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EPIGRAFE

Oracion San Francisco de Asis

Oh, Sefior, hazme un instrumento de Tu Paz.
Donde hay odio, siembre yo Amor.

Donde haya injuria, Perdon.

Donde haya duda, Fe

Donde haya tristeza, Alegria.

Donde haya desaliento, Esperanza.

Donde haya sombras, Luz.

Oh, Divino Maestro, que no busque ser consolado, sino consolar;
Ser amado, sino amar;

ser comprendido, sino comprender;

Porque:

Dando, es como recibimos;
Perdonando, es como Tu perdonas;

Y muriendo en Ti, es como nacemos a la
Vida Eterna.

Amén.
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RESUMEN

Introduccion. Desde el descubrimiento de los anticuerpos monoclonales (mAbs) y nanocuerpos
(VHH), nuevas investigaciones buscan la aplicacion de la inmunologia en el diagndéstico de la
Enfermedad de Alzheimer (EA), teniendo como blanco de interaccion la proteina beta-amiloide
(RA), sin embargo, sus resultados ain son expectantes. El objetivo del estudio fue evaluar las
interacciones de anticuerpos monoclonales (Solanezumab, Gantenerumab y Crenezumab) y
nanocuerpos de camélidos (llama, vicufia y camello) sobre las estructuras de la proteina beta-
amiloide para el diagndstico de la Enfermedad de Alzheimer, mediante herramientas
computacionales.

Materiales y Métodos. Fue un estudio experimental in silico, las estructuras se obtuvieron del
Protein Data Bank (PDB), la simulacion de dinamica molecular (DM) se realizé en el software
GROMACS v.5.0.5., RMSD (Root mean square deviation), radio de giro (RG) y diagrama de
Ramachandran validaron las estructuras, Se hizo un analisis de las fluctuaciones después de la
interaccion. La prediccion de drogabilidad y acoplamiento se realizaron en los servidores
PockDrug y PatchDock respectivamente.

Resultados. Las estructuras PDB de mAbs fueron 4XXD (Solanezumab), 5VZY (Crenezumab),
5CSZ (Gantenerumab), de nanocuerpos 113V (Llama), 5J57 (Vicufia) y 5U64 (Camello) y de
RA fueron 1LIYT (Mondmero), 2NAO (Trimero) y 50QV (Tetramero, Pentamero y Estructura
Fibrilar). La DM fue de 10ns; los valores del RMSD, fluctuacion RMS, RG y Ramachandran
indicaron su buena calidad, estabilidad y naturalidad. EI acoplamiento molecular indico las
zonas de interaccién y la energia atomica de contacto entre mAbs y VHH frente a las formas de
RA, con un valor entre -3.12 y -17.15 kcal/mol.

Conclusion. Se validé los modelos estructurales, la variacion conformacional y energia
generada por las interacciones moleculares entre los mAbs y VHH frente a las estructuras de la
proteina BA, mediante herramientas computacionales. Este estudio contribuye en el
planteamiento de nuevos métodos diagndsticos para la EA.

Palabras Clave.

Enfermedad de Alzheimer, Beta-Amiloide, Anticuerpos Monoclonales, Anticuerpos de

Dominio Unico, In Silico, Simulacién de Dindmica Molecular.
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ABSTRACT

Introduction. Since the discovery of monoclonal antibodies (mAbs) and nanobodies (VHH),
new research has sought the application of immunology in the diagnosis of Alzheimer's Disease
(AD), targeting the beta-amyloid protein (3A), however, its results are still expectant. The
objective of the study was to evaluate the interactions of monoclonal antibodies (Solanezumab,
Gantenerumab and Crenezumab) and nanobodies from camelids (llama, vicufia, and camel) on
the structures of beta-amyloid protein for the diagnosis of Alzheimer's disease, using
computational tools.

Materials and methods. It was an experimental in silico study, the structures were obtained
from the Protein Data Bank (PDB), the molecular dynamics (DM) simulation was performed in
the GROMACS v.5.0.5 software, RMSD (Root mean square deviation), radius of gyro (RG)
and Ramachandran diagram validated the structures, An analysis of the fluctuations after the
interaction was made. Druggability and docking prediction were performed on the PockDrug
and PatchDock servers, respectively.

Results. The PDB structures of mAbs were 4XXD (Solanezumab), 5VZY (Crenezumab), 5CSZ
(Gantenerumab), of nanobodies 113V (Llama), 5J57 (Vicuiia) and 5U64 (Camello) and of RA
were 11YT (Monomer), 2NAO (Trimer) and 50QV (Tetramer, Pentamer and Fiber Structure).
The MD was 10ns; RMSD, RMS fluctuation, RG and Ramachandran values indicated their
superior quality, stability, and naturalness. Molecular docking indicated the interaction zones
and the contact atomic energy between mAbs and VHH versus RA forms, with a value between
-3.12 and -17.15 kcal/mol.

Conclution. The structural models, the conformational variation and the energy generated by
the molecular interactions between the mAbs and VHH were validated against the structures of
the BA protein, using computational tools. This study contributes to the approach of new
diagnostic methods for AD.

Keywords.

Alzheimer's Disease, Beta-Amyloid, Monoclonal Antibodies, Single Domain Antibodies, In

Silico, Molecular Dynamics Simulation.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas comun de demencia a nivel mundial (60-
80% aproximadamente), siendo la principal enfermedad neurodegenerativa progresiva (1).
Actualmente, la prevalencia mundial estimada de demencia es de 50 millones de personas y se
proyecta que se triplicaran los casos para el 2050 (152 millones de casos), siendo el 60% de

personas pertenecientes a paises en vias de desarrollo (2).

La EA es un desorden neuroldgico progresivo irreversible cuya etapa final es la demencia (3),
que inicia 20 afios 0 mas antes de que aparezcan los sintomas (4). Morfolégicamente se presenta
atrofia de la corteza cerebral y pérdida neuronal a nivel cortical y subcortical (5). A nivel
patoldgico existen dos caracteristicas clasicas: el desequilibrio entre produccion y eliminacion
de placas amiloides o seniles provoca la acumulacion de proteina beta amiloide siendo un
cambio precoz en la cascada neurodegenerativa (6). Ademas se produce la acumulacion de
ovillos neurofibrilares formados a partir de filamentos de proteinas Tau altamente fosforiladas
asociados a microtubulos (7). Asi mismo, los factores de riesgo no modificables mas
importantes son la edad avanzada, la historia familiar y el componente genético (8); junto con
otros factores encontrados como la alteracion en la produccion de neurotransmisores
(hipofuncion colinérgica e hiperfuncion glutamatérgica), el estrés oxidativo, la resistencia a la

insulina, entre otros (9).

El principal componente de las placas seniles son los péptidos de beta amiloides (BA) (36 a 43
aminoacidos), producidos a partir de la protedlisis de la proteina precursora amiloide (APP) a
través de varios procesos enzimaticos (10). Este es un producto metabdlico natural; sin
embargo, un desequilibrio entre la produccion y metabolizacion, con la consecuente agregacion
de péptidos, origina la acumulacion de BA, siendo la “hipotesis de la cascada amiloidea” un
posible factor causal de dicha enfermedad (11). Estos BA se pueden acumular en oligdmeros
(entre 2 a 6 péptidos) y fibrillas (los cuales forman ensambles intermedios insolubles), estos
ultimos conforman fibras insolubles de placas amiloides avanzadas (12). Se ha demostrado que

las estructuras mas neurotoxicas son los oligémeros solubles y los amiloides intermedios (13).

Al no existir un tratamiento modificador de la enfermedad para la progresién inevitable de este
trastorno neurodegenerativo, varios estudios de investigacion tienen el objetivo de buscar

diagnosticos accesibles mas tempranos antes de la aparicidn de la etapa clinica, siendo un nuevo
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enfoque de la Iniciativa de Prevencion del Alzheimer (API) (14). Actualmente, existen nuevas
investigaciones de inmunodeteccion con el empleo de anticuerpos monoclonales (15) y el uso
de nanocuerpos (16), siendo estos ultimos solubles, estables, de tamafio reducido, alta afinidad
de union a epitopos, produccion rentable, baja inmunogenicidad y versatiles en su manipulacion
(17). Hoy por hoy, la nanomedicina juega un rol importante en el diagndstico de enfermedades
neurodegenerativas al atravesar la barrera hematoencefalica (18). Unicamente, los estudios
experimentales no son suficientes, aunque ayuda a conocer las propiedades estructurales en un
promedio de espacio y tiempo. Los estudios mediante simulaciones computacionales exploran
situaciones a diferente tiempo y escala de longitud, y pueden complementar perfectamente
experimentos en laboratorio, dando énfasis a la rama de la medicina experimental y la

bioinformatica clinica (19).

Por lo tanto, el presente trabajo de investigacion tiene como objetivo evaluar las interacciones
moleculares de tres anticuerpos monoclonales (mAb) (Solanezumab, Gantenerumab y
Crenezumab) y tres nanocuerpos de camélidos (llama, vicufia, camello) con las estructuras de
la proteina beta-amiloide, en el diagnéstico de la Enfermedad de Alzheimer, mediante

herramientas computacionales.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO TEORICO
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1. Planteamiento Tedrico
1.1. Problema de Investigacion
1.1.1. Enunciado del Problema

Evaluacion in silico de interacciones de anticuerpos monoclonales y nanocuerpos
de camélidos sobre la proteina beta-amiloide en el diagnostico de la Enfermedad de

Alzheimer.
1.1.2. Descripcion del Problema

1.1.2.1. Area del Conocimiento

1.1.2.1.1. Area general: Ciencias de la Salud
1.1.2.1.2. Area especifica: Medicina Humana
1.1.2.1.3. Especialidad: Ingenieria Biomedica
1.1.2.1.4. Linea: Neurologia

1.1.2.2. Andlisis de Variables

Variable Indicador Unidad / Categoria Escala
Proteina beta | Presencia de | Residuos Cuantitativa
amiloide proteina (aminoécidos) discreta
(mondémero)
Proteina beta | Presencia de | Residuos Cuantitativa
amiloide (trimero) | proteina (aminoécidos) discreta
y Proteina beta | Presencia de | Residuos Cuantitativa
Obtencion de o y o )
amiloide proteina (aminoacidos) discreta
estructuras ]
(tetramero,
pentamero y
estructura fibrilar)
Anticuerpo Presencia de | Residuos Cuantitativa
monoclonal proteina (aminoécidos) discreta
(Solanezumab)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA
Anticuerpo Presencia de | Residuos Cuantitativa
monoclonal proteina (aminoécidos) discreta
(Gantenerumab)
Anticuerpo Presencia de | Residuos Cuantitativa
monoclonal proteina (aminoacidos) discreta
(Crenezumab)
Nanocuerpo Presencia de | Residuos Cuantitativa
(Llama) proteina (aminoacidos) discreta
Nanocuerpo Presencia de | Residuos Cuantitativa
(Vicufia) proteina (aminoécidos) discreta
Nanocuerpo Presencia de | Residuos Cuantitativa
(Camello) proteina (aminoacidos) discreta
NUmero de | Presencia de | Atomos Cuantitativa
moléculas moléculas discreta
Volumen Volumen de | L/kg Cuantitativa
) » distribucion continua de
Simulacion de .
. razén
dinamica - . —
Temperatura Directo Grados Celsius (C°) Cuantitativa
molecular )
continua de
intervalo
Tiempo de | Directo Nanosegundos (ns) Cuantitativa
optimizacion discreta
Desviacion de la | RMSD (root-mean- | RMSD (nm)/ Tiempo | Cuantitativa
o raiz cuadrada media | square deviation) (ps) continua de
Analisis de las .
. . razén
interacciones - . ——
Fluctuacion RMSF (root-mean- | RMSF (nm)/ residuos | Cuantitativa
moleculares . _ _ o )
cuadratica media square fluctuation) | (aminoacidos) continua de
razon
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Radio de giro Distancia del radio | Radio de giro | Cuantitativa
de giro (nm)/Tiempo (ps) continua de

razon

Sitios activos Presencia de sitios | Numero de sitios | Cuantitativa

activos activos discreta

Interacciones  de | Energia atémica de | Kcal/mol™? — kJ/mol? | Cuantitativa

Van-der-Waals contacto continua de
razon

NuUmero de residuos | Presencia de | Residuos Cuantitativa

de la  regién | proteina (aminoécidos) discreta

favorecida

NUmero de residuos | Presencia de | Residuos Cuantitativa

de la  regidn | proteina (aminoécidos) discreta

permitida

NUmero de residuos | Presencia de | Residuos Cuantitativa

de la region atipica | proteina (aminoacidos) discreta

Calidad general del | Directo Z-Score Cuantitativa

modelo estructural continua de
intervalo

1.1.2.3. Interrogantes Basicas

e ;Cual es la capacidad estructural y estabilidad molecular de los diferentes

modelos estructurales de la proteina beta-amiloide, de los anticuerpos

monoclonales (mAb) (Solanezumab, Gantenerumab y Crenezumab) y los

nanocuerpos de camélidos (llama, vicufia y camello); tras su obtencién,

minimizacién y optimizacion?

e ;Cual es el efecto de los anticuerpos monoclonales (mAb) (Solanezumab,

Gantenerumab y Crenezumab) y los nanocuerpos de camélidos (llama,

vicufia y camello) frente a los modelos estructurales de la proteina beta-

amiloide, mediante simulacién de dinamica molecular?
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e ;Cuéles son los sitios activos para los anticuerpos monoclonales (mAb)

(Solanezumab, Gantenerumab y Crenezumab)?

e ;COmo serdn las interacciones moleculares entre los anticuerpos
monoclonales (mAb) (Solanezumab, Gantenerumab y Crenezumab) y los
nanocuerpos de camélidos (llama, vicufia y camello) con los modelos

estructurales de la proteina beta-amiloide?

e (Como es la calidad general y la validacion de los diferentes modelos
estructurales de la proteina beta-amiloide, de los anticuerpos monoclonales
(mAb) (Solanezumab, Gantenerumab y Crenezumab) y los nanocuerpos de

cameélidos (llama, vicufia y camello)?

1.1.2.4. Tipo de Investigacion
Investigacion descriptiva basica
1.1.2.5. Disefio de Investigacion
Experimental
1.1.2.6. Nivel de Investigacion
Nivel experimental in silico exploratorio
1.2. Justificacion del Problema
1.2.1. Justificacion Cientifica

La presente investigacion busca explorar una nueva rama diagndstica y terapéutica
para la enfermedad de Alzheimer, utilizando como blanco la proteina beta-amiloide,
metabolito natural considerado el principal factor causal en la fisiopatologia de esta
demencia. Para ello, el uso de anticuerpos monoclonales como parte de la
inmunoterapia pasiva, es la orientacion terapéutica méas reciente de los estudios
farmacoldgicos especificos de EA. Asimismo, el empleo de nanocuerpos o
anticuerpos homodiméricos de cadena pesada producidos en camélidos
naturalmente (VHH), demuestran propiedades superiores tanto en el peso
molecular, solubilidad, estabilidad, penetracién de la barrera hematoencefalica, etc.
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En consecuencia, el presente estudio brindara la visualizacién e interaccion de los
anticuerpos monoclonales y los nanocuerpos con el blanco objetivo de la proteina
beta-amiloide, aportando en el conocimiento de las bases fisico-quimicas que nos

permite las herramientas computacionales de la bioinformatica.

1.2.2. Justificacién social

El aumento de la poblacion de edad avanzada en nuestra regién y en Ameérica
Latina, ha potenciado la prevalencia de la enfermedad de Alzheimer en los dltimos
afios. Al ser una enfermedad neurodegenerativa progresiva incurable, es de vital
importancia el diagndstico temprano, el seguimiento continuo y la busqueda de

tratamientos mas especificos y efectivos.

1.2.3.Contemporéanea

La pandemia de COVID-19 ha desatendido las principales enfermedades cronicas
de los adultos mayores pertenecientes a centro de atencion residencial, provocando
un infradiagndstico y abandono de tratamiento de las enfermedades mas frecuentes,

siendo la principal demencia la enfermedad de Alzheimer.

1.2.4.0riginalidad

La presente investigacion busca dar importancia al area de la neuroinmunologia en
el curso de la enfermedad de Alzheimer, al comparar la visualizacion diagnostica y
la interaccién molecular terapéutica tanto de anticuerpos monoclonales como
nanocuerpos frente a la proteina beta-amiloide, fomentando la innovacion
tecnoldgica en el area de las enfermedades neurodegenerativas, a través de un

estudio preliminar exploratorio.

1.2.5. Factibilidad

En el contexto de la pandemia por COVID-19, el area de la investigacion ha
resaltado el empleo de las herramientas computacionales bioinformaticas como
parte de la adaptacién virtual de los estudios, dando una facil aplicacién, mejor
accesibilidad y reduccion de tiempos empleados para el andlisis de interacciones

moleculares en la bioinformatica clinica.
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1.2.6. Justificacion personal

Personalmente, mediante el presente estudio pretendo impulsar este tipo de
investigaciones para consolidar conocimientos en el &rea cientifica y social,
colaborando en la salud publica de la poblacion de edad avanzada de nuestra region
que aqueja la enfermedad de Alzheimer, dando luz a la reciente tecnologia
biomédica terapéutica y diagnostica con el empleo de los anticuerpos monoclonales
y los nanocuerpos de cameélidos, como la llama y la vicufia, auquénidos de nuestro

pais.

2. Objetivos
2.1. Objetivo General

Evaluar las interacciones de anticuerpos monoclonales y nanocuerpos de camélidos
sobre las estructuras de la proteina beta-amiloide en el diagnéstico de la Enfermedad de
Alzheimer, mediante herramientas computacionales.

2.2. Objetivos Especificos

e Obtener las estructuras de la proteina beta-amiloide, anticuerpos monoclonales
(Solanezumab, Gantenerumab, Crenezumab) y nanocuerpos de camélidos (llama,

vicufia, camello) mediante la base de datos Protein Data Bank.

e Minimizar y optimizar las estructuras de la proteina beta-amiloide, anticuerpos
monoclonales (Solanezumab, Gantenerumab, Crenezumab) y nanocuerpos de

camélidos (llama, vicufia, camello) mediante herramientas bioinformaticas.

e Evaluar mediante simulaciones de dindmica molecular de los anticuerpos
monoclonales (Solanezumab, Gantenerumab, Crenezumab) y nanocuerpos de
camélidos (llama, vicufia, camello) frente a las estructuras de la proteina beta-

amiloide.

e Analizar los sitios activos para los anticuerpos monoclonales.
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e Analizar las interacciones moleculares entre los anticuerpos monoclonales,
nanocuerpos frente a la proteina beta-amiloide mediante herramientas

computacionales.

e Validar las estructuras de la proteina beta-amiloide, los anticuerpos monoclonales y
los nanocuerpos y evaluar la calidad general de los modelos estructurales mediante

servidores bioinformaticos.

