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Resumen

La psoriasis y la dermatitis atopica son las enfermedades inflamatorias de la piel con
mayor incidencia a nivel mundial. Sin embargo, las aproximaciones terapéuticas
disponibles se limitan al control de brotes agudos mediante antiinflamatorios de la
familia de los corticoides o inhibidores de la calcineurina. En los resultados de este
trabajo, se han disefiado dos productos, para su uso frecuente con carécter preventivo en
el cuidado de la piel afectada por estas enfermedades, basados en la combinacién de

extractos botanicos y principios activos aprobados para su uso directo sobre la piel.

La entidad colaboradora dispone de una libreria de mas de 200 ingredientes activos,
cuya aplicabilidad se ha caracterizado mediante la plataforma de analisis
multiparamétrico SimDerma®, desarrollada por la empresa, que contiene multiples
dianas bioldgicas de interés en dermatologia y dermocosmética. Para el Optimo
aprovechamiento de la informacién proporcionada por la plataforma de andlisis, la
empresa desarrollé ademas la herramienta de gestion informatica INCOS®, destinada al
disefio racional de combinaciones de compuestos activos orientadas a indicaciones

dermatoldgicas especificas en base a los resultados de SimDerma®.

En el presente trabajo se ha desarrollado un LIMS (Laboratory Information
Management System), que facilita el almacenamiento de la informacion proporcionada
por la plataforma SimDerma® y su uso por la herramienta INCOS®. Asi mismo, se ha
creado y validado una version actualizada del motor de busqueda empleado por
INCOS®, que posteriormente se ha aplicado en la creacion de los productos para

psoriasis y dermatitis atopica.






Introduccion

Psoriasis

La psoriasis es una enfermedad crénica de caracter inflamatorio y origen probablemente
autoinmune! cuya epidemiologia varia en funcion de la edad y la localizacion
geogréfica, con una incidencia media del 2-4% en la poblacién occidental?. Los estudios
publicados sobre psoriasis, generalmente se refieren a la variante Psoriasis vulgaris, con

una prevalencia del 85-90% entre los individuos afectados por esta patologia®.

Esta variante de la enfermedad presenta lesiones caracteristicas en forma de placas
eritematosas cuyo tamafio puede variar desde pequefias placas en regiones localizadas
hasta otras capaces de cubrir casi toda la superficie corporal. Ademas de este tipo de
lesiones, la enfermedad cursa en la mayoria de los afectados con un cuadro de dolor y

escozor, asociado principalmente al trasfondo inflamatorio caracteristico®.

Los factores desencadenantes de la enfermedad pueden variar en cada caso y dependen

de la predisposicion genética y de factores ambientales.

Respecto al componente genético, el locus que mayor asociacion presenta con la
enfermedad es PSORSL1, localizado en el brazo corto del cromosoma 6, concretamente
en la region 6p21.3. A pesar de que las mutaciones en genes de este locus son las de
mayor tasa de heredabilidad, otras mutaciones que afectan a componentes del sistema
inmune innato o adaptativo y a la pérdida de funcién de la barrera epitelial se han

asociado a diferentes estados de la enfermedad®.

Los factores ambientales varian desde algunos tan objetivos como pueden ser aquellos
que comprometan la funcion de la barrera epitelial (como los tatuajes), factores
quimicos (como exposicion a litio), hasta factores mas subjetivos (como el estrés)®.

En cuanto a la patogénesis de la enfermedad, se ha propuesto que se trata de un
desorden autoinmune con un marcado componente inflamatorio, caracterizado por una
serie de interacciones complejas entre componentes la inmunidad innata y adaptativa,
los cuales constituyen las principales dianas terapéuticas para el tratamiento de la

enfermedad?.



Los puntos clave de su inmunopatogénesis son:

El reclutamiento de células dendriticas y linfocitos Th17 por los queratinocitos a
través de la liberacion de complejos DNA-LL37 o CCL20 como consecuencia
de alguna alteracion epitelial®.

Activacion de linfocitos Th17 con la liberacion de IL-23, TNF-a e IFN-al.
Produccion de I1L-17, 1L-22 e IFN-y por los linfocitos Th17 activados’.
Activacion de multiples componentes del sistema inmune innato (macrofagos,
mastocitos, granulocitos) y adaptativo (principalmente por diferenciacion Thly
Th17) como consecuencia de esta activacion de linfocitos Th172.

Multiplicacién de la respuesta inflamatoria y aparicion de eventos propios de la
psoriasis como la hiperproliferacion de queratinocitos basales, la activacion de

terminaciones nerviosas cutaneas y la hiper-queratosis®.
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Figura 1. Figura 3 de Boehncke et al * sobre la Inmunopatogenia de la psoriasis.

Dermatitis atépica

La dermatitis atopica es la enfermedad inflamatoria de la piel mas comun a nivel

mundial. Su prevalencia ha aumentado de manera significativa en los ultimos afios y

tiene una incidencia de entre 1-3% en adultos® y de un 15-20% en nifios®. Se trata de

una enfermedad con un impacto socioecondmico muy alto, habiéndose realizado



estudios que demuestran que el coste que genera esta enfermedad a un pais como EEUU

asciende a los 3.8 billones de ddlares por afio'°.

La patogenesis de la enfermedad no se ha caracterizado aun, aunque se sabe que hay
factores involucrados tanto de caracter genético como de caracter ambiental. Hace unos

afios existian dos hipGtesis alternativas'?:

e Outside-inside: Que defiende que un fallo de la barrera epidérmica es la causa
primaria y un pre-requisito para que se produzca la reaccion inmune inflamatoria
que caracteriza la enfermedad.

e Inside-outside: Que propone que la dermatitis atdpica aparece a raiz de una

reaccion inmune primaria que deriva en un fallo de barrera epidérmica.

Sin embargo, la teoria mas aceptada actualmente, denominada hipotesis outside-inside-
outside, propone una combinacion de ambos mecanismos como desencadenante del
proceso®4, Esta hipdtesis, considera un origen multifactorial de la enfermedad, donde
estarian implicados varios componentes moleculares, procesos inmunes Yy

microorganismaos.

Un factor genético considerado de alta relevancia es el polimorfismo en el gen
codificante para filagrina>!®, una proteina muy importante para la barrera epidérmica
que funciona previniendo la pérdida de agua de la piel y la intrusion de patdgenos
microbianos y agentes irritantes’. Esta molécula, y los productos de su degradacion, se
encuentran estrechamente asociados con el status de la barrera epidérmica 8 y por lo
tanto, las mutaciones que alteren sus niveles de traduccién normales o su funcionalidad
serian potenciales desencadenantes de la enfermedad segln la teoria outside-inside-
outside. Existen varios estudios que han asociado la disminucion de la produccion de

filagrina con la dermatitis atopica®®*°.

La filagrina se genera por escision proteolitica de profilagrina, una molécula cuya
secuencia contiene un nimero variable, entre 9-13, de copias de filagrina?®. Hay una alta
prevalencia de dermatitis atdpica en individuos que presentan variantes de menos de 11

copias de filagrina en el gen de profilagrina®>*°.

La alteracion de la barrera epidérmica facilita la entrada de un amplio rango de
alérgenos y agentes irritantes. La presencia de estos agentes externos en el tejido

provoca una respuesta inflamatoria caracterizada por altos niveles de inmunoglobulina



E (IgE)!* y una polarizacion de la respuesta linfocitaria hacia la subpoblacion Th2

mediada por células de Langerhans?.

