugabilidad
Se lleva a cabo el analisis de drugabilidad a través del portal DrugEBility[31] , basado en la
estructura de la proteina.

Segun se ha visto en DrugBank, la actina beta no es una diana farmacolégica con farmaco en
estado aprobado. En DrugBank aparecen dos medicamentos en proceso de investigacion y
experimentacion, que investigan y experimentan referenciandola como target.
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DrugEBility evalta la drugabilidad segun la Regla de Lipinskique [32], método empirico que
permite evaluar cualitativamente cémo de adecuado podria resultar un compuesto
quimico para cumplir una determinada funcidn farmacoldgica o actividad biolégica una vez que
es ingerido como medicamento para consumo oral en seres humanos. El resultado muestra
valores entre -1 (molécula no drugable) y +1 (molécula drugable), a partir del estudio de
tratabilidad de la proteina (tratable = 1 e intratable = 0). La puntuacién conjunta es el promedio
de la puntuacién de drugabilidad calculada en diferentes modelos.

Se introduce el identificador UniProt de la actina beta en el apartado de resumen estructural
en DrugEBility, y el resultado indica que hay un dominio de la proteina representado por 4
estructuras distintas: 33200909, 3320910, 3530954 y 3530955. Las cuatro estructuras son
tratables, pero segun indica, no drugables.

Parece que la molécula tiene regiones buenas para unirse, pero aun asi nos dice que no es
drugable. Es un resultado que sorprende por la aparente incoherencia, asi que se busca otro
servidor para analizar y comparar la drugabilidad.

OmicX [33] es un buscador online que muestra un listado de soluciones de software para
resolver el tipo de problema indicado en su buscador. Tras introducir drugabilidad se muestran
una serie de aplicaciones relacionadas con el estudio de drugabilidad. Entre otras, los programas
SiteMap vy ProckDrug, que analizan e identifican las regiones de unién de las proteinas con
micro-moléculas y predicen su drugabilidad.

PockDrug [34] es una web que ofrece un motor de prediccidén on-line. El flujo de trabajo se
divide en tres fases: identificacién de la proteina (a partir, por ejemplo, del identificador PDB de
la proteina), caracterizacidn de sus descriptores fisicoquimicos y geométricos, y prediccion [35]
de la drugabilidad. Estima la drugabilidad usando dos posibles métodos: 1.- descompone la
estructura de la proteina en pequefios “pockets” —y analiza la probabilidad de unién de cada
parte por separado, y/o 2.- analiza las regiones de atomos de la proteina entorno a un enlace
qgue forme una cavidad a la que pueda unirse un farmaco.

Estudiando la actina citoplasmica (su identificador PDB es “3LUE”), segin ProckDrug la
probabilidad de drugabilidad de la proteina es de mas del 90% en algunas regiones y no es
drugable en otras. En laimagen se indican los pockets con mayor probabilidad de drugabilidad
y se muestra graficamente una de las regiones (el pocket nimero 110) sobre la estructura de la
proteina. Se adjunta en el Anexo lll, en Material Suplementario S3, el resultado generado en el
analisis de drugabilidad dividido por pockets identificadas dentro de la estructura de la proteina.
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Home Druggability Prediction Contacts Links

fpocket: 3LUE  prox 5.5 A: 3LUE

show 10 " entries Search:
Vol. Hydroph. Polar Aromatic Otyr Nb. Drugg Standard
Pockets Hull* Kyte* Res.* Res.* atom Res.* Prob* *  Deviation

P18 2951.76 0.75 0.41 0.156 0.03 39.0 0.98 0.0

P 110 644.32 0.83 0.44 0.13 0.0 16.0 0.96 0.0

P 64 737.09 0.76 0.41 0.12 0.0 17.0 0.96 0.0

P 20 5069.44 0.15 042 0.22 0.02 450 0.95 0.01

P21 3149.92 0.29 0.41 0.18 0.01 34.0 0.94 0.01

P22 3149.97 0.29 0.41 0.18 0.01 34.0 0.94 0.01

P23 3149.98 0.29 0.41 0.18 0.01 34.0 0.94 0.01

P24 3149.85 0.29 0.41 0.18 0.01 340 0.94 0.01

P25 3149.98 0.29 0.41 0.18 0.01 34.0 0.94 0.01

P 26 3149.92 0.29 0.41 0.18 0.01 34.0 0.94 0.01
Showing 1 to 10 of 69 entries Previous 1 2 3 4 5 6 7 Next

P 110 v

Small pockets having less than 14 residues
'P x ° " corresponds to decoy, having less th residues Screenshot

Figura 4-3: Resultado del andlisis de drugabilidiad de la proteina Actina Beta, también llamada citopldsmica. Se
muestran las probabilidades de cada pocket y la estructura 3D con la zona del pocket escogido — por ejemplo, el P110
con probabilidad de unidn de 96% de éxito- resaltada en la representacion grdfica.

Por otro lado, se analiza la posibilidad de utilizar la aplicacién SiteMap [36] para llevar a cabo
un tercer analisis.

SiteMap es una aplicacién para analizar dianas farmacoldgicas incluida en un grupo de
programas desarrollados por la empresa americana Schroédinger. En Schrédinger desarrollan
software de simulacidn quimica para uso en investigacidon farmacéutica, biotecnoldgica y de
ciencia de materiales. Se solicita una licencia temporal para el analisis de drugabilidad del TFM.
Previo al estudio de drugabilidad, SiteMap lleva a cabo un andlisis de la estructura de la proteina
porque, segun dice, por lo general a los archivos PDB les faltan hidrégenos, cadenas laterales y
otras regiones, lo cual dificulta el modelado de la proteina. Indica que, si la resolucion de la
proteina que se obtiene con rayos X estd por encima de 3 Amstrong, el modelo que se obtiene
es pobre y se debe analizar los resultados de su informe preliminar para evaluar la presencia de
ligandos, su ajuste, los residuos de los sitios de unidn y los bucles y cadenas que falten. Se ha
llevado a cabo un pequeiio estudio inicial del software, pero se descarta llevar a cabo el andlisis
de la proteina a través de él debido a la profundidad de conocimiento requerido para ello. Se
considera que un analisis de este tipo excede la finalidad y plazos temporales de este trabajo y
se propone como linea de trabajo futuro.