3. Marco conceptual
3.1. Enfermedad de Alzheimer
3.1.1. Definicion

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo, progresivo
irreversible del deterioro cognitivo cuya etapa final es la demencia y la muerte (5).
Este desorden neuroldgico estd considerado como parte de un sindrome de
demencia amnésica multidominio, refiriendo un conjunto de cambios
neuropatoldgicos que se caracteriza por presentar una acumulacion de placas
amiloides o seniles, y como consecuencia la acumulacion de ovillos neurofibrilares
formados a partir de filamentos de proteinas Tau altamente fosforiladas asociados a
microttbulos (6,7), provocando cambios morfolégicos como la atrofia de la corteza
cerebral y pérdida de neuronas a nivel cortical y subcortical (3). La EA es la
principal demencia en adultos mayores, que inicia 20 0 mas afios antes de que
aparezcan los sintomas (4).

Es importante resaltar que la ausencia del sindrome de demencia amnésica
multidominio no descarta la presencia de cambios neuropatologicos de EA, y
viceversa; por lo tanto, la definicion de esta entidad clinico-patoldgica ain sigue en
cuestionamiento gracias a los nuevos avances en el diagndstico preclinico de EA a
través de biomarcadores (20,21).

3.1.2.Historia

En 1906 en un asilo en Frankfurt (Alemania), el psiquiatra y neuropatélogo Aldis
Alzheimer, descubrié una condicién de demencia en una paciente de 51 afios

(Auguste Deter), que presentaba deterioro progresivo de la memoria, lenguaje,
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desorientacién, delirios y cambios psicosociales (22,23) (Figura 1.1). Tras su
muerte, Alzheimer realiz6 una autopsia encontrando atrofia cerebral difusa y
“cambios particulares en grupos de células corticales” a través de la histologia
(placas neuriticas, ovillos neurofibrilares y angiopatia amiloide) siendo la primera
caracterizacion de esta demencia (24). En 1910, su mentor Emil Kraepelin acufio el
término “Enfermedad de Alzheimer” a este trastorno neurodegenerativo presenil
(menores de 65 afnos) en su escrito Handbook of Psychiatry (25), y la comunidad
medica utiliza este apelativo hasta el dia de hoy.

El estudio de Blessed y colaboradores fue el primero en correlacionar las
caracteristicas clinicas y los cambios histopatoldgicos cerebrales de EA.
Posteriormente, las investigaciones de Katzman en 1976, mostraron que la EA senil
y presenil eran histopatoldgicamente parecidas, siendo esta enfermedad la cuarta
causa de muerte en adultos mayores en esa epoca (26).

Figura 1.1. Fotografia de Al6is Alzheimer (izquierda) y su paciente Auguste Deter
(derecha) (27).

3.1.3.Epidemiologia

La EA es la principal causa de demencia a nivel mundial (60-80%) (1). Actualmente
la prevalencia mundial de demencia es de 50 millones de personas y se proyecta que
se triplicaran los casos para el 2050 (2).

En los paises occidentales, se observa una disminucién de la incidencia de demencia
en hombres, gracias a los niveles de educacion, prevencion y tratamiento de los
factores de riesgo de enfermedad vascular (28,29). Por otro lado, en los paises en
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vias de desarrollo y bajos niveles socioeconémicos, se presentan el 60% de casos
de demencia, debido al aumento del grupo etario de adultos mayores y aumento de
enfermedades cronicas como hipertension, diabetes y patologias cardiovasculares
(2).

La mortalidad por EA aument6 un 145% entre el 2000 y 2017, siendo la quinta
causa de muerte en mayores de 65 afios en EE.UU., debido a un mayor registro de
defunciones y prevalencia de EA en adultos mayores (1). La mortalidad es debida
a la vulnerabilidad y mayor riesgo que conlleva la demencia frente a otros trastornos
como infecciones, que finalmente ocasionan la muerte (30,31).

En Latinoamérica, en los ultimos 10 afos, se ha reporta una alta prevalencia de
demencia (6.2-12.1%) en mayores de 65 afios, y se proyecta que se cuadruplique la
cifra para el 2050 (32) (Figura 1.2). Existen varios estudios, donde se observa una
amplia fluctuacion de las tasas de prevalencia, que pueden ser atribuidos a los
diferentes criterios de diagndstico de demencia.

Figura 1.2. Prevalencia de demencia en mayores de 60 afios (32,33).
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En el Perd, actualmente no existe estadistica acerca de la prevalencia e incidencia
de demencia; sin embargo, en el 2014 MINSA reporta 5 mil casos de demencia,
incluyendo EA, de 1.2 millones de adultos mayores (34), y en el 2019 reporta 200
mil casos de EA en pacientes mayores de 60 afios (35). En Lima en 2008, un estudio
en 1532 individuos present6 una prevalencia de 6.85% de demencia, siendo EA en
un 56.2%, incrementandose con la edad, el sexo femenino y bajo nivel educativo
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(36). En Huancayo, un estudio del 2016-2017, la prevalencia de demencia fue de
9.9% (37).
Las tasas de incidencia y prevalencia de EA son variables gracias a los
biomarcadores de deteccion, el diagnostico del deterioro cognitivo leve y la
busqueda de terapias modificadoras de la enfermedad, permitiendo la inclusion de
etapas mas tempranas de EA (20,38).

3.1.4. Impacto

3.1.4.1. Impacto Psicosocial

La EA es la causa principal de discapacidad, dependencia y mortalidad de los
adultos mayores a nivel mundial (39). La familia y el cuidador son la piedra
angular en el seguimiento, tratamiento y soporte de estos pacientes, evitando el
internamiento y manteniéndolo en comunidad (40). El apoyo social y familiar
median los factores del paciente con EA y la carga del cuidador (41). No
obstante, ellos sufren consecuencias fisicas, psicologicas (ansiedad Yy
depresion), sociales y econdmicas directos (costo de medicamentos) e
indirectos (pago de servicios) que deben afrontar solos (42). La coyuntura
actual por la pandemia COVID-19, ha traido cambios sustanciales en nuestra
vida, que afectaria a los pacientes con EA. El uso de mascarilla, provocando la
dificultad de reconocimiento de personas, generando angustia y poca
familiaridad en el paciente, que conduce a la poca integracion social y soledad
en el adulto mayor (43).

3.1.4.2. Impacto Socioeconémico

Entre el 2010 y 2015, a nivel mundial se vio un incremento de los costos de la
demencia en 35%, siendo un gasto de US$ 818 mil millones, 1.1% del Producto
Bruto Interno (PBI) mundial (44). Los costos sociales representan una porcion
del costo total (45) (Figura 1.3), y se calculan los costos con el diagnéstico. A
medida que progresa la enfermedad, incrementan costos (46).

Los costos directos se enfocan en los cuidados sociales (cuidadores, centros de
dia, hogares y asilos), tratamiento (medicamentos), y cuidados médicos (junto
con la comorbilidad asociada) (1). Sin embargo, existen costos no medibles u
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ocultos como indirectos (pérdida de productividad, cuidado informal, etc.),
finanzas del hogar (reduccion de ahorros, explotacion financiera, costos de
bolsillo, desempleo, etc.) que aparecen desde la fase preclinica y van
aumentando conforme progresa la patologia (45).

Figura 1.3. Punta del iceberg: evaluacion de los costos socioecondémicos
globales de la enfermedad de Alzheimer y las demencias relacionadas e

implicaciones estratégicas para las partes interesadas (45).
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3.1.5.Factores

Figura 1.4. Esquema del riesgo de Demencia y Enfermedad de Alzheimer: factores
de riesgo y protectores, tanto modificables como no modificables (47).
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A. Factores de Riesgo

a. No Modificables

e Edad

Este trastorno es considerado una enfermedad de la edad avanzada al presentarse
el doble de casos cada cinco afios de edad desde los 65 afios (2). La prevalencia
de EA aumenta con la edad, con 3% de 65 a 75 afios, 17% de 75 a 84 afos, y
32% en mayores de 84 afios (1); a partir de los 90 afios se produce una
disminucion debido a la esclerosis del hipocampo (48). La edad acompafiada de
la neuropatologia, comorbilidad y presentacion clinica; aumenta su potencial
como factor de riesgo, debido al aumento de la esperanza de vida (49). Si la
reserva cerebral se da a una edad mas temprana, gracias a la educacion y
actividad intelectual, la resiliencia cognitiva (cambios neuropatologicos sin
demencia) mejora, reduciendo la tasa de demencia en la vejez (50,51).

e Género

Los dos tercios de la poblacion afectada por la EA son mujeres y solo un tercio
son varones. A los 65 afios, los varones tienen 6.3% y las mujeres 12% de riesgo
de por vida de desarrollar EA (52). Esta prevalencia se explica por la reduccion

de estrogenos en la menopausia (53), asi como la presencia de APOE €4 (54).
e Genéticos

Los factores genéticos corresponden al 70 % de los factores de riesgo para EA
(55). Para su identificacion se empled estrategias: estudios de asociacién de todo
el genoma (GWAS), estudio de genes candidatos y analisis de ligamiento (56).
GWAS reportd 20 factores genéticos que intervienen en la inflamacion,
metabolismo del colesterol y vias de reciclaje de vesiculas endosomales (57).

La combinacién de mutaciones genéticas potencia el riesgo poligénico de EA,
duplicando la prediccion de casos por casualidad (58). Otros estudios de
secuenciacion de proxima generacion revelan otros factores genéticos de alto

riesgo, pero baja frecuencia, contribuyendo en la patogénesis de EA (59).
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a) Enfermedad de Alzheimer de inicio temprano: Presenta una herencia
autosdmica dominante, siendo una forma atipica familiar de presentacion
entre los 30 y 60 afios (1.5-2% de casos). Clinicamente se identifica al
presentar una demencia con disfuncion visual de orden superior, ejecutiva y
déficit de lenguaje (60). A través del andlisis de ligamiento se identificaron
regiones de los cromosomas 1, 14 y 21, con el descubrimiento de tres genes
involucrados en EA (61-64).

- Gen precursor de la proteina amiloide (APP): en el cromosoma 21q,
que codifica el producto APP, provoca la produccién del péptido BA de la
via amiloidogénica (65). Se asocian 30 mutaciones, 10-15% de EA familiar
de inicio temprano (60), con edad promedio de 49 afios (66).

- Gende presenilinal (PSEN1): en el cromosoma 14q, codifica la proteina
transmembrana PSEN1, que es participe del complejo proteico de escision
de la y-secretasa, aumentando la liberacion de péptidos BA42 (67). Se
asocian 150 mutaciones, 50% de EA familiar de inicio temprano, con edad
promedio de 43 afos (66).

- Gen de presenilina 2 (PSEN2): en el cromosoma 1q, codifica la proteina
PSENZ2, promoviendo la apoptosis y la neurodegeneracion (68). Se asocian
20 mutaciones, la mas rara en EA familiar de inicio temprano (69).

- Trisomia 21: sindrome de Down, presenta una copia adicional del gen
APP (cromosoma 21 brazo largo), que produce aumento en la produccién
de proteina APP, presentando cambios neuropatologicos y clinicos de EA
entre los 40 y 50 afios (70).

b) Enfermedad de Alzheimer de inicio tardio: Es la forma tipica esporadica
de EA. Se presenta en 58-79% y en mayores de 60 afios, donde influyen
factores genéticos y ambientales, siendo més compleja y poligénica (71).

- Gen Apolipoproteina E (APoE): Este gen polimérfico se encuentra en el
cromosoma 19, y codifica una proteina portadora de lipidos unido a
lipoproteinas de baja densidad hacia células del organismo, permitiendo la
reparacion de sitios de lesion. Presenta tres alelos: épsilon €2, €3, €4; siendo

la tltima la de mayor riesgo para EA esporadico de inicio tardio (72). El
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gen APOE se ha identificado en 50-60% de casos EA (20-25% de adultos
mayores sanos). Un alelo representa de dos a tres veces mas probabilidad
de EA y dos alelos hasta 8 a 12 veces mas probabilidad (73). La
eliminacion del alelo puede reducir la incidencia de EA hasta 7%, en

relacion a la fraccion atribuible de la poblacion (74).
b. Modificables
e Meédicos

La presentacion de comorbilidades con EA propicia el desarrollo de demencia
mixta por la falta de resiliencia (cambios neuropatolégicos sin demencia) y
reparacion (75). Este tipo de demencia se caracteriza por la presencia de placas
y ovillos junto con infartos microvasculares que producen el deterioro cognitivo,
también se puede presentar en la demencia vascular y el dafio cerebrovascular es
frecuente en EA (76,77). La EA con infartos lacunares por afecciones
cerebrovascular, presenta una clinica mas severa de deterioro cognitivo que los
casos de EA sin lesiones cerebrovasculares (78). Por otro lado, la hipertension

induce una mayor tasa de demencia temprana (79).

La diabetes y el sindrome metabélico se asocian a aterosclerosis e infartos
cerebrales, siendo la glucosa factor de toxicidad que induce la neurodegeneracion
y anomalias microvasculares (80). En EA se da un estado cerebral resistente a la

insulina por la activacién anormal del receptor (81).

La relacion entre hipercolesterolemia y EA es controversial, al encontrarse
estudios donde la hipercolesterolemia leve propicia el aumento de deposicion de
placas BA de forma temprana independiente del genotipo APoE (82), y el uso de
estatinas reduce los cambios neuropatolégicos de EA (83). En cambio, otros
estudios indican no encontrar cambios en el riesgo de demencia (84).

Estudios indican un mayor riesgo de EA con clinica en fase temprana asociado a
la obesidad en la mediana edad (85). Sin embargo, la “paradoja de la obesidad”
es la disminucién del indice de masa corporal (IMC) en la vejez antes del
desarrollo de demencia, como un efecto de causalidad inverso (47).
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La depresion en la mediana edad, junto con el aumento de niveles de cortisol,
por estrés principalmente, y trastornos del suefio, son factores de riesgo para la

demencia en la vejez, incluida EA (86,87).
e Estilo de Vida

Un estudio de cohortes de autopsias de Honolulu-Asia Aging Study (HAAS)
reveld la relacién del tabaquismo a mediana edad y el aumento de placas BA
corticales (88). EIl habito de fumar aumenta de 2 a 4 veces el riesgo de EA en no
portadores del gen APoE &4, por ello el abandono del habito tabaquico es una
forma de prevencion de demencia (89). Otro aspecto importante es la
convivencia social. La soledad y el estado civil soltero o viudo (a) inducen un

mayor riesgo de desarrollar demencia (90).
B. Factores Protectores
a. No Modificables

El componente genético influye en el desarrollo de EA. Estudios recientes del gen
APOE alelo €2 indican que retrasa la fase clinica de EA y reduce los cambios

neuropatoldgicos de la edad, disminuyendo el riesgo un 50% (91).
b. Modificables

e Actividades sociales
La interaccion social puede prevenir o ralentizar el desarrollo de demencia, en
cambio la limitada actividad social se asocia al riesgo de demencia (92). Sin
embargo, la progresion de la enfermedad lleva a menos motivacion para
participar socialmente, la familia se aleja y mayor aislamiento del paciente (49).
e Alimentacién y Deporte
Una alimentacién saludable, como la dieta mediterranea (frutas, verduras,
cereales integrales, pescado, aceite de oliva) es un factor preventivo protector
para la EA al ralentizar el deposito de placas BA, hipometabolismo cerebral,
independiente del genotipo APOE vy riesgo vascular (93). La adherencia a este
tipo de dieta podria reducir la mortalidad en los pacientes con EA (94). El
ejercicio tiene efecto neuroprotector al inducir la liberacion del factor
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neurotréfico derivado del cerebro, reducir cortisol y riesgo vascular (95),
independiente del efecto protector de la alimentacion saludable (96). Un estudio
indica que la ingesta de alcohol leve a moderado (vino) en la vejez, reducen el
riesgo de desarrollo de EA (efecto protector) (97), sin embargo, es evidencia
cientifica cuestionable.

e Educacioén

El aumento de la educacion provoca la disminucion de la prevalencia por edad
de demencia (98). Las proximas generaciones tendran una mayor exposicién a
factores protectores siendo mas saludables, mayor capacidad de recuperaciéon y
con una cognicion mas saludable que sus antecesores (49). La educacion y
funcionamiento cognitivo superior juegan un rol protector para EA al tener
mayor tolerancia de cambio neuropatoldgico antes del desarrollo de demencia.
Esta capacidad se considera como una “reserva cognitiva” (99).

3.1.6.Fisiopatologia

La fisiopatologia de la EA es incierta y con multiples controversias. Para explicar
la etiologia, se han formulado diferentes teorias e hipotesis como la hipotesis

colinérgica, la hipotesis Tau y la hipdtesis de la cascada amiloidea (7).
A. Hipdtesis colinérgica

A inicios del desarrollo de EA se da una disfuncion del sistema colinérgico, mediada
por el neurotransmisor acetilcolina (ACh) y los receptores nicotinicos (NAChR) y
muscarinicos (MAChR). Este neurotransmisor juega un rol importante en la funcién
cognitiva: disminucion de ACh y nAChR y aumento de acetilcolinesterasa (AChE),
traduciéndose en el déficit de memoria (100).

B. Hipotesis Tau

La proteina Tau se encuentra en las neuronas intracelular y participa en la regulacion
del crecimiento externo de neuritas, transporte axonal y estabilidad de microtibulos
(101). Esta proteina es producida por el gen del cromosoma 17, y en EA se presentan
3 isoformas y 4 repeticiones (102). En EA, la proteina Tau se hiperfosforila
anormalmente, provocando la formacion de filamentos helicoidales y ovillos
neurofibrilares, provocando inestabilidad de los microtdbulos y muerte celular (102)
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(Figura 1.5). Estas formaciones se diseminan neurona a neurona desde la corteza
entorrinal hasta el hipocampo y neocorteza (103). Este proceso neuropatolégico es
inducido por la proteina BA como un efecto sinérgico de disfuncion neuronal (104).

C. Hipotesis de la Cascada Amiloidea

Esta es la hipotesis mas importante de la EA, donde la acumulacion de la proteina BA
(36 a 43 aminoacidos), se encuentra en el centro de la etiopatogenia (105). La APP
es una proteina de transmembrana tipo 1, que en el sistema nervioso central, presenta
un proceso de division a través de dos vias (10):

Via no amiloidogeénica: donde la enzima a-Secretasa escinde la APP, generando un
producto secretado extracelular sAPPa y un fragmento C83 de 83 aminoacidos C-
terminal unido a la membrana. Y tras la accién de la enzima g-secretasa, la C83
produce otro fragmento p3 y abandona el dominio intracelular APP unido a la
membrana (AICD) (10).

Via amiloidogénica: donde la enzima b-secretasa (BACE-1 enzima 1 de escision de
APP sitio b) y el complejo y-secretasa, generan un producto intracelular APP restante
y varias proteinas beta-amiloide de diferentes longitudes (BA38, BA40, PA42) y
piroglutamato BA. Estas BA se liberan en LCR y posteriormente en sangre (106).

En esta patologia se presenta un desequilibrio en la produccién y eliminacion del
metabolito, produciendo la acumulacion de BA en diversos estados de agregacion:
oligbmeros (entre 2 a 6 péptidos), protofibrillas, fibrillas (que forman ensambles
intermedios insolubles) y placas amiloides seniles insolubles avanzadas depositadas
en diferentes areas cerebrales (11) (Figura 1.5).

Figura 1.5. Cambios conformacionales de la proteina A y la proteina Tau (107).
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Este proceso provoca una cascada neurodegenerativa que llevan a la degeneracion
sinaptica y pérdida neuronal, siendo la “hipotesis de la cascada amiloidea” un posible
factor causal de dicha enfermedad (12). Este proceso anormal se complementa con
las mutaciones genéticas de APP, PSEN1 y PSEN2 que producirian EA de inicio
temprano (105). La BA42 es mas hidrofébica y con mayor predisposicion a la
autoagregacion que la BA40 (106). Se ha demostrado que las estructuras mas
neurotdxicas son los oligomeros solubles y los amiloides intermedios (13). Los
oligémeros solubles provocarian la disfuncion sinaptica en modelos animales (108),
conduciendo a una nueva teoria e hipdtesis fisiopatoldgica. El estrés oxidativo y la
inflamacion predisponen a la acumulacion y deposicion de proteina A (109).

3.1.7.Fases de la Enfermedad de Alzheimer

La EA es un trastorno neurodegenerativo progresivo que pasa por diferentes etapas
desde la fase preclinica asintomatica hasta la Gltima fase de demencia (2). Hay
varios sistemas de clasificacion (Grupo de Trabajo Internacional — IWG, Instituto
Nacional sobre el Envejecimiento-Asociacion de Alzheimer - NIA-AA,
Administracion de Alimentos y Medicamentos — FDA) con diferentes
nomenclaturas resumidas en la figura 1.6, donde se centran en los cambios
neuropatoldgicos (proteina beta-amiloide y Tau) y la clinica (déficit cognitivo,

funcional y de comportamiento) (110).

Figura 1.6. Etapas de la Enfermedad de Alzheimer (110).
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A. Fase Preclinica

Esta fase presenta solo cambios neuropatologicos, sin la presencia de clinica,
deterioro cognitivo o funcional y sin afeccion de la vida diaria (111). Tiene una
duracién de 6 a 10 afios, varia segin edad de aparicion. Su progresion a deterioro

cognitivo/conductual leve es multifactorial (112).
B. Fase Deterioro Cognitivo Leve

Se presenta con un deterioro de la memoria a corto plazo que progresa con la
disminucion de otros dominios cognitivos, no obstante, el paciente ain permanece
independiente en su vida diaria (113). Se puede o no acompafiar del deterioro
conductual leve con la aparicion de sintomas neuropsiquiatricos continuos. Se da en

pacientes mayores de 50 afos, y precede al deterioro cognitivo y la demencia (114).
C. Fase Demencial

Esta etapa progresa de leve, moderado y severo, desarrollando déficit cognitivo mas

grave, interfiriendo la vida diaria: dependencia y asistencia constante (20).
3.1.8.Clinica de la Enfermedad de Alzheimer
A. Sintomas Cardinales

a. Deterioro de la Memoria: Es el sintoma inicial més frecuente en demencia por EA.
Se produce una afectacion de la memoria declarativa episodica, en el hipocampo y
I6bulo temporal medial, siendo la memoria a corto plazo mas afectada en EA
temprana que la memoria a largo plazo (115). La memoria procedimental y
aprendizaje motor (zonas subcorticales) y la memoria semantica (zonas temporales

neocorticales) suelen afectarse mas tardiamente (116).

b. Deterioro de la Funcién ejecutiva y juicio/resolucién de problemas: Pasan
desapercibidos por el paciente (anosognosia), y se necesita el testimonio de
familiares e informantes. Se presenta una progresiva incapacidad para completar
tareas (117). La pérdida de conocimiento suele ser progresiva, y acompafiada o no
de alteraciones del comportamiento, depresivas y psicoticas (118).

c. Deterioro de otros dominios cognitivos: Las deficiencias visuoespaciales aparece

precozmente y las deficiencias de lenguaje aparecen tardiamente; sin embargo,
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ambos progresan de forma insidiosa. Ambos pueden presentarse como sintoma
inicial en las presentaciones atipicas de EA (5).

d. Trastornos conductuales y de estado de a&nimo: Los sintomas neuropsiquiatricos
son frecuentes en la etapa media y tardia de EA. Tienen un amplio espectro: apatia,
falta de integracion social, irritabilidad, depresion y ansiedad. Las alteraciones de
comportamiento se presentan como agitacion, agresion, deambulacion, psicosis

(alucinaciones, delirios, etc.), euforia y desinhibicion (119).
B. Otros signos y sintomas

a. Apraxia/Dispraxia: La ausencia o dificultad para realizar tareas motoras
aprendidas aparecen en la etapa tardia de EA después del déficit de memoria y
lenguaje. Se presenta progresivamente: actividades motoras complejas y dificultad
en la realizacion de actividades de la vida diaria, provocando dependencia (120).

b. Disfuncion olfativa: Es un sintoma comdn en EA de dificil deteccion (pruebas
simples y evaluacion olfativa), pero es usada como herramienta diagnoéstica (121).

c. Trastornos del suefio: Las alteraciones de suefio-vigilia son muy frecuentes como
insomnio y suefio fragmentado, se anticipan al deterioro cognitivo en pacientes con
solo presencia de biomarcadores de deposito de proteina BA (122).

d. Convulsiones: Se presentan en 10-20% de pacientes con EA en etapas tardias. La
presentacion atipica presenta mas convulsiones, siendo una EA de inicio temprano
con patrén de herencia autosémico dominante, se presentan convulsiones de tipo
focal no motora con alteracion de la conciencia (I6bulo temporal medial) (123).

e. Signos motores: Las mioclonias y los signos motores piramidales y
extrapiramidales ocurren en la etapa tardia de EA. La incontinencia y reflejos
primitivos (reflejo de hocico, agarre) son mas frecuentes en EA etapa tardia (124).

3.1.9.Diagnéstico

Para un diagndstico temprano de EA, se propone una serie de pasos a seguir: 1)

detectar, 2) evaluar/diferenciar, 3) diagnosticar y 4) tratar (Figura 1.7).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

Figura 1.7. Infografia de las etapas del proceso de diagnostico de Enfermedad de
Alzheimer (110).
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Para la deteccion, es fundamental el reconocimiento temprano en la atencion
primaria de la aparicién de signos y sintomas sugerentes de EA (Figura 1.8),
realizando una historia clinica detallada con antecedentes familiares, factores de
riesgo y protectores, polifarmacia, etc (5). Es importante el testimonio de los
familiares y cuidadores para una mejor deteccion (125).

La evaluacion clinica se centra en el examen cognitivo neuroldgico de la poblacion
adulta mayor (118). Para ello se emplean diferentes escalas de medicion tanto para
evaluar el dominio cognitivo (AD8 Ascertain Dementia 8, IQCODE Informant
Questionnaire on Cognitive Decline in the Elderly, MMSE MiniMental State
Examination, MoCA Montreal Cognitive Assessment, Mini-Cog General
Practitioner Assessment of Cognition, QRDS Quick Dementia Rating System), el
dominio funcional (A-IADL-Q Amsterdam Instrumental Activities of Daily Living
Questionnaire, FAST functional assessment staging test, FAQ Functional Activities
Questionnaire), y conductual (GDS global deterioration scale, NPI-Q
Neuropsychiatric  Inventory — Questionnaire.). Estas evaluaciones deben
acompariarse del examen fisico, genotipificacion, exadmenes de laboratorio

(hemograma, funcion tiroidea, glucosa, vitamina B12, funcion hepatica y lipidica)
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e imagenologia (resonancia magnética nuclear, tomografia de emision de positrones
con 18F-fluorodeoxiglucosa FDG-PET) (110).

Figura 1.8. 2011 Instituto Nacional sobre el Envejecimiento y la Asociacion de
Alzheimer. Criterios clinicos basicos para la probable demencia de la enfermedad
de Alzheimer (5).

2011 Instituto Nacional sobre el Envejecimiento y la Asociacion de Alzheimer
Se puede hacer un diagndstico de demencia de EA probable cuando el paciente
1. Cumple con los criterios para la demencia.
2. Tiene las siguientes caracteristicas
a. Inicio insidioso: los sintomas tienen un inicio gradual durante meses o afios, no repentinos
durante horas o dias.
b. Historia clara de empecramiento de la cognicién por informe u abservacion
c. Los déficits cognitivos iniciales y mas prominentes son evidentes en la historia y el examen
en una de las siguientes categorias
i. Presentacion amnésica: presentacion sindromica mas comun de la demencia AD; los
déficits deben incluir deterioro en el aprendizaje y recuerdo de la informacion aprendida
recientemente; también debe ser evidencia de disfuncion cognitiva en al mencs otro
dominio cognitivo
ii. Presentaciones no amnésicas
1) Presentacion delidioma: las deficiencias mas destacadas se encuentran en la blsqueda
de palabras; Deben presentarse déficits en otros dominios cognitivos
2} Presentacion visuoespacial: los déficits mas prominentes se encuentran en la cognicion
espacial, incluida la agnosia de objetos, el reconocimiento facial deficiente, la
simultanagnosia v la alexia; Deben estar presentes déficits en otros dominios
cognitivas
3) Disfuncidn ejecutiva: los déficits mas prominentes son el razonamiento, el juicio v la
resolucion de problemas deficientes; Deben estar presentes déficits en otros dominios
cognitivos
3. El diagndstico de probable demencia por EA no debe aplicarse cuando hay evidencia de
a. Enfermedad cerebrovascular concomitante sustancial, definida por un historial de accidente
cerebrovascular relacionado temporalmente con la aparicion o empeoramiento del deterioro
cognitivo; o la presencia de infartos multiples o extensos o carga severa de hiperintensidad
de la sustancia blanca
b. Caracteristicas principales de la demencia con cuerpos de Lewy distintas de la demencia
misma
Caracteristicas destacadas de la demencia frontotemporal variante conductual
d. Caracteristicas destacadas de afasia primaria progresiva variante semantica o afasia primaria
progresiva variante no fluida o gramatica
e. Evidencia de otra enfermedad neuroldgica activa concurrente, o una comerbilidad médica no
neurclogica o el uso de medicamentos gue podrian tener un efecto sustancial en la cognicion.

n

En el diagndstico, se han propuesto diferentes criterios para su identificacion en
etapas preclinicas con el uso de biomarcadores, para el diagnostico precoz antes de
la aparicion de la clinica neurodegenerativa de esta enfermedad (5). Jack y
colaboradores realizaron una clasificacion descriptiva independiente de la
temporalidad y patogénesis, denominado sistema ATN ("A" de proteina beta-
amiloide BA, "T" de Tauy "N" de Neurodegeneracion), resaltando su identificacion
en la tomografia de emision de positrones (PET) y en el liquido cefalorraquideo
(LCR) (126) (Figura 1.9). La reduccion de los niveles de proteina BA en LCR es el
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biomarcador que mas temprano se presenta, seguido en PET, incluso antes de la
aparicion de la demencia (127).

Figura 1.9. Dinamismo de los biomarcadores en la progresion de la Enfermedad de
Alzheimer (126,127).
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3.2. Anticuerpos
Los anticuerpos son moléculas glucoproteicas heterotetramicas, llamadas
inmunoglobulinas (128). Gracias a Landsteiner en el siglo XX, se describié los
anticuerpos que actuaban contra antigenos especificos (129). Estas moléculas son
producidas por las células B y plasméticas, participando en la inmunidad humoral (130).
Su estructura esta compuesta por 4 cadenas, 2 ligeras (L) y 2 pesadas (H), idénticas y
unidas por puentes disulfuro formando una “Y” (130). Las funciones son efectora
(extremo carboxiterminal de cadena pesada o dominio constante C) y de reconocimiento
y union a antigenos (extremo aminoterminal, domino variable V) (128). Las cadenas
ligeras presentan un solo dominio C mientras que las cadenas pesadas presentan de tres
a cuatro dominios. Se pueden encontrar cinco isotipos: IgA, IgD, IgE, IgM, 1gG (128).

3.2.1. Anticuerpos Monoclonales

Los anticuerpos monoclonales (mAb) se usan para el tratamiento y diagndstico.
Georges Kohler y César Milstein en 1975, lograron obtener un hibridoma al fusionar
lineas celulares de mieloma con células B, el cual producia anticuerpos especificos
para antigenos conocidos (131). EI muromonab CD3 fue el primer mAb con licencia
para la prevencion del rechazo del trasplante de rifion, pero era murino y por lo tanto

generé riesgo de inmunogenicidad, es por ello que la nueva generacion de
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anticuerpos busca ser humanizado o totalmente humano para superar la
inmunogenicidad (132) (Figura 1.10).

Figura 1.10. Humanizacién de anticuerpos monoclonales (133).
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En 2004, se aprobd el primer anticuerpo totalmente humano, adalimumab, para el

tratamiento de artritis reumatoide (133).

Para la nomenclatura, desde 1995 el grupo de expertos de Denominaciones

Comunes Internacionales de la OMS publica reglas de denominacién para los mAb

(134), siendo el tltimo publicado en el 2017 (135). La denominacion esta compuesta

por un prefijo, un subtema y un sufijo (Figura 1.11):

e El prefijo “random” se refiere al nombre del farmaco

e El subtema o infijo se refiere al objetivo (cardiovascular, hueso, tumor, etc). El
origen del mADb desde el 2017 fue eliminado, y anteriormente se indicaba si era
humanizado, quimérico, etc.

e El sufijo “mab” se refiere a anticuerpo monoclonal.

Figura 1.11. Nomenclatura de los anticuerpos monoclonales (133).
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A. Solanezumab (LY?2062430): anticuerpo monoclonal humanizado IgG1l que
tiene como epitopo la regién media del péptido BA (residuos 16-26), siendo el
sitio de nucleacion para la oligomerizacion. Fue desarrollada por la empresa
farmacéutica Eli Lilly & Co. Su objetivo es anti-BA en mondmeros e inhibidor
de agregacion (terapia modificadora de EA leve moderada) (136).

B. Crenezumab (MABT5102A, RG7412): anticuerpo monoclonal humanizado
IgG4 que tiene como epitopo la region media del péptido BA (residuos 16-24),
tanto para oligémeros, fibrillas y placas, con una afinidad hacia los oligdmeros
solubles hasta 10 veces, siendo el principal componente de la neurotoxicidad.
Fue desarrollada por la empresa farmacéutica Genentech y Roche. Su objetivo
es anti-BA en oligomeros y bloqueador/estimular desagregacion de BA (terapia
modificadora de EA) (137).

C. Gantenerumab (04909832, RG14502): anticuerpo monoclonal completamente
humano IgG1 con epitopo en la region N-terminal (péptido 8 y 9) y central
(péptido 24) del péptido BA de las fibrillas. Fue desarrollada por la empresa
farmacéutica Roche. Su objetivo es anti-BA en fibrillas con mayor afinidad y
especificidad (terapia modificadora de EA) (138).

3.2.2. Anticuerpos de cadena pesada (HCAD)

Los anticuerpos de cadena pesada (HCADb) se encuentran exclusivamente en
camélidos (camello, dromedario, llama), los cuales se caracterizan por no presentar
las cadenas ligeras como los anticuerpos convencionales conocidos (139). Ademas,
se unen al antigeno solo por un uUnico dominio variable VHH (139). El
descubrimiento de esta molécula abrié campo en la inmunologia molecular y la
ingenieria de anticuerpos (140).

3.2.2.1. Nanocuerpos

Los nanocuerpos son aquellos dominios variables (VHH) de los anticuerpos de
cadena pesada de los camélidos (HCADb), que son sintetizados por camélidos
(camellos, Ilamas y dromedarios) (139). Estos dominios VHH reconocen los
antigenos mediante un dominio Unico (sdAb) de ~130 aminoéacidos (~14kDa)
siendo el fragmento natural mas pequefio disponible, con alta afinidad y
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especificidad (141,142). Son anticuerpos IgG que carecen de cadenas ligeras 'y
del dominio constante (CH1) de las cadenas pesadas (143) (Figura 1.12).
Figura 1.12. Estructura general de los fragmentos de anticuerpo (139).
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Los VHH son mas hidrofilicos que los IgG convencionales, siendo solubles en
ausencia de cadena ligera (139). Las regiones determinantes de
complementariedad (CDR regiones de Ab que interactdan con antigeno) de
VHH son mas largas (~16-18 hasta 25 aminoacidos) que VH convencional (~12
aminoacidos), como CDR1 y CDR3 (17). Este mayor tamafio compensa la
ausencia de tres CDR de la cadena ligera, teniendo una superficie de interaccion
mas grande para los antigenos, ademas, permite una mayor variedad de
conformaciones de CDR (143).

3.3. Bioinformatica
3.3.1. Definicion

La biologia computacional o bioinformatica es una disciplina y tecnologia de
plataforma que tienen como objetivo el analisis e interpretacion de datos bioldgicos
(19), formulando criterios biolégicos aplicados en el area experimental. Gracias al
Proyecto Genoma Humano en los afios 70, esta ciencia se ha abierto campo en el
area de las biomédicas (144). A través de esta ciencia, se busca la investigacion
interdisciplinaria entre las ciencias informaticas y las ciencias experimentales de la
vida como la biologia y biomédica (bioquimica, biologia celular, biologia del
desarrollo, genética, gendmica, fisiologia) teniendo como fundamento las
matematicas, la fisica, la quimica, la estadistica, entre otras (19). El fundamento de
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esta disciplina es la generacion de evidencia cientifica basada en principios fisico-
quimicos a través del uso de bases de datos, aplicando métodos bioinformaticos para
la solucién de dilemas de las ciencias bioldgicas, y la prediccion de modelos
estructurales de moléculas bioldgicas y complejos de interaccion en procesos
celulares para comprender su funcionamiento a través de representaciones de los
sistemas bioldgicos, mediante el uso de herramientas computacionales (145).

3.3.2.Herramientas computacionales

Mediante el uso de software y hadware, la bioinformatica procesa el gran tamafio
de informacion biologica (mineria de datos), la velocidad de calculos y el empleo
eficiente de tiempo (146). Las herramientas computacionales son los programas
informéticos y las diferentes bases de datos disponibles en linea utilizados en
bioinformatica, que son aplicados en el analisis de secuencias de ADN y proteinas,
utilizados en centros de investigacion, laboratorios biomédicos, industrias
farmacéuticas y centros de bioinformatica (19). Estos recursos necesitan de sistemas
operativos y lenguajes de programacion para su aplicacion, teniendo el sistema
operativo Linux, y lenguajes de programacion como Python, Java, C, C++, etc
(146). Para la adaptabilidad de los usuarios e investigadores del sistema operativo
de Windows, se habilité el Subsistema de Windows para Linux (WSL) vy el
programa Ubuntu que proporciona la interface de programacion y uso de comandos
como en el sistema operativo Linux (147).

La informacion biologica utilizada en la bioinformatica se encuentra disponible en
linea para todo la comunidad (148). Para la evaluacion genémica y de nucle6tidos,
se emplea la International Nucletide Sequence Database Collaboration (INSDC),
donde se incluye las bases de datos del DNA Data Bank of Japan (DDBJ), European
Molecular Biology Laboratory (EMBL), National Center for Biotechnology
Information (NCBI), etc (149). Para las investigaciones en proteinas, se tienen las
bases de datos de Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data
Bank (RCSB PDB), UniProt, etc (150). En algunos casos, el investigador no
encuentra la informacion que necesita, y para ello emplea el método del
secuenciamiento lineal masivo (151).
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3.3.3. Disefio, obtencion y modelamiento de proteinas

El conocimiento y prediccion de la estructura de una proteina en su forma
tridimensional, posibilita la comprension del mecanismo de accion y participacion
molecular en los sistemas bioldgicos (152). Para la prediccion de la estructura
proteica (PSP) se emplean dos metodologias: modelado basado en plantillas (TBM)
y prediccion de estructura de novo, que se sustentan en bases de datos de secuencias
y estructuras (153). Para la obtencién de la estructura computacional con resolucion
se emplean métodos como cristalografia de rayos X, criomicroscopia electrénica,
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR), los cuales seran
almacenados en bases de datos (154). La teoria del PSP es el descubrimiento del
estado nativo de las proteinas en forma de estructuras tridimensionales, en
condiciones fisiologicas “in vivo” (155). Para la basqueda conformacional de estos
modelos estructurales, se usan los métodos de Monte Carlo (MC) y la Dinamica
Molecular (MD) (153).
3.3.4.Mecénica Molecular y Dinamica Molecular

La mecénica molecular (MM) pertenece al modelado molecular matematico donde
plasma las moléculas en forma de esferas unidas por resortes, aplicados dentro de
un sistema, con energia cambiante en contraste de la resistencia de las particulas, al
inicio y al final de una simulacién de desenvolvimiento de las moléculas
dependiente del tiempo (156). La simulacién de Dinamica Molecular (SDM) es una
simulacion molecular computacional mediante el uso de la bioinformatica que
permite explorar el espacio conformacional de péptidos y proteinas y su interaccion
en medios nativos para predicciones fisico-quimicas de interacciones moleculares
(157). La SDM, mediante ecuaciones de velocidad y de acuerdo con la fuerza fisica
ejercida en cada particula, permite efectuar un evento biolégico en pequefios
tiempos de integracion, bajo el concepto de una simulacion (153). Este
procedimiento inicia con una configuracién molecular, continta con la descripcion
de las interacciones atomicas y el modelamiento, posteriormente se ejecuta una
simulacion y muestra el analisis de la trayectoria (158). Tras realizar este
procedimiento, hay diferentes calculos de analisis de la calidad estructural de las

trayectorias como:
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e Desviacion de la raiz cuadrada media (RMSD): es una medida que resulta de la

diferencia de valores estimados y valores observados, siendo dos coordenadas
atdmicas superpuestas (159).

e Fluctuacidon cuadratica media (RMSF): es una medida del desplazamiento de un

atomo, molécula, residuos, en relacion con estructura de referencia (160).

o Radio de giro (Rq): es la raiz cuadrada media de la distancia de los elementos de

dispersion desde el centro de una masa en donde se muestra sin cambios en la

inercia rotacional alrededor de un eje del centro de masa (161).

3.3.5. Analisis bioinformatico

El concepto de Big Data cobra importancia en el manejo de gran cantidad de
informacion en el area de la bioinformética (162). La mineria de datos es la
metodologia empleada para el andlisis de este volumen exponencial de informacion
a través del empleo de software y servidores en linea orientados a las
investigaciones bioldgicas, dentro de ellas se encuentra el area de medicina (163).
Este analisis permite replicar su metodologia por su alta calidad y confiabilidad,
siendo empleado en multiples investigaciones en la actualidad (19). Dentro de los
servidores utilizados en la presente investigacion se encuentran PockDrug,
PatchDock/FireDock, Ramachandran — RAMPAGE y ProSA (Protein Structure
Analysis-Server).

3.3.6.Bioinformatica clinica

Actualmente, la bioinformética abarca nuevas areas de las ciencias médicas de la
mano de las tecnologias 6micas (164). Esta nueva area es el futuro de la
investigacion de las ciencias biomédicas, presentando una conexion con la medicina
personalizada de precision o medicina gendmica (145).

Esta area se encuentra orientada a la medicina clinica en busca de estrategias de
diagnostico a traves del uso de biomarcadores genéticos y estrategias de tratamiento
a través del desarrollo de nuevos farmacos (19). Dentro de las aplicaciones en la
ciencia médica se encuentra el analisis de genomas, determinacion estructural de
proteinas a partir de la genémica, acoplamiento o docking molecular (interacciones

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

ligando-receptor como en la farmacologia computacional) y la dinamica molecular

(para mecanismos fisiopatoldgicos de las enfermedades) (165).

3.4. Analisis de antecedentes investigativos

A nivel internacional

Autor: Zhi-Ting Sun, Chi Ma, Guang-Jian Li, Xiang-Yu Zheng, Yi-Tong Hao, Yu
Yang, y Xu Wang.

Titulo: Aplicacion de fragmentos de anticuerpos contra BA con énfasis en la aplicacion
combinada con nanoparticulas en la enfermedad de Alzheimer.

Resumen: “La EA es la mas comun de los trastornos neurodegenerativos. El péptido
BA juega un rol importante en la patogénesis, al producir un desequilibrio entre la
produccion y eliminacion de esta proteina, provocando cambios clinicos de
neurodegeracion y demencia. Las ultimas investigaciones tuvieron como objetivo el uso
de la inmunoterapia en EA con anticuerpos monoclonales, sin embargo, no se
encontraron beneficios o se vieron efectos adversos. No obstante, tres fragmentos de
anticuerpos (scFv, Fab y de dominio Gnico) presentaron mejores ventajas. Ademas, las
nanoparticulas juegan el rol de portadores ya que facilitan la entrada de farmacos por la
barrera hematoencefalica, importante para el tratamiento. Sun y colaboradores realizan
una revisién de la aplicacién combinada de nanoparticulas y fragmentos de anticuerpos

contra la proteina BA tanto para el diagnéstico y tratamiento de EA” (166).

Autores: Massih Khorvash, Nick Blinov, Carol Ladner-Keay, Jie Lu, Judith M.
Silverman, Ebrima Gibbs, Yu Tian Wang, Andriy Kovalenko, David Wishart, Neil R.
Cashman.

Titulo: Interacciones moleculares entre el anticuerpo 5E3 especifico del oligdbmero
monoclonal y sus aditivos beta amiloides.

Resumen: “La proteina BA en su forma oligomérica (BAO) se considera la mas
neurotoxica en la EA. Sin embargo, las interacciones moleculares entre anticuerpos
especificos y la proteina BAO atn se desconocen. Khorvash y colaboradores realizan el
estudio de la interaccién de un anticuerpo monoclonal m5E3 (fragmento variable

FV5E3) y el epitopo estructural de la proteina BAO mediante simulaciones de dinamica
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molecular y acoplamiento. Se vio una alta afinidad por la proteina AO, pero una baja
afinidad con mondmeros u fibrillas de la BA. Este estudio proporciona la base de
conocimiento para propiciar la mutagénesis del anticuerpo m5E3 para mejorar su
especificidad y afinidad, asi como la capacidad de desagregar la proteina BAO y
protofilamentos” (167).

Autores: Kazuma Murakami, Maki Tokuda, Takashi Suzuki, Yumi Irie, Mizuho
Hanaki, Naotaka Izuo, Yoko Monobe, Ken-ichi Akagi, Ryotaro Ishii, Harutsugu Tatebe,
Takahiko Tokuda, Masahiro Maeda, Toshiaki Kume, Takahiko Shimizu y Kazuhiro Irie.
Titulo: Anticuerpo monoclonal con especificidad conformacional para un conformero
toxico de amiloide 42 y su aplicacion en el diagnostico de la enfermedad de Alzheimer
Resumen: “La proteina beta-amiloide (BA42) sufre un proceso de oligomerizacion en
la fase temprana de la EA, sin embargo, los anticuerpos especificos para la forma
monomeérica y fibrilar de la proteina pueden realizar un sobrediagnostico. Por lo tanto,
es necesario el desarrollo de anticuerpos especificos para la forma oligomérica
neurotoxica de la proteina BA42 para el diagndstico precoz de la EA. El anticuerpo 24B3
(giro en Glu22 y Asp23) reconoce dimero A42 que forma oligdbmeros mas estables y
neurotoxicos que el monomero. Este anticuerpo reconoce la neurotoxicidad, mientras
que el 4G8 y 82E1 no logran reconocer. Ademas, la proporcion de BA42 (detectada por
ELISA sandwich mediante los anticuerpos 24B3 y 82E1) en liquido cefalorraquideo en
EA fue significativamente mayor que el grupo control. Finalmente, Murakami y
colaboradores concluyen que el anticuerpo 24B3 puede ser un candidato para el

diagndstico y tratamiento de la EA” (168).
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4. Hipotesis

Alterna Ha: Existe interacciones moleculares entre los anticuerpos monoclonales y

nanocuerpos de camélidos frente a las estructuras de la proteina beta-amiloide.

Nula Ho: No existe interacciones moleculares entre los anticuerpos monoclonales y

nanocuerpos de camélidos frente a las estructuras de la proteina beta-amiloide.

Dado que la Enfermedad de Alzheimer es la causa principal de discapacidad, dependenciay
mortalidad de los adultos mayores a nivel mundial, es posible evaluar las interacciones de
los anticuerpos monoclonales y los nanocuerpos de camélidos sobre las estructuras de la
proteina beta-amiloide en el diagnostico de la Enfermedad de Alzheimer, mediante

herramientas computacionales.
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS
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1. Técnicas, Instrumentos y Materiales de Verificacion
1.1. Técnicas
1.1.1.Obtencion y Preparacion de las Estructuras

En el presente estudio, se realizara la basqueda de estructuras de la proteina beta-
amiloide en la base de datos del Protein Data Bank (RCSB-PDB), seleccionando
aquellas que contengan las formas de mondmero, trimero, tetramero, pentamero y
estructura fibrilar. Ademaés, se realizard la bdsqueda de los anticuerpos
monoclonales seleccionados: Solanezumab, Crenezumab y Gantenerumab. Y
finalmente se realizara la busqueda de los nanocuerpos de camélidos, seleccionando
aquellos pertenecientes a la Llama, Vicuiia y Camello.

Todas estas estructuras seran visualizadas y analizadas a través del programa UCSF
Chimera, para su preparacion previa antes de la Dindmica Molecular.

1.1.2.Simulacién de Dindmica Molecular

En la presente estudio, se realizard simulaciones de dinamica molecular de 10 ns en
el programa GROMACS v.5.0.5 de las estructuras de la proteina beta-amiloide, los
tres anticuerpos monoclonales y los tres nanocuerpos monoclonales, utilizando el
campo de fuerza OPLSAA (169) para las proteinas y modelo de agua SPC216 (170).
Las simulaciones de dinamica molecular se realizaran bajo el colectivo candnico
NVT (nimero de moléculas, volumen y temperatura constante).

La temperatura sera constante a T=309.65K (36.5 °C) mediante el acoplamiento a
un termostato de Nose-Hoover, con un tiempo de acoplamiento de t=0.01ps (171).
Se utilizara un paso de integracion de 2ps. Las interacciones de Lennard-Jones se
calcularén utilizando un punto de corte de 10 A. Se ubicara la proteina en el centro
de una caja cubica con 1.5 A del centro de la proteina a los alrededores, se
adicionaran moléculas de agua llegando a contener ~40,000 &tomos. Asi mismo se
afiadiran iones para neutralizar cada sistema. Se realizara una minimizacion de
energia a 200 000 ps (picosegundos) usando el algoritmo de descenso mas bajo,
seguida por una simulacién de dinamica molecular de 10 ns (nanosegundos) con
restricciones armonicas en los atomos pesados de las proteinas para equilibrar agua

e iones.
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1.1.3. Andlisis de la Dinamica Molecular

Posteriormente, se realizara el andlisis de la convergencia mediante RMSD (root-
mean-square deviation), RMSF (root-mean-square fluctuation) y el radio de giro.
Finalmente, las trayectorias e imagenes seran examinadas con el programa UCSF

Chimera.

1.1.4.Prediccion de la Drogabilidad

Para la identificacion de los bolsillos o pockets se utilizara el servidor PockDrug,
que predice la drogabilidad (valor de modulacion de un blanco mediante la
interaccion con un posible agente terapéutico). Los archivos PDB de los anticuerpos
monoclonales que actuaran como receptores, se cargaran en el servidor y se
seleccionard el método “Druggability prediction using proteins” para estimar el

bolsillo utilizando una distancia umbral de 5.5 A.

1.1.5. Acoplamiento Molecular

Los archivos de salida del proceso de simulacion de dindmica molecular, de cada
proteina, anticuerpo monoclonal y nanocuerpo seran convertidos (de archivo *.gro
a *.pdb) seran utilizados para los acoplamientos en el servidor Patchdock
(Algoritmo de acoplamiento molecular basado en principios de complementariedad
de forma). Se realizardn 24 acoplamientos anticuerpo/nanocuerpo-proteina.
Posterior al docking, se realizar el refinamiento en FireDock (Fast Interaction
Refinement in Molecular Docking) de 1000 candidatos como blancos terapéuticos.
Finalmente, se considerara el primer modelo estructural del refinamiento como el
mejor candidato, asi como datos sobre la energia global, interacciones de Van de

Waals atractivo/repulsivo, energia de contacto atomico y enlaces de hidrégenos.

1.1.6.Validacion de Estructuras

Las validaciones de las estructuras obtenidas se haran por medio del diagrama de
Ramachandran — RAMPAGE, con el cual se hallara el nimero de residuos de la
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region favorecida, de la region permitida y de la region atipica. Por otro lado, se
utilizara el programa ProSA (Protein Structure Analysis-Server) para las proteinas
beta-amiloide, los tres anticuerpos monoclonales y los tres nanocuerpos. Con ello,
se obtendré de cada uno: la calidad general del modelo (a traves de un Z-score),

calidad del modelo local y la posicion de la secuencia.

1.2. Instrumentos

a. Software
¢ GROMACS v.5.0.5. Es un paquete de software de codigo abierto, que permite
realizar simulaciones de dinamica molecular, basados en ecuaciones de
movimiento newtoniano para sistemas de particulas (moléculas bioguimicas:
proteinas, lipidos, &cidos nucleicos) y sus interacciones enlazadas y no enlazadas

(simulaciones de sistemas bioldgicos) (158).

e UCSF CHIMERA-1.11.2. Es un software de visualizacion interactiva de
estructuras biomoleculares y datos afines, utilizado para el analisis y funcién
estructural, tanto para la densidad, ensamblaje, trayectoria, acoplamientos y
alineaciones de secuencias; generando archivos de imagen y video de alta calidad
(172).

b. Servidores

¢ Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank
(RCSB-PDB). (Disponible en: https://www.rcsb.org/). Es un recurso de datos
digitales disponibles publicamente de la estructura, funcién y evolucion
tridimensional de macromoléculas bioldgicas (proteinas, &cidos nucleicos y
ensamblajes) (173), utilizados en la investigacion y educacién de la biologia
bésica, biomedicina, biotecnologia y energia (174). Este servidor forma parte del
Banco Mundial de Datos de Proteinas (wwPDB), permitiendo una mejor gestion
de datos en base a los principios FAIR (Encontrable-Accesible-Interoperable-
Reusable-Computable) (175).
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e Pocket  Druggability  Prediction  (PockDrug).  (Disponible  en:
http://pockdrug.rpbs.univ-paris-diderot.fr/). Es un recurso digital en linea que
otorga la prediccion computacional de la capacidad de formacion de bolsillos de
proteinas para unirse a moléculas mediante la combinacion de propiedades
(hidrofobicidad, geometria y aromaticidad); siendo parte de la fase de
identificacion del potencial farmacol6gico de una macromolécula (176). Ademas,
este servidor proporciona herramientas para el analisis y caracterizacion de los

bolsillos obtenidos de la proteina utilizada (177).

e PatchDock. (Disponible en: https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/). Es un
recurso digital en linea que permite el acoplamiento molecular de dos moléculas
proteina-proteina o proteina-ligando (proteinas, ADN, péptidos, farmacos)
mediante la utilizacion de algoritmos de complementariedad de formas (178). Tras
el analisis, otorga un listado de complejos potenciales ordenados en base a criterios
especificos fisico-quimicos. A traves de este servidor, se puede identificar parches
geométricos de la superficie de las moléculas (concavos, convexos y planos) que
posteriormente son utilizados para el agrupamiento, filtrado y puntuacion de

complementariedad de los complejos de acoplamiento resultantes (179).

e FireDock. (Disponible en: http://bicinfo3d.cs.tau.ac.il/FireDock/). Este es un
servidor web complementario al PatchDock, otorga un refinamiento energético de
las interacciones moleculares, basado en la flexibilidad y puntuacion de los
mejores resultados obtenidos a través de algoritmos rapidos de acoplamiento de
cuerpo rigido. Estas soluciones se basan en diferentes criterios como la superficies
de contacto, interacciones de Van-der-Waals, energia libre de enlace,
electrostatica, energia de contacto atomico, siendo esta la mas importante para ver
la espontaneidad del complejo de unidn resultante (180).

e Ramachandran  Plot Assessment RAMPAGE. (Disponible en:

http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php). Este recurso permite

generar un diagrama de Ramachandran, que contiene regiones favorecidas,
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permitidas y atipicas, que se interpretan para la validacion geométrica y la calidad

estereoquimica de la estructura analizada (181).

e Protein Structure Analysis-Server ProSA. (Disponible en:
https://prosa.services.came.sbg.ac.at). Este servidor permite determinar el pliegue
nativo de una proteina tanto para modelos experimentales como tedricos, mediante
el reconocimiento de errores. ProSA es utilizado en el refinamiento, prediccion y
modelado de estructuras proteicas, brindando un puntaje de calidad y una
visualizacion tridimensional de los elementos erréneos de la proteina analizada
(182).

1.3. Materiales de verificacion

e Workstation con memoria RAM de 64 GB, 3 discos duros de 01, 04y 06 TB y
procesador E7 3.0GHz; 2 Tarjetas Graficas NVIDIA GeForce GTX 1080.

e Software de bioinformética: Gromacs v.5.0.5, UCSF Chimera.

e Servidores de bioinformatica: RCSB Protein Data Bank (PDB), PockDrug (Pocket
Druggability Prediction), PatchDock/FireDock, Ramachandran Plot Assessment -
RAMPAGE, ProSA (Protein Structure Analysis-Server).

2. Campo de Verificacion
2.1. Ambito

La presente investigacion se realizara de manera virtual y con el apoyo del WorkStation
del Centro de Investigacion en Ingenieria Molecular — CIIM de la Universidad Catdlica
de Santa Maria, Arequipa, Perd.

2.2. Temporalidad

La presente investigacion se llevara a cabo en el periodo comprendido entre julio del
2021 y marzo del 2022.
2.3. Unidades de estudio

El estudio utilizara estructuras moleculares (proteina beta-amiloide, anticuerpos
monoclonales y nanocuerpos de camélidos) que seran obtenidos de la base de datos del
Protein Data Bank.
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Criterios de seleccion

e Criterios de Inclusién

- Estructuras completas.
- El' menor tamafio en Angstroms de difraccion de Rayos X, Solucion de Resonancia
Magnética Nuclear o Microscopia Electronica.

e Criterios de Exclusion

- Estructuras incompletas.
- El' mayor tamafio en Angstroms de difraccion de Rayos X, Solucién de Resonancia

Magnética Nuclear o Microscopia Electronica.
3. Estrategias de Recoleccién de Datos
3.1. Organizacion

e Mediante la base de datos Protein Data Bank, se utilizard los modelos estructurales
de la proteina beta-amiloide, anticuerpos monoclonales y nanocuerpos de camélidos.

e Se haran preparaciones de las estructuras para el acoplamiento especifico de las
diferentes estructuras de la proteina beta-amiloide y los anticuerpos monoclonales y
los nanocuerpos de camélidos mediante el software UCSF Chimera.

e Se emplearan técnicas de dinamica molecular utilizando el software Gromacs v.5.0.5
para las simulaciones.

e Para el analisis de las estructuras, se utilizaran los servidores PockDrug vy
Patchdock/FireDock para identificar los bolsillos (pockets) y realizar el acoplamiento
molecular, respectivamente.

e Para la validacion de las estructuras utilizadas, se usara el servidor del Diagrama de
Ramachandran (RAMPAGE Plot Assessment de la Universidad de Duke) y el

servidor ProSA (Protein Structure Analysis-Server).
3.2. Recursos
3.2.1.Humanos

¢ Investigador

e Asesores
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3.2.2. Institucionales

e Facultad de Medicina Humana de la Universidad Catolica de Santa Maria.

e Centro de Investigacion en Ingenieria Molecular — CIIM.
3.2.3. Materiales

e Workstation con 64 GB de memoria RAM y 3 discos duros de 1, 4y 6 TB; 2
Tarjetas Graficas NVIDIA GeForce GTX 1080

e Software de bioinformatica: Gromacs v.5.0.5, UCSF Chimera

e Servidores de bioinformatica: RCSB Protein Data Bank (PDB), PockDrug
(Pocket Druggability Prediction), PatchDock/FireDock, Ramachandran Plot
Assessment - RAMPAGE, ProSA (Protein Structure Analysis-Server).

3.2.4.Financieros

Autofinanciado.
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CAPITULO I11: RESULTADOS
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1. Estructuras Moleculares

EVALUACION IN SILICO DE INTERACCIONES DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES Y NANOCUERPOS DE CAMELIDOS SOBRE LA PROTEINA
BETA-AMILOIDE EN EL DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
Figura 3.1. Estructuras obtenidas de la base de datos Protein Data Bank (PDB)

PROTEINA BETA AMILOIDE
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Para la presente investigacion, se utilizaron estructuras moleculares de la base de datos Protein
Data Bank (PDB https://www.rcsb.org/) (ver Figura 3.1). Para la proteina beta amiloide y sus

diferentes formas, se seleccionaron los modelos 11YT, 2NAO y 50QV. Para los anticuerpos
monoclonales, se seleccionaron los modelos 4XXD (Solanezumab), 5VZY (Crenezumab),
5CSZ (Gantenerumab). Para los nanocuerpos, se seleccionaron los modelos 113V (Llama), 5J57
(Vicuha) y 5U64 (Camello).
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Tabla 3.1. Informacidn de las estructuras utilizadas de Protein Data Bank (PDB).

Estructura General Estructura Especifica F::E))dB: Fuente Método Resolucion
Mondmero YT Cr:ls'czegg; ® Solucion NMR?
Trimero 2NAO Wazlgleé al, Solucion NMR
Proteina B amiloide Tetramero 50QV Grer;l(()e{?e tal, '\é:gé?fgﬁg;a 4 At
Pentamero 50QV Grer;g{;e tal, I\élig;(t)rsc’?r(])ir();;a 4A
Estructura Fibrilar 50QV Grer;(()e{?e < '\é;g{:?rs’gr?ig;a 4A
Solanezumab 4XXD Cre;gilgt <Ih Difr?;g;é)rz de 2.41 A
gl comenmp  svzy Ukl Do
Gantenerumab 5CSZ Bo;:’rrgggg et Difrr:;g;é)rz de 1.8 A
Llama 113V Spinze(')'(i)let il Digg;gisé;‘(de 203 A
Nanocuerpos Vicufia 5J57 R:I(’jglg{yet Dig:;(;isé;l(de 1.7A
Camello sU64 oS Al Digg;gisé;‘(de 33A

*PDB: Protein Data Bank. TNMR: Resonancia Magnética Nuclear. *A: Angstrom.

El modelo 50QV es una estructura fibrilar compuesta por dos protofilamentos cada uno de 4 y
5 cadenas de proteina BA-42 (mondmero de 42 aminoé&cidos), este modelo estructural fue
obtenido por el método de crio-microscopia electronica (Cryo-EM), present6 una resolucion de
4 A, asi mismo este modelo fue usado para el anélisis como oligémero (pentamero y tetramero).
El modelo 11YT representa al monémero obtenido por RMN, al igual que el modelo 2NAO
para el trimero. En cambio, los anticuerpos monoclonales y los nanocuerpos fueron obtenidos
por difraccion de rayos X. Las estructuras obtenidas presentan una resolucion menor a 5A,
dando una media a alta fidelidad del modelo estructural en el método de obtencion (ver Tabla
3.1).
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MONOCLONALES Y NANOCUERPOS DE CAMELIDOS SOBRE LA PROTEINA
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Figura 3.2. Andlisis de la Proteina Beta Amiloide (mondmero, oligdmero y estructura
fibrilar).
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En la Figura 3.2, se presenta las proteinas obtenidas culminada la simulacién de dindmica
molecular bajo la representacion grafica de cintas, de color naranja las alfas hélices y color
amarillo las laminas beta. EI mondmero de $BA-42 expresa una estructura en forma de resorte,
conformada mayormente por alfas hélices (Figura 3.2A), mientras que el oligébmero y la
estructura fibrilar (2 oligémeros de 5 RBA y 4 RA) compuestas por laminas beta, los cuales son
responsables de la formacion de puentes de hidrégeno paralelos y los que hacen posible la fuerte
estabilidad (Figura 3.2B y 2.2C).
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2. Analisis de la Dinamica Molecular

EVALUACION IN SILICO DE INTERACCIONES DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES Y NANOCUERPOS DE CAMELIDOS SOBRE LA PROTEINA
BETA-AMILOIDE EN EL DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Figura 3.3. RMSD de la Dindmica Molecular de la Proteina Beta-Amiloide.
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En la Figura 3.3., se presenta el analisis de Diferencia Media Cuadratica (RMSD) para la
estabilidad molecular de los modelos de proteinas BA-42 estudiados tras la simulacion de
Dinamica Molecular. En su mayoria exhiben un razonable equilibrio después de los 10 ns de
céalculo. EI RMSD del pentamero y tetramero de RA-42 logran el equilibrio a partir de 2 ns, sin
embargo, el mondémero, trimero y la estructura fibrilar de RA-42 se mantienen inestables atn en
el tiempo que se les dio de célculo, debido a la fuerte inestabilidad por la presencia de alfa
hélices en el esqueleto y para el caso de la estructura fibrilar de BA-42 debido a que las
coordenadas de las posiciones iniciales fueron a causa de la alta resolucion (4A) por microscopia

electronica, por lo que seria necesario el aumento de tiempo a la trayectoria de simulacion.
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Figura 3.4. RMSD de la Dinamica Molecular de los Anticuerpos Monoclonales contra la

Proteina Beta-Amiloide.
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En la Figura 3.4., se presenta el analisis de Diferencia Media Cuadratica (RMSD) para la
estabilidad molecular de los modelos de anticuerpos monoclonales estudiados tras la simulacion

de Din&dmica Molecular, los cuales logran el equilibrio a partir de 2 ns.
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EVALUACION IN SILICO DE INTERACCIONES DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES Y NANOCUERPOS DE CAMELIDOS SOBRE LA PROTEINA
BETA-AMILOIDE EN EL DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Figura 3.5. RMSD de la Dinamica Molecular de los Nanocuerpos contra la Proteina Beta-

Amiloide.
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En la Figura 3.5., se presenta el analisis de Diferencia Media Cuadratica (RMSD) para la

estabilidad molecular de los modelos de nanocuerpos estudiados tras la simulacion de Dinamica
Molecular, los cuales logran el equilibrio a partir de 1 ns, requiriendo un menor tiempo de

dinamica para su estabilidad que los anticuerpos monoclonales.
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Figura 3.6. Fluctuacion RMS de la Dinamica Molecular del Mondmero.
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En la Figura 3.6 se observa las gréaficas de las Fluctuaciones Cuadradas Medias (RMSF) por
residuo del Monomero donde se verifica las fluctuaciones en el sitio activo: Solanezumab con
residuos Lys16 (0.04 nm), Ser26 (0.05 nm); Crenezumab con Lys16 (0.05 nm), Val24 (0.05
nm), Gantenerumab con Ser8 Gly9 (0.06 nm), Val24 (0.06 nm). En este caso, se presentan

mayores fluctuaciones en los extremos de la proteina, pero sin alterar la estructura general.
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Figura 3.7. Fluctuacion RMS de la Dinamica Molecular del Trimero.
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En la Figura 3.7 se presenta las gréficas de las Fluctuaciones Cuadradas Medias (RMSF) por
residuo del Trimero donde se presentan mayores fluctuaciones en el trimero sin acoplamiento

entre los residuos 70 al 90 y 110 al 120, por lo tanto, las interacciones tipo Van-der-Waals

ayudan a la estabilidad de la proteina, observando fluctuacion reducida en las estructuras

acopladas.
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Figura 3.8. Fluctuacion RMS de la Dinamica Molecular del Tetramero.
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En la Figura 3.8 se presenta las gréficas de las Fluctuaciones Cuadradas Medias (RMSF) por
residuo del Tetramero donde se observa una mayor estabilidad estructural de la proteina que las
anteriores estructuras. Adicionalmente, se presenta mayores fluctuaciones entre los residuos 70
al 90, 110 al 120 coincidiendo con el trimero, afiadiendo otro aumento de fluctuacion en el

extremo del tetrdmero.
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Figura 3.9. Fluctuacion RMS de la Dinamica Molecular del Pentamero.
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En la Figura 3.9 se presenta las gréficas de las Fluctuaciones Cuadradas Medias (RMSF) por
residuo del Pentamero. De igual forma que el pentamero, se presenta una mayor estabilidad
estructural que las estructuras del monémero y trimero. Ademas, se observa un mayor rango de
fluctuacidn entre los residuos 110 al 130 coincidiendo con el trimero y tetrdmero, afiadiendo
otros aumentos de fluctuacion entre los residuos 30 al 50, 70 al 90. De igual forma, gracias al
acoplamiento con los anticuerpos y nanocuerpos, otorgan una mayor estabilidad estructural,

teniendo fluctuaciones reducidas al presentar interacciones de tipo Van-der-Waals.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

EVALUACION IN SILICO DE INTERACCIONES DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES Y NANOCUERPOS DE CAMELIDOS SOBRE LA PROTEINA
BETA-AMILOIDE EN EL DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Figura 3.10. Radio de Giro de la Dinamica Molecular de la Proteina Beta-Amiloide.
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El radio de giro (RG) de las proteinas BA-42 con respecto al tiempo de simulacion se muestra

en la Figura 3.10. Esto mostrd que el RG de la estructura fibrilar fue significativamente mas

bajo en las orientaciones finales (p<0.05), lo cual probablemente se debe a la presencia de

laminas beta en los diferentes modelos estructurales, por otro lado, el monémero y trimero

presentaron una notable diferencia, este hallazgo sugiere que la configuracion del monémero y

trimero sufre diversas fluctuaciones en el tiempo de simulacion, asi como también debido a la

presencia de alfa hélices en su dominio.
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Figura 3.11. Radio de Giro de la Dinamica Molecular de los Anticuerpos Monoclonales

contra la Proteina Beta-Amiloide.
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En cuanto a la Figura 3.11, se muestra el célculo de Radio de Giro de la dindmica molecular de
los anticuerpos monoclonales contra la proteina RA-42, donde el RG de los anticuerpos
monoclonales para todo el proceso fue significativamente mas bajo en todas las orientaciones
finales (p <0.05).
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Figura 3.12. Radio de Giro de la Dinamica Molecular de los Nanocuerpos contra la Proteina

Beta-Amiloide.
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Finalmente, en la Figura 3.12, se muestra el célculo de Radio de Giro de la dinAmica molecular
de los nanocuerpos contra la proteina $A42, donde el RG de Llama VHH y Vicufia VHH no

permite cambios conformacionales con la proteina RA42.
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3. Prediccion de los Sitios Activos

EVALUACION IN SILICO DE INTERACCIONES DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES Y NANOCUERPOS DE CAMELIDOS SOBRE LA PROTEINA
BETA-AMILOIDE EN EL DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Figura 3.13. Prediccion de los Sitios Activos de los Anticuerpos Monoclonales mediante el

servidor PockDrug: Pocket.

ANTICUERPOS MONOCLONALES

A. B.

Mediante el servidor PockDrug se realizo la prediccion de sitios activos de los anticuerpos
monoclonales. Estas proteinas presentan en su estructura laminas beta y alfas hélices, asi mismo
la presencia de dos dominios altamente estables, asi como la presencia de cavidades, bolsillos
0 pockets, con una alta probabilidad de drogabilidad, teniendo en cuenta que para Solanezumab
el pocket O (Figura 3.13A), Crenezumab el pocket 0 (Figura 3.13B), Gantenerumab el pocket 0
y pocket 1 (Figura 3.13C) son los pockets mas importantes, los cuales normalmente son los

blancos de accion.
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4. Acoplamiento Molecular

EVALUACION IN SILICO DE INTERACCIONES DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES Y NANOCUERPOS DE CAMELIDOS SOBRE LA PROTEINA
BETA-AMILOIDE EN EL DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Tabla 3.2. Resultados de los Acoplamientos realizados en PatchDock/ FireDock.

Proteina Beta-Amiloide

8

<_§ Mondmero Trimero Tetramero Pentamero
3

§ Energia atomica de contacto (Kcal / mol)

é s -16.59 -13.36 -14.75 -7.11

2 ct -8.67 -11.63 -9.35 -12.46
c_EU Gt -11.63 -17.15 -15.41 -5.26

g LS -8.33 -16.47 -12.54 -5.61

< V! -11.08 -15.76 -3.12 -16.89

ca’ -7.07 -6.42 -9.47 -8.4

*S: Solanezumab. TC: Crenezumab. *G: Gantenerumab. SL: Llama VHH. 'V: Vicufa VHH. 'Ca:
Camello VHH.

El acoplamiento molecular de los anticuerpos monoclonales y nanocuerpos de cameélidos contra
las formas de proteina RA-42 mediante el analisis de interaccion molecular en el servidor
PatchDock/FireDock se muestran en la Tabla 3.2, donde se presentan los mejores lugares de
accion de los ligandos. Para todos los sistemas, los acoplamientos se dieron de forma espontanea
con un valor de energia de contacto atémica (ACE) entre -3.12 y -17.15 kcal/mol.
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5. Validacion de Estructuras

EVALUACION IN SILICO DE INTERACCIONES DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES Y NANOCUERPOS DE CAMELIDOS SOBRE LA PROTEINA
BETA-AMILOIDE EN EL DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Tabla 3.3. Resultados obtenidos de Ramachandran y ProSA server.

Pro
RAMACHANDRAN SA*
Estructura Server
Residuos en Residuos en Residuos v
Regiones regiones fuera de la
- . ., Score
Favorecidas permitidas region
Monémero 33 (84.6%) 5 (12.8%) 1 (2.6%) -0.45
Proteina Beta- Trimero 91 (77.8%) 21 (17.9%) 5 (4.3%) 0.86
Amiloide Tetramero 129 (82.7%) 23 (14.7%) 4 (2.6%) 0.35
Pentamero 159 (81.5%) 31 (15.9%) 5 (2.6%) -0.02
_ Solanezumab 199 (95.7%) 8 (3.8%) 1 (0.5%) -6.22
ANUCUEIPOS ¢ onorumab 195 (93.8%) 10 (4.8%)  3(14%)  -6.11
Monoclonales
Gantenerumab 200 (95.2%) 10 (4.8%) 0 (0.0%) -6.87
Llama 116 (92.1%) 9 (7.1%) 1 (0.8%) -5.02
Nanocuerpos Vicuiia 110 (90.9%) 8 (6.6%) 3 (2.5%) -5.9
Camello 97 (92.4%) 6 (5.7%) 2 (1.9%) -3.04

Pro SA: Protein Structure Analysis-Server
Los datos estadisticos de refinamiento y validacion del modelo estructural se dan en la Tabla

3.3. Para las proteinas BA-42, el porcentaje de residuos en regiones favorecidas fueron

aceptables, sin embargo, entre 12.8 - 17.9 % de los residuos se ubicaron en regiones permitidas

y 2.6 - 4% fuera de la region y un Z-Score de -0.45 a 0.86, siendo un valor alto para una

estructura nativa tipica, por lo que se debe a la baja cantidad de datos disponibles sobre modelos

estructurales de RA-42 reportados en las bases de datos. Los modelos estructurales de los

anticuerpos monoclonales y nanocuerpos mostraron un alto porcentaje de aceptacion en los

residuos en regiones favorecidas y bajos porcentajes en regiones permitidas y residuos fuera de

la region, con un Z-Score ~-6.00 el cual es un rango de conformaciones nativas. Finalmente, se

puede inferir que las proteinas del estudio in silico pueden existir en la naturaleza como modelos

estructurales.
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Con el pasar de los afios, la enfermedad de Alzheimer va incrementando exponencialmente a
nivel mundial, afectando a millones de personas (1,2). Esta patologia ocasiona un problema de
salud publica, afectando la economia y la carga social por ser una enfermedad discapacitante,
dependiente y de alta mortalidad en adultos mayores (39).

Esta enfermedad se ve afectada por factores modificables (47) como no modificables,
destacando el componente genético que representa el 70% de los factores de riesgo para EA
(55). La combinacion de mutaciones genéticas aumentaria el riesgo de sufrir esta patologia.

La proteina BA forma parte de la hipdtesis de la cascada amiloidea, considerada la principal
causa de esta patologia (105). Segun esta teoria, la proteina BA se produce tras la escision
proteolitica de una glicoproteina Illamada proteina precursora de amiloide (APP) por la accion
de la enzima y-secretasa produciendo proteinas BA de diferentes longitudes (BA38, BA40,
BA42) depositandose principalmente en la region del hipocampo y neocorteza, y posteriormente
su liberacion en el liquido cefalorraquideo y en sangre (106).

Dentro de la fisiopatologia de esta enfermedad neurodegenerativa se encuentra el desorden
metabdlico de produccidn y eliminacion de proteina BA extracelular tras un mal plegamiento,
que se acumula en diferentes estados de agregacion (oligomeros, protofibrillas, fibrillas y placas
seniles) (11); acompafado del depdsito de proteina tau intracelular que se acumula en ovillos
neurofibrilares (103).

Dentro de las diferentes longitudes de proteina BA producidas, la BA42 es mas estructurada por
la formacion de R-horquilla en sus aminoéacidos 31-34 y 38-41, reduciendo la flexibilidad de su
extremo C-terminal (183). Junto con su mayor capacidad hidrofébica, tiene una mayor
predisposicion a la autoagregacion amiloidea que las demas estructuras (106).

Dada la importancia de la proteina RA42 en el desarrollo de esta enfermedad por su capacidad
de formar estados de agregacion, esta investigacion resalta la comprension de estas estructuras.
Para este estudio, se obtuvo estructuras de proteinas RA42 que hayan sido trabajadas
experimentalmente; las cuales fueron: 1ITY (184) (Monomero), 2NAO (185) (Trimero), 50QV
(186) (Tetramero, Pentdmero y estructura fibrilar) (ver Figura 3.1). Es importante destacar que
la BA se encuentra intrinsecamente no estructurada por lo tanto para su obtencion experimental
no puede cristalizarse con métodos comunes (183) para su conocimiento estructural. En la
investigacion, se obtuvo las estructuras a traves de métodos de solucion de resonancia magnética

nuclear y microscopia electronica (ver Tabla 3.1). Las estructuras obtenidas por NMR,
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difraccién de rayos X o microscopia electronica facilitaron el estudio; puesto que, en el caso de
no tener este tipo de estructuras, se hubiera recurrido al modelamiento de estructuras; que, si
bien es una herramienta util, no se tiene la misma certeza como una de las mencionadas.

El extremo C-terminal hidrofébico del BA42 es el componente clave que desencadena la
transformacion de estructura helicoidal a a una ldmina 3, que provocaria la autoagregacion de
proteinas RA causantes de la enfermedad de Alzheimer (187) asi como se muestra en la Figura
3.2, dandole un mayor equilibrio y estabilidad al formar oligdémeros como el pentamero y
tetrdmero observados en el calculo RMSD y RG de la Figura 3.3 y 3.10. respectivamente.
Adicionalmente, las interacciones tipo Van-der-Waals ayudan a la estabilidad de la proteina,
observandose fluctuaciones reducidas en el trimero estudiado (ver Figura 3.7.). A medida que
se produce la autoagregacion de proteinas RA, se muestra una mayor estabilidad estructural,
principalmente en el tetrdmero y pentamero, como se verifica en el analisis de fluctuaciones
RMS de las Figuras 3.8. y 3.9. Los residuos 17 y 35 del extremo C-terminal deben girar 180
grados para darle la flexibilidad estructural que permitiria el ensamblaje de las formas de
agregacion amiloidea (188). Los residuos 15-42 adoptarian la forma de hoja B cruzada en forma
de herradura doble con cadenas laterales hidrofobicas, mientras que los residuos 1-14 estarian
ordenados en conformacion de cadena B3, siendo considerado el epitopo principal y el fragmento
neurotoxico gque se agrega mas rapido para la formacion de placas seniles (183).

Las estructuras més neurotoxicas son los oligomeros solubles y amiloides intermedios al
diseminarse a nivel cerebral y unirse a diferentes moléculas del espacio extracelular gracias a
su solubilidad, en contraste con las fibrillas que son méas grandes e insolubles. La formacién de
oligbmeros que aparece tempranamente en el proceso de depdsito BA42, inicialmente provocan
la disfuncion sinéptica y deterioro de la memoria, que resulta finalmente en el deterioro de la
funcion cerebral (16,106). A nivel clinico se observa la pérdida de memoria, deterioro cognitivo
progresivo y de la personalidad, a consecuencia de la acumulacion y deposito de BA tras el
periodo de inflamacion y estrés oxidativo que producen neurotoxicidad (109).

La simulaciéon de dinamica molecular es el analisis del tiempo en el que una proteina se
desarrolla, buscando su forma estructural mas acorde a la realidad, para ello se le da ciertos
parametros como temperatura, presion, entre otros; esto puede corroborarse mediante ciertos
diagramas o pruebas estadisticas como el RMSD, RMSF y el radio de giro (158). En el presente

estudio, estos datos validaron las evoluciones de las proteinas trabajadas, (ver Figura 3.3 a
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Figura 3.12) corroborando su buena calidad general y validacion de estructuras (ver Tabla 3.3)
para pasar al siguiente paso: el acoplamiento molecular.

Los avances en el area de la bioinformética, terapia génica y protocolos de deteccidn se
encuentran con mayor potencial en las enfermedades neurodegenerativas (139). Para aumentar
la solubilidad y/o afinidad, se realizan ciclos iterativos de mutagénesis y selecciones de las
proteinas. Ademas, se usan métodos computacionales para optimizar las afinidades de union.
Estas herramientas permiten un mejor control de las tasas de activacion y un ajuste fino de las
funciones fisico-quimicas (139).

Las nuevas investigaciones en la enfermedad de Alzheimer se orientan hacia una esperanzadora
ruta, la inmunoldgica (107). Y bajo este campo se vienen dando distintos enfoques tanto en el
desarrollo de tratamientos por su capacidad de ataque y estimulacion inmunitaria en el huésped,
como en el reconocimiento como posible utilizacion diagnostico. Un fuerte enfoque en el
manejo de la EA, dentro de los que incluye este estudio, es a nivel de la prevencion, gracias a
la utilizacion de anticuerpos y nanocuerpos, que podria utilizarse como herramienta diagndstica
hasta la aplicacién de vacunas (189).

Actualmente, multiples investigaciones estan buscando un diagnéstico temprano
presintomatico, centrandose en la reduccién y neutralizacion de los oligomeros BA. Es por ello
que en el presente estudio se busca elucidar los acoplamientos entre anticuerpos/nanocuerpos
contra las proteinas BA en sus diferentes formas, para posteriormente ser utilizados como nuevas
herramientas diagnosticas.

A partir del descubrimiento de los anticuerpos monoclonales (mAbs), desde que Jerne, Kohler
y Milstein describieron la técnica de cultivo celulares, que permite la produccién de un
anticuerpo especifico, se han logrado desarrollar mas de 250 terapias con anticuerpos
monoclonales para distintos tipos de enfermedades (infecciosas, oncoldgicas, inmunolégicas,
entre otras) que actualmente se encuentran en fases de ensayo clinico (15). A través de su
aplicacion parenteral, los anticuerpos alcanzan sus objetivos extracelulares que se encuentran
en mayor concentracion (190).

Desde el tiempo en que se publicé el desarrollo de los mAbs, se vienen estudiando a estos para
la EA, inicialmente como blanco contra los ovillos neurofibrilares y luego contra los RA (191-
194). Existen hipotesis que explican los efectos de eliminacion de los BA a nivel cerebral por

medio de los mAbs: una de ellas es la union de los mAbs a los péptidos de RA en la placa senil,
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ayudando a desestabilizar las interacciones de los A, bloqueando su ensamblaje (190,195); otra
es la union de los anticuerpos a la placa, promoviendo su fagocitosis mediante células
microgliales mediadas por receptores Fc (196); y por otro lado esta la unién de los anticuerpos
a moléculas de RA circulantes presentes en el plasma, en este caso no atraviesan la barrera
hemato-encefalica, dando lugar a una gradiente de concentracion que va a resultar en un flujo
de RA desde el cerebro al plasma, se le denomina sumidero periférico (peripheral sink effect)
(197).

En la presente investigacion, se obtuvo los mAbs: 4XXD (198) (Solanezumab), 5VZY (199)
(Crenezumab), 5CSZ (138) (Gantenerumab) (ver Figura 3.1. y 3.13), que tuvieron equilibrio y
estabilidad molecular tras la SDM (en el analisis RMSD de la Figura 3.4.), ademas el RG fue
significativamente mas bajo en las orientaciones finales (p<0.05) no permitiendo cambios
conformacionales (ver Figura 3.11.). En el acoplamiento molecular, las energias atomicas de
contacto se presentaron en un rango que va desde -5.26 Kcal/mol (interaccion entre el
pentamero y gantenerumab) hasta -17.15 Kcal/mol (interaccién entre el trimero y
gantenerumab). Todos los valores se encuentran dentro de un rango aceptable de espontaneidad
de los procesos de interaccién molecular (ver Tabla 3.2). Estos potenciales ayudan a reconocer
los diferentes mecanismos que se tienen en distintos niveles de oligomerizacion de los BA con
los mADbs, a encontrar zonas especificas donde interactian las proteinas, las cuales pueden
ayudar en el disefio de futuros objetivos de la aplicacién de la inmunologia en la enfermedad de
Alzheimer.

Numerosos epitopos de BA se encuentran expuestos y disponibles para el acoplamiento con los
mADbs. En caso del Solanezumab, su epitopo se encuentra en la region media del péptido
(residuos 16-26), siendo el sitio de la oligomerizacién (136). Crenezumab tiene como epitopo
la region media con los residuos 16-24 teniendo afinidad por los oligémeros (137). Y finalmente
Gantenerumab tiene como epitopo la region N-terminal (residuo 8-9) y central (residuo 24) y
se dirige a las placas BA (138), verificado en la Figura 3.6 de RMSF.

Diversos trabajos preliminares revelaron que los anticuerpos monoclonales anti-BA eran
capaces de prevenir la fibrilacién de péptidos BA, interrumpiendo la formacion de fibrillas e
impidiendo la neurotoxicidad dependiente de las mismas (200). Ademas revelaron que los
anticuerpos generados en ratones contra BA pueden marcar las placas amiloides en las secciones

cerebrales humanas, facilitando dicha intervencion inmune en humanos (201) viendo la
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posibilidad diagnostica. Se ha visto que las inyecciones periféricas de mAbs podrian reducir la
carga y el comportamiento de la placa, mediante la generacion de una respuesta humoral (202).
Los nanocuerpos también [lamados anticuerpos de dominio Unico de cadena pesada (VHH), se
denominan asi por su tamafio (~14 kD), siendo los dominios IgG terminal de anticuerpos de
cadena pesada de camélidos (203). Al ser estas estructuras producidas naturalmente en
camélidos, les da estabilidad al plegarse correctamente a su objetivo (141). Hay funciones de
los fragmentos de anticuerpos modificados en el diagndstico in vivo e in vitro como cofactores
en cristalografia para el desarrollo de herramientas diagndsticas (143).

Estas moléculas conservan la region variable Fv que otorga especificidad, afinidad y propiedad
hidrofilica (solubles en ausencia de cadena ligera), y al no tener los dominios Fc disminuyen las
respuestas inflamatorias (142). A pesar de sus ventajas observadas, actualmente no hay ensayos
clinicos de nanocuerpos para la enfermedad de Alzheimer (https://clinicaltrials.gov/) (190).

Los anticuerpos de un solo dominio, como son los nanocuerpos de camélido se aplican en
citosol, asi como extracelular. Su funcion es modular y prevenir la formacion de fibrillas
amiloides maduras gracias a su capacidad de estabilizar las protofibrillas tanto péptidos
desagregados como oligomeros (203). Estas herramientas buscan prevenir la agregacion,
eliminar depdsitos tisulares preexistentes y disminuyendo la citotoxicidad (203).

En el estudio, se obtuvo los VHH: 113V (204) (Llama), 5J57 (205) (Vicufia), 5U64 (206)
(Camello) (ver Figura 3.1), que tuvieron equilibrio y estabilidad molecular en menor tiempo
que los anticuerpos monoclonales, tras la SDM (en el analisis RMSD de la Figura 3.5.), ademas
el RG demuestra que la Llama VHH y Vicufia VHH no permiten cambios conformacionales
(ver Figura 3.12.). En el acoplamiento molecular, las energias atomicas de contacto se
presentaron en un rango que va desde -3.12 Kcal/mol (interaccién entre el tetramero y Vicufa
VHH) hasta -16.89 Kcal/mol (interaccion entre el pentamero y vicufia VHH). Estos valores se
encuentran dentro del rango de espontaneidad de los procesos de interaccion molecular (ver
Tabla 3.2), permitiendo el acoplamiento en diferentes formas de oligdbmeros de RA con los
VHH.

Los nanocuerpos pueden administrarse como terapia génica, directamente en el cerebro o
mediante un vector viral, por su capacidad para ingresar al cerebro desde la periferia y dirigirse
a células especificas. Habicht y colaboradores investigaron VHH especifico para las proteinas

BA desde el 2007 (203). A partir de ese afio, se produjeron mas estudios acerca de la
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inmunologia tanto terapéutica como diagndstica, teniendo un auge potencial en la enfermedad
de Alzheimer. Actualmente, la nanomedicina juega un rol importante en la inmunodeteccion
gracias a la capacidad de estas estructuras de atravesar la barrera hematoencefélica (18).
Habicht estudio el nanocuerpo B1OAP que tiene un epitopo comun en diferentes fibrillas de BA
como 1-40, 1-42 residuos, derivadas de la proteina A amiloide sérica o de cadenas ligeras de Ig,
teniendo todos diferente secuenciacion polipeptidica. Ademas, el epitopo en estructuras
fibrilares no solo se ubica en los extremos sino en el lado de la fibrilla, distribuyéndose
uniformemente en las fibrillas. A pesar que se une débilmente a los oligbmeros de BA, el
nanocuerpo B10AP pueden unirse a diferentes formas de fibrillas, desde sus la forma de
protofibrilla (203).

Otros estudios se orientan a la accion enzimética de la cascada amiloidea. Sierks y
colaboradores, mostraron nanocuerpos que bloquean el sitio de escision de la B-secretasa
provocando el aumento de la escision de la a- secretasa. Estos nanocuerpos pueden cruzar la
barrera hematoencefalica, y ser participe del proceso intracelular (207).

Actualmente, las investigaciones buscan la aplicacién intracelular al ver una alta especificidad
anticuerpo/antigeno y orientacion frente a variantes o modificaciones posteriores a la traduccion
de las proteinas objetivo. Los intracuerpos actan blogueando funciones intracelulares (190).
Estudios se observa la eliminacion de proteinas celulares por intracuerpos para objetivos
relevantes como la proteina BA. Los intracuerpos inhiben las interacciones proteina-proteina
(fosforilacion, mal plegamiento patdgeno y escision proteolitica) asi como redirigiendo
antigenos a los organelos celulares (139).

Las pruebas in silico permite analizar el acoplamiento entre proteinas, realizando la simulacion
de la dindmica molecular, regulando las propiedades fisico-quimicas. En las enfermedades
neurodegenerativas, se presenta un mal plegamiento de proteinas, ocasionando estrés
proteostatico en las células. Al usar nanocuerpos y anticuerpos, se debe controlar el
plegamiento, sino se podria exacerbar la toxicidad celular, por eso es importante su control de
seleccion (139). Los métodos de deteccion de los cambios conformacionales de las estructuras,
en este caso la proteina BA, son relevantes para el diagnostico clinico, investigacion basica y la
terapia de enfermedades como es la EA (203).

A través de los estudios in silico, los nanocuerpos pueden dirigirse a formas modificadas de
proteinas y sus epitopos conformacionales, teniendo una especificidad precisa y afinidades de
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unidn a objetivos mas efectivos, asi como control de las tasas de activacion y desactivacion. Los
estudios en enfermedades neurodegenerativas estan en continuo desarrollo por los diferentes
enfoques de seleccion y optimizacion molecular. El pase de la barrera hematoencefalica fue un
hito en el desarrollo de la neuroinmunoterapia (139) abriendo paso al area del diagndstico,
ampliando el campo de oportunidades para los pacientes con Enfermedad de Alzheimer al ser
diagnosticados en etapas mas tempranas.

Es importante considerar la modulacion de proteinas AP al ser el desencadenante inicial y
productor del avance de la cascada patdgena; para utilizarla como objetivo diagndstico-
terapéutico. Varios estudios de terapias con anticuerpos contra BA fracasaron en los ensayos
clinicos en humanos a pesar de tener resultados exitosos a nivel experimental in vitro o en
animales (208), atribuyendo a la falta de modulacion de la proteinas. Para entender mas las
causas de estos fracasos se vienen desarrollando estudios como el presente, donde se busca
entender los mecanismos fisico-quimicos a nivel molecular. Diferentes investigaciones tedricas
indican que los casos genéticos podrian tratarse en etapas tempranas, asi como en el futuro un
diagnostico mucho mas temprano, gracias al conocimiento estructural de las proteinas BA (139).
La identificacion de la proteina BA, la determinacion de sus estructuras y diferentes formas de
agregacion tendran un rol importante en la mitigacion de la clinica y progresion de EA (183).
Finalmente, reconociendo los anticuerpos monoclonales (solanezumab, crenezumab,
gantenerumab) y los nanocuerpos (llama, vicufia, camello) y las diferentes formas de
presentacion de la proteina BA (mondmero, trimero, tetramero, pentamero Yy estructura fibrilar);
gracias al empleo de herramientas de la quimica y biologia computacional, se pudo comprender
el comportamiento de los diferentes modelos proteicos antes y después de un proceso de

interaccion molecular.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES
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CONCLUSIONES

PRIMERA En la presente investigacion, se obtiene las diferentes formas de proteina beta-
amiloide (monomero, trimero, tetrdmero, pentdmero y estructura fibrilar),
estructuras de los anticuerpos monoclonales (Solanezumab, Crenezumab y
Gantenerumab) y nanocuerpos de camélidos (Llama VHH, Vicuiia VHH,
Camello VHH) a través de la base de datos Protein Data Bank. Todas las
estructuras presentan una resolucion menor a 5A. La fidelidad de los modelos

estructurales es media a alta por su método de obtencion.

SEGUNDA Se realiza la minimizacion y optimizacion de las estructuras en un medio celular
simulado a través de herramientas computacionales (software Gromacs),
logrando la estabilidad molecular y capacidad estructural optimizada de los

modelos estudiados.

TERCERA Se evalua la simulacién de dinamica molecular de los anticuerpos monoclonales
(Solanezumab, Gantenerumab, Crenezumab) y nanocuerpos de camélidos
(Llama, Vicufa, Camello) frente a las estructuras de la proteina beta-amiloide,
logrando que la interaccion otorgue una mayor estabilidad estructural a las
formas de la proteina beta-amiloide, principalmente en el tetramero y pentamero,
teniendo fluctuaciones reducidas menores a 0.1 nm e interacciones de tipo Van-
der-Waals, que no permiten cambios conformacionales, segin el analisis de
RMSF y radio de giro (RG). El RG de la estructura fibrilar es significativamente
mas bajo (p<0.05) y se explica por la presencia de ld&minas beta; en cambio la

inestabilidad del mondmero y trimero se explica por la presencia de alfa hélices.

CUARTA Al analizar los sitios activos de los anticuerpos monoclonales, se identifican los
bolsillos de alta afinidad que corresponden a los blancos de accién molecular, a
través del servidor de prediccion de drogabilidad. Se verifica el sitio activo de

los anticuerpos monoclonales con el monémero, a través del analisis de RMSF.
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QUINTA  El andlisis de las interacciones moleculares de los anticuerpos monoclonales y
nanocuerpos contra las formas de proteina beta-amiloide, a través de las
herramientas computacionales, demuestra que se dan de forma espontanea con

un valor de energia atdmica entre -3.12 y -17.15 kcal/mol.

SEXTA La calidad general y validacion de las estructuras de la proteina beta-amiloide,
anticuerpos monoclonales y nanocuerpos, presentan un alto porcentaje de
aceptacion en los residuos en regiones favorecidas y bajos porcentajes en
regiones permitidas y residuos fuera de la region, junto con un Z-score ~ -6.00
que pertenece a rangos de conformaciones nativas, verificando asi su existencia

en la naturaleza como modelos estructurales.

SEPTIMA  Finalmente, se concluye que en la evaluacion in silico, si existe interacciones
moleculares entre los anticuerpos monoclonales y nanocuerpos de camélidos
frente a las estructuras de la proteina beta-amiloide. Estas interacciones abren el
campo de la inmunologia para el diagnostico de la Enfermedad de Alzheimer.
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RECOMENDACIONES

PRIMERA Se recomienda incrementar el tiempo de célculo de la dinamica molecular para
futuros ensayos con el objetivo de obtener un mayor analisis de los

comportamientos moleculares.

SEGUNDA Se recomienda la investigacion continua del empleo de nanocuerpos contra la
proteina beta-amiloide para ampliar el conocimiento acerca de los epitopos del

objetivo que sera aplicado en futuras investigaciones.

TERCERA Se recomienda replicar los estudios in silico con el objetivo de profundizar en la
evaluacion de la proteina beta-amiloide, para que posteriormente los métodos
diagnosticos se apliquen in vivo e in situ en los pacientes con Enfermedad de

Alzheimer.

CUARTA  Se recomienda profundizar en estudios exploratorios in silico que permite
predecir y simular comportamientos estructurales, asi como analizar las
propiedades fisico-quimicas de modelos estructurales que seran herramientas

potenciales para el diagnéstico de enfermedades neurodegenerativas.
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1. PREAMBULO

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas comun de demencia a nivel mundial (60-
80%) (1). La prevalencia mundial de demencia es de 50 millones de personas y se proyecta
que se triplicaran los casos para el 2050, siendo el 60% de paises en vias de desarrollo (2).

La EA es un desorden neurologico progresivo irreversible que se produce por la atrofia de la
corteza cerebral y pérdida de neuronas a nivel cortical y subcortical (3), que luego de 20 afios
recién se evidencia la sintomatologia (4), cuya etapa final es la demencia (5). A nivel
patologico se produce la acumulacion de placas amiloides o seniles, que provoca la
acumulacién de ovillos neurofibrilares a partir de filamentos de proteinas Tau fosforiladas
asociados a microtubulos (6,7). Asi mismo, los factores de riesgo no modificables son edad
avanzada, historia familiar y genética (8); junto con la alteracién en los neurotransmisores,
estrés oxidativo, resistencia a la insulina, etc (9). EI componente de las placas seniles son los
péptidos de beta amiloides (BA) (36 a 43 aminoacidos), producidos a partir de la proteolisis
de la proteina precursora amiloide (APP) gracias a procesos enzimaticos (10). La proteina
RA es un producto metabolico natural; sin embargo, un desequilibrio entre la produccion y
metabolizacion, produce la agregacion de péptidos y acumulacion en oligémeros y fibrillas

(11), siendo la “hipotesis de la cascada amiloidea” un factor causal de EA (12).

Al no existir un tratamiento modificador de la enfermedad, estudios de investigacion tienen
el objetivo de buscar diagnosticos accesibles mas temprano (presintomatico), siendo el
enfoque de la Iniciativa de Prevencion del Alzheimer (API). Para ellos, existen nuevas
investigaciones de inmunodeteccion con nanocuerpos (13) y el uso de anticuerpos
monoclonales (14). Unicamente, los estudios experimentales no son suficientes, aunque
ayudan a tener propiedades en un promedio de espacio y tiempo. Los estudios mediante
simulaciones computacionales exploran situaciones a diferente tiempo y escala de longitud,

y complementan experimentos en laboratorio (15).

Por lo tanto, el presente trabajo de investigacion tiene como objetivo evaluar las
interacciones moleculares de tres anticuerpos monoclonales (mAb) (Solanezumab,
Gantenerumab y Crenezumab) y tres nanocuerpos de camélidos (llama, vicufia, camello) con
las estructuras de la proteina beta-amiloide, en el diagndstico de la Enfermedad de

Alzheimer, mediante herramientas computacionales.
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2. PLANTEAMIENTO TEORICO
a. Problema de Investigacion
I Enunciado del Problema

Evaluacion in silico de interacciones de anticuerpos monoclonales y nanocuerpos
de camélidos sobre la proteina beta-amiloide en el diagnostico de la Enfermedad de

Alzheimer.

ii. Descripcion del Problema

1. Area del Conocimiento
a Area general: Ciencias de la Salud
b. Area especifica: Medicina Humana
C. Especialidad: Ingenieria Biomedica
d. Linea: Neurologia
2. Anélisis de Variables
Variable Indicador Unidad / Categoria Escala
Proteina beta | Presencia de | Residuos Cuantitativa
amiloide proteina (aminoécidos) discreta
(mondémero)
Proteina beta | Presencia de | Residuos Cuantitativa
amiloide (trimero) | proteina (aminoécidos) discreta
Obtencién de Pro-tel’-na beta | Presencia de Resi.duos. C.uantitativa
estructuras amiloide proteina (aminoacidos) discreta
(tetramero,
pentamero y

estructura fibrilar)

Anticuerpo Presencia de | Residuos Cuantitativa
monoclonal proteina (aminoécidos) discreta
(Solanezumab)
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Anticuerpo Presencia de | Residuos Cuantitativa
monoclonal proteina (aminoécidos) discreta
(Gantenerumab)
Anticuerpo Presencia de | Residuos Cuantitativa
monoclonal proteina (aminoacidos) discreta
(Crenezumab)
Nanocuerpo Presencia de | Residuos Cuantitativa
(Llama) proteina (aminoacidos) discreta
Nanocuerpo Presencia de | Residuos Cuantitativa
(Vicufia) proteina (aminoécidos) discreta
Nanocuerpo Presencia de | Residuos Cuantitativa
(Camello) proteina (aminoacidos) discreta
NUmero de | Presencia de | Atomos Cuantitativa
moléculas moléculas discreta
Volumen Volumen de | L/kg Cuantitativa
) » distribucion continua de
Simulacion de .
. razén
dinamica - . —
Temperatura Directo Grados Celsius (C°) Cuantitativa
molecular )
continua de
intervalo
Tiempo de | Directo Nanosegundos (ns) Cuantitativa
optimizacion discreta
Desviacion de la | RMSD (root-mean- | RMSD (nm)/ Tiempo | Cuantitativa
o raiz cuadrada media | square deviation) (ps) continua de
Analisis de las .
. . razén
interacciones - . ——
Fluctuacion RMSF (root-mean- | RMSF (nm)/ residuos | Cuantitativa
moleculares . _ _ o )
cuadratica media square fluctuation) | (aminoacidos) continua de
razon
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Radio de giro Distancia del radio | Radio de giro | Cuantitativa
de giro (nm)/Tiempo (ps) continua de

razon

Sitios activos Presencia de sitios | Numero de sitios | Cuantitativa

activos activos discreta

Interacciones  de | Energia atémica de | Kcal/mol™? — kJ/mol? | Cuantitativa

Van-der-Waals contacto continua de
razon

NuUmero de residuos | Presencia de | Residuos Cuantitativa

de la  regién | proteina (aminoécidos) discreta

favorecida

NUmero de residuos | Presencia de | Residuos Cuantitativa

de la  regidn | proteina (aminoécidos) discreta

permitida

NUmero de residuos | Presencia de | Residuos Cuantitativa

de la region atipica | proteina (aminoacidos) discreta

Calidad general del | Directo Z-Score Cuantitativa

modelo estructural continua de
intervalo

3.

Interrogantes Basicas

1. ¢Cual es la capacidad estructural y estabilidad molecular de los diferentes

modelos estructurales de la proteina beta-amiloide, de los anticuerpos

monoclonales (mAb) (Solanezumab, Gantenerumab y Crenezumab) y los

nanocuerpos de camélidos (llama, vicufia y camello); tras su obtencion,

minimizacién y optimizacion?

2. ¢Cual es el efecto de los anticuerpos monoclonales (mAb) (Solanezumab,

Gantenerumab y Crenezumab) y los nanocuerpos de camélidos (llama, vicufia

y camello) frente a los modelos estructurales de la proteina beta-amiloide,

mediante simulacion de dindmica molecular?
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3. ¢Cuales son los sitios activos para los anticuerpos monoclonales (mAb)
(Solanezumab, Gantenerumab y Crenezumab)?

4. ;Coémo seran las interacciones moleculares entre los anticuerpos
monoclonales (mAb) (Solanezumab, Gantenerumab y Crenezumab) y los
nanocuerpos de camélidos (llama, vicufia y camello) con los modelos
estructurales de la proteina beta-amiloide?

5. ¢(Como es la calidad general y la validacion de los diferentes modelos
estructurales de la proteina beta-amiloide, de los anticuerpos monoclonales
(mAb) (Solanezumab, Gantenerumab y Crenezumab) y los nanocuerpos de

camélidos (llama, vicuiia y camello)?
2.1.2.4. Tipo de Investigacion
Investigacion descriptiva basica
2.1.2.5. Disefio de Investigacion
Experimental
2.1.2.6. Nivel de Investigacion
Nivel experimental in silico exploratorio
2.2. Justificacion del Problema
2.1.1. Justificacion Cientifica

La presente investigacion busca explorar una nueva rama diagndstica y terapéutica
para la enfermedad de Alzheimer, utilizando como blanco la proteina beta-amiloide,
metabolito natural considerado el principal factor causal en la fisiopatologia de esta
demencia. Para ello, el uso de anticuerpos monoclonales como parte de la
inmunoterapia pasiva, es la orientacion terapéutica mas reciente de los estudios
farmacoldgicos especificos de EA. Asimismo, el empleo de nanocuerpos o
anticuerpos homodiméricos de cadena pesada producidos en camélidos naturalmente
(VHH), demuestran propiedades superiores tanto en el peso molecular, solubilidad,
estabilidad, penetracion de la barrera hematoencefalica, etc. En consecuencia, el
presente estudio brindard la visualizacion e interaccion de los anticuerpos

monoclonales y los nanocuerpos con el blanco objetivo de la proteina beta-amiloide,
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aportando en el conocimiento de las bases fisico-quimicas que nos permite las

herramientas computacionales de la bioinformatica.

2.1.2. Justificacion social

El aumento de la poblacion de edad avanzada en nuestra region y en América Latina,
ha potenciado la prevalencia de la enfermedad de Alzheimer en los ultimos afios. Al
ser una enfermedad neurodegenerativa progresiva incurable, es de vital importancia
el diagnostico temprano, el seguimiento continuo y la basqueda de tratamientos mas

especificos y efectivos.

2.1.3.Contemporanea

La pandemia de COVID-19 ha desatendido las principales enfermedades cronicas de
los adultos mayores pertenecientes a centro de atencion residencial, provocando un
infradiagnostico y abandono de tratamiento de las enfermedades mas frecuentes,

siendo la principal demencia la enfermedad de Alzheimer.

2.1.4.Originalidad

La presente investigacion busca dar importancia al area de la neuroinmunologia en el
curso de la enfermedad de Alzheimer, al comparar la visualizacion diagndstica y la
interaccion molecular terapéutica tanto de anticuerpos monoclonales como
nanocuerpos frente a la proteina beta-amiloide, fomentando la innovacion
tecnoldgica en el area de las enfermedades neurodegenerativas, a través de un estudio

preliminar exploratorio.

2.1.5. Factibilidad

En el contexto de la pandemia por COVID-19, el area de la investigacion ha resaltado
el empleo de las herramientas computacionales bioinformaticas como parte de la
adaptacion virtual de los estudios, dando una facil aplicacion, mejor accesibilidad y
reduccion de tiempos empleados para el andlisis de interacciones moleculares en la
bioinformatica clinica.
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2.1.6. Justificacién personal

Personalmente, mediante el presente estudio pretendo impulsar este tipo de
investigaciones para consolidar conocimientos en el area cientifica y social,
colaborando en la salud publica de la poblacién de edad avanzada de nuestra region
que aqueja la enfermedad de Alzheimer, dando luz a la reciente tecnologia biomédica
terapéutica y diagnostica con el empleo de los anticuerpos monoclonales y los

nanocuerpos de camélidos, como la llama y la vicufia, auquénidos de nuestro pais.

2.2. Marco conceptual
2.2.1. Enfermedad de Alzheimer
2.2.1.1. Definicion

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo,
progresivo irreversible del deterioro cognitivo cuya etapa final es la demencia y
la muerte (5). Este desorden neuroldgico esta considerado como parte de un
sindrome de demencia amnésica multidominio, refiriendo un conjunto de
cambios neuropatologicos que se caracteriza por presentar una acumulacion de
placas amiloides o seniles, y como consecuencia la acumulacién de ovillos
neurofibrilares formados a partir de filamentos de proteinas Tau altamente
fosforiladas asociados a microtubulos (6,7), provocando cambios morfoldgicos
como la atrofia de la corteza cerebral y pérdida de neuronas a nivel cortical y
subcortical (3). La EA es la principal demencia en adultos mayores, que inicia
20 0 més afos antes de que aparezcan los sintomas (4).

Es importante resaltar que la ausencia del sindrome de demencia amneésica
multidominio no descarta la presencia de cambios neuropatoldgicos de EA, y
viceversa; por lo tanto, la definicion de esta entidad clinico-patoldgica ain sigue
en cuestionamiento gracias a los nuevos avances en el diagndstico preclinico de
EA através de biomarcadores (16,17).

2.2.1.2. Historia

En 1906 en un asilo en Frankfurt (Alemania), el psiquiatra y neuropatélogo Aldis

Alzheimer, descubrié una condicion de demencia en una paciente de 51 afios
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(Auguste Deter), que presentaba deterioro progresivo de la memoria, lenguaje,
desorientacion, delirios y cambios psicosociales (18,19) (Figura 1). Tras su
muerte, Alzheimer realiz6 una autopsia encontrando atrofia cerebral difusa y
“cambios particulares en grupos de células corticales™ a través de la histologia
(placas neuriticas, ovillos neurofibrilares y angiopatia amiloide) siendo la
primera caracterizacion de esta demencia (20). En 1910, su mentor Emil
Kraepelin acufio el término “Enfermedad de Alzheimer” a este trastorno
neurodegenerativo presenil (menores de 65 afos) en su escrito Handbook of
Psychiatry (21), y la comunidad médica utiliza este apelativo hasta el dia de hoy.
El estudio de Blessed y colaboradores fue el primero en correlacionar las
caracteristicas clinicas y los cambios histopatoldgicos cerebrales de EA.
Posteriormente, las investigaciones de Katzman en 1976, mostraron que la EA
senil y presenil eran histopatolégicamente parecidas, siendo esta enfermedad la

cuarta causa de muerte en adultos mayores en esa época (22).

Figura 1. Fotografia de Albis Alzheimer (izquierda) y su paciente Auguste Deter
(derecha) (23).
2.2.1.3. Epidemiologia

La EA es la principal causa de demencia a nivel mundial (60-80%) (1).
Actualmente la prevalencia mundial de demencia es de 50 millones de personas
y se proyecta que se triplicaran los casos para el 2050 (2).

En los paises occidentales, se observa una disminucion de la incidencia de

demencia en hombres, gracias a los niveles de educacion, prevencion y
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tratamiento de los factores de riesgo de enfermedad vascular (24,25). Por otro
lado, en los paises en vias de desarrollo y bajos niveles socioeconémicos, se
presentan el 60% de casos de demencia, debido al aumento del grupo etario de
adultos mayores y aumento de enfermedades crénicas como hipertension,
diabetes y patologias cardiovasculares (2).

La mortalidad por EA aument6 un 145% entre el 2000 y 2017, siendo la quinta
causa de muerte en mayores de 65 afios en EE.UU., debido a un mayor registro
de defunciones y prevalencia de EA en adultos mayores (1). La mortalidad es
debida a la vulnerabilidad y mayor riesgo que conlleva la demencia frente a otros
trastornos como infecciones, que finalmente ocasionan la muerte (26,27).

En Latinoamérica, en los ultimos 10 afios, se ha reporta una alta prevalencia de
demencia (6.2-12.1%) en mayores de 65 afios, y se proyecta que se cuadruplique
la cifra para el 2050 (28) (Figura 2). Existen varios estudios, donde se observa
una amplia fluctuacién de las tasas de prevalencia, que pueden ser atribuidos a

los diferentes criterios de diagnostico de demencia.

Africa (sub-sahara oeste)
Africa (sub-sahara central)
Africa (sub-sahara sud)
Africa (sub-sahara este)
Este Asia

Europa Oriental

Asia Central

Sud Asia

Europa Central

Africa (norte y oriente medio)
Asia Pacifico

Sudeste Asidtico

EEUU

Asia Oceania

Australasia

Europa Occidental
America Caribe

Ameérica Latina

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Prevalencia estandarizada (%) a la poblacién de Europa Occidental

Figura 2. Prevalencia de demencia en mayores de 60 afios (28,29).

En el Perd, actualmente no existe estadistica acerca de la prevalencia e incidencia
de demencia; sin embargo, en el 2014 MINSA reporta 5 mil casos de demencia,
incluyendo EA, de 1.2 millones de adultos mayores (30), y en el 2019 reporta
200 mil casos de EA en pacientes mayores de 60 afios (31). En Lima en 2008, un
estudio en 1532 individuos presentd una prevalencia de 6.85% de demencia,
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siendo EA en un 56.2%, incrementandose con la edad, el sexo femenino y bajo
nivel educativo (32). En Huancayo, un estudio del 2016-2017, la prevalencia de
demencia fue de 9.9% (33).

Las tasas de incidencia y prevalencia de EA son variables gracias a los
biomarcadores de deteccion, el diagndstico del deterioro cognitivo leve y la
busqueda de terapias modificadoras de la enfermedad, permitiendo la inclusion
de etapas mas tempranas de EA (16,34).

2.2.1.4. Impacto

2.2.1.4.1. Impacto Psicosocial

La EA es la causa principal de discapacidad, dependencia y mortalidad de los
adultos mayores a nivel mundial (35). La familia y el cuidador son la piedra
angular en el seguimiento, tratamiento y soporte de estos pacientes, evitando
el internamiento y manteniéndolo en comunidad (36). ElI apoyo social y
familiar median los factores del paciente con EA y la carga del cuidador (37).
No obstante, ellos sufren consecuencias fisicas, psicolégicas (ansiedad y
depresién), sociales y econémicas directos (costo de medicamentos) e
indirectos (pago de servicios) que deben afrontar solos (38). La coyuntura
actual por la pandemia COVID-19, ha traido cambios sustanciales en nuestra
vida, que afectaria a los pacientes con EA. El uso de mascarilla, provocando
la dificultad de reconocimiento de personas, generando angustia y poca
familiaridad en el paciente, que conduce a la poca integracion social y soledad

en el adulto mayor (39).
2.2.1.4.2. Impacto Socioeconémico

Entre el 2010 y 2015, a nivel mundial se vio un incremento de los costos de
la demencia en 35%, siendo un gasto de US$ 818 mil millones, 1.1% del
Producto Bruto Interno (PBI) mundial (40). Los costos sociales representan
una porcion del costo total (41) (Figura 3), y se calculan los costos con el
diagndstico. A medida que progresa la enfermedad, incrementan costos (42).

Los costos directos se enfocan en los cuidados sociales (cuidadores, centros
de dia, hogares y asilos), tratamiento (medicamentos), y cuidados médicos
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(junto con la comorbilidad asociada) (1). Sin embargo, existen costos no
medibles u ocultos como indirectos (pérdida de productividad, cuidado
informal, etc.), finanzas del hogar (reduccion de ahorros, explotacion
financiera, costos de bolsillo, desempleo, etc.) que aparecen desde la fase

preclinica y van aumentando conforme progresa la patologia (41).

!
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Figura 3. Punta del iceberg: evaluacion de los costos socioecondémicos
globales de la enfermedad de Alzheimer y las demencias relacionadas e

implicaciones estratégicas para las partes interesadas (41).

2.2.1.5.Factores

Non-modifiable | Non-modifiable risk factors |
protective factors )
* Aging
= Genetics (i.e. APOEE2) * Genetics (i.e. APOEe4)
Modifiable protective factors | Modifiable risk factors |
= Education attainment » Vascular risk factors:
* Mediterranean diet o Hypertension
* Moderate alcohol intake? o Diabetes mellitus
= Physical exercise o Obesity
= Intellectual and social o Hypercholesterolemia?
activities o Smoking

RISK
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Figura 4. Esquema del riesgo de Demencia y Enfermedad de Alzheimer: factores de

riesgo y protectores, tanto modificables como no modificables (43).
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A. Factores de Riesgo

a. No Modificables
e Edad

Este trastorno es considerado una enfermedad de la edad avanzada al
presentarse el doble de casos cada cinco afios de edad desde los 65 afios (2). La
prevalencia de EA aumenta con la edad, con 3% de 65 a 75 afios, 17% de 75 a
84 afios, y 32% en mayores de 84 afios (1); a partir de los 90 afios se produce
una disminucion debido a la esclerosis del hipocampo (44). La edad
acompariada de la neuropatologia, comorbilidad y presentacion clinica;
aumenta su potencial como factor de riesgo, debido al aumento de la esperanza
de vida (45). Si la reserva cerebral se da a una edad méas temprana, gracias a la
educacion y actividad intelectual, la resiliencia cognitiva (cambios
neuropatoldgicos sin demencia) mejora, reduciendo la tasa de demencia en la
vejez (46,47).

e Género

Los dos tercios de la poblacion afectada por la EA son mujeres y solo un tercio
son varones. A los 65 afios, los varones tienen 6.3% y las mujeres 12% de riesgo
de por vida de desarrollar EA (48). Esta prevalencia se explica por la reduccion

de estrogenos en la menopausia (49), asi como la presencia de APOE &4 (50).
e Genéticos

Los factores genéticos corresponden al 70 % de los factores de riesgo para EA
(51). Para su identificacion se empleo estrategias: estudios de asociacion de
todo el genoma (GWAS), estudio de genes candidatos y analisis de ligamiento
(52). GWAS report6 20 factores genéticos que intervienen en la inflamacién,
metabolismo del colesterol y vias de reciclaje de vesiculas endosomales (53).

La combinacion de mutaciones genéticas potencia el riesgo poligénico de EA,
duplicando la prediccion de casos por casualidad (54). Otros estudios de
secuenciacion de proxima generacion revelan otros factores genéticos de alto

riesgo, pero baja frecuencia, contribuyendo en la patogénesis de EA (55).
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¢) Enfermedad de Alzheimer de inicio temprano: Presenta una herencia
autosdmica dominante, siendo una forma atipica familiar de presentacion
entre los 30 y 60 afios (1.5-2% de casos). Clinicamente se identifica al
presentar una demencia con disfuncién visual de orden superior, ejecutiva 'y
déficit de lenguaje (56). A través del andlisis de ligamiento se identificaron
regiones de los cromosomas 1, 14y 21, con el descubrimiento de tres genes
involucrados en EA (57-60).

- Gen precursor de la proteina amiloide (APP): en el cromosoma 21q,
que codifica el producto APP, provoca la produccién del péptido BA de la
viaamiloidogénica (61). Se asocian 30 mutaciones, 10-15% de EA familiar
de inicio temprano (56), con edad promedio de 49 afios (62).

- Gen de presenilina 1l (PSEN1): en el cromosoma 14q, codifica la proteina
transmembrana PSEN1, que es participe del complejo proteico de escision
de la y-secretasa, aumentando la liberacion de péptidos BA42 (63). Se
asocian 150 mutaciones, 50% de EA familiar de inicio temprano, con edad
promedio de 43 afos (62).

- Gen de presenilina 2 (PSENZ2): en el cromosoma 1q, codifica la proteina
PSENZ2, promoviendo la apoptosis y la neurodegeneracion (64). Se asocian
20 mutaciones, la mas rara en EA familiar de inicio temprano (65).

- Trisomia 21: sindrome de Down, presenta una copia adicional del gen
APP (cromosoma 21 brazo largo), que produce aumento en la produccién
de proteina APP, presentando cambios neuropatologicos y clinicos de EA
entre los 40 y 50 afios (66).

d) Enfermedad de Alzheimer de inicio tardio: Es la forma tipica esporadica
de EA. Se presenta en 58-79% y en mayores de 60 afios, donde influyen
factores genéticos y ambientales, siendo mas compleja y poligénica (67).

- Gen Apolipoproteina E (APoE): Este gen polimérfico se encuentra en el
cromosoma 19, y codifica una proteina portadora de lipidos unido a
lipoproteinas de baja densidad hacia células del organismo, permitiendo la
reparacion de sitios de lesion. Presenta tres alelos: épsilon €2, €3, €4; siendo

la tltima la de mayor riesgo para EA esporadico de inicio tardio (68). El
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gen APOE se ha identificado en 50-60% de casos EA (20-25% de adultos
mayores sanos). Un alelo representa de dos a tres veces mas probabilidad
de EA y dos alelos hasta 8 a 12 veces mas probabilidad (69). La
eliminacion del alelo puede reducir la incidencia de EA hasta 7%, en
relacion a la fraccion atribuible de la poblacion (70).

b. Modificables

e Meédicos

La presentacion de comorbilidades con EA propicia el desarrollo de demencia
mixta por la falta de resiliencia (cambios neuropatoldgicos sin demencia) y
reparacion (71). Este tipo de demencia se caracteriza por la presencia de placas
y ovillos junto con infartos microvasculares que producen el deterioro
cognitivo, también se puede presentar en la demencia vascular y el dafio
cerebrovascular es frecuente en EA (72,73). La EA con infartos lacunares por
afecciones cerebrovascular, presenta una clinica mas severa de deterioro
cognitivo que los casos de EA sin lesiones cerebrovasculares (74). Por otro

lado, la hipertension induce una mayor tasa de demencia temprana (75).

La diabetes y el sindrome metabodlico se asocian a aterosclerosis e infartos
cerebrales, siendo la glucosa factor de toxicidad que induce la
neurodegeneracion y anomalias microvasculares (76). En EA se da un estado

cerebral resistente a la insulina por la activacion anormal del receptor (77).

La relacion entre hipercolesterolemia y EA es controversial, al encontrarse
estudios donde la hipercolesterolemia leve propicia el aumento de deposicién
de placas BA de forma temprana independiente del genotipo APOE (78), y el
uso de estatinas reduce los cambios neuropatoldgicos de EA (79). En cambio,

otros estudios indican no encontrar cambios en el riesgo de demencia (80).

Estudios indican un mayor riesgo de EA con clinica en fase temprana asociado
a la obesidad en la mediana edad (81). Sin embargo, la “paradoja de la
obesidad” es la disminucion del indice de masa corporal (IMC) en la vejez antes

del desarrollo de demencia, como un efecto de causalidad inverso (43).
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La depresion en la mediana edad, junto con el aumento de niveles de cortisol,
por estrés principalmente, y trastornos del suefio, son factores de riesgo para la

demencia en la vejez, incluida EA (82,83).
o Estilo de Vida

Un estudio de cohortes de autopsias de Honolulu-Asia Aging Study (HAAS)
revelo la relacion del tabaquismo a mediana edad y el aumento de placas BA
corticales (84). El habito de fumar aumenta de 2 a 4 veces el riesgo de EA en
no portadores del gen APOE &4, por ello el abandono del habito tabaquico es
una forma de prevencién de demencia (85). Otro aspecto importante es la
convivencia social. La soledad y el estado civil soltero o viudo (a) inducen un

mayor riesgo de desarrollar demencia (86).
B. Factores Protectores

a. No Modificables
El componente genético influye en el desarrollo de EA. Estudios recientes del gen
APOE alelo €2 indican que retrasa la fase clinica de EA y reduce los cambios
neuropatoldgicos de la edad, disminuyendo el riesgo un 50% (87).
b. Modificables
e Actividades sociales
La interaccion social puede prevenir o ralentizar el desarrollo de demencia, en
cambio la limitada actividad social se asocia al riesgo de demencia (88). Sin
embargo, la progresion de la enfermedad lleva a menos motivacion para
participar socialmente, la familia se aleja y mayor aislamiento del paciente (45).
e Alimentacion y Deporte
Una alimentacion saludable, como la dieta mediterranea (frutas, verduras,
cereales integrales, pescado, aceite de oliva) es un factor preventivo protector
para la EA al ralentizar el deposito de placas BA, hipometabolismo cerebral,
independiente del genotipo APOE y riesgo vascular (89). La adherencia a este
tipo de dieta podria reducir la mortalidad en los pacientes con EA (90). El
gjercicio tiene efecto neuroprotector al inducir la liberacién del factor

neurotréfico derivado del cerebro, reducir cortisol y riesgo vascular (91),
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independiente del efecto protector de la alimentacion saludable (92). Un estudio
indica que la ingesta de alcohol leve a moderado (vino) en la vejez, reducen el
riesgo de desarrollo de EA (efecto protector) (93), sin embargo, es evidencia
cientifica cuestionable.
e Educacion

El aumento de la educacion provoca la disminucion de la prevalencia por edad
de demencia (94). Las proximas generaciones tendran una mayor exposicion a
factores protectores siendo més saludables, mayor capacidad de recuperacion y
con una cognicién mas saludable que sus antecesores (45). La educacion y
funcionamiento cognitivo superior juegan un rol protector para EA al tener
mayor tolerancia de cambio neuropatologico antes del desarrollo de demencia.

Esta capacidad se considera como una “reserva cognitiva” (95).
2.2.1.6. Fisiopatologia

La fisiopatologia de la EA es incierta y con multiples controversias. Para explicar
la etiologia, se han formulado diferentes teorias e hipétesis como la hipétesis
colinérgica, la hipotesis Tau y la hipotesis de la cascada amiloidea (7).
A. Hipotesis colinérgica
A inicios del desarrollo de EA se da una disfuncién del sistema colinérgico, mediada
por el neurotransmisor acetilcolina (ACh) y los receptores nicotinicos (NAChR) y
muscarinicos (MAChR). Este neurotransmisor juega un rol importante en la funcion
cognitiva: disminucion de ACh y nAChR y aumento de acetilcolinesterasa (AChE),
traduciéndose en el déficit de memoria (96).
B. Hipdtesis Tau
La proteina Tau se encuentra en las neuronas intracelular y participa en la regulacion
del crecimiento externo de neuritas, transporte axonal y estabilidad de microtibulos
(97). Esta proteina es producida por el gen del cromosoma 17, y en EA se presentan
3 isoformas y 4 repeticiones (98). En EA, la proteina Tau se hiperfosforila
anormalmente, provocando la formacion de filamentos helicoidales y ovillos
neurofibrilares, provocando inestabilidad de los microtibulos y muerte celular (98)
(Figura 5). Estas formaciones se diseminan neurona a neurona desde la corteza

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE ( UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

entorrinal hasta el hipocampo y neocorteza (99). Este proceso neuropatoldgico es
inducido por la proteina BA como un efecto sinérgico de disfuncion neuronal (100).
C. Hipdtesis de la Cascada Amiloidea
Esta es la hipotesis mas importante de la EA, donde la acumulacion de la proteina BA
(36 a 43 aminoacidos), se encuentra en el centro de la etiopatogenia (101). La APP
es una proteina de transmembrana tipo 1, que en el sistema nervioso central, presenta
un proceso de division a través de dos vias (10):
Via no amiloidogénica: donde la enzima a-secretasa escinde la APP, generando un
producto secretado extracelular sAPPa y un fragmento C83 de 83 aminoacidos C-
terminal unido a la membrana. Y tras la accion de la enzima g-secretasa, la C83
produce otro fragmento p3 y abandona el dominio intracelular APP unido a la
membrana (AICD) (10).

Conversion Soluble Ap Precipitated
to B sheet Oligomers Fibrils
conformation (2ton) ;

—
microtubules
B sheet Hyper Tau Oligomers PHF
conformational Phosphorylated (2ton) Tangles

Tau B sheet Tau

Figura 5. Cambios conformacionales de la proteina 4 y la proteina Tau (102).

Via amiloidogénica: donde la enzima b-secretasa (BACE-1 enzima 1 de escision de
APP sitio b) y el complejo y-secretasa, generan un producto intracelular APP restante
y varias proteinas beta-amiloide de diferentes longitudes (BA38, BA40, BA42) y
piroglutamato BA. Estas BA se liberan en LCR y posteriormente en sangre (103).

En esta patologia se presenta un desequilibrio en la produccién y eliminacién del
metabolito, produciendo la acumulacion de BA en diversos estados de agregacion:

oligbmeros (entre 2 a 6 péptidos), protofibrