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-  RESUMEN.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia asociada a la edad y se
predice un crecimiento exponencial de pacientes afectados en los proximos afios debido al
envejecimiento global. Debido a su fisiopatologia compleja y parcialmente entendida, los
tratamientos actualmente disponibles tienen una dimension esencialmente paliativa y se
considera que la EA es una patologia cronica e irreversible. El desarrollo de nuevas
herramientas bioinformaticas a lo largo del siglo XXI nos permite analizar y predecir los
mecanismos biologicos que conducen a la EA, y el planteamiento de nuevas estrategias
farmacoterapéuticas. El manejo y entendimiento de estas nuevas tecnologias se han convertido
en unas habilidades inestimables para progresar en las esperanzas de encontrar un tratamiento
eficaz contra la enfermedad. Este trabajo propone presentar algunas de estas herramientas y sus

aplicaciones dentro de lo que supone la investigacion sobre la EA.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, Bioinformatica, docking, Acetilcolinesterasa,

NMDA, BACE], inmunoterapia, BA, proteina tau, PPA, farmacoterapia, ensayos clinicos.

-  ABSTRACT.

Alzheimer’s disease (AD) is the major cause of age-related dementia and the number of affected
patients is predicted to grow exponentially in the next years because of the global aging of
world’s population. Due to its complex and partially understood physiopathology, the actually
available treatments have essentially palliative effects, and AD is still considered as a chronic
and irreversible affection. The development of new bioinformatic tools through the XXI*
century allows us to analyze and predict the biological mechanisms leading to AD, and to plan
new pharmacotherapeutical strategies. The understanding and mastering of these new
technologies have become priceless skills to progress in the hopes to find a treatment for the

disease. This work pretends to present some of these tools and their applications in the AD field.

Keywords: Alzheimer’s disease, Bioinformatics, docking, Acetylcholinesterase, NMDA,

BACEI, immunotherapy, A, protein tau, APP, pharmacotherapy, clinical trials.



- TABLA DE ABREVIATURAS.

EA/AD: Enfermedad de Alzheimer

PPA: Proteina Precursora Amiloide

BA: Beta amiloide

AchE: Acetilcolinesterasa

ONF: Ovillos Neurofibrilares

FHE: Filamentos Helicoidales Emparejados

BACEL1: Beta-Secretasa 1

PP2B: Fosfatasa calcineurina dependiente de calcio

NMDA: N-Metil-D-Aspartato

BHE: Barrera Hemato-Encefalica

ADMET:
Absorbcion/Distribucion/Metabolizacion/Eliminacion/Toxicidad

CL50: Concentracion Letal 50

DL50: Dosis Letal 50

EMA: Agencia Europea del Medicamento

FDA: Food and Drug Administration

PDB: Protein Data Bank

QSAR: Quantitative Structure-Activity Relationship




- INTRODUCCION.

A) La enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer (£4) es una enfermedad neurodegenerativa cronica y progresiva
responsable de una serie de alteraciones de las funciones cerebrales que afectan la memoria, la
capacidad de lenguaje, de pensamiento y, en las fases mas avanzadas, la capacidad de realizar
tareas diarias de manera autobnoma (1).

La EA fue descrita por primera vez por el psiquiatra alemédn Alois Alzheimer cuando observé
en una paciente de 51 afios, Auguste Deter, sintomas de paranoia, trastornos de la memoria e
irritabilidad emocional. Tras la muerte de su paciente, la diseccion del cerebro le permitid
observar cambios estructurales en forma de atrofia y dafios corticales (2).

Alzheimer también puso en evidencia la presencia de alteraciones neurofibrilares y depositos
de placas seniles en las afueras de las neuronas de la Sra. Deter. Con estos descubrimientos,
concluy6 que la paciente no padecia de ninguna demencia descrita hasta entonces y en 1912,
su compaiero de trabajo, Emile Kraepelin, dio a la enfermedad su nombre definitivo en honor
a su descubridor (2).

Mas de 100 afios después del primer informe de Alois Alzheimer, la fisiopatologia de la EA
sigue sin estar explicada por completo, y solo han sido aprobados cinco tratamientos. Sin
embargo, se han conseguido entender algunos de los mecanismos fisiopatologicos que han

permitido elaborar hip6tesis mediante los cuales se dirigen los ensayos clinicos actuales (2).

B) Epidemiologia de la enfermedad de Alzheimer.

Seglin la OMS, la EA representa entre 60% a 70% de los 50 millones de personas que viven
con demencia en 2020. Se prevé que estas cifras se dupliquen en 2030 e incluso puedan llegar
a los 120 millones de afectados en 2050. Por otra parte, la OMS también apunta que, en 2013,
las demencias costaban anualmente unos 604 mil millones de dolares americanos y se espera
que estas cifras sigan aumentando (3).

Estas previsiones, y los cambios demograficos que estan por llegar con el envejecimiento global
de la poblacidn, representan un reto importante para la comunidad cientifica que sigue
trabajando para entender mejor la EA e investigando nuevas estrategias cuya finalidad sea el

tratamiento de la enfermedad y no solamente cuidados paliativos (3).



C) Nuevas estrategias terapéuticas.

Debido al aumento de la presion de las actividades humanas sobre el medioambiente y los
modelos econdmicos, se ha estado promocionando medios para fomentar el desarrollo
sostenible en el mundo de la investigacion farmacéutica.

La necesidad de limitar el sufrimiento animal y la buena gestioén de los recursos adjudicados a
la investigacion cientifica han dado a los avances tecnologicos un papel crucial para cumplir
con las exigencias de una sociedad cada vez mas comprometida con el desarrollo sostenible.
Uno de los recursos a los que podemos recurrir para cumplir con estos objetivos son las distintas
herramientas bioinformadticas disponibles para realizar estudios ‘in silico’. Estas nuevas
técnicas nos permiten obtener una multitud de informacién valiosa mediante el andlisis de
interacciones bioldgicas, el cribado virtual de fArmacos potenciales o el modelado molecular de
farmacos novedosos con sus dianas terapéuticas.

Ademas, el desarrollo de ordenadores con procesadores de arquitectura ARM, permite elaborar
procesos bioinformaticos complejos de manera mas econdémica y ecoldgica gracias a un ahorro
significativo de energia eléctrica frente a los procesadores x64 tradicionales (4).

Aunque los datos adquiridos a partir de los estudios bioinformaticos siguen teniendo que ser
confirmados mediante experimentos in vitro o in vivo, el conocimiento que se obtiene gracias
a ellos permite plantear lineas de investigacion mas especificas y evitar iniciar proyectos o

ensayos destinados a fracasar antes de iniciarlos.

- OBJETIVOS.

El objetivo general de este trabajo es alcanzar una mejor comprension de las herramientas
bioinformaticas disponibles para evaluar farmacos potenciales para el tratamiento de la EA.
Los objetivos secundarios se definen a continuacion:
1. Las propiedades farmacocinéticas de los farmacos aprobados y en desarrollo para
el tratamiento de la EA.
2. La caracterizacion bioinformatica de la farmacodinamia de estos tratamientos.

3. Definir la relacion de estos tratamientos con la fisiopatologia clinica de la EA.

- HIPOTESIS.

El uso de herramientas bioinformaticas en la investigacion frente a la EA permite mejorar el
entendimiento que tenemos de la enfermedad y elaborar estrategias farmacoterapéuticas

innovadoras para el desarrollo de nuevos tratamientos.



- METODOLOGIA.

Para poder cumplir con los objetivos establecidos, se ha realizado una busqueda bibliografica
consultando bases de datos como Pubmed, Cochrane, Google Scholar, Medline Compete,
Elsevier y SpringerLink.

A partir de la informacidn encontrada, se han realizado una serie de experimentos ‘in sillico’
mediante diversos portales bioinformaticos como:

e Protein Data Bank (PDB) (5), es una base datos de estructuras cristalograficas
tridimensionales de proteinas y 4acidos nucleicos.

e Expasy (6), portal web del Instituto Suizo de Bioinformatica con acceso a una multitud
de programas y bases de datos de uso académico.

e Mole (7), caja de herramientas bioinformaticas online para la caracterizacion de poros,
canales y cavidades dentro de estructuras proteicas.

e pkCSM (8), servidor web de analisis de perfiles farmacocinéticos.

e ProABC2 (9), servidor web especifico de la caracterizacion de los paratopos de
anticuerpos.

e Ellipro (10), programa en linea desarrollado por el IEDB (Inmune Epitope Database)
para la prediccion y visualizacion de epitopos a partir de una estructura tridimensional
de un antigeno.

Ademas, para realizar y procesar los resultados experimentales también se han utilizado
softwares de edicion y visualizacion de moléculas como Pymol (11), UCSF Chimera (12),
Avogadro (13), MarvinSketch (14); docking por modelado molecular con Autodock Vina (15)
y andlisis de interacciones con Ligplot (16).

Estas operaciones bioinformaticas han sido realizadas con un ordenador MacBook Air 2021
con un procesador M1 de arquitectura ARM, excepto para los softwares que no eran

compatibles (Autodock Vina).

- RESULTADOS Y DISCUSION.

1. Fisiopatologia de la enfermedad de Alzheimer.
1.1.  La hipotesis colinérgica.

Partiendo de la analogia con la enfermedad de Parkinson, cuya causa se debe a una disminucion
global de la cantidad de dopamina, surgié la hipotesis de que la EA podia deberse a una
disminucién de acetilcolina, un neurotransmisor de reconocido rol en la memoria (17).

Posteriormente se confirmo que los niveles de acetilcolina estaban disminuidos en los pacientes



con EA y que, ademas, estaban alteradas otras funciones ligadas a las actividades colinérgicas
del cerebro (2).

El hecho de que los pacientes con EA desarrollen ovillos neurofibrilares (ONF) en zonas que
almacenan originalmente grandes cantidades de acetilcolina, parecia dar més credibilidad a esta
hipotesis colinérgica y se empezaron a plantear y elaborar tratamientos basados en la reposicion
de los niveles de acetilcolina (2).

Sin embargo, la reduccion colinérgica no es mds que una consecuencia secundaria de la
destruccion neuronal, y se ha podido demostrar que otros neurotransmisores también se ven
afectados por la enfermedad por lo que la hipdtesis colinérgica perdid su peso en las
investigaciones posteriores (2).

A pesar de esto, este planteamiento inicial ha permitido elaborar tratamientos sintomatologicos
importantes basados en la reposicion colinérgica que siguen vigentes hoy en dia. De hecho, de
los 6 tratamientos aprobados por la FDA (Food and Drug Administration) para la EA, cuatro
de ellos son inhibidores de la acetilcolinesterasa (AchE): tacrina, donepezilo, galantamina y
rivastigmina.

En Europa son tres de cuatro: donepezilo, galantamina y rivastigmina. Estos han demostrado,
aunque de manera muy limitada, tener un cierto beneficio para la calidad de vida de los

pacientes.

1.2.  La hipotesis amiloide.

En 1984, George Glenner y Terry Wong (18) descubrieron que las placas seniles acumuladas
en el cerebro de los pacientes con EA estaban formadas por la acumulacion de una proteina de
unos 40 aminodcidos denominada beta-amiloide (BA). A partir de este descubrimiento
desarrollaron la hipotesis amiloidea que sugiere que la acumulacion de BA es el factor
desencadenante de la enfermedad.

Afos después, se descubre que BA es un fragmento de una proteina de transmembrana que se
encuentra presente en las células cerebrales: la proteina precursora amiloide (PPA). Asimismo,
descubren que el gen responsable de la PPA se encuentra en el cromosoma 21, lo que explica
que encuentren placas similares en los vasos sanguineos cerebrales de las personas con
Sindrome de Down, puesto que esta enfermedad se caracteriza por la trisomia del par 21 (2,18).
La hipoétesis amiloidea cobra mas peso atn cuando se evidencian mutaciones del gen para la
PPA en formas familiares juveniles de la EA (19). Las acumulaciones de placas seniles se
forman de dos tipos de BA de distinta longitud en aminoéacidos, fA40 y BA42, y la mutacion
en el gen de la PPA provoca una mayor proporcion de BA42, que tiene una tendencia a

acumularse y una toxicidad mayor que A40 (20).



Sin embargo, las mutaciones en el gen de PPA no explican todas las formas familiares de EA.
Posteriormente, se descubrid que otro tipo de mutaciones en el gen que codifica la proteina
presinilina 2 también se asocia a formas precoces de la EA (21).

La fragmentacion de PPA es catalizada por unas enzimas de tipo secretasas que inducen un
proceso proteolitico que rompe la proteina en distintos puntos de su secuencia.

Estas enzimas pueden ser alfa, beta o gama secretasas (22) y se ha demostrado que el gen de la
presinilina-2 forma parte del complejo que actiia como una gama secretasa, y, por tanto, permite
un aumento de la formacion del fragmento BA42 (23). La actividad de la beta-secretasa 1
(BACELI) también provoca la formacion de fragmentos amiloidogénicos, ya que su actividad
catalitica fragmenta la PPA de forma que pueda ser luego procesada por las gama-secretasas
que produciran BA con capacidad de acumulacion (24). Por otro lado, la actividad alfa-
secretasa, que es la que predomina en condiciones normales, permite el procesamiento de PPA
produciendo fragmentos no-amiloidogénicos que no tienen las propiedades de acumulacion de
las otras vias cataliticas (25).

Estos descubrimientos sobre la formacion de las placas amiloideas y la aceptacion general de
la hipotesis amiloidea son los puntos esenciales en los que se apoyan los intentos de elaborar

tratamientos modificadores de la enfermedad por reduccion de BA (26-28).

1.3. La proteina tau.

A principios de los afios 80, se puso de manifiesto que las alteraciones neurofibrilares que habia
observado Alois Alzheimer estaban principalmente compuestas por haces de filamentos
helicoidales emparejados (FHE) anormalmente fosforilados de proteina tau, una de las
proteinas asociadas a microtiibulos (29).

En condiciones fisiologicas normales, la fosforilacion de la proteina tau permite regular su
unién y separacion con los microtiibulos neuronales. Cuando la proteina tau se encuentra
hiperfosforilada, aumenta la fraccion en forma libre y empiezan a agregarse entre ellas para
formar los filamentos helicoidales (30,31).

Aunque las formas familiares de EA apuntan a que el origen de la enfermedad se puede explicar
con la hipdtesis amiloidea original, los anélisis de las lesiones histopatolégicas provocadas por
las FHE parecen concordar mejor con la neurodegeneracion asociada a la EA (32).
Actualmente, con una hipoétesis de la cascada amiloidea modificada, se piensa que las formas
oligoméricas y solubles de BA son responsables de una compleja cascada de reacciones que,
finalmente, producen la muerte neuronal (32-35). Este nuevo planteamiento ha permitido
elaborar nuevas estrategias de tratamientos donde se da més importancia al papel patologico de

la proteina tau (36). Esta cascada amiloidea provoca lo que se conoce como la triada
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neurodegenerativa (33), donde los oligobmeros de PBA activan la fosfatasa calcineurina
dependiente de calcio (PP2B) a través de los receptores de NMDA (N-Metil-D-Aspartato) (37).
Los oligdbmeros solubles de BA son suficientes para provocar cambios morfologicos dentro de
las neuronas afectadas, pero se ha observado que son las acciones conjuntas de BA y los cambios
en la proteina tau lo que provoca finalmente la muerte neuronal (38).

La complejidad de esta cascada de reacciones ha permitido determinar varias vias terapéuticas
posibles dirigidas contra la formacién y acumulacion de formas toxicas de la proteina tau tanto

rio abajo como rio arriba (32,36).

2. Tratamientos sintomaticos y mecanismos de accion.

Actualmente, solo cuatro medicamentos han sido aprobados por la Agencia Europea del
Medicamento (EMA) de los cuales tres de ellos son inhibidores de la AchE (Donepezilo,
Rivastigmina y Galantamina) y el cuarto un inhibidor del receptor NMDA (Memantina) (39).
Los inhibidores de la AchE han demostrado mejorar ligeramente los sintomas asociados a la
cognicion, el comportamiento y la independencia del paciente con EA leve a moderada.

La memantina, un inhibidor de los receptores NMDA, también ha demostrado ser beneficiosa
en sintomas psiquiatricos, cognitivos y de autonomia en formas moderadas a graves de EA.
La combinacion de memantina con alguno de los inhibidores de la AchE también puede tener
un cierto beneficio respecto a una monoterapia en EA moderada a grave (40).

No hay una diferencia clinica significativa que permita decir que alguno de los tratamientos
sintomdticos actualmente disponibles sea mejor que otro, ya que tienen un perfil de seguridad
y eficacia bastante similares.

La eleccion del tratamiento es a criterio del médico prescriptor, basdndose en cémo reacciona
el paciente y la severidad de sus sintomas. No obstante, en las fases més avanzadas de la EA se
suele preferir el donepezilo como inhibidor de la AchE y se valora su combinacion con la
memantina (2).

A pesar de esto, estos tratamientos no tienen la capacidad de cambiar la progresion de la
enfermedad y su beneficio es, por ahora, meramente sintomatico (2).

Es por lo tanto necesario definir nuevos tratamientos que permitan avanzar hacia una curacion
de la EA y, a continuacion, se va a realizar la caracterizacion bioinformatica de tres de los

tratamientos sintomaticos aprobados: el donepezilo, la galantamina y la memantina.

2.1. Inhibidores de la AchE.

La hipotesis colinérgica, a pesar de su posterior declive, asento las bases de los primeros

intentos terapéuticos para tratar la enfermedad.

11



Partiendo del principio de que la EA provoca una disminucion global de acetilcolina, intentar
aumentar su disponibilidad podia ser beneficioso para los pacientes con EA (2). Una de las
dianas terapéuticas para alcanzar este objetivo de reposicion colinérgica es la AchE: la enzima
responsable de descomponer la acetilcolina en la sinapsis neuronal. Su bloqueo mediante

farmacos inhibidores supone el aumento de la disponibilidad en acetilcolina (41).

2.1.1. Donepezilo.

El donepezilo (Figura 1) es un inhibidor reversible de la AchE, desarrollado en 1996 (41,42).
Estd disponible en dosis de 5 mg o 10 mg en comprimidos orales o en comprimidos
bucodispersables. Se inicia el tratamiento con una dosis inicial de 5 mg/dia inmediatamente
antes de acostarse. Después de un mes de tratamiento, se puede aumentar la dosis hasta un

maximo de 10 mg/dia (43).

Estructura quimica del donepezilo.

A)
Figura 1. A) Estructura 2D de donepezilo. Realizado con MarvinSketch (14) B) Estructura 3D tras
minimizacion de energia, realizada con Avogadro (13).

Farmacocinética del donepezilo.

Para caracterizar las propiedades farmacocinéticas del donepezilo, y del resto de medicamentos
tratados en este trabajo, se ha realizado unos analisis bioinformaticos utilizando los servidores
de pkCSM (8) y SWISS-ADME (6) y se han comparado con los datos experimentales que se
dispone.

El andlisis farmacocinético (Tabla 1) nos permite predecir una excelente absorcion oral para el
donepezilo y una solubilidad en agua moderada.

Los datos de distribucion demuestran que el firmaco tiene una unién muy fuerte con las
proteinas plasmaticas (95% segun la ficha técnica, 100% segun pkCSM) y tiene una excelente
permeabilidad frente a la barrera hemato-encefalica (BBB Permeability).

Respecto al metabolismo, los programas predicen que el donepezilo es un inhibidor de los
citocromos P2D6 y P3A4 (Confirmado por los datos experimentales), lo que nos indica que
debemos tener en cuenta las posibles interacciones con otros medicamentos sustratos de estos

citocromos (como puede ser la fluoxetina) (43).
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Segun el programa del pkCSM, la DL50 (Dosis Letal 50) en ratas corresponderia a 2,753
mol/kg, lo que equivaldria a mas de 1 kg de farmaco por kg corporal. Esta dosis no tiene ningin
sentido desde el punto de vista farmacéutico y no se adecua a la realidad experimental.

Para los analisis posteriores, se ha decidido descartar los resultados de DL50 y utilizar la CL50
(Concentracion Letal 50) de Pimephales Promelas para valorar la toxicidad.

En el caso del donepezilo, esta CL50 predice un potencial de toxicidad aguda alto, coherente
con la DL50 real del donepezilo (32,6 mg/kg) (43).

Se tiene que tomar en cuenta también que los analisis farmacocinéticos se realizan comparando
la molécula de interés con una base de datos mediante su codigo SMILES. Este formato
representa las moléculas de forma plana por lo que no toma en cuenta sus caracteristicas

tridimensionales, lo que puede generar diferencias significativas con la realidad experimental.

| pkCSM SwissADME

Solubilidad en agua -4,643 (log mol/L) -4,81 (log mol/L)/
Moderadamente soluble

Absorcion Intestinal 93,707 (% absorbido) Alta (Categorico)

Permeabilidad a Caco-2! 1,273 (log Papp en 10 cm/s) -

Permeabilidad BHE? 0,157 (Log BB) Si (Categorico)

Fracciéon unida a proteinas | 100 (%) -

plasmaticas

Volumen de distribucion 1,266 (Log L/kg)* -

Citocromos inhibidos CYP2D6/CYP3A4 CYP2D6/CYP3A4

Aclaramiento renal 0,987 (log ml/min/kg) -

Hepatoxocidad Si (Categorico) -

CL50* (Pimephales Promelas) -2,011 (log mM) -

“Druglikeness’’S - Si (Lipinski, Ghose, Veber, Egan,
Muegge)

1: Caco-2 es un modelo in vitro de la mucosa intestinal. Un valor por encima de 0,90 predice una buena absorcion intestinal.

2: Un valor LogBB por encima de 0,3 predice una buena permeabilidad de la BHE y una mala distribucion cuando esta por debajo de -
1.

3: Un valor de volumen de distribucién se considera alto por encima de 0,45.

4: Es la concentraciéon minima que provoca la muerte de 50% de los peces de la especie Pimephales promelas. Farmacos con valores
de log por debajo de -0,3 tienen una toxicidad aguda importante.

5: Es el potencial que tiene una molécula para servir como farmaco segun distintos modelos (Lipinski, Ghose, Veber, Egan y Muegge).

Tabla 1. Predicciones de las propiedades farmacocinéticas del donepezilo obtenidos a partir de las bases de
datos de pkCSM y SwissADME. Elaboracion propia, segun el protocolo de Avram et al (44).

Caracteristicas farmacodinamicas del donepezilo.

Una busqueda en la base de datos de PDB (Protein Data Bank) nos ha permitido encontrar una
estructura cristalografica de la AchE ligada al donepezilo (Figura 2.A PDB ID: 4EY7 (45)).
Para poder observar y analizar las interacciones del farmaco, se ha procesado la proteina
(cristalizada en forma de dimero en el archivo original) con el programa UCSF Chimera (12)
para guardar inicamente la unidad monomérica biolégicamente activa junto al donepezilo libre
de solvente. En los seres humanos la AchE funciona como un tetramero (46).

Después de curar el archivo PDB, utilizamos el programa PyMol para observar las

caracteristicas tridimensionales de la enzima y, gracias al plug-in “h_color” podemos observar
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la superficie proteica con las zonas hidrofobicas destacadas en rojo (Figura 2.A). Esta
perspectiva nos permite observar un “pocket” (bolsillo) proteico en el que se ha alojado el
donepezilo.

El andlisis posterior con Ligplot (Figura 2. B.) nos permite tener una visiéon mas detallada de

las interacciones directas entre el ligando y la proteina.
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Figura 2. Propiedades farmacodinamicas del donepezilo. A) Estructura cristalogradfica de la AchE (PDB ID:
4EY7 (45)) en complejo con donepezilo dentro de su “pocket”. Elaborado con PyMol (11). B) Esquema Ligplot
(16) de las interacciones del donepezilo con la AchE.

Teniendo en cuenta que la triada catalitica de la enzima para la acetilcolina esta formada por
los aminodcidos S203, E334 y H447 (Figura 3) (47), podemos predecir, a partir de estos
resultados, el caracter no-competitivo del donepezilo para la inhibicion de la AchE, bloqueando

el acceso del sustrato a su sitio de accion.

Figura 3. Triada catalitica (Ser203, Gly335 e His447, en amarillo) del sitio de union de la Acetilcolina.
Estructura cristalogrdfica de AchE en estado nativo (PDB ID: 4EY4 (45)). Elaborado con PyMol (11).
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2.1.2. Galantamina.

La galantamina (Figura 4) es un alcaloide terciario inhibidor reversible y competitivo de la
AchE que, ademads, tiene la capacidad de modular positivamente los receptores colinérgicos
nicotinicos cuya estimulacion se ve afectada por la disminucion global en acetilcolina (2,48).
Esta particularidad de la galantamina, que no comparte con ningtn otro Inhibidor de la AchE,
le confiere ademas efectos neuroprotectores que favorecen el aclaramiento de BA y contribuye
a una disminucion significativa de la mortalidad de los pacientes tratados con galantamina
frente a placebo (49).

La galantamina se encuentra en Espana en forma de cépsulas de liberacion prolongada (de 8
mg, 16 mg o 24 mg) o en solucion oral de 4 mg/ml (50).

La posologia inicial es de una toma tnica de 8 mg al dia el primer mes de tratamiento con un

aumento gradual todos los meses hasta llegar a 16 mg o 24 mg al dia (40).

Estructura quimica de la galantamina.

<

Figura 4. A) Estructura 2D de la galantamina realizado con MarvinSketch (14). B) Estructura 3D
tras minimizacion de energia elaborada con Avogadro (13).

Farmacocinética de la galantamina.

Desde el punto de vista farmacocinético (Tabla 2), la galantamina tiene una permeabilidad
aceptable de la barrera hemato-encefalica. Es bastante soluble en medio acuoso y tiene una
buena absorcion oral, cercana a lo que se indica en la ficha técnica (94 % frente a 88%).
Igualmente, el programa predice una cierta toxicidad hepatica que confirman los datos técnicos
con el listado de efectos adversos de frecuencia variable como el aumento de enzimas hepaticas
y casos raros de hepatitis (50).

Existen discrepancias entre las dos herramientas de analisis de ADMET (Absorcion-
Distribucion-Metabolizacion-Eliminacion-Toxicidad) en cuanto a su metabolismo, pero, segiin
la ficha técnica, se podria explicar por su caracter parcial y, la informacidon experimental nos
indica que es substrato de los CYP3A4 (Citocromo P450 3A4) y CYP2D6 (Citocromo P450
2D6).

Sin embargo, cabe destacar que existe una diferencia muy importante en algunos datos de la

prediccion con la realidad practica, como son el aclaramiento y el volumen de distribucion, que
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estan, respectivamente, por debajo y por encima de lo que se ha establecido experimentalmente

(50).
pkCSM SwissADME

Solubilidad en agua -2,641 (log mol/L) -2,93 (log mol/L)
Soluble

Absorcién Intestinal 94,994 (% absorbido) Alta (Categorico)

Permeabilidad a Caco-2! 1,594 (log Papp en 10 cm/s) -

Permeabilidad BHE? -0,081 (Log BB) Si (Categorico)

Fracciéon unida a proteinas | 96,4 (%) -

plasmaticas

Volumen de distribucion 0,89 (Log L/kg)? -

Citocromos inhibidos No CYP2D6

Aclaramiento renal 0,991 (log ml/min/kg) -

Hepatoxocidad Si (Categorico) -

CL50* (Pimephales Promelas) | 1,675 (log mM) -

“Druglikeness’ - Si (Lipinski, Ghose, Veber, Egan,
Muegge)

1: Caco-2 es un modelo in vitro de la mucosa intestinal. Un valor por encima de 0,90 predice una buena absorcion intestinal.

2: Un valor LogBB por encima de 0,3 predice una buena permeabilidad de la BHE y una mala distribucion cuando esta por debajo de -1.
3: Un valor de volumen de distribucion se considera alto por encima de 0,45.

4: Es la concentracion minima que provoca la muerte de 50% de los peces de la especie Pimephales promelas. Farmacos con valores de
log por debajo de -0,3 tienen una toxicidad aguda importante.

5: Es el potencial que tiene una molécula para servir como farmaco segun distintos modelos (Lipinski, Ghose, Veber, Egan y Muegge)

Tabla 2. Predicciones de las propiedades farmacocinéticas de la galantamina obtenidos a partir de las bases de
datos de pkCSM y SwissADME. Elaboracion propia, segun el protocolo de Avram et al (44).

Caracteristicas farmacodinamicas de la galantamina.

Podemos observar como la galantamina se introduce en la misma hendidura proteica en la que
actia el donepezilo (Figura 5.A). Sin embargo, el esquema Ligplot (Figura 5.B) muestra
interacciones con dos de los aminoécidos de la triada catalitica de la AchE (Ser203 y Glu202)
que confirma el caracter competitivo del mecanismo de accion de la galantamina.

Este tipo de interacciones sugiere que existe cierta semejanza estructural con el sustrato original
(Figura 6), explicando, de esta forma, el efecto agonista que tiene la galantamina sobre el

receptor colinérgico nicotinico.

Tyr124(A)

o
Gly12204
c /7Tm§ e < Yr337(A)
Ser203(A) s 3
X
m.\m% ¥ o
=

. 3
Giyl21A 512 6 is447(A)
Phe295(A) -
Phe297(A) Glu202(A)

S

Gly120(A)

Gnt604(A) 4ey6

A) B)
Figura 5. A) Estructura cristalogrdfica de la AchE (PDB ID: 4EY6 (45)) en complejo con galantamina.
Elaborado con PyMol (11). B) Esquema Ligplot de las interacciones entre la AchE y la galantamina.
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Figura 6. Estructuras quimicas de la acetilcolina y la galantamina realizadas con MarvinSketch (14).
2.2. Bloqueadores de los receptores NMDA
2.2.1 Memantina.

La memantina (Figura 7) es un medicamento bloqueador del receptor NMDA dependiente del
voltaje (2).

En su conformacion activada por el glutamato, el receptor NMDA permite el paso de un flujo
de iones célcicos responsables de una cascada de reacciones intracelulares. Cuando la neurona
esta en reposo, la salida del canal esta bloqueada por un ion Mg?* que impide el flujo de calcio,
por lo que el receptor NMDA funciona en tandem junto a otros receptores neuronales
despolarizantes como los receptores AMPA o kainato (2).

El mecanismo de accion de la memantina actiia de forma similar al ion Mg?+, bloqueando de
forma no-competitiva y voltaje-dependiente la salida del poro de los receptores NMDA
anormalmente activados (51).

La memantina es un fdrmaco aprobado por la EMA para tratar la EA y se presenta en forma de
comprimidos orales (5 mg, 10 mg, 15 mg o 20 mg), en comprimidos bucodispersables (10 mg
0 20 mg) y en solucién oral de 10 mg/ml (52).

El tratamiento se inicia con 5 mg/dia durante la primera semana con un aumento de 5 mg cada
semana hasta los 20 mg/dia en una o dos dosis. Si el paciente sufre de insuficiencia renal se

recomienda subir solo hasta 10 mg/dia (40).

Estructura quimica de la memantina.

NH

A) B) ¢
Figura 7. A) Estructura 2D de la galantamina realizada con MarvinSketch (14). B) Estructura 3D tras
minimizacion de energia. Realizada con Avogadro (13).
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Farmacocinética de la memantina.

El andlisis farmacocinético de la memantina (Tabla 3) predice una muy buena absorcion oral
(91% en la simulacion frente a casi 100% en la ficha técnica) y presenta una permeabilidad alta
a la BHE.

El programa estima una fraccion unida a las proteinas plasmaticas de 40% (cercano a los 45%
observados experimentalmente) y no inhibe ninguno de los citocromos del metabolismo. El
andlisis “’in silico’” indica que es un sustrato de CYP3A4, pero los estudios in vitro no han
detectado metabolismo por ningun citocromo P450 (52).

La memantina tiene un aclaramiento previsto de 3,53 ml/min/kg, que se acerca bastante a los
170 ml/min/1,74 m? observados (52).

| pkCSM SwissADME

Solubilidad en agua -2,317 (log mol/L) -3,02 (log mol/L)
Soluble

Absorcién Intestinal 91,234 (% absorbido) Alta (Categorico)
Permeabilidad a Caco-2! 1,329 (log Papp en 10* cm/s) -
Permeabilidad BHE? 0,603 (Log BB) Si (Categorico)
Fraccion unida a  proteinas | 40 (%) -
plasmaticas
Volumen de distribucién 0,988 (Log L/kg)? -
Citocromos inhibidos No No
Aclaramiento renal 0,548 (log ml/min/kg) -
Hepatoxocidad No (Categorico) -
CL50* (Pimephales Promelas) 1,426 (log mM) -
“Druglikeness’’’ - Si (Lipinski, Ghose, Veber,

Egan)
1: Caco-2 es un modelo in vitro de la mucosa intestinal. Un valor por encima de 0,90 predice una buena absorcion intestinal.
2: Un valor LogBB por encima de 0,3 predice una buena permeabilidad de la BHE y una mala distribucion cuando esta por debajo de -1.
3: Un valor de volumen de distribucién se considera alto por encima de 0,45.
4: Es la concentracion minima que provoca la muerte de 50% de los peces de la especie Pimephales promelas. Farmacos con valores de
log por debajo de -0,3 tienen una toxicidad aguda importante.
5: Es el potencial que tiene una molécula para servir como farmaco segun distintos modelos (Lipinski, Ghose, Veber, Egan y Muegge)
Tabla 3. Predicciones de las propiedades farmacocinéticas de la memantina obtenidos a partir de las bases de

datos de pkCSM y SwissADME. Elaboracion propia, segun el protocolo de Avram et al (44).

Caracteristicas farmacodinamicas de la memantina.

No se dispone actualmente de ninguna estructura cristalografica del receptor NMDA que esté
ligada con la memantina y disponible de manera publica. Por tanto, para poder observar las
interacciones farmacodinamicas, se ha realizado un docking molecular de la memantina con el
programa Autodock Vina (15) que permite calcular varias conformaciones de la memantina en
una zona del complejo proteico delimitada.

El sitio de unién de la memantina se situa en el dominio M2 de la subunidad GInR2 del receptor
NMDA, cercano a N220 (51). Autodock Vina genera una serie de conformaciones posibles de

la memantina en el sitio de unidn a partir de una posicion aleatoria.
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El programa clasifica las diferentes conformaciones de la memantina segun su estabilidad
energética y nos permite visualizarlas.

La conformacién energéticamente mas estable que ha generado el docking discrepaba mucho
con el resto de conformaciones generadas y no correspondia demasiado con los datos
bibliograficos (51). Esto podria deberse a aspectos no cubiertos por la simulacion como puede
ser la ausencia de solvente o la presencia de los cofactores de la NMDA (51).

En estas circunstancias, se eligié la conformacion que mejor se aproxima a la realidad

experimental (Figura 8).

haber realizado un ensayo de docking con Autodock Vina (15). Elaborado con PyMol (11).

Tras los ensayos de docking se analizaron los efectos de la union de la memantina al receptor
NMDA, analizando la proteina nativa en su estado abierto (PDB ID: 6IRA (53)) gracias al
programa de analisis de canales MOLE (7) (Figura 9), que proporciona datos fisicoquimicos

de los poros que predice (longitud, tamafio del poro, hidrofobicidad...).
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Figura 9. Resultados del andlisis bioinformatico de las caracteristicas del poro del receptor NMDA en su
conformacion nativa con Mole (7).
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A continuacion, se ha realizado el mismo analisis de los poros de transmembrana con el mismo
archivo de la misma proteina (PDB ID: 6IRA (53)) pero, esta vez, con la memantina en la
posicion que nos ha dado la simulacién de docking (Figura 10).

En este caso, hemos elegido la tercera conformacion generada por Autodock Vina, ya que, a
pesar de no ser el mas estable energéticamente, es el que mejor representa la realidad

experimental, en cuanto a posicion e interacciones (51).
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Figura 10. Resultados del andlisis bioinformatico de las caracteristicas del poro del receptor NMDA después
del ensayo de docking con la memantina con Mole.

Estos resultados nos muestran de manera visual y sencilla, los efectos antagonistas de la uniéon
de la memantina al receptor NMDA y como bloquea el flujo de iones célcicos para ejercer su

accion farmacologica.

2.3. Analisis QSAR de los farmacos sintomaticos.

Los farmacos que ya han sido aprobados para la EA también pueden servir de base para el
cribado virtual de nuevos tratamientos que tengan un mecanismo de accion similar.

Para realizar este tipo de cribados, podemos utilizar bases de datos o servidores que utilizan
algin método QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship).

Los modelos QSAR se basan en la idea de que la estructura quimica de un compuesto determina
su actividad farmacolédgica y que una modificacion de esta estructura puede afectar esa misma
actividad (44). Partiendo de este principio, un andlisis de comparacion de similitud entre un
tratamiento aprobado y una base de datos de compuestos quimicos con aplicaciéon potencial
puede suponer una estrategia muy util para el descubrimiento de nuevos fairmacos para la EA.
El Instituto Suizo de Bioinformatica (6), pone a disposicion un servidor web, Swiss Similarity,
que nos da acceso a varios métodos comparativos basados en QSAR frente a varias bases de
datos. Los métodos mas sencillos, 2D-QSAR, suelen tardar unos pocos segundos y comparan

nuestra “’query’’ a partir de la similitud en peso molecular, naturaleza atomica, nimero de
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enlaces etc. Otros métodos de 3D-QSAR, pueden tardar varios minutos y consideran
interacciones espaciales, fuerzas electrostaticas, hidrofobicas etc.

Para este trabajo, hemos realizado un andlisis 3D-QSAR (Spectrophore) a través del servidor
web de Swiss Similarity comparandolo con la base de datos de ZINCDrugLike (10 millones de
compuestos quimicos). Los resultados brutos del andlisis estdn disponibles en el anexo
(Anexo).

Estos resultados pueden ser luego descargados localmente para construir una base de datos
propia con la que podemos hacer docking molecular mediante Autodock Vina para determinar
cudles son las que mejor interactian con nuestra diana terapéutica, tanto de manera espacial

como funcional.

3. Tratamientos modificadores de la enfermedad.

Los tratamientos actualmente aprobados para la EA, a pesar de mejorar modestamente la
calidad de vida de los pacientes, siguen siendo terapias sintomaticas que no influyen en la
progresion de la enfermedad (exceptuando la muy reciente autorizacion del Aducanumab (54)).
Sin embargo, el ultimo farmaco autorizado por la EMA fue la memantina hace 19 afios (2002),
lo que revela la dificultad para encontrar fArmacos eficaces para el tratamiento de la EA (55).

Dicho esto, el progreso y los recursos adjudicados a la investigacion de esta enfermedad ha
permitido caracterizar mejor los mecanismos moleculares de la EA. De hecho, gracias a los
descubrimientos realizados a mediados de la ultima década, se han desarrollado diferentes
estrategias terapéuticas basadas en la interferencia con la cascada amiloidea o con la formacion

de depositos de proteina tau y que se describen a continuacion (26,34,36,56).

3.1. Inmunizacion activa.

Una de las estrategias terapéuticas valoradas es la de la inmunizacion activa gracias al desarrollo
de una vacuna frente a BA o la proteina tau.

El primer intento de desarrollar una vacuna (AN-1792) utiliz6 como epitopo BA42 en su
longitud total, pero, a pesar de unos resultados prometedores en cuanto a aclaramiento de los
depositos amiloideos, los ensayos clinicos fueron discontinuados debido a la aparicion de
meningoencefalitis graves en 6% de los pacientes vacunados (27).

Actualmente, existen varios ensayos clinicos con vacunas dirigidas contra secuencias proteicas
de tau o de BA (32).

El desarrollo de vacunas puede, sin duda, beneficiarse de las herramientas bioinformaticas
disponibles. Por ello, se ha utilizado uno de estos programas elaborado por el IEDB, Ellipro
(10), que consiste en elaborar predicciones de epitopos, destacando las secuencias del antigeno

que mayor inmunogenicidad nos pueda proporcionar.
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Ellipro basa su prediccion en las secuencias que van a generar mayor inmunogenicidad mediada
por linfocitos B segun su accesibilidad y caracteristicas tridimensionales. Ademas, una de las
ventajas frente a otros programas es que genera tanto epitopos lineares como discontinuos.

El servidor del IEDB también incluye herramientas de prediccion de epitopos de linfocitos T
que no se han utilizado en este trabajo debido a las sospechas de que son responsables de las
reacciones adversas a AN-1792 (57).

Una de las observaciones que se puede hacer a partir de estos resultados (Figura 11), es la
importancia del epitopo A 1-7 a partir del cual se han desarrollado varios proyectos de vacunas,
como la ACC-001 (Janssen’s), CAD-106 (Novartis) y Affitope AD02 (Affiris AG) (56). La

vacuna de Janssen, sin embargo, fue discontinuada en el 2013 por falta de eficacia (58).

Input Sequences: 6rhy

Chain: A
1 DAEFRHDSGY EVHHQKLVFF AEDVGSNKGA IIGLMVGGVV IA

Predicted Linear Epitope(s):

No. Chain Start End Peptide Number of residues Score 3D structure
1 A 1 7 DAEFRHD 7 0.67 View
2 A 20 31 FAEDVGSNKGAI 12 0.621 View

Predicted Discontinuous Epitope(s):

No. Residues Number of residues Score 3D structure
1 AE22, A:D23, A:V24, A:G25, A:S26, A:N27, A:K28, A:-G29 8 0.696 View ]
2 AD1, AA2, AE3, A'F4, AR5, AlHB, A:D7, A:S8, A:G9, Atld1, AcA42 n 0.645 View

Figura 11. Prediccion de epitopos de fA42 (PDB ID: 6RHY (59)) con Ellipro (10).

La prediccion de epitopos contra la proteina tau (Figura 12) también es otra estrategia
terapéutica de la inmunizacion activa. Podemos observar en este analisis Ellipro de filamentos
patoldgicos los epitopos potenciales.

Entre estos resultados posibles, podemos destacar la presencia de la secuencia de AADVacl
(HXPGGG), originalmente determinada mediante experimentos in vitro con anticuerpos
monoclonales. Esta vacuna de Axon Neurosciences ha mostrado resultados prometedores en

modelos animales y sigue sometida a ensayos de fase II (34).

Input Sequences: 503T

Chain: A
1 VQIVYKPVDL SKVTSKCGSL GNIHHKPGGG QVEVKSEKLD FKDRVQSKIG SLDNITHVPG
61 GGNKKIETHK LTF

Predicted Linear Epitope(s):

No. Chain Start End Peptide Number of residues Score 3D structure
1 A 319 348 | TSKCGSLGNIHHKPGGGQVEVKSEKLDFKD 30 0.636 View

Predicted Discontinuous Epitope(s):

No.  Residues Number of residues ~ Score 3D structure
1| AS341, AE342, AK343, AL34A, AD345, AF36 6 0813
2| AV309, AY310, AK3T1, AP312, AV313 5 0715
3 A:C322, A:G323, A:S324, A:L325, A:G326, A:N327, A:H329, A:K331, A:P332 9 0.664

Figura 12. Prediccion de epitopos de un fragmento incompleto de la proteina tau (PDB ID: 503T (60)) con
Ellipro (10).
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3.2. Inmunizacion pasiva.

Otro planteamiento terapéutico prometedor para tratar la EA es el de la inmunizacion pasiva
mediante la inyeccion exdgena de anticuerpos monoclonales dirigidos contra BA o la proteina
tau (61).

3.2.1. Aducanumab.

De todos los anticuerpos monoclonales en investigacion, el aducanumab de la firma Biogen es
sin lugar a duda el que mas expectativas ha generado estos ultimos afios.

Se trata de un anticuerpo monoclonal humano IGG1 que se ha disefiado a partir de los linfocitos
circulantes de pacientes ancianos que mostraron poca o ausencia total de signos de deterioro
cognitivo (62). Se dirige tanto a las formas solubles como insolubles de BA (63).

El anélisis de las estructuras PDB ((Figura 13) PDB ID : 6CO3 (64)) del aducanumab,
cristalizado con su antigeno, nos permite observar la union del anticuerpo con la secuencia de
aminoacidos PAs.7, que forma parte de los epitopos que ya habiamos predicho con Ellipro
(Figura 11). Igualmente, la representacion de la estructura entera de BA en su conformacion

aglomerada (Figura 14) nos permite visualizar los sitios de union del aducanumab con el

antigeno de manera mas completa.

A) SEOET B

Figura 13. A) Estructura cristalogrdfica del aducanumab junto a un fragmento del antigeno (PDB ID: 6CO3
(64)) con el paratopo en azul y el epitopo en rojo Elaborado con PyMol (11). B) Estructura cristalografica del
aducanumab junto a un fragmento del antigeno (PDB ID: 6CO3 (64)) con el paratopo en azul y el epitopo en
rojo. Interacciones anticuerpo-antigeno en primer plano. Elaborado con PyMol (11).

Figura 14. Estructura cristalografica de A (PDB ID: 6RHY (59) aglomerada con el epitopo en rojo. Elaborado
con PyMol (11).
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Ademas, podemos utilizar el programa ProABC2 (9), de la universidad de Utrecht, para realizar
predicciones del paratopo del aducanumab (Figura 15).

Para ello, necesitamos computar en el servidor las secuencias de aminodcidos de las cadenas
ligera y pesada del anticuerpo monoclonal (disponibles en formato FASTA en PDB).

Después de su ejecucion, el programa genera unas tablas que nos permiten observar las

probabilidades que tienen los distintos residuos del anticuerpo para formar parte del paratopo.

Light Chain Prediction Heavy Chain Prediction

Probability
obabil

Chothia Residue Number Chothia Residue Number

Figura 15. Tabla de probabilidades de la prediccion del paratopo del aducanumab realizado con ProABC2 (9).
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Utilizando la funcion “’antibody’ de LigPlot, podemos observar la naturaleza de las
interacciones anticuerpo-antigeno del aducanumab y compararlo con los resultados obtenidos
en ProABC2 y los datos experimentales (Figura 16) (64). En este caso, la prediccion del
paratopo en proABC2 nos permite observar resultados que concuerdan de manera parecida con
los modelos experimentales de PDB.

Se podria destacar el caso de la K65 de la cadena pesada (anotada K64 en ProABC2), cuya
probabilidad de formar parte del paratopo sube puntualmente entre un grupo de aminoacidos
de baja probabilidad.

El analisis del esquema Ligplot de esta K65 demuestra su participacion en las interacciones
anticuerpo-antigeno y respalda la sensibilidad del programa en caracterizar el paratopo del

aducanumab.

Glu3(Q

Phed(Q)

Prol108(H) Tyr92(L), Thr94(L)

Arg105(H)

Loop H2

Loop L3

ADUCA_ABETA

Figura 16. Esquema Ligplot de la interfaz de interaccion entre el aducanumab y el epitopo de [A2-.
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En marzo de 2019, los primeros ensayos de fase III con aducanumab no lograron alcanzar sus
puntos de corte primarios (ENGAGE, NCT02477800; EMERGE, NCT02484547) y fueron

discontinuados.

Sin embargo, andlisis posteriores indicaron un beneficio significativo para los pacientes
tratados y alentd Biogen a iniciar un nuevo ensayo clinico de fase III multicéntrico (EMBARK,
NCT04241068) (65).

Muy recientemente, el 7 de junio de 2021, la FDA aprobd la comercializacion del aducanumab

bajo el nombre de Adulhem™, convirtiéndose en el primer y unico farmaco modificador de la

enfermedad y el primero desde 2003 en ser autorizado (54).

3.3. Inhibidores BACE]L.

Otra de las estrategias propuestas para cambiar el curso de la EA es la de la reduccion de la
generacion de fragmentos amiloideos mediante la inhibicion de la actividad de la beta-secretasa
BACEI aguas arriba de la generacion del BA patoldgico (66).

Este planteamiento terapéutico es reforzado por estudios con ratones knockout para el gen de
la BACE1 que han demostrado una disminucion significativa de la acumulacion amiloidea y la

mejoria de las capacidades cognitivas (67).

3.3.1 Verubecestat.

Uno de los inhibidores de la BACE1 desarrollados a raiz de estos descubrimientos fue el

verubecestat del grupo farmacéutico Merck (26).

Farmacocinética del verubecestat.

Los analisis farmacocinéticos por SwissADME y pkCSM permiten dar una idea de algunas
propiedades del Verubecestat, a defecto de disponer de una ficha técnica con resultados
experimentales (Tabla 3).

Lo que mas tendria que llamar la atencidn en estos resultados es la permeabilidad de la BHE.
La prediccion de la permeabilidad de la barrera es bastante baja y, para un farmaco dirigido
hacia proteinas neuronales, no tendria sentido utilizar un medicamento que no podria llegar a
su diana terapéutica.

En estas condiciones, muchos farmacos que tendrian una eficacia excepcional in vitro no
podrian tener aplicacion clinica debido a su incapacidad de atravesar la BHE.

Sin embargo, la realidad experimental demuestra que el verubecestat (como otros inhibidores
de la BACE1) poseen peculiaridades fisico-quimicas que permiten su paso por la barrera

hemato-encefalica (68,69).
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pkCSM SwissADME

Solubilidad en agua -3,017 (log mol/L) -2,80 (log mol/L)
Soluble

Absorcién Intestinal 70,902 (% absorbido) Alta (Categorico)

Permeabilidad a Caco-2! 0,459 (log Papp en 10 cm/s) -

Permeabilidad BHE? 1,484 (Log BB) No (Categodrico)

Fraccion unida a proteinas | 40 (%) -

plasmaticas

Volumen de distribucion 0,15 (Log L/kg)? -

Citocromos inhibidos No No

Aclaramiento renal -0,002 (log ml/min/kg) -

Hepatoxicidad No (Categdrico) -

CL50* (Pimephales Promelas) 2,597 (log mM) -

“Druglikeness’’’ - Si (Lipinski, Ghose, Veber, Egan,
Muegge)

1: Caco-2 es un modelo in vitro de la mucosa intestinal. Un valor por encima de 0,90 predice una buena absorcion intestinal.

2: Un valor LogBB por encima de 0,3 predice una buena permeabilidad de la BHE y una mala distribucion cuando esta por debajo de -1.

3: Un valor de volumen de distribucion se considera alto por encima de 0,45.

4: Es la concentracion minima que provoca la muerte de 50% de los peces de la especie Pimephales promelas. Farmacos con valores de

log por debajo de -0,3 tienen una toxicidad aguda importante.

5: Es el potencial que tiene una molécula para servir como farmaco segun distintos modelos (Lipinski, Ghose, Veber, Egan y Muegge).

Tabla 3. Predicciones de las propiedades farmacocinéticas de la memantina obtenidos a partir de las bases de
datos de pkCSM y SwissADME. Elaboracion propia, segun el protocolo de Avram et al (44).

Farmacodinamia del verubecestat.

El sitio catalitico de la BACE1 esta formado por los residuos D93 y D289 que van a cortar la
PPA en sus fragmentos patologicos. La union del verubecestat con estos aminoacidos (Figura
17) inhibe entonces de manera competitiva la accion catalitica de BACE1 sobre la PPA.

El verubecestat inici6 ensayos clinicos de fase III (NCT01739348), pero fue discontinuado a

finales de 2017 tras no haber podido demostrar eficacia clinica (26).
Sin embargo, a medida que se entienden mejor los mecanismos bioldgicos de las secretasas, se

podran adaptar nuevas estrategias de desarrollo de fArmacos dirigidos hacia BACEI (70).

Try I6LA

Gin' m)

Gly72(8)

Shul

Figura 17. A) Estructura cristalogrdfica de la BACEI junto al farmaco inhibidor, verubecestat, en amarillo
(PDB ID: 5HUI (71) ). Elaborado con PyMol (11). B) Esquema Ligplot de las interacciones del verubecestat
con la BACE].
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- CONCLUSIONES.

En este trabajo, se ha podido evidenciar que:

La comprension y el dominio de los distintos métodos bioinformaticos permiten
visualizar y entender elementos esenciales de las caracteristicas farmacoterapéuticas de
los tratamientos para la EA.

Gracias a estos programas, se pueden realizar andlisis de las propiedades tanto
farmacocinéticas como farmacodindmicas de los tratamientos disponibles y en
desarrollo de la EA.

Sin embargo, los resultados obtenidos mediante estas herramientas computacionales
siguen necesitando ser complementados y validados por estudios experimentales para
poder relacionarlos con la fisiopatologia de la EA y elaborar a partir de ellos

aplicaciones clinicas.

Finalmente, se ha podido verificar la hipotesis de que el uso de herramientas bioinformaticas

es de gran utilidad para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas en la investigacion frente
ala EA.
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