4.1.3 Resultados

Se sugiere que la actina beta es una proteina factible de ser una diana farmacoldgica, pues
presenta regiones con alta probabilidad de unién a moléculas tipo farmacos, por lo que seria
una propuesta para reutilizacion de alguno de los farmacos indicados en las enfermedades
asociadas leucemia linfoblastica aguda y Sindrome Nevus-Becker.
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5 Conclusiones

En resumen, se propone la proteina multifuncién Actina-Beta con identificador UniProt
P60709 como posible caso dptimo para reutilizacion farmacoldgica. La actina-Beta muestra una
doble funcionalidad: es proteina estructural en el citoesqueleto, y reguladora transcripcional en
el nucleo celular.

De entre las enfermedades asociadas destacan para nuestro propdsito la distonia de origen
juvenil, el Sindrome Nevus-Becker — ambos asociados a la funcién estructural -, y la leucemia
linfoblastica aguda -involucrada en la funcién adicional reguladora de transcripcion-. Todas las
enfermedades lo son por una sobreexpresidn de la actina, lo cual es muy importante a la hora
de pensar en la reutilizacidn de un farmaco. En este sentido, se mencionana varios farmacos en
relacidn a la leucemia y también al sindrome Nevus-Becker.

Tras el estudio de drugabilidad de la actina se concluye que la probabilidad de éxito en algunas
regiones esta por encima del 90%, lo cual sugiere que pueda ser factible la reutilizaciéon de
alguno de estos fdrmacos asociados. Como linea de trabajo futuro a seguir, se sugiere proceder
con un analisis en detalle para analizar la interaccion entre cada farmaco y la actina con alguna
aplicacién tipo la referida SiteMap, pues no se ha realizado ya que el tiempo disponible para
este trabajo es limitado y excede la finalidad del mismo.

En cuanto al plan de trabajo desarrollado, el planteamiento inicial era analizar las
enfermedades asociadas a las proteinas moon, con farmacos vy diversas enfermedades
involucradas. Pero durante el desarrollo, a la hora de investigar las enfermedades relacionadas
directamente con los farmacos no se encontré una base de datos que ofreciera esta informacion
a través de instrucciones de descarga masiva. Dado que el conjunto de farmacos relacionados
con el conjunto de moons ha resultado ser de 931 farmacos, se decidid no llevar a cabo
manualmente este andlisis, y se propuso un segundo enfoque indirecto que es el que se ha
implementado. Aun asi, como linea de trabajo futura, se sugiere investigar la manera de obtener
las enfermedades asociadas a cada farmaco de manera automatica, ya que el planteamiento
secundario por el que se ha optado para obtener las enfermedades asociadas a los farmacos de
manera indirecta -a través de la asociacién a las proteinas y no a los farmacos- ha resultado no
ser suficientemente exhaustiva. Esto lo demuestra el ejemplo propuesto de la proteina hCNT1,
en la cual ninguna de las enfermedades obtenidas a través de los repositorios OMIM o MalCards
contempla el VIH o la Hepatitis B, a pesar de que hay farmacos asociados a esta proteina que si
interactdan con ella precisamente en el marco de estos virus (estudio de la proteina hCNT1 en
apartado 2.5.4).

Por otro lado, en caso de lograr encontrar una base de datos que relacione farmacos y
enfermedades y permita la descarga de los datos automaticamente, se sugiere ampliar el listado
original de proteinas multifuncionales a los incluidos en la base de datos Multitaskll, con un total
de 694 proteinas.

En resumen, debido al cambio de estrategia en los planes, han habido desviaciones
importantes respecto del plan de trabajo original. Pero a pesar de haber optado por una
aproximacion indirecta y no exhaustiva, al desarrollar la estrategia alternativa si se han logrado
resultados. Se obtuvo primero un listado de 3 proteinas multifuncionales con fdrmacos y varias
enfermedades asociadas registradas en el repositorio OMIM. Investigando las enfermedades
relacionadas en el repositorio MalaCards, se obtuvo un segundo listado ampliado, con 9
proteinas éptimas para analizar en profundidad. Se propone este conjunto de 9 proteinas como
marco idéneo para el estudio de polifarmacologia en profundidad. Se sugiere estudiar en detalle
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las proteinas no analizadas en el trabajo por falta de tiempo (ver tabla 14), y en particular, se
sugiere el estudio en profundidad de las proteinas Actina-beta, Calreticulina y Protrombina.

ACTINA BETA ‘

Funcién Expresion Fenotipo Farmacos

Enfermedad

c sobreexpresién de contracciéon muscular
Distonia de origen juvenil actina involuntaria sostenida

C sobreexpresion migracion neuronal
Sindrome de Baraitser- dafiada
Winter

MY sobreexpresion crea tumores Isotiocianato de
Leucemia linfoblastica aguda fenetilo (DB12695),

Arranon y Blincyto

C sobreexpresion varios Axitinib y Metformina
Sindrome Nevus-Becker

CALRETICULINA

Funcién Expresion Fenotipo Farmacos
Enfermedad
M - Cancer. Sobreexpresion Gabapentina,
Mielofibrosis de fibroblastos. Fexofenadina y
Melatonin.
C - Exceso de plaquetas Hidroxiurea,
Trombocitemia esencial Anagrelida, Interferén
alfa
C - Exceso de plaquetas Aspirina e Hidroxiurea

Trombocitosis 1

Finalmente, indicar que la cantidad de conceptos nuevos e interesantes adquiridos gracias a
este trabajo ha sido especialmente amplia. Por ejemplo, se ha aprendido que un 6% de los
farmacos del estudio tienen mas de una diana asociada (ver Figura 1-6). Esto significa que hay
farmacos ya reutilizados en varias proteinas. Por el contrario, un 83% de las proteinas (ver Figura
1-7) han resultado también ser dianas de multiples farmacos, con hasta mas de cien
medicamentos asociados cada una.

16 Candnica
7 Moonlighting
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6 Glosario

Proteina multifuncion: también llamada moonligthing (moon), proteina capaz de ejercer mas
de una funcién -generalmente en distintas ubicaciones de la célula, y cuya capacidad
multifuncional no es debida al splicing alternativo, a fusién de genes distintos o a protedlisis.

Drugabilidad: capacidad de unién entre la molécula de proteinay la molécula de un farmaco.
Reutilizacion de farmaco: drug repurposing, en inglés. Mismo farmaco, distina enfermedad.

Medicamento biotecnoldgico: también llamado farmaco biotec, pueden ser proteinas
recombinantes, anticuerpos monoclonales, vectores para el transporte de material genético,
fragmentos de anticuerpo, acidos nucleicos, vacunas, etc., que comparten la caracteristica de
ser productos medicinales obtenidos a partir de técnicas de biotecnologia (r-DNA, expresién
génica controlada, métodos basados en anticuerpos, etc.

Medicamento micro-molecular: sustancia de sintesis quimica capaz de penetrar facilmente
en la célula gracias a su baja masa molecular (DrugBank).

Proteina diana: proteina en donde un farmaco va a ejercer su accién. El farmaco se dirige
hacia su proteina diana para inhibirla, o promover su expresion (DrugBank).

Transportador: proteina que transporta iones, micromoléculas o macromoléculas a través de
las membranas, hacia el interior o exterior de la célula (DrugBank).

Enzima: proteina que cataliza las reacciones quimicas que involucran a un farmaco
(DrugBank).

Portadora: proteina secretada que se une al farmaco llevandolo a los transportadores
celulares, a través de los cuales entraran en la célula. Los portadores de medicamentos se usan
para aumentar la efectividad en la administracion del medicamento al sitio objetivo de accidn
farmacoldgica (DrugBank).

Medicamento en fase experimental: sustancia que se analizé en laboratorio y obtuvo la
aprobacion de la FDA para probarla en seres humanos en ensayos clinicos. Se puede aprobar un
medicamento en fase experimental para una enfermedad y, aun asi, considerarlo en fase de
investigacion clinica para otra enfermedad o afeccidon(DrugBank).

Medicamento aprobado: se otorga a los medicamentos que han sido aceptados oficialmente
para su comercializaciéon en al menos una jurisdiccion en un momento dado. Debido a la
presencia de diferentes agencias reguladoras en todo el mundo, una vez que se apruebe un
medicamento, este estado permanecerda en la tarjeta de medicamentos incluso si el
medicamento se retira mas adelante del mercado en una jurisdiccion particular o se encuentra
bajo investigacion por unaindicacién diferente. Es muy comun ver medicamentos con diferentes
estados(DrugBank).

Medicamento nutracéutico: son medicamentos que estan regulados y procesados a nivel
farmacéutico y tienen un efecto nutricional demostrable. Otra caracteristica importante de los
nutracéuticos es que no siempre tienen una patente de proteccién, incluso cuando se usan como
agentes terapéuticos. En general, son suplementos dietéticos, presentados en una matriz no
alimenticia (como pildoras, cdpsulas, polvo, etc.) de una sustancia natural bioactiva
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concentrada, presente en los alimentos y que, tomada en dosis superior a la existente en los
alimentos, se le supone que tienen un efecto favorable sobre la salud (DrugBank).

Medicamento ilicito: cuando se ha prohibido su uso debido a la estimulacion o inhibicién del
sistema nervioso central o debido a la produccidn de efectos alucindgenos. Los farmacos ilicitos
son a menudo drogas programadas, por lo que son aprobadas, pero estan limitadas en su
distribucidn o tienen restricciones adicionales sobre como se pueden recetar (DrugBank).

Medicamento retirado: en inglés “withdrawn”, es un medicamento que ha sido
descontinuado. Si bien la razén por la cual se retiran dichos medicamentos puede variar desde
la seguridad del paciente y los problemas de toxicidad hasta la inviabilidad comercial, la razén
formal detrds de tales decisiones recae tipicamente en la administracidon de salud publica que
emitié el retiro (DrugBank).

Medicamento en investigacion: se refiere al estado de desarrollo del farmaco en el que el
farmaco se esta investigando para una condicién determinada y ha llegado a ensayos clinicos.
Un medicamento puede tener varios estados si, por ejemplo, ha sido aprobado para una
indicacion determinada, pero actualmente se encuentra en ensayos clinicos para una indicacion
diferente (DrugBank).

Medicamento experimental: alude al estado de desarrollo del fdrmaco en el que se esta
investigando de forma preclinica (DrugBank).

Funcidon candnica: primera funcién descrita, cronolégicamente hablando, en una proteina
multifuncional

Funcién moon: denominacién para la segunda y posteriores funciones descritas en una
proteinas multifuncional.
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Anexo Il Funciones, enfermedades y farmacos

De las siguientes proteinas se ha buscado la informacién necesaria en cuanto a funciones,
enfermedades y farmacos asociados para valorar su inclusién en el estudio de
polifarmacologia®®. No se han incluido en el estudio de reutilizacidn por falta de bibliografia que
especifique las funciones involucradas en cada enfermedad, o bien por no cumplir con algin
criterio propuesto para evaluar la drugabilidad. En todos los casos se especifica en el apartado
propio de la proteina.

II.1 Phosphoglycerate kinase (PO0558)

Funciones

Es una proteina multifuncional humana, diana farmacoldgica con 5 fdrmacos asociados segun
DrugBank, y una enfermedad relacionada segiin OMIM (Ref. 300653).

Su funcidn candnica es convertir el 3-fosfo-D-glicerato () en 3-fosfo-D-gliceril fosfato (es una
enzima glucolitica®®).

Su funcidn o funciones moon es como plasmina reductasa®® y parece que actla como una
proteina de cofactor alfa de polimerasa®’.

Ademads, puede desempefiar un papel en la motilidad del esperma, pues la proteina se
expresa principalmente en el esperma, con expresion significativamente disminuida en los
testiculos de hombres de edad avanzada.

Enfermedades
Tabla II-1: descripcion enfermedades de Fosfoglicerato Kinasa
Funcién Expresion Fenotipo
Enfermedad
C Infraexpresion variado

Deficiencia de fosfoglicerato
kinasa

Deficiencia de fosfoglicerato kinasa 1: Afeccién con un fenotipo clinico altamente variable
que incluye anemia hemolitica, rabdomidlisis’?, miopatia y compromiso neuroldgico. Los
pacientes pueden expresar una o mas de estas manifestaciones.La enfermedad esta relacionada
con la deficiencia de fosfoglicerato quinasa y el cancer de prdstata, y tiene sintomas que incluyen
convulsiones y ataxia. Los tejidos afiliados incluyen la préstata, y los fenotipos relacionados son
la labilidad emocional®y la discapacidad intelectual. Ref.OMIM: 300653:

18 |as descripciones de las funciones estan extraidas de UniProt y MultitaskProtDB. Las descripciones de las enfermedades
estan extraidas de OMIM, MalaCards y Orphanet. Las descripciones de los farmacos estan extraidas de DrugBank.

¥ s glucdlisis o glicdlisis es la ruta metabdlica encargada de oxidar la glucosa con el fin de obtener energia para la célula. La
funcidn de esta proteina es un paso intermedio en la ruta.

20 Una plasmina es una enzima presente en la sangre que degrada muchas proteinas del plasma sanguineo, incluidos los codgulos
de fibrina. Relacionado con cancer.

21 Actlia como una proteina de reconocimiento de cebadores durante la transcripcion.

22 Rabdomidlisis es la descomposicion del tejido muscular que ocasiona la liberacidn en la sangre del contenido de las células de
las fibras musculares.

2 |a labilidad emocional es un conjunto de alteraciones en la manifestacion de la afectividad (llantos, risas inapropiadas o, en
general, respuestas emocionales desproporcionadas como reaccién a la afectacidn fisica) y que en ningun caso significa que exista
un auténtico problema psiquiatrico.
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Los gldbulos rojos de los mamiferos pierden el nicleo y tampoco tienen mitocondrias. Pero
necesitan glucosa para producir energia mediante glucdlisis. Por lo tanto, parece que sin
fosfloglicerato kinasa 1, no hay glucdlisis. Parece que los glébulos rojos no pueden obtener
energia, por lo que se destruyen antes de tiempo. Por lo tanto, esta enfermedad puede que esté
relacionada con la funcién candnica.

Por otro lado, esta proteina se encuentra sobre todo en el espermay parece estar relacionada
con el cancer de préstata [37]. Es decir, la destruccion de glébulos rojo anticipada por falta de
energia podria estar relacionado con el cancer de préstata, asi como con la falta de movilidad
de los espermatozoides.

La funcidn moon indica que la proteina es un cofactor de polimerasa, es decir, es una proteina
ayudante de otras proteinas que se dedican a transcribir el ADN. Esta proteina se dedica a
reconocer cebadores de transcripcion. La identifica para que las polimerasas inicien la
transcripcién. Si no identifica el cebador, no hay transcripcidn. Esta funcion esta relacionado con
el fdrmaco Lamiduvina indicado en el apartado de farmacos.

La Lamiduvina utiliza la quinasa fosfoglicerato como enzima, es decir, utiliza su funcién
adhicional de identificador de cebador y cuando la ha encontrado se une al ADN (compite contra
la transcriptasa inversa del VIH o de la hepatitis para unirse antes que ellos) metiendo un codén
de parada. VIH y Hepatitis B no estan relacionadas con esta proteina porque la provoque sino
porqué seguramente en el proceso de infeccidn los virus la necesitan para replicarse. Por tanto,
no nos sirve, aunque quizas si nos sirviera el farmaco.

Lo que si es intrigante es la relacion que puede tener una proteina metabdlica en causar cancer.
Como segunda enfermedad, por lo tanto, se podria indicar cancer porque si parece estar
causado por la proteina. Pero entre las funciones no se describe ninguna relacionada con la
angiogénesis, la regulacién de factores de crecimiento o la reparacién de dafio celular, por lo
que la actuacién de la proteina en el cdncer de prdstata no esta clara.

La tabla resumen de enfermedades seria la siguiente:
Tabla II-2:descripcion enfermedades de Fosfoglicerato Kisana

Funcién Expresion Fenotipo
Enfermedad
C deficiencia anemia,convulsiones, ataxia, etc.
Deficiencia de
fosfoglicerato
kinasa
M deficiencia cancer

Cancer de préstata

Fdrmacos

La proteina muestra 5 farmacos asociados en DrugBank, 2 de ellos aprobados.
Tabla 1I-3: farmacos asociados a Phospohglycerate kinase

Adenosine-5'-[Beta, DB03909 experimental target
Gamma-Methylene] Triphosp
3-phospho-D-glyceric acid DB04510 experimental target -
Lamivudine DB00709 approved, enzima Contra VIH y hepatitis B.
investigational
Copper DB09130 approved, target Sintesis de proteinas
investigational
Artenimol DB11638 experimental, target Contra la malaria.

investigational
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Lamiduvine (DB00709): es un farmaco aprobado, inhibidor de la transcriptasa inversa,
analogo de nucledsidos (INTI) con actividad contra el virus de inmunodeficiencia humana
tipo 1 (VIH-1) y la hepatitis B (VHB). También se utiliza para tratar la hepatitis B cronica.
Utiliza la proteina a modo de enzima.

Lamivudine se fosforila en metabolitos activos que compiten por la incorporacién al
ADN viral. Inhiben competitivamente la enzima transcriptasa inversa del VIH y acttan
como un terminador de la cadena de la sintesis de ADN. La falta de un grupo 3'-OH en
el analogo de nucledsido incorporado evita la formacion del enlace fosfodiéster 5 'a 3'
esencial para el alargamiento de la cadena de ADN, y por lo tanto, el crecimiento del
ADN viral se termina. Se incorpora al ADN viral mediante la transcriptasa inversa del VIH
y la polimerasa del VHB, dando como resultado la terminacidn de la cadena del ADN.

Cobre (DB09130) : es un elemento esencial importante para la funcién de muchas
enzimas porque se les incorpora como cofactor. También es un componente del
superoxido dismutasa de zinc / cobre, lo que le otorga un papel antioxidante. La
deficiencia de cobre ocurre en el Sindrome de Cuerno Occipital y en la enfermedad de
Menke, ambas asociadas con un desarrollo deficiente del tejido conectivo debido a la falta
de cobre para actuar como un cofactor en la proteina lisina 6 oxidasa. La enfermedad de
Menke también se asocia con un deterioro neurolégico progresivo que conduce a la
muerte en la infancia. Los mecanismos precisos de los efectos de la deficiencia de cobre
son imprecisos debido a la amplia gama de enzimas que utilizan el ion como cofactor.
Artenimol (DB11638): es un derivado de la artemisinina y un agente antimalarico
utilizado en el tratamiento de infecciones por Plasmodium falciparum. Se cree que las
artemisininas se unen al grupo hemo dentro del parasito. El pardsito se transmite con las
picaduras de mosquito, llega a la sangre e infecta los glébulos rojos de su victima. Una vez
dentro, usa como nutriente la hemoglobina (la proteina encargada del transporte de
oxigeno en la sangre). Al digerirla, se producen residuos de hierro en forma de moléculas
llamadas hemo. Estos grupos hemo son téxicos para el parasito, pero él tiene una
estrategia para que no le perjudiquen: los junta de dos en dos y después los agrupa
formando cristales de hemozoina, de manera que el hierro toxico queda bloqueado y ya
no representa una amenaza para él. La artemisina se une al grupo hemo. Una vez que se
unen al hemo, se cree que las artemisininas se activan con hierro ferroso mediante
escision reductora que divide el puente de endoperdxido para producir un oxigeno
reactivo. Se cree que este oxigeno reactivo se somete a una extraccién de hidrégeno
intramolecular posterior para producir un radical de carbono reactivo. Se cree que el
radical carbono es la fuente de la actividad potente de los farmacos contra P. falciparum
al unirse a una amplia gama de proteinas y asi inhibirlas. Se observa que la artemisa
muestra un efecto reductor de la expresidon de enzimas glucoliticas (como la quinasa de
fosfoglicerato) y en asociacion con otros farmacos tiene la propiedad de regular el
metabolismo del parasito[38].

Parece que el Artenimol se une a varias proteinas (tal vez también a la fosfoglicerato
de quinasa) y las inhibe. Eso significa que provocaria la inhibicién de las funciones de la
proteina (tanto la identificacién de cebadores de DNA, como la produccién de energia en
la glucdlisis). Como el parasito se alimenta de la energia que obtiene de los glébulos rojos,
si evitamos la sintesis de las proteinas que utiliza para obtener energia, acaba muriendo.
Este farmaco parece estar relacionado con la funcidn candnica. Es decir, la deficiencia de
la fosfoglicerato quinasa proteina es positiva para acabar con la malaria.

50


https://www.drugbank.ca/drugs/DB00709
https://www.drugbank.ca/drugs/DB11638

Efectos secundarios

Retomando el hilo conductor de la relacion entre la deficiencia de la proteina y el cancer, se
plantea la siguiente duda: é¢tienen los medicamentos efectos secundarios parecidos al resto de
enfermedades asociadas a la proteina? Mas en concreto, una deficiencia provocada a nivel
farmacoldgico podria llevar a consecuencias parecidas al déficit de la proteina? Si una deficiencia
de la proteina causa cancer, entonces seria interesante indagar si reducir farmacolégicamente
la iexpresion de la proteina podria tener efectos secundarios relacionados con cancer.

Artenimol es un medicamento que inhibe las funciones de la proteina (tanto la identificacion
de cebadores de DNA, como la produccion de energia en la glucélisis). En Drugbank se indica
que “La toxicidad se caracterizé por la infiltracion de macrdofagos y la deposicion
intracitoplasmdtica de materiales granulares basdfilos en macréfagos compatible con
fosfolipidosis®. La toxicidad a altas dosis estuvo acompafiada por disminuciones en los
reticulocitos y aumentos en AST y ALT.” Es decir, no se halla recogida la asociacion entre el
medicamento que provoca infraexpresion de la proteina y el cancer. Pero el efecto secundario
si parece estar relacionado con la inhibicién de la funcidn candnica: al inhibir la proteina, afecta
en deficiencia de glucélisis lo cual es coherente con un excesos de fosfolipidos en los tejidos.

Resultados

En resumen, se diria que la funcidn candnica del fosfoglicerato de quinasa esta involucrada
en la glucdlisis, mientras que en la funcién moon identifica cebadores de transcripcidn.

Las enfermedades relacionadas son la deficiencia de fosfoglicerato (asociada a la funciéon
candnica) y el cancer de prostata (asociada a la funcién moon).

Ademas, la proteina se ve involucrada en los proceso de infeccidn de los virus VIH y hepatitis
B, donde el farmaco utiliza la fosfoglicerato quinasa para inhibir la transcriptasa inversa que
replicaria el ADN del virus. De todos modos, el farmaco asociado -Lamiduvina- no sirve para
reutilizacion pues parece que es inhibidor, y se pretende sobreexpresar la proteina para
compensar las enfermedades.

En cuanto a la disminucion de movilidad de esperma, el déficit de proteina provoca falta de
energia que puede ser causa de la falta de movilidad y, por lo tanto, la sobreexpresion de la
proteina mejoraria este mal funcionamiento.

Por ultimo, en la bibliografia se hace referencia a la posible relacién con el cancer de préstata.
Lo cual significa que la destruccién de glébulos rojos anticipadamente por falta de energia podria
estar relacionado con el cancer de préstata, asi como con la falta de movilidad de los
espermatozoides. Pero no se ha encontrado referencia en la descripcién de efectos secundarios
del medicamento que provoca una reduccién en su expresion.

1.2 Protrombina (P00734)

[1.2.1  Funciones

Las funciones quedaron definidas en el apartado 0.

24 Acumulacion excesiva de fosfolipidos en los tejidos. En este caso, desencadenada por el medicamento.
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Simplemente se recuerda que la funcién candnica es ser una proteina del plasma sanguineo
que forma parte del proceso de coagulacidn, y la funcién moon es hacer enlaces con receptores
de membrana celular en las interacciones dependientes de Ca.

[1.2.2 Enfermedades

Segun registra OMIM la protrombina esta involucrada en 4 enfermedades; MalaCards afiade

una mas.
Tabla II-4: descrpcion enfermedades asociadas a Actina-Beta

Funcién Expresion Fenotipo
Enfermedad

C Deficiencia del Factor Il Menor capacidad de coagulacién.
Deficiencia de Factor Il

- - Disminucién del flujo sanguineo.
Infarto cerebrovascular

C Exceso de Protrombina Exceso de formacién de coagulos.
Trombofilia

Abortos espontaneos

éCoM? Deficiencia del Factor Il Menor capacidad de coagulacién.
Trombosis sinovenosa

cerebral

Trombosis sinovenosa cerebral: Esta enfermedad, también conocida como CSVT, esta
relacionada con la trombosis y la deficiencia de proteina C. Un gen importante asociado es el
Factor de Coagulacién V, y entre sus vias relacionadas se encuentran la respuesta al Ca2 +
citosodlico elevado de las plaquetas y la polimerizacion de la cadena de colageno.

Los tejidos afiliados incluyen el cerebro, el higado y la médula espinal, y el fenotipo la
presencia de trombosis (coagulos) en el seno venoso del cerebro. Ref. OMIM: - / Ref. MalaCards
CRB132.

[1.2.3  Farmacos

Tal y como se ha indicado anteriormente, hay farmacos potenciadores y otros inhibidores de
coagulacién.

[1.2.4 Resultados

Con la informacién ofrecida acerca de la enfermedad y la falta de bibliografia que especifique
la funcidn involucrada, es dificil saber si la trombosis sinovenosa tiene que ver con problemas
en la comunicacion intercelular, lo cual estaria en linea con la funcién moon.

Las otras dos enfermedades posibles --trombofilia y deficiencia del factor 2- estdn
relacionadas con la funcidn candnica (por deficiencia de protrombina).

Por otro lado, la deficiencia de la proteina C estd relacionada con la trombofilia por deficiencia
de factor Il, seglin indica MalaCard. Esto significa que un mismo farmaco potenciador de factor
2 aumentaria la capacidad de coagulacidn, y podria estudiarse para reutilizacién en la trombosis
sinovenosa cerebral, en caso de encontrar bibliografia relacionando la enfermedad con la
funcién moon.
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1.3 CFTR (P13569)

[1.3.1 Funciones

Las funciones quedaron definidas en el apartado 2.5.2. Se trata de una proteina de
membrana, cuya funcién candnica estd relacionada con el transporte de iones de cloro, y la
funcién moon con el transporte de iones de sodio.

[1.3.2 Enfermedades

Segun registra OMIM la protrombina esta involucrada en 2 enfermedades. MalaCards registra
7 enfermedades relacionadas.
Tabla II-5: descripcion enfermedades asociadas a Protrombina

Funcién Expresion Fenotipo
Enfermedad
C Déficit en el transporte de iones Defecto en la funcidn reguladora de iones de
Fibrosis Quistica cl
- Déficit en el transporte de iones Defecto en la funcién reguladora de iones

Absencia congénita bilateral de
los vasos deferentes
- Déficit en el transporte de iones Defecto en la funcién reguladora de iones de

Pancreatits hereditaria Ca
éC? Déficit en el transporte de iones Defecto en la funcién reguladora de iones tal
Bronquiectasias con o sin vez de Cl

cloruro de sudor elevado

- Déficit en el transporte de iones Defecto en la funcién reguladora de iones
Atresia duodenal

- Déficit en el transporte de iones Defecto en la funcién reguladora de iones
Bronquiectasia idopatica

C Déficit en el transporte de iones Defecto en la funcidn reguladora de iones de Cl
Acroqueratodermia acuagénica

siringea
Fibrosis Quistica (CF): Es un trastorno generalizado comun de las glandulas exocrinas que
afecta la eliminacién de las secreciones en varios organos. Se caracteriza por una triada: 1.-
infeccion broncopulmonar crénica, 2.-insuficiencia pancreatica (que causa mala absorcion y
retraso del crecimiento) y 3.- electrolitos elevados de sudor. La herencia es autosémica recesiva.
Ref. OMIM: 219700.

Absencia congénita bilateral de los vasos deferentes (CBAVD): Enfermedad causante de
esterilidad en los hombres. Parece que podria ser una forma incompleta de fibrosis quistica, ya
gue la mayoria de los hombres que sufren de fibrosis quistica carecen del conducto deferente.
Se hereda con un patréon autosémico recesivo. Ref. OMIM: 277180.

Pancreatitis hereditaria: Es una condicidon genética rara que causa multiples episodios de
pancreatitis aguda. Los signos y sintomas pueden incluir dolor de estdmago, fiebre, nduseas o
vomitos. Los episodios a menudo duran de uno a tres dias, pero pueden ser mas largos. Los
episodios repetidos de pancreatitis conducen a pancreatitis crénica (pancreas constantemente
inflamado), depdsitos de calcio en el pancreas y, durante afos, cicatrizacion del pancreas.

Las personas con pancreatitis hereditaria también tienen un mayor riesgo de diabetes tipo 1
y cadncer de pancreas, generalmente en la edad adulta.

En la mayoria de los casos, la pancreatitis hereditaria es causada por mutaciones en el gen
PRSS1 y se transmite a través de familias en un patrén autosémico dominante.

Si bien no existe una cura para la pancreatitis hereditaria, segun la Pancreas Foundation [39],
los enfermos tienden a tener una esperanza de vida normal gracias a los tratamientos
disponibles. Ref. OMIM: 167800.
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Bronquiectasias con o sin cloruro de sudor elevado 1: Enfermedad respiratoria debilitante
caracterizada por dilataciéon crénica y anormal de los bronquios y otros sintomas similares a la
fibrosis quistica en ausencia de causas conocidas de bronquiectasia. Es una dilatacion
permanente de uno o varios bronquios que puede ser congénita o causada por una bronquitis.
Casusas que podrian justificar una bronquiectasia seria una fibrosis quistica, enfermedades
autoinmunes, disquinesia ciliar, inmunodeficiencia variable comin o una obstruccidén por
cuerpo extrafio. Las caracteristicas clinicas incluyen funciéon pulmonar subnormal, infecciones
sinopulmonares, tos productiva crénica, produccién excesiva de esputo y cloruro de sudor
elevado en algunos casos. Ref. OMIM: 211400.

Atresia duodenal: La atresia duodenal es una malformacién congénita en la que la primera
parte del intestino delgado no se ha desarrollado adecuadamente o bien por ausencia o por el
cierre completo de una porcién del lumen del duodeno.La enfermedad estd relacionada con el
ileo meconial (obstruccién intestinal del recién nacido debido a la presencia de meconio espeso
en el interior del intestino), y la insuficiencia pancreatica exocrina (incapacidad del pancreas
para sintetizar la cantidad de encimas necesarias para una adecuada digestion de los alimentos).
Causa niveles elevados de liquido amnidtico durante el embarazo (polihidramnios) y obstruccion
intestinal en bebés recién nacidos. Los tejidos afiliados incluyen pdncreas, pulmones y corazon,
y los fenotipos relacionados son polihidramnios y anomalias de la arteria pulmonar.

Un gen importante asociado con la Atresia duodenal es el GUCY2C (Guanylate Cyclase 2C), y
entre sus vias relacionadas se encuentran las vias de diferenciacion de células madre
pluripotentes embrionarias e inducidas y marcadores especificos de linaje. Ref. OMIM: 223400.

Bronquiectasia idiopatica: La bronquiectasia idiopatica estd relacionada con |Ia
bronquiectasia y el asma. Los tejidos afiliados incluyen neutréfilos, pulmones y corazén, y los
fenotipos relacionados son: mayor abundancia de ARNhc y de ARNh.

Un gen importante asociado con la bronquiectasia idiopatica es SCNN1B (Subunidad Beta 1
del Epitelio del Canal de Sodio), y entre sus vias relacionadas estan el Sistema Inmune Innato y
el procesamiento y presentacion de antigenos mediados por MHC de Clase |. Ref. OMIM: -.

Acroqueratodermia acuagénica siringea: Se trata de una condicién rara transitoria que afecta
las palmas de las manos, caracterizada por la aparicién o el empeoramiento de una erupcion
palmar, después de una breve exposicidn al agua. La erupcidn palmar estd formada por granos
pequefios, blancos o brillantes que pueden unirse en placas. Los pies no se ven afectados. Los
sintomas incluyen un dolor ardiente y una sensacion de tensién en las palmas, asi como
demasiada sudoracidn. Hay dos variantes. La mas comun es una condicién temporal y recurrente
que aparece después de la inmersidn en agua, conocida como la "mano en el signo del balde",
gue mejora a los pocos minutos de las horas de secado. Una variante menos comun se
caracteriza por lesiones persistentes que empeoran después de la inmersién en agua.

La causa es desconocida, pero probablemente esté relacionada con la sudoracion.

Varios estudios han encontrado que esta presente en aproximadamente del 40% al 84% de
los pacientes con fibrosis quistica y también en portadores, lo que sugiere que puede ser
causada por mutaciones en el gen CFTR. Se encuentra mdas a menudo en mujeres jovenes.
Ademas de la fibrosis quistica, también se observa en el desgaste (marasmo) y el sindrome
nefrético y también con el uso de aspirina y otros farmacos como el rofecoxib y el celecoxib.

En la mayoria de los casos no necesita ninglin tratamiento y se resuelve de forma espontanea.
Cuando sea necesario, se puede tratar con cloruro de aluminio tépico o ungiiento de acido
salicilico o con iontoforesis de agua corriente. Ref. OMIM: -.
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[1.3.3 Farmacos

Como se ha comentado, hay 3 grupos principales: farmacos que tratan las mutaciones de
clase | (elimina un coddn de parada prematuro), Il (corrige defectos de plegamiento) y Il
(potenciadores de la proteina que esta en la membrana).

Los farmacos estan dirigidos a los fallos en las funciones secretoras. El mal funcionamiento
puede ser debido al mal intercambio de iones de Cloro, pero también al mal funcionamiento
en el intercambio de iones de sodio u otros (funciones principal y moonlighting indicadas).

El detalle es el siguiente:

¢ |buprofeno(DB01050): Se ha comprobado que el uso de dosis altas de ibuprofeno
disminuye la inflamacién y disminuye la afluencia de células polimorfonucleares (leucocitos)
en los pulmones.

e DB09213: Dexibuprofen. Medicamento antiinflamatorio no esteroideo (AINE). Se propone
gue sea mas activo farmacoldgicamente y tolerable con un mejor perfil de seguridad que el
ibuprofeno debido a la mayor concentracidon de enantidmero S activo. El dexibuprofeno
tiene una tasa de disolucién mds lenta en los jugos gastricos y entéricos simulados en
comparacion con el ibuprofeno racémico y muestra una mejor biodisponibilidad oral.

e lvacaftor(DB08820) : Desarrollado por la biofarmacéutica Vertex. Nombre comercial
Kalydeco. lvacaftor es un farmaco potenciador que ha demostrado una buena eficacia para
la mutacién de clase lll, Gly551Asp, en nifios mayores de 6 afos y adultos. Tienen por diana
la proteina CFTR que esta en la superficie celular, con objeto de mejorar, potenciar su
funcioén.

e Lumacaftor (DB09280): Desarrollado por la biofarmacéutica Vertex.Nombre comercial:
Orkambi. Es un farmaco corrector que esta dirigido a mutaciones de clase Il, entre las que
figura la mas frecuente (Phe508del). Intenta corregir el trafico de la proteina defectuosa en
el plegamiento (mutacion de clase Il) hasta la membrana celular donde podria hacer su
funcién casi con normalidad. Lumacaftor es un medicamento que se usa en combinacion
con lvacaftor como el producto de combinacidn de dosis fijas Orkambi para el tratamiento
de la fibrosis quistica (FQ) en pacientes de 6 afios de edad y mayores. Lumacaftor mejora los
sintomas de la FQ y la patologia subyacente de la enfermedad ayudando a la estabilidad
conformacional de las proteinas CFTR mutadas con F508del, evitando el plegado incorrecto
y dando como resultado un mayor procesamiento y trafico de proteinas maduras a la
superficie celular.

e Tezacaftor (DB11712): Desarrollado por Vertex. Tezacaftor e Ivacaftor. Nombre comercial:
Symkevi. Terapia que rescata a los pacientes que no toleran Orkambi.

e ATP(DB00171): es un medicamento nutracéutico que almacenay transporta energia dentro
de las células y es importante en la sintesis de acidos nucleicos. Pero no interpreto su
actuacion en la CF o la absencia de vasos deferentes.

e Bumetanide(DB00887): es un diurético. El principal objetivo de la terapia con diuréticos es
decrecer el edema causada por la acumulacién de liquido secretado y la congestidn
pulmonar.

e Crofelemer (DB04941): es un inhibidor de la diarrea secretora a través de la inhibicion del
transportador de cloruro CFTR. Esta indicado para el tratamiento sintomatico de la diarrea
no infecciosa en pacientes adultos con VIH / SIDA que reciben tratamiento antirretroviral.

e Glyburide (DB01016): medicamento antihiperglucémico oral para el tratamiento de la
diabetes mellitus no dependiente de insulina. Actua estimulando las células B del pancreas
para que liberen insulina. Las sulfonilureas también aumentan la utilizacion de glucosa
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periférica, disminuyen la gluconeogénesis hepdtica y pueden aumentar el nimero y la
sensibilidad de los receptores de insulina.

[1.3.4 Resultados

En Fribrosis quistica, la ausencia de CFTR funcional en la membrana celular epitelial conduce
a la produccién de sudor con un alto contenido de sal, asociado con un riesgo de deshidratacién
y secreciones de moco con una viscosidad anormal (que conduce a obstruccion e infeccién
bronquial).

Los varones con absencia de vasos deferentes nacen sin ellos, luego un farmaco no va a
arreglar ese estado. Huelga decir que la enfermedad es por defecto de la funcién de la proteina.

En pancreatitis cronica parece que también hay un defecto de la funcién reguladora de iones,
el cual provoca depdsitos de calcio en el pancreas.

En Bronquiectasias con o sin cloruro de sudor elevado se indica explicitamente que hay un
defecto de la funcién reguladora de iones de cloro.

La atresia duodenal aparece en el feto y por lo tanto no existe farmaco que pueda curarlo.

La Acroqueratodermia acuagénica siringea parece estar presente en un tanto por ciento muy
elevado de pacientes de fibrosis quistica o portadores. Por lo tanto, se trata de la misma funcion
de la proteina.

No se podria reutilizar el farmaco en las enfermedades congénitas debido a que el individuo
nace con la malformacion o afeccion y, por lo tanto, el farmaco no podria corregirla.

Y se sugiere reevaluar el efecto de los farmacos que potencian la funcidn reguladora de la
proteina, ya que varias de las enfermedades son debidas al defecto de la regulacién en el
intercambio de iones: iones de cloro en la fibrosis quistica y la acroqueratodermia acuagénica
siringea, iones tal vez de calcio en pancreatitis hereditaria, e iones de cloro u otro tipo en
bronquiectasias con o sin cloruro de sudor elevado. Pero no es un caso éptimo para el estudio
de reutilizacién que se plantea en el presente trabajo.

1.4 Alpha-crystallin A chain (P02489)

Se trata de una proteina multifuncional de Homo sapiens, no diana farmacolégica segun
DrugBank.

Funciones

Su funcidn candnica es como proteina estructural en el cristalino del ojo, donde contribuye a
la transparencia y al indice de refraccidn de la lente.

Su funcidon moon, es como chaperona molecular en el plegamiento de proteinas. Actia como
si fuera una proteina chaperona molecular frente a estrés por “choque térmico”.

Las proteinas chaperonas estan presentes en todas las células y muchas son proteinas de
choque térmico, cuya funcion es la de ayudar al plegamiento de otras proteinas recién formadas
en la sintesis de proteinas. No forman parte de la estructura primaria de estas otras proteinas,
sino que se unen a ellas para ayudar en su plegamiento, ensamblaje y transporte celular a otra
parte de la célula donde la proteina realizara su funcidn. Las proteinas de choque térmico son
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unas proteinas que producen las células cuando se encuentran en un medio ambiente que le
provoca cualquier tipo de estrés, aunque la literatura las llama proteinas del choque térmico.
Por ejemplo, un aumento de temperatura de unos 5 grados de la normal (condicidn que supera
las fluctuaciones normales de homeostasis: condicidn interna estable) para la célula
desencadena una rdpida sintesis de proteinas de choque térmico.

Enfermedades

Se asocia a varias patologias de cataratas (Ref. OMIM 604219) y al sindrome de microcdrnea.
Todas parecen involucrar la funcién moon.

Resultados

La funcién candnica no parece asociada a enfermedades, por lo que no se considera que esta
proteina sea un caso éptimo.

[I.5 Dynamin-2 (P50570)

La dinamina-2 es una GTPasa responsable de la endocitosis en las células eucariotas. También
es una proteina multifuncional de Homo sapiens, pero sin farmacos asociados segin DrugBank.

Funciones

Como funcion candnica esta involucrada en la fision de la membrana (escision de las vesiculas
recién formadas de la membrana).

Tiene identificadas varias funciones moon: 1. Inestabilidad dinamica de los microtubulos en
interfase, 2. La cohesién centrosoma; 3. Papel en la citocinesis; 4. Polimerizacién de la actina.

Las dinaminas estan involucradas en la escisiéon de las vesiculas recién formadas de la
membrana de cualquier compartimento celular, su orientacién y su fusidon con cualquier otro
compartimento, tanto en la superficie de la célula como en el aparato de Golgi. Regulan diversas
funciones bioldgicas, y estan involucradas en la endocitosis que es un mecanismo por el cual las
células introducen moléculas extracelulares, englobandolas en una invaginacion de la
membrana citoplasmdtica, formando una vesicula que termina desprendiéndose de la
membrana para incorporarse al citosol. Cuando una vesicula invagina, la dinamina forma una
espiral alrededor del cuello de la vesicula. Las dinaminas también desempefian un papel
importante en muchos procesos incluyendo, la division de orgdnulos, citocinesis y resistencia a
patdgenos microbianos.

Enfermedades

Parece que esta involucrada sdlo en la miopatia centronuclear 1, con referencia OMIM
160150.

Resultados

Tampoco seria un caso para estudiar su drugabilidad.
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Anexo Ill Materiales Suplementarios

1.1

Material Suplementario S1

El fichero disponible en el siguiente icono contiene los listados descargados de las bases de
datos utilizadas:

3

Material

Suplementario S1.xlsx

A continuacidn se describe la informacién disponible:

1.2

Pestafia “proteins-MultitaskProtDB”: contiene listado de proteinas multifuncionales
descargado de la base de datos MultitaskProtDB.

Pestafa “carrier-DrugBank”: contiene listado de farmacos asociados a proteinas en el
grupo funcional carrier, descargado de la base de datos DrugBank.

Pestana “enzyme-DrugBank”: contiene listado de farmacos asociados a proteinas en el
grupo funcional enzyme, descargado de la base de datos DrugBank.

Pestafia “target-DrugBank”: contiene listado de farmacos asociados a proteinas en el
grupo funcional target, descargado de la base de datos DrugBank.

Pestafia “transporter-DrugBank”: contiene listado de fadrmacos asociados a proteinas en
el grupo funcional transporter, descargado de la base de datos DrugBank.

Pestafia “approved-DrugBank”: contiene listado de farmacos asociados a proteinas en
estado de aprobacidn, descargado de la base de datos DrugBank.

Pestafia “nutraceutical-DrugBank”: contiene listado de fdrmacos nutracéuticos asociados
a proteinas, descargado de la base de datos DrugBank.

Pestafia “investigational-DrugBank”: contiene listado de farmacos asociados a proteinas
en estado de investigacion, descargado de la base de datos DrugBank.

Pestafia “experimental-DrugBank”: contiene listado de fdrmacos asociados a proteinas en
estado de experimentacién, descargado de la base de datos DrugBank.

Pestafia “illicit-DrugBank”: contiene listado de farmacos asociados a proteinas
considerados ilicitos, descargado de la base de datos DrugBank.

Pestafia “withdrawn-DrugBank”: contiene listado de farmacos retirados del mercado
asociados a proteinas, descargado de la base de datos DrugBank.

Material Suplementario S2

El fichero disponible en el siguiente icono contiene el listado con la informacién de
enfermedades asociadas a proteinas, extraida de los repositorios OMIM y MalaCards, y anotadas
manualmente:

A continuacidn se describe la informacién disponible:

3

Material

Suplementario S2.xlsx
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e Pestafia “moons-Homosapiens”: contiene el resultado de la seleccion con las 89 proteinas
multifuncionales que se expresan en seres humanos.

e Pestafia “moons-Homosapiens-dianas”: contiene el resultado de la seleccidn con las 41
proteinas multifuncionales, humanas, dianas farmacoldgicas, con sus farmacos asociados
clasificados por funcién.

e Pestafia “OMIM-MalaCards”: contiene listado de proteinas multifuncionales, humanas,
dianas farmacoldgicas con sus enfermedades asociadas extraidas de las bases de datos
OMIM y MalaCards.

[11.3  Material Suplementario S3
El fichero disponible en el siguiente icono contiene el resultado del analisis de drugabilidad
en el motor de prediccidon Pock-Drug:

[
a
Material
Suplementario S3.xlsx

59