La activacion de la respuesta inmune adaptativa (mediada principalmente por los Th2 y
los Th17)?? y de componentes de la respuesta inmune innata (basofilos, eosindfilos y
mastocitos) cierran el bucle iniciado por un defecto en la barrera epidérmica que acaba

produciendo los sintomas que la agravan®®,

Aspectos diferenciales entre psoriasis y dermatitis atdpica

Ambas enfermedades tienen cierta similitud, ya que son patologias complejas de la piel
que se desencadenan debido a una combinacion de factores genéticos y ambientales,
tienen un componente inflamatorio muy importante y la proliferacion/diferenciacién
normal de los queratinocitos que conforman la epidermis se encuentra alterada®. Sin
embargo, existe una serie de aspectos diferenciales entre estas patologias que aparecen

representados en la tabla que se muestra a continuacion elaborada por Guttman-Yassky

y su grupo en 20112

AD

Psoriasis

A. Clinical features
83% onset before age 5 v
Common association with asthma/atopy
Oozing, “wet” skin lesions in acute stage,
with crusting and serous exudate
Not well demarcated from uninvolved skin
Face and flexors usually affected
Fine white scale (adherent)
Prominent itch with excoriations
Lichenification evident in chronic stage from itch-scratch cycle
Pink o dull-red plaques
Frequent impetiginization
Viral dissemination common (eczema herpeticurm)
B. Histology
Barrier defect: decreased cornification, decreased expression
of terminal differentiation proteins, decreased lipids
Spongiosis and vesicle formation in acute/subacute stages
No neutrophils in epidermis
Increased eosinophil and mast cell numbers in dermis
Orthokeratosis is typical
Hypogranulosis, sometimes absent granular layer

Rare thinning of suprapapillary plates
Few blood vessels in dermal papillae
Evidence of vasodilation but no angiogenesis
High frequency of bacterial colonization
C. Lesional immune infiltrates
Tu2/"T22” polarization (Tc22>Th22);
lower Tyl component in chronic disease
Attenuated Tyl7 pathway
Reduced antimicrobial axis
Inflammatory DCs in dermis > epidermis
producing CCL17, CCL18, and CCL22
D. Lenkocytes in circulation
Ty > Tyl and Tyl7
Increased IgE levels and eosinophil numbers in circulation
IgE autoantibodies correlated with disease activity

Onset in adolescence of early adulthood common
Not associated with asthma/atopy
Dry lesions

Sharply demarcated stable plaques

Scalp and extensors (knees and elbows) often involved
Thick, silvery-white scale (nonadherent)

Rarely itchy

Very thick plaques caused by heavy scale accumulation
Bright-red plagues

Impetigo not evident

No risk for viral dissemination

Increased cornification, increased expression of terminal
differentiation proteins, decreased lipids in intracellular space of SC
No spongiosis seen, small pustules, Kogoj and Munro microabscesses
Accumulation of neutrophils in epidermis
No eosinophils and mast cells
Parakeratosis is prominent and might be confluent
Hypogranulosis, granular layer might be completely
absent with confluent parakeratosis
Thinning of suprapapillary plates
Dilated tortuous vessels in dermal papillae
Vasodilation and angiogenesis well documented
Low frequency of bacterial colonization

Tyul/Tyl 7 polarization with Ty22 present

Increased Ty17 pathway

Increased production of antimicrobial agents

Inducible nitric oxide synthase, TNF-, and IL-23
producing inflammatory DCs in dermis

Increased Tyl, Tyl7 and Ty22
Normal IgE levels and eosinophil numbers
Autoantibodies uncommon

Tabla 1. Tabla 1 de Guttman-Yassky et al.? Diferencias entre psoriasis y dermatitis atdpica



Modelos experimentales vinculados a psoriasis

Para el disefio de combinaciones de compuestos activos orientadas al cuidado de la piel
de pacientes de psoriasis, en base a la informacion proporcionada por la plataforma de
SimDerma® (de la entidad colaboradora), es necesario establecer una asociacion entre
los resultados experimentales y efectos potencialmente beneficiosos frente a esta
afeccion. Se presenta a continuacion un grupo de actividades incluidas en modelos
experimentales de la plataforma y vinculadas a la correccion de los procesos patologicos
caracteristicos de la psoriasis.

Inhibicién de NF-xB en queratinocitos

NF-kB (Nuclear Factor kappa B) es un factor de transcripcion central en procesos
autoinmunes e hiperproliferativos como la psoriasis, donde ha demostrado ser uno de
los complejos proteicos mas relevantes en el desarrollo de la enfermedad®*?®. La
translocacion de NF-«B al nucleo promueve la transcripcion de un grupo de citoquinas
asociadas al proceso inflamatorio en psoriasis. Asi mismo, se ha demostrado que uno de
los miRNA que se genera como consecuencia de su translocacion al nucleo promueve la

hiperplasia psoriasica?®.

Asi, el bloqueo de la translocacion de NF-kB al nticleo o bien la inhibicion terapéutica

de su expresion resultaria beneficiosa frente a esta enfermedad?’.

Inhibicién de STAT3

STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3) es un factor de
transcripcion que pertenece a la familia de factores de transcripcion STATS. Su
expresion se encuentra elevada bajo los efectos de la psoriasis debido a la alta actividad
de linfocitos Th1728. Ademas, se ha descubierto que, cuando se encuentra activado de
forma constitutiva en ratones transgénicos, promueve la formacion placas eritematosas

que recuerdan a las formadas en psoriasis®.

Existen varios estudios centrados en STAT3 como diana terapéutica para psoriasis
donde los resultados obtenidos tras el tratamiento con inhibidores de este factor son

bastante prometedores®®?’.

Actividad PPARa y PPARYy

Los receptores PPAR (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) son un grupo de

factores de transcripcidn activados por ligando que forman parte de los receptores



hormonales nucleares®. Estos factores de transcripcion inducen la expresion de genes
que median procesos como la apoptosis o la proliferacién y se encuentran estrechamente
relacionados con la respuesta inflamatoria. Recientemente, se ha propuesto que los
agonistas de estos factores de transcripcion (especificamente de PPARa y PPARYy)
suponen una aproximacion terapéutica muy importante para el tratamiento de problemas

dermatoldgicos®2.

La activacion farmacoldgica de PPARy mediante troglitazona administrada por via oral
es capaz de paliar los efectos de la psoriasis en estadios severos, si bien puede presentar
algunos efectos secundarios®. Sin embargo, el uso topico de tiazolidinedionas, familia
que engloba a la troglitazona y la rosiglitazona, no mejora el curso de la enfermedad*.
Por su parte el agonista de PPARy GED-0507-34L, aplicado de forma tdpica, obtuvo
buenos resultados en un ensayo clinico en 2013, probablemente gracias a la accion

antiinflamatoria mediada por el bloqueo de la ruta de NF-kB%.

Por otra parte, en un estudio llevado a cabo empleando un modelo de raton desnudo con
hiperproliferacion inducida de queratinocitos, la aplicacién tdpica del agonista de
PPARa clofibrato ha demostrado una alta eficacia en la restauracion de la homeostasis

del tejido®®.

Antagonismo de TRPV-1

El receptor TRPV-1, perteneciente a la familia TRP (Transient Receptor Potential
Cation Channel), es un canal cationico no selectivo que forma parte del sistema
nociceptor cutaneo®. Su apertura puede producirse en respuesta a factores fisicos o
quimicos, funcionando como sensor de temperatura (>42 °C)%"3 pHs extremos® o
determinados metabolitos como la capsaicina, presente en los alimentos picantes*. Se
expresa en neuronas sensoriales, donde esta involucrado en los procesos fisiologicos

que desencadenan la sensacion de dolor®.

La presencia de mediadores proinflamatorios en el tejido puede tener un efecto
sensibilizador sobre este tipo de receptores, desencadenando una sensacién de dolor
asociada a la inflamacion®2. En particular, se ha descubierto que los elementos del
sistema nociceptor (como TRPV-1) regulan la via inflamatoria [IL-23/IL-17
interactuando con las células dendriticas y controlan la respuesta inmune cutanea en

procesos inflamatorios psoriasiformes®,



Asi, TRPV-1 constituye una diana de potencial interés para el desarrollo de nuevas
aproximaciones para el cuidado de la piel afectada por psoriasis. Actualmente existe un
ensayo clinico en segunda fase para el tratamiento del picor en psoriasis basado en la
inhibicidn farmacologica de trkA, receptor que incrementa la expresion y sensibilidad
de TRPV-1%4,

Autofagia en queratinocitos

La autofagia es un proceso catabolico muy conservado en eucariotas, en el cual los
componentes celulares deteriorados y aberrantes se incluyen en vesiculas y se
transportan a los lisosomas para su degradacion y posible reciclado. Se ha demostrado
que este proceso se produce de forma constitutiva durante la diferenciacion
epidérmica®.

Determinados polimorfismos en los genes que codifican proteinas responsables de este
proceso (como ATG16L1) se han asociado con la predisposicion a sufrir psoriasis*®. Se
ha propuesto que esto se debe a que el proceso de autofagia regula negativamente la
respuesta inflamatoria en queratinocitos*’. Por ello, la activacion de la autofagia en los
queratinocitos podria resultar beneficiosa para una patologia de marcado caracter

inflamatorio como la psoriasis.

Actividades contraproducentes e incompatibles

Dado que la apertura de canales TRPV-1 es responsable de la sensacion de picor,
habiéndose incluido el bloqueo del receptor como actividad diana para psoriasis, €s
inmediato deducir que el efecto antagénico frente a TRPV-1 es una actividad
contraproducente. Sin embargo, puesto que los modelos de activacién y bloqueo de
TRPV-1 son experimentos independientes, en la practica, se han encontrado analitos
que dan positivo en ambos ensayos, probablemente debido a motivos operacionales,
donde una de las actividades era claramente predominante. Por este motivo, se ha

asociado negativamente la actividad agonista frente al canal TRPV-1 con psoriasis.

Modelos experimentales vinculados a dermatitis atopica

Inhibicién de NF-xB en queratinocitos

Al igual que en el apartado anterior, siendo NF-kB uno de los factores de transcripcion

responsables de la multiplicacion de la respuesta inmune/inflamatoria, cabria esperar



que en dermatitis atOpica, donde existe también un importante componente

inflamatorio, la inhibicidn terapéutica de su actividad resulte beneficiosa.

Efectivamente, se ha demostrado que compuestos capaces de regular negativamente la

sefializacion por NF-«B resultan beneficiosos en el tratamiento de esta enfermedad*®4°,

Actividad PPARa v PPARY

Como se ha explicado en el apartado anterior, la actividad agonistica frente a receptores
PPAR supone un nuevo frente a la hora de tratar patologias de la piel como la dermatitis
atopica®.

En dermatitis atépica se han llevado a cabo estudios retrospectivos mediante tratamiento
oral con el agonista de PPARY rosiglitazona, habiéndose obtenido una buena respuesta
frente a la enfermedad, mientras que solamente se observaron efectos adversos en uno
de los pacientes tratados®. Por otra parte, se ha demostrado que los agonistas de PPARy
son capaces de inducir la diferenciacién de queratinocitos mediante la expresion de
filagrina, proceso que, como se verd mas adelante, resulta ampliamente beneficioso en
el tratamiento de esta enfermedad®. Sin embargo, al igual que ocurre en psoriasis, la

aplicacion tdpica de tiazolidinedionas no mejoran el curso de la enfermedad.

En cuanto a PPARa, multiples estudios han demostrado que la aplicacion topica de
agonistas de este factor es capaz de inducir la diferenciacion de queratinocitos,
mejorando la sintomatologia de dermatitis atopica>>3,

Agonismo de CB1

El receptor cannabinoide de tipo 1 es una proteina de la familia de receptores acoplados
a proteinas G que es activado por diferentes compuestos, como los endocannabinoides,
los fitocannabinoides y diferentes cannabinoides sintéticos. Se ha demostrado que la
supresion del gen codificante para CB1 retrasa la correcta recuperacion de la barrera

epidérmica en modelos de dermatitis atdpica inducida®.

La accién anti-inflamatoria asociada al agonismo de CB1 en dermatitis atopica puede
resultar de utilidad para el cuidado de la piel afectada por esta enfermedad. Diferentes
estudios han demostrado que la aplicaciéon tdépica de agonistas de CB1 atenua la
respuesta inflamatoria en modelos animales de dermatitis atpica inducida mediante

oxazolona®>®,
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Antagonismo de TRPV-1

Al igual que ocurre en psoriasis, en dermatitis atopica este canal cationico es uno de los
principales responsables de la sensacion de picor debida a la reaccion inflamatoria®’.

Varios trabajos han demostrado que la actividad antagonista de TRPV-1 resulta
beneficiosa en dermatitis atopica, ya que ademas de inhibir la secrecion de
neuropeptidos proniflamatorios suprime la sensacién de picor, evita el rascado y

favorece una mejor recuperacion de la barrera epidérmica®-°,

Induccidn de la expresién de filagrina

Como se ha explicado en la introduccidn, la disminucion de la expresion de filagrina, o
bien la existencia de variantes de profilagrina con bajo nimero de copias de filagrina,
son la principal causa de origen genético asociada a una recuperacion deficitaria de la

barrera epidérmical®16°,

De esta forma, es esperable que cualquier actividad que aumente la expresion de
filagrina pueda resultar beneficiosa para el cuidado de esta enfermedad. La mayor parte
de mutaciones asociadas a la enfermedad son aquellas que reducen el nimero de copias
de filagrina dentro del producto de traduccion de profilagrina®. Sin embargo, el
aumento de la expresion del gen de profilagrina podria compensar el déficit global de
unidades de filagrina aumentando su cantidad total, como se observa en el caso de
activadores de PPARy®!,

Actividades contraproducentes e incompatibles

Al igual que ocurria en psoriasis, se ha asociado negativamente la actividad agonista
frente a TRPV-1 con la aplicaciéon dermatitis atpica. Por su parte, al haber asociado de
forma positiva la actividad agonista frente al receptor CB1 con el cuidado de la
enfermedad, se ha de revisar el papel que juega el agonismo frente al receptor CB2
(incluido en la plataforma). Varios trabajos han demostrado que la actividad agonista
frente a CB2 resulta perjudicial para la correcta formacion de la barrera epidérmica® y
que agrava el cuadro sintomatico generado por la dermatitis atopica en modelos
animales®. Por ello, se ha asociado el agonismo de CB2 como modelo experimental

incompatible con la aplicacion dermatitis atopica.

En la siguiente tabla se pueden apreciar las diferentes asociaciones que se han

justificado en esta seccion de la introduccion:
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CB1 CB2 TRPV-1 | TRPV-1 Fillagri
icacié PPAR-y | PPAR-a - - - *  |Autophagyin| o"
Aplicacion Nf-kB [ STAT-3 L., . .. |agonistic |agonistic|agonistic|antagonistic ) gene
activity | activity .. .. .. . keratinocytes |, .
activity | activity | activity | activity induction
Psoriasis + + + + - - -- + +
Dermatitis atdpica + - + + + X -- + - +

Tabla 2. Asociaciones de los diferentes modelos experimentales con las aplicaciones psoriasis y dermatitis
atépica. (+) Asociacion positiva. (--) Asociacion negativa. (X) Incompatibilidad.

Gestion informatica de resultados experimentales: LIMS (Laboratory Information

Management System)

Un LIMS es un sistema de gestion de la informacion de laboratorio, que permite
manejar de forma eficiente los datos generados en procedimientos de caracter
experimental. Estos sistemas son Utiles tanto para proporcionar resultados de una
manera organizada y solida como para asegurar la calidad de los mismos. Los sistemas
LIMS se sustentan en herramientas informaticas que permiten adquirir, tratar, integrar,
almacenar y utilizar los diferentes tipos de informacion que se manejan en un

laboratorio.

Los sistemas LIMS se utilizan en laboratorios concebidos como factorias productivas de
informacidn, empleando los datos generados en éstos bien para crear una base de datos,
0 bien para elaborar informes de resultados. Con la implantacion de un LIMS se
consigue un flujo de trabajo en el que la informacién es aprovechada inmediatamente
tras su obtencion, consiguiendo una optimizacion y mejora de las propiedades

productivas.

Para gestionar la gran cantidad de informacién que emite la plataforma de screening de
la entidad colaboradora, se ha desarrollado un Sistema de Gestion de la Informacion del
Laboratorio (LIMS) con el objetivo de generar una base de datos de compuestos,
informacidn quimica y aplicaciones para realizar la busqueda de combinaciones activas

que constituyan el producto final.

Modelos computacionales
Un modelo computacional es, por definicion, un conjunto de expresiones matematicas
que simulan cambios paramétricos que tienen lugar en un sistema fisico cuya

resolucion, debido a su complejidad, requiere el uso de un sistema informatico. En

muchas ocasiones, la solucion que se busca cuando se recurre a este tipo de métodos no
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se puede obtener mediante un sistema de calculo lineal simple, sino que se necesitan

aproximaciones mas sofisticadas.

En este estudio se ha utilizado un algoritmo genético (AG), modelo computacional
comunmente empleado en la busqueda de soluciones para problemas complejos en

multiples campos.

Algoritmos genéticos

Los algoritmos genéticos son métodos metaheuristicos, inspirados por la evolucion
bioldgica, que son aplicables en problemas de optimizacion donde la solucion final

admite un rango de tolerancia.

Se basan en un método iterativo de busqueda a partir de un conjunto de soluciones
parciales aleatorias (individuos), que se codifican en secuencias numericas
(cromosomas) que configuran la poblacién inicial. EI proceso consiste en seleccionar
iterativamente las caracteristicas de los individuos que aporten mejores soluciones. La
aplicacion de AGs esta condicionada a la disponibilidad de un método de evaluacion de
las soluciones parciales, capaz de asignar una calificacion (fitness), que proporciona una
medida de la idoneidad de cada individuo como solucion al problema planteado. En
cada iteracién, los individuos calificados con peor fitness se descartan,
reconstituyéndose la poblacion con nuevos individuos procedentes de la recombinacion
de los mejor calificados. Para introducir mayor diversidad, se suele incorporar un
componente mutacional, que proporciona una probabilidad de generar nuevos

individuos por alteracion de la secuencia codificante de los ya existentes.

En el campo de la medicina, los AGs se usan comlinmente para automatizar el
procesamiento de imagenes radioldgicas. Algunos ejemplos son la deteccién automatica
del borde de la mama y del pezdbn en mamografias, para identificar

microcalcificaciones®?, o de nodulos en radiografias de pulmon®,

Disefio racional de productos dermatoldgicos y dermocosméticos
Para este proposito, la entidad colaboradora ha desarrollado la herramienta INCOS®,
cuyo funcionamiento se fundamenta en una base de conocimiento empirico, constituida

por una base de datos que incluye la caracterizacion experimental de la actividad

biolégica de una coleccion de compuestos, y un motor de busqueda, que emplea esta
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base de conocimiento para crear combinaciones de compuestos potencialmente

beneficiosas frente a una aplicacién dermatoldgica bajo demanda del usuario.

La caracterizacion de la actividad bioldgica de los compuestos se lleva a cabo mediante
un dispositivo de andlisis multiparamétrico in vitro cuyas caracteristicas se detallan en

el primer epigrafe de los materiales y métodos.

La parametrizacion de las aplicaciones dermatoldgicas consiste en la vinculacion de
resultados positivos en un grupo de modelos experimentales contenidos en dispositivo
de analisis a un efecto bioldgico deseado para cubrir la aplicacion a parametrizar. Los
vinculos entre la actividad biologica reportada por un modelo experimental y el efecto

beneficioso frente a la aplicacion se establecen mediante consulta bibliogréafica.
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Obijetivos

En el sector de Dermofarmacia hay una diferenciacion clara con el sector cosmético en
canales de venta y consumidores. Sin embargo, los principios activos son en la mayoria
de los casos productos naturales que también se utilizan en cosmética y por tanto
tampoco pueden ser testados en modelos animales, lo que dificulta obtener un producto
de eficacia demostrada antes de su lanzamiento comercial. Las plataformas SimDerma®
e INCOS®, creadas por la entidad colaboradora, son ideales para el desarrollo de nuevas
combinaciones para el tratamiento de enfermedades de la piel con base inmunolodgica
(ej Dermatitis AtOpica y Psoriasis), ya que permite desarrollar combinaciones de
ingredientes activos en base a datos bioldgicos reales generados contra dianas

farmacoldgicas concretas.

Asi, el presente trabajo se plantea en base a los siguientes objetivos:

1.- Implementacion de un sistema de gestion de gestion de la informacion del
laboratorio (LIMS) que permita conectar los resultados emitidos por la plataforma de
analisis experimental con la herramienta informatica INCOS® para el disefio racional de

productos dermatoldgicos y dermocosméticos

2.- Validacion y optimizacion del motor de busqueda basado en un algoritmo genético y
empleado por INCOS®. Introduccion de parametros de calidad que permitan garantizar
la correcta ejecucion del motor de blsqueda.

3.- Aplicacion de esta tecnologia para el disefio de productos para el cuidado de la piel

afectada por dermatitis atopica y psoriasis.
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Materiales y métodos

Datos bioldgicos

SimDerma®, la plataforma de andlisis para la obtencién de los datos bioldgicos consta
de 30 modelos experimentales de respuesta bioldgica en tejido dérmico y epidérmico,
fundamentalmente consistentes en la deteccion de cambios en los niveles de marcadores
moleculares o en la identificacion directa de cambios en el comportamiento de los

modelos celulares empleados.

InnoHealt Group S.L. cuenta con una libreria de mas de 200 ingredientes activos
caracterizados fitoquimicamente, que tiene cddigo INCI y que estan siendo
comercializados por diferentes fabricantes de primer nivel en EU. Todos los
ingredientes han sido analizados por la empresa en la plataforma SimDerma®.

A continuacion se expone de forma muy resumida el procedimiento para la obtencién

de datos bioldgicos a investigar en INCOS®.

1.- Inhibiciéon de NF-xB en queratinocitos: Se mide en la linea celular HaCaT-KBF-Luc

estimulada con TNFa (inhibicion de la actividad inducida por TNFa).

2.- Inhibicion de STAT3 en células epiteliales: Se mide en la linea celular HelLa-
STAT3-Luc estimulada con IFN-y (inhibicion de la actividad inducida por IFN-y).

3.- Actividades PPARa vy PPARy: La actividad agonista sobre ambos receptores

nucleares se mide en células NIH-3T3 transfectadas con el sistema Gal-DBD/Gal4-luc.

4.- Antagonismo de TRPV-1: Se utiliza la linea celular 293T-TRPV-1 estimulada con

capsaicina (inhibicion de la actividad inducida por la capsaicina).

5.- Autofagia en queratinocitos: Ensayo de fluorescencia en celulas HaCaT (Cyto-1D

Autophagy Detection Kit).

6.- Ensayos de actividad CB1 y CB2: Se utilizan las lineas celulares 293T-CB1 y

293T-CB2 transfectadas con el plasmido CRE-Luc y estimuladas con WIN y forskolina

respectivamente.

7.- Expresion del gen Filagrina: Se utiliza la linea celular HaCaT-FLG-luc y se compara

con la accién de Cl2Ca.

8.- Agonismo de TRPV-1: Se utiliza la linea celular 293T-TRPV-1 y se compara con

actividad de la capsaicina.
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LIMS (Laboratory Information Management System)

El formato escogido para el desarrollo del LIMS es el fichero XML (eXtensible Markup
Language), un lenguaje basado en etiquetas que permite compartimentalizar la
informacion que compone la base de datos. Esta base de datos va a conformar el espacio

de busqueda sobre el que se va a ejecutar el algoritmo genético.

Los ensayos con cada uno de los ingredientes analizados (fitoextractos comerciales de
uso dermatoldgico y cosmético) en la plataforma SimDerma® se realizan a tres
concentraciones, con el objetivo de parametrizar la actividad que presenta el ingrediente
activo en cada uno de los modelos experimentales. Estas concentraciones son 10 pg/ml,
50 pg/ml y 100 pg/ml. Asumiendo el criterio de la dosis efectiva farmacoldgica (EC50),
cuando el compuesto consigue superar el 50% de la actividad buscada, en comparacion
con el control positivo, se le asigna una potencia. Dependiendo de en cuantas
concentraciones supere dicho umbral, se asignara al compuesto un valor en la forma que

se detalla en la siguiente tabla:

Actividad > 50% del .
Potencia

control positivo en

Ninguna concentracion
Una concentracion

Dos concentraciones

w N - O

Tres concentraciones

Tabla 3. Parametrizacion de la actividad de los compuestos en los diferentes modelos experimentales
Al encontrarse la mayoria de informacion almacenada en hojas de calculo, se ha
elaborado una serie de macros utilizando Visual Basic 6.0 que han permitido traducir
toda la informacion almacenada a un formato utilizable por INCOS®. Una macro es un
fragmento de c6digo que se anexa a un software para programar tareas, ahorrando
tiempo frente a la introduccién manual de los resultados y aportando fiabilidad a los

mismos. Las macros generadas con este fin han sido las siguientes:

e RawMatToXML: Permite transferir a ficheros XML la informacién relativa a
los compuestos analizados, incluyendo la actividad biologica, la composicion

quimica conocida y datos bibliograficos.
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e ChemicallnfoToXML: Convierte a XML la lista de compuestos quimicos
conocidos presentes en los ingredientes activos.

e ExpModelsToXML.: Convierte a XML la lista de modelos experimentales que
conforman la plataforma.

¢ IndicationsToXML: Convierte a XML la lista de aplicaciones y su relacion con
los modelos experimentales, asi como la bibliografia asociada a dicha relacion.

e BiblioToXML.: Convierte a XML la lista de referencias utilizada para respaldar

la asociacion modelo-aplicacion.

Aunque todas estas macros difieren en el contenido (ya que cada una se debe adaptar al
tipo de informacion que maneja), obedecen a un patrén general que puede verse

representado en el siguiente esquema UML (Unified Markup Language):

U sers Crea::sol;:cord > A:g:to
Settings - ode
v
Row++
| Open Qutfile |
A 4
Create XML Read Is the current
Root Node Sheet ROW Row Empty?

Final XML
File

Close XML
Root Node

Qutfile

Figura 2. Esquema UML general de las macros que componen el LIMS.

La base de datos esta compuesta por mas de 200 ingredientes activos de interés en
dermatologia y dermocosmeética, los cuales se han caracterizado en la plataforma de

screening.

Actualizacion del motor de busqueda

En la primera parte del trabajo, se introdujo una bateria de modificaciones en el motor
de busqueda para obtener una herramienta profesional, eficaz y aplicable a los
problemas bioldgicos que se pretenden abordar. Por ello, el trabajo realizado sobre el
motor de blsqueda se ha dividido en tres secciones: Optimizacién, configuracién y

aplicacion.
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Optimizacion del algoritmo de biUsqueda

e Filtro primario para actividades bioldgicas incompatibles

Debido a la complejidad bioldgica asociada a cualquier patologia, ha surgido la
evidencia de que al trabajar con compuestos que presentan actividad en maultiples
dianas, es necesario aplicar restricciones o penalizaciones a aquellas actividades que

puedan resultar contraproducentes para el cuidado de determinadas patologias.

Los filtros primarios tienen como finalidad restringir el espacio de busqueda,
descartando compuestos con determinadas caracteristicas, antes de la ejecucion del
algoritmo. Asi, se ha implementado un nuevo filtro primario para bloquear el uso de

compuestos con actividades incompatibles con la aplicacion solicitada.

e Funcién de evaluacion

La funcion empleada para la evaluacion de las combinaciones es una funcion heuristica
y compone el corazén del motor de bdsqueda. En este trabajo se ha disefiado una
funcién de evaluacion que no solo tiene en cuenta las actividades bioldgicas asociadas a
las aplicaciones solicitadas en las diferentes combinaciones, sino que ademas permite
penalizar aquellas actividades que si bien no son completamente incompatibles con las

aplicaciones solicitadas, puedan tener efectos contraproducentes.

La funcion de evaluacion empleada por el motor se corresponde con la siguiente

expresion:
F(combinacion) = (n1 x A) — (n2 x C)
Donde:

o F esel Fitness o puntuacion final que recibe cada una de las combinaciones que
componen la poblacion del espacio de soluciones parciales.

o A esun parametro que mide la actividad de la combinacion frente a los modelos
experimentales asociados a las aplicaciones solicitadas.

o C es un pardmetro que mide la actividad de la combinacién frente a los modelos
experimentales asociados negativamente a las aplicaciones solicitadas.

o Nn1y Nz son pardmetros numéricos (modificables) que permiten establecer la

aportacion de los anteriores parametros al Fitness de la combinacion.

El valor del Fitness se normaliza en el intervalo 0-100, donde O se corresponderia con

una hipotética combinacion sin actividad sobre los modelos  experimentales
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positivamente asociados y con la maxima actividad frente a los modelos experimentales
negativamente asociados, en tanto el valor 100 se corresponderia con una combinacion
con la maxima actividad frente a todos los modelos experimentales positivamente

asociados Y sin actividad frente a los negativamente asociados.

e Ejecucioén del algoritmo

Uno de los problemas que plantea el uso de un algoritmo genético como motor de
busqueda, esta determinado por la naturaleza del mismo. Al tratarse de un sistema
evolutivo que mejora en cada etapa por recombinacion de los mejores individuos de la
generacion anterior, los parametros que determinan su ejecucion deben ajustarse
mediante sucesivas pruebas para la optimizacion del motor de busqueda. Los

parametros configurables son:

e Numero de tuplas por cromosoma: La tupla es la unidad codificante dentro de
la secuencia del cromosoma, que esta constituida por una cantidad de bits
consecutivos que se decodifican en bloque. EI nimero de tuplas se corresponde
con el nimero maximo de ingredientes que podria codificar un cromosoma, Si
bien pueden existir tuplas no codificantes, lo que proporciona variabilidad en el
ndmero de ingredientes codificados por cromosomas de igual longitud. El
tamafio de tupla depende del nimero de ingredientes a codificar y se calcula
segun el principio de complejidad de Kolmogorov®.

e Tamafio de la poblacién: Es el nimero de cromosomas que Se van a computar
en cada iteracion del proceso evolutivo.

e Numero de épocas: Es el nimero de iteraciones durante las que se ejecuta el
algoritmo.

e Tasa de mutacion: Establece la probabilidad de que un bit cambie de valor en
la nueva subpoblacidon, codificando un nuevo compuesto Yy aportando

variabilidad a la evolucién del sistema

Parameter Walue
Tuples per chromosome 10
Poulation size 100
Evolutive epochs 1000
Mutation rate 0.0z

Tabla 4. Parametros configurables del motor de busqueda
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Todos estos elementos aparecen representados en el siguiente esquema UML que

representa el flujo de datos durante la ejecucion del algoritmo:

User settings:
Applications
Number of tuples
Population size
Epochs
Mutation Rate

( Random | . .
Population [\ Binary Encoding

Associated
activities

Compounds in
Database

Commercial
Restrictions

Activity
Restrictions

Fitness AVO'.d?PIES Crowding
activities

Other parameters

Crossover
Mutation

Discard

N < Epochs?

Final Combination
(Max Fitness)

Figura 3. Esquema UML del algoritmo genético que compone el motor de bulsqueda. El filtro primario para
descartar ingredientes con actividades incompatibles se corresponde con la sentencia condicional de Activity
Restrictions. La funcion Fitness hace referencia a la aplicacion de la funciéon de evaluacion sobre todos los individuos
que componen la poblacion. El operador Crowding permite ordenar todas las combinaciones en funcion de su fitness
priorizando la persistencia aquellas pertenecientes al 50% mejor puntuado. El operador Crossover recombina los
mejores individuos, seleccionados tras la aplicacion del Crowding para dar lugar a la nueva generacion. Por ltimo, el
operador Mutation introduce variaciones aleatorias en las secuencias codificantes en funcion de la probabilidad
determinada por la variable Mutation Rate, lo que se traduciria en afiadir, eliminar o sustituir nuevos ingredientes en
la combinacion, aportandole variabilidad al sistema.

Configuracion del motor de busqueda

Para la optimizacion de los parametros citados anteriormente y la validacién del AG
como motor de busqueda, se han introducido en la base de datos una serie de “Muestras
condicionadas™, consistentes en compuestos hipotéticos ideales que presentan la
méaxima potencia en las dianas bioldgicas asociadas positivamente a las aplicaciones
solicitadas y sin actividad frente a las dianas asociadas negativamente. En las siguientes
tablas se muestra el perfil de actividad de estos compuestos hipotéticos para psoriasis y

dermatitis atopica:
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e Psoriasis

PPAR-y | PPAR-a CB1 CB2 TRPV-1 TRPV-1 Autophagy in Fillagrin
Internal ID| Nf-kB [ STAT-3 . . agonistic | agonistic | agonistic | antagonistic i gene
activity | activity L. L. . . keratinocytes |. K
activity | activity | activity activity induction
M101 +++ +++ +++ +++ - - - +++ +++ -
M102 +++ ++H+ +++ +++ - - - +++ +++ -
M103 ++ +++ +++ +++ - - - +++ +++ -
M104 +++ ++H+ +++ +++ - - - +++ +++ -
M105 +++ +++ +++ +++ - - - +++ +++ -

Tabla 5. Muestras condicionadas para la optimizacion del motor de busqueda en la aplicacion psoriasis

e Dermatitis atdpica

PPAR-y | PPAR-a CB1 CB2 TRPV-1 TRPV-1 AT EI T Fillagrin
Internal ID| Nf-kB [ STAT-3 . . agonistic | agonistic | agonistic | antagonistic . gene
activity [ activity L. .. . . keratinocytes |. )

activity | activity [ activity activity induction
M106 +++ - +++ +++ +++ - - +++ - +++
M107 +++ - +++ +++ +++ - - +++ - +++
M108 +++ - +++ +++ +++ - - +++ - +++
M109 +++ - +++ +++ +++ - - +++ - +++
M110 +++ - +++ +++ +++ - - +++ - +++

Tabla 6. Muestras condicionadas para la optimizacion del motor de busqueda en la aplicacion dermatitis
atépica

Mediante la introduccion de estos compuestos en las bases de datos de ingredientes que
constituyen el espacio de busqueda, se ha podido optimizar la configuracion del motor
de busqueda empleando como control de calidad la frecuencia de uso de los compuestos
ficticios en las combinaciones propuestas por el sistema para psoriasis y dermatitis

atopica.

Finalmente, una vez se ha optimizado el algoritmo, se ha procedido a su aplicacion,
eliminando previamente del espacio de busqueda las muestras condicionadas, para la
busqueda de compuestos que compongan el producto final para el cuidado de la

psoriasis y la dermatitis atdpica.
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Resultados
LIMS

La implementacion del LIMS ha permitido generar un flujo de resultados entre la
plataforma de screening e INCOS®. El LIMS almacena tanto la informacion comercial
como los resultados procedentes de la caracterizacion biologica de los diferentes
compuestos en formato XML, un estandar utilizable no solo por el software de

combinacidn, sino por un amplio rango de aplicaciones informaticas.

Optimizacion del motor de basqueda

Parametros configurables

Tras sucesivas pruebas con la nueva version del motor, se ha llegado a la conclusion de
que los parametros ideales para realizar las busquedas de combinaciones de cuatro

ingredientes son:

o Numero de tuplas por cromosoma: 4
De esta forma se pueden crear combinaciones de hasta cuatro ingredientes. Se ha
escogido este numero de ingredientes debido a que presenta un equilibrio entre
la adecuacion al problema bioldgico (representada por el fitness) y el gasto en

compuestos activos, como se puede apreciar en la siguiente grafica:

Nuamero de compuestos

100 160

90

—=&— Fitness mdximo 140

80 —&— Coste
120
70

60 100

50 80

40

Fitness maximo

60

30
40
20

Coste medio de la combinacién (Euros)

20
10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
NUmero de compuestos en la combinacién

Figura 4. Grafica que representa nimero de compuestos frente a fitness maximo y coste medio de la
combinacion. Los datos del fitness se han obtenido de busquedas reales y se ha utilizado un coste medio de 300
euros/kg de compuesto activo (50 gramos por combinacion).
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o Tamafo de la poblacion: 300
Se ha observado que con un tamafio de la poblacion mayor, la evolucion del
algoritmo se aleja de la progresion determinista y, sin embargo, no se obtienen
mejores resultados, mientras que con un tamafio de poblacion menor, el
algoritmo proporcionaria soluciones con peor evaluacion, habiéndose
encontrado un uso deficitario de muestras condicionadas. En la siguiente tabla se
puede apreciar un ejemplo donde un tamafio de poblacion de 50 imposibilita
encontrar combinaciones constituidas en su totalidad por muestras

condicionadas.

Parametros
Parameter _ Value
|Tuples per chromosome [4
(Poulation size (50
|Evolutive epochs (500
[Mutation rate [0.02

Combinacion resultante

Ingredient
M105
M102
M103
ESC82

Tabla 7. Ejemplo de combinacién obtenida utilizando un tamafio de poblacién de 50.

o Numero de épocas: 500
Este valor, junto con el tamafio de poblacién estipulado, proporciona una buena
evolucion del sistema y una alta reproducibilidad de los resultados, obteniéndose
en todas las busquedas combinaciones de cuatro muestras condicionadas.

o Tasa de mutacion: 0.02%
Esta tasa de mutacion se aplica durante la sintesis de la nueva generacion de
individuos mediante la recombinacién (crossover) de aquellos mejor puntuados
en la generacion precedente. Una tasa de mutacion superior al 0.02%
compromete la principal ventaja del AG, ya que una excesiva variabilidad en la
secuencia de las nuevas soluciones podria determinar un riesgo de perder las

caracteristicas que pretenden heredarse de las soluciones mejor evaluadas.
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Actualizacion del motor de busqueda

Utilizando como control de calidad la frecuencia de uso de muestras condicionadas, las
implementaciones que se han introducido en el motor de busqueda han mejorado

notablemente tanto la precision como la reproducibilidad de los resultados obtenidos.

Con el objetivo de mostrar visualmente como se ha optimizado el algoritmo, se
ejecutaron tres busquedas consecutivas para la aplicacion psoriasis antes de la

implementacion de las actualizaciones.

En las siguientes imagenes se pueden observar los resultados para todas estas
busquedas, ejecutadas con los parametros de configuracion definidos en el apartado

anterior:

e Busqueda 1 — Psoriasis (Pre-actualizacion)

Fitness
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Fitness maximo
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I Fitness minimo
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Figura 5. Resultado de la primera busqueda para psoriasis antes de la actualizacién del motor. Espacio de
busqueda con muestras condicionadas.

Busqueda 2 — Psoriasis (Pre-actualizacion)

Fitness
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Fitness miximo
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I Fitness minimo
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Figura 6. Resultado de la segunda busqueda para psoriasis antes de la actualizacion del motor. Espacio de
busqueda con muestras condicionadas.
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Busqueda 3 — Psoriasis (Pre-actualizacion)

Fitness

92.0

Fitness maximo
69.0
I Fitness medio

I Fitness minimo

46.0

23.0
Combinacién resultante
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Figura 7. Resultado de la tercera busqueda para psoriasis antes de la actualizacion del motor. Espacio de
busqueda con muestras condicionadas.

En ninguna de las tres bdsquedas realizadas se ha obtenido una combinacion de cuatro
muestras condicionadas. La linea verde representa el fitness asignado a la combinacion
mejor puntuada, la linea azul el fitness medio de todas las combinaciones y la linea roja

el fitness de la combinacion peor puntuada.

Tras la implementacion del filtro primario y la nueva funcién de evaluacion, se han
obtenido los siguientes resultados para las budsquedas correspondientes a las

aplicaciones psoriasis y dermatitis atopica:

Busqueda 1 — Psoriasis

Fitness

100.0

Fitness miximo

I Fitness medio

I Fitness minimo

50.0

AR

)J Ingredient
ﬁ‘ 1104

0.0 |/

25.0
Combinacion resultante

M105
1 126 250 374 499 M102
Evolutive Epoch M103

Figura 8. Resultado de la primera blsqueda para psoriasis después de la actualizacion del motor. Espacio de
busqueda con muestras condicionadas.
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Busqueda 2 — Psoriasis

Fitness

100.0

75.0

50.0

250

0.0

250
Evolutive Epoch

374

Fitness mdximo
I Fitness medio
I Fitness minimo

Combinacion resultante

M104
M101

Ingredient

M105

M103

Figura 9. Resultado de la segunda busqueda para psoriasis después de la actualizacion del motor. Espacio de
busgqueda con muestras condicionadas.

Busqueda 3 — Psoriasis

Fitness

100.0

75.0

50.0

25.0

0.0

AL

250
Evolutive Epoch

374

Fitness maximo
N Fitness medio
B Fitness minimo

Combinacion resultante

M102

[M101

M104

[M103

Ingredient

Figura 10. Resultado de la tercera busqueda para psoriasis después de la actualizacion del motor. Espacio de
busqueda con muestras condicionadas.

Como se puede observar, en todas las busquedas ejecutadas el motor ha devuelto una

combinacion de cuatro muestras condicionadas para psoriasis. Esto significa que ha sido

capaz de encontrar la mejor solucién al problema planteado, alcanzando un fitness de

100.
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Busqueda 1 — Dermatitis atopica

Fitness
100.0
I Fitness maximo
75.0 )
I Fitness medio
I Fitness minimo
50.0
25.0 JJLM'M L,
/ Combinacion resultante
Ingredient
M109
0.0 M108
1 126 250 374 499 M106
Evolutive Epoch M107

Figura 11. Resultado de la primera bUsqueda para dermatitis atopica después de la actualizacion del motor.
Espacio de basqueda con muestras condicionadas.

Busqueda 2 — Dermatitis atopica

Fitness

100.0
I Fitness mdximo
75.0
J I Fitness medio
| I Fitness minimo
50.0
Combinacion resultante
Ingredient
M108
0.0
M109
1 126 250 374 499 M110
Evolutive Epoch M107

Figura 12. Resultado de la segunda busqueda para dermatitis atopica después de la actualizacién del motor.
Espacio de basqueda con muestras condicionadas.

Busqueda 3 — Dermatitis atdpica

Fitness

100.0 |
[ Fitness médximo
75.0 . .
I Fitness medio
| I Fitness minimo
50.0
25'0 MM
Combinacion resultante
Ingredient
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0 11106
1 126 250 374 499 (1109
Evolutive Epoch M107

Figura 13. Resultado de la tercera bisqueda para dermatitis atopica después de la actualizacion del motor.
Espacio de busqueda con muestras condicionadas.
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Al igual que ha ocurrido con las busquedas para psoriasis, el motor ha devuelto
Unicamente combinaciones de muestras condicionadas, que alcanzan un fitness del
100%.

Combinacién de compuestos para el cuidado de la psoriasis

Una vez eliminadas las muestras condicionadas, el espacio de busqueda se compone de
una lista de mas de cien compuestos activos de valor dermatoldgico y dermocosmeético.
El siguiente paso tras la actualizacion del motor de busqueda, es su aplicacion para
generar una combinacion de compuestos Util para el cuidado de las dos patologias

abordadas en este trabajo.

Tras ejecutar el algoritmo varias veces, todas las combinaciones obtenidas para psoriasis
presentan la misma composicion, que se puede apreciar en la imagen que se expone a

continuacion:

Fitness

55.0

Fitness miximo
41.0 I Fitness medio

ﬁﬂ“ﬁﬂ'ﬂ“ﬂ%W\-W‘W"u'J"“iﬂ‘a”\?fHJJ'ﬁ““"‘»‘ﬂ[J"“”W'.V i

i

o

Combinacién resultante

Ingredient
ESC82
0.0 ISC50
1 126 250 374 499 1SC52
Evolutive Epoch ISC65

Figura 14. Resultado de la busqueda para psoriasis después de la actualizacion del motor. Espacio de
busqueda sin muestras condicionadas.

La combinacion resultante contiene los siguientes ingredientes:

o ESC82
o 1SC50
o 1SC52
o 1SC65

Por motivos de confidencialidad, no se puede revelar la informacion completa de estos
ingredientes, sin embargo se puede presentar como una combinacion de varios extractos
de origen vegetal reforzados con compuestos puros. En concreto, esta combinacion
contendria extractos de Santalum Album y Silybum Marianum en combinacién con

compuestos organicos de la familia del acido ximeninico.
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Combinacién de compuestos para el cuidado de la dermatitis atépica

A diferencia de la busqueda realizada para psoriasis, la busqueda para dermatitis atopica
ha devuelto tres combinaciones diferentes. El filtro primario nos ha servido para
descartar todos los ingredientes con actividad agonista de CB2, algunos de los cuales
aparecerian en la combinacion de no ser asi (como por ejemplo el ESC82). En las
siguientes imagenes se presentan las tres combinaciones obtenidas para dermatitis

atopica:
Combinacién 1
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Fitness maximo

27.0 B Fitness medio
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Figura 15. Resultado 1 de la busqueda para dermatitis atopica después de la actualizacion del motor. Espacio
de busqueda sin muestras condicionadas.

Combinacién 2

Fitness

TR TIRTRINITIN —————
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?
9.0 J Combinacion resultante

Figura 16. Resultado 2 de la busqueda para dermatitis atopica después de la actualizacion del motor. Espacio
de blsqueda sin muestras condicionadas.
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Combinacién 3

Fitness

}J“WWWW*’W‘,\wﬂ* i
9.0 ‘ﬂ Combinacién resultante

Figura 17. Resultado 3 de la busqueda para dermatitis atépica después de la actualizacién del motor. Espacio
de busqueda sin muestras condicionadas.

La combinacion resultante contiene los siguientes ingredientes:

o 1SC50
o 1SC46
o 1SC56
o ESC77/1SC54/1SC48

Esta combinacion contendria extractos vegetales de Vaccinium myrtillus, Centella
asiatica, Serenoa Repens y el alga Cyanidium caldarium en combinacion con

compuestos puros de la familia del &cido ximeninico.
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Discusion
Asociaciones Modelo Experimental/Aplicacion Dermatologica

La finalidad de este trabajo es, en Gltima instancia, la aplicacion de la tecnologia que se
ha actualizado para la creacion de combinaciones de compuestos para el cuidado de la
piel afectada por psoriasis y dermatitis atopica. Con este objetivo, se ha desglosado el
problema bioldgico asociado a estas enfermedades para su caracterizacion mediante un
grupo de modelos experimentales de inflamacion, diferenciacion e hiperproliferacion
epidérmica, defensa frente al dafio oxidativo y activacién de receptores sensoriales

incluidos en la plataforma SimDerma®.
1.1. Psoriasis

La psoriasis es una enfermedad con un marcado caracter inflamatorio, el cual ejerce un
papel central en el desarrollo de su inmunopatogénesis *. El proceso inflamatorio afecta
al tejido epidérmico provocando la activacion de las terminaciones nerviosas cutaneas,
produciendo sensacion de picor, y la pérdida de la homeostasis por hiperproliferacion de

queratinocitos basales, con la consecuente hiperplasia de la epidermis 2.

La aproximacion planteada para el disefio del tratamiento se basa en la actuacién sobre
estos tres eventos para la correccion de la sintomatologia de la enfermedad. La
inflamacién es un proceso mediado por multiples factores, para algunos de los cuales
existen modelos en la plataforma de screening, habiéndose seleccionado aquellos cuya
asociacion con psoriasis cuenta con respaldo bibliografico. Asi, la inhibicién de los
factores NF-kB 2627 y STAT3 2730 gs el mecanismo elegido para paliar el componente
inflamatorio de la psoriasis. Por otra parte, se ha demostrado que la actividad agonista
frente a PPARy reduce la inflamacion en pacientes con psoriasis, probablemente a
través de un mecanismo indirecto que puede interferir con NF-xB 3, por lo que este
modelo experimental se ha asociado a psoriasis para reforzar la accion antiinflamatoria
ejercida mediante la inhibicion de NF-xB y STAT3.

Se ha demostrado que el picor asociado a la inflamacion en procesos psoriasiformes se
encuentra regulado por el receptor TRPV-1 3, existiendo un producto en fase de ensayo
clinico para el tratamiento de éste sintoma que ejerce su efecto a través del mismo #. De
esta forma, se ha propuesto la actividad antagénica frente a TRPV-1 como modelo de

alivio de picor provocado por lesiones psoriésicas.
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Para el componente hiperplasico se han empleado como modelos la activacion de
PPARa y del proceso de autofagia. Se ha demostrado que la aplicacion topica de un
agonista del receptor es capaz de restaurar la homeostasis del tejido . Por su parte, la
autofagia en queratinocitos es un proceso importante para la homeostasis epidérmica,

que ademas es capaz de controlar la inflamacion en este tejido *'.

En el siguiente esquema se resumen las vias de actuacion seleccionadas para el control

de los efectos de la psoriasis:

—
[ TRPY-1 I picor DR vcion M 11 crplsia RSN | PP R

T PPARy 1 Autofagia de
queratinocitos

Figura 18. Vias de actuacion de la combinacion sobre los procesos asociados a psoriasis.

La combinacién propuesta cubre todas las dianas vinculadas a psoriasis excepto

autofagia en queratinocitos.

1.2. Dermatitits atdpica

Para abordar el estudio de la dermatitis atopica, la teoria inside-outside-inside propone
que el efecto de retroalimentacién que caracteriza su mecanismo fisiopatogénico se
debe principalmente a tres componentes: inflamacion, picor y fallo de barrera
epidérmica 2. Como se ha hecho para el caso de la psoriasis, los componentes de la
enfermedad se han caracterizado de forma independiente mediante los modelos

experimentales de la plataforma.

Para controlar el proceso inflamatorio, se ha elegido la inhibicion de NF-xB 84 y |a
activacion de CB1 °°, incluyendo también la activacion de PPARYy por sus efectos

indirectos sobre la inflamacién a través de NF-xB .

Sin embargo, la activacion de PPARy para el tratamiento de la dermatitits atopica tiene
una doble funcion, puesto que, junto con la activacion de PPARa, promueve la

diferenciacion de queratinocitos y la recuperacion de la barrera epidérmica >3, Un
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tercer modelo de proteccidn de barrera epidérmica que se ha incluido en las definiciones

es la expresion de filagrina en queratinocitos 618,

Finalmente, se ha optado también por el bloqueo de TRPV-1 como modelo de alivio del

picor 8,

Las vias de actuacion elegidas para el cuidado de la dermatitis atopica se representan en

el siguiente esquema:

|

1T CB1 e 1 Filagrina
SR 1nflamacion By TeUTer B
epidérmica
| Nf-kB e | PPARC

[ prar, R

Figura 19. Vias de actuacion de las combinaciones sobre los procesos asociados a dermatitis atopica

La combinacidon propuesta cubre todas las dianas vinculadas a psoriasis excepto
filagrina y CB1. No obstante, al actuar sobre NF-xB y PPARa, se obtienen los efectos

bioldgicos perseguidos por estas dianas no cubiertas.

1.3. Asociaciones negativas

Como se ha explicado, debido a los procedimientos experimentales pueden encontrarse
compuestos que presenten actividad tanto agonista como antagonista frente a TRPV-1,
si bien no es esperable encontrar una elevada potencia para ambos modelos
experimentales. Asi, se ha decidido incluir una penalizacion especifica para la actividad

agonista de TRPV-1, sin excluir el uso de compuestos con esta caracteristica.

Por su parte, los efectos contraproducentes sobre la homeostasis de la piel asociados a la
activacion de receptores CB2 han determinado la clasificacidon de esta actividad como
incompatible para uso en dermatitis atopica®*®!, habiéndose incluido entre los filtros

primarios para la exclusion de compuestos positivos en dicho ensayo.
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Actualizacion del motor de busqueda de INCOS®

Las actuaciones llevadas a cabo sobre el motor de blsqueda de INCOS®, asi como la
optimizacion de los pardmetros de configuracién en tiempo de ejecucién, han permitido
crear una nueva version de la herramienta con mejores prestaciones en su campo de
aplicacion, aumentando su aplicabilidad frente a los problemas bioldgicos planteados, la
reproducibilidad de los resultados y, en ultimo término, la actividad de las

combinaciones creadas.

La reproducibilidad es una caracteristica que le confiere fiabilidad a cualquier sistema
de bdsqueda basado en métodos estocasticos, como es el caso de los AGs. En su estado
previo a la actualizacion, los resultados proporcionados por INCOS® estaban afectados
por una alta dispersion, con una baja coincidencia en la composiciéon de combinaciones

procedentes de busquedas ejecutadas con configuraciones equivalentes.

Para explicar estos efectos, conviene introducir algunos conceptos relativos a los
métodos de busqueda. Un arbol de decision es la representacion esquematica de un
problema mediante un sistema de nodos y aristas, donde los nodos representan
soluciones parciales al problema y las aristas las posibilidades de combinacién entre
estas soluciones parciales para obtener soluciones mas avanzadas. El espacio de
busqueda es el conjunto de posibles soluciones parciales y globales al problema. El
campo de busqueda es un subconjunto restringido del espacio de blasqueda sobre el que
opera el algoritmo de busqueda. Por Gltimo, el espacio de soluciones es el conjunto de
todas las posibles soluciones globales al problema, procedentes de todas las posibles

combinaciones de soluciones parciales.

Es importante matizar que el AG es aplicable Unicamente si el espacio de soluciones
admite cierta tolerancia, como es el caso que trata el presente trabajo, donde diferentes
combinaciones de activos pueden tener una misma aplicacion en tanto su actividad
bioldgica sea similar. Sin embargo, la reproducibilidad de los resultados indica que la
busqueda avanza por la rama correcta del arbol de decisiones. El interés del uso de
métodos estocasticos, y de AGs en particular, como motores de busqueda reside en su
capacidad de restringir el campo de busqueda dentro del espacio global, descartando las
ramas del arbol de decision que presentan una baja probabilidad de conducir a una
solucion optima al problema planteado. Esto es especialmente relevante cuando se trata

de espacios de busqueda complejos, donde el uso de métodos lineales, que evalian de
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forma individual cada una de las soluciones posibles dentro del espacio de busqueda,
consumiria una alta cantidad de recursos y tiempo de computacion. La capacidad de
restringir el espacio de busqueda la proporciona la funcion heuristica, que es una
estimacion de la distancia entre un nodo del espacio de bldsqueda, que representa una
solucion parcial, y la solucion global del problema planteado. De este modo, una
funcion heuristica adecuadamente formulada permitiria reducir el campo de busqueda,
confinando el espacio de soluciones y proporcionando por tanto mayor reproducibilidad

al sistema.

En el caso de los AGs, la funcion heuristica empleada es la funcion de evaluacion que
se aplica a las soluciones parciales en cada generacion, la cual ha constituido el
principal objetivo de las actuaciones sobre el motor de busqueda. La funcion empleada
en la version previa de INCOS® evaluaba Gnicamente los perfiles de actividad en
modelos experimentales asociados a efectos beneficiosos frente a la aplicacion
solicitada. La actualizacion ha consistido en ampliar este concepto para penalizar
perfiles de actividad en modelos experimentales asociados a riesgo o efectos deletéreos
frente a la aplicacion solicitada. La inclusion de esta nueva variable determina una
mayor restriccion del campo de busqueda y por tanto del espacio de soluciones,

aumentando la reproducibilidad del sistema.

Una segunda actuacion ha sido la implementacion de un filtro primario para excluir del
espacio de bdsqueda compuestos que respondan a determinados patrones de actividad.
Los filtros primarios acttan a nivel del espacio de busqueda, previamente a la ejecucion
del motor. Como ya se ha descrito, la activacion de CB2 es incompatible con
tratamientos para dermatitis atopica, por lo que se eliminan los compuestos con este
perfil de actividad, restringiéndose el espacio de busqueda y por lo tanto el campo de
busqueda y el espacio de soluciones, con lo que una vez mas aumentaria la

reproducibilidad del sistema.

Asi, la actualizacion de la herramienta ha consistido en la introduccion de asociaciones
actividad bioldgica/aplicabilidad dermatoldgica con caracter negativo que, sumadas a
las asociaciones positivas ya existentes, proporcionan una descripcion mas precisa del
problema biolégico a modelizar y por lo tanto aumenta la probabilidad de éxito en la

busqueda racional de soluciones.
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Casos practicos de aplicacion de la nueva version de INCOS®

La aplicacion del motor de busqueda para disefio de tratamientos para psoriasis y

dermatitis atopica ha devuelto las combinaciones que se presentan en la siguiente tabla:

Psoriasis Dermatitis atdpica
ESC82 ISC50
ISC50 ISC46
ISC52 ISC56
ISC65 ESC77 /1SC54 / ISC48

Tabla 8. Combinaciones finales de compuestos activos para el cuidado de la psoriasis y la dermatitis atépica.

Para el caso de psoriasis, el sistema ha propuesto la misma combinacion en todas las
busquedas efectuadas, mientras que en dermatitis aparecen de forma recurrente tres
combinaciones diferentes, en las que varia uno de los compuestos. Esto se debe
probablemente a que estos tres compuestos aportan una actividad similar, por lo que su
inclusion proporciona una evaluacion equivalente a las combinaciones durante la

ejecucion del motor de busqueda.

Por motivos comerciales, los compuestos se encuentran codificados. Las combinaciones
finales surgen de la unién de extractos naturales de origen vegetal, procedentes de las
especies como Santalum Album 9, Silybum Marianum ¢, Vaccinum Myrtillus ® y

Centella asiatica %, con compuestos puros de la familia del acido ximeninico.

El presente trabajo constituye una aproximacion teorica para la busqueda de las
combinaciones que se presentan. Para validar la actividad biol6gica que se asigna a
estas combinaciones, asi como para identificar posibles efectos cooperativos 0
interacciones adversas por el uso combinado de sus componentes, deben someterse al
proceso de analisis en la plataforma de screening e, idealmente, a un ensayo de eficacia

in vivo.
Potencial de INCOS® en futuros desarrollos

El motor de busqueda optimizado en este trabajo posee un gran potencial en el
descubrimiento de combinaciones activas en multiples campos. La herramienta permite
utilizar los resultados generados por una plataforma de screening (en este caso) o

procedentes de conocimiento bibliografico para combinar compuestos naturales o
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sintéticos a partir de la informacion contenida en una base de datos, la cual esta
continuamente actualizandose con nuevos resultados que se introducen mediante el
LIMS.

El procedimiento para disefiar una combinacion activa para un aplicacion especifica

consistiria en los siguientes pasos:

e Estudio de la aplicacion que se desea cubrir mediante la combinacion, que puede
estar relacionado con el tratamiento de la sintomatologia de una enfermedad o
condicion especifica de piel, la prevencion frente a agresiones externas, o
correccion de defectos visuales de interés en medicina estética o en
dermocosmeética.

e Parametrizaciébn de la aplicacion mediante la asociacion de modelos
experimentales vinculados de forma positiva 0 negativa, lo cual se llevaria a
cabo mediante el LIMS.

e Ejecucion de la busqueda mediante la herramienta INCOS® para la obtencion de
las combinaciones en base al contenido de las bases de datos.

e Sintesis de las combinaciones en laboratorio de quimica hiumeda y validacién in
vitro mediante la plataforma de screening para la identificacion de posibles
defectos funcionales.

e Andlisis in vivo, que se llevara a cabo generalmente con personas voluntarias
evaluandose parametros objetivos y encuestas de satisfaccion, si bien seria
necesario el desarrollo de una fase de ensayo clinico regulada en caso de que se

reivindique un valor farmacoldgico para el producto.
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Conclusiones

e Mediante una combinacion de compuestos activos con un coste relativamente
asequible, es posible abordar diferentes aspectos patolégicos asociados a
enfermedades inflamatorias de la piel como la psoriasis o0 la dermatitis atopica.

e La introduccion de un sistema de penalizacion para determinadas actividades
bioldgicas en el motor de basqueda ha proporcionado una mayor adecuacion de
las combinaciones obtenidas a las enfermedades.

e La optimizacién de la funcion de evaluacion ha aumentado la reproducibilidad y
eficacia de las basquedas realizadas mediante el algoritmo genético.

e Debido a la complejidad de los sistemas biolégicos y a la gran cantidad de
informacion disponible, los métodos de andlisis lineal adquieren papel
secundario frente a los métodos computacionales para toma de decisiones

(inteligencia artificial) como el algoritmo genético.
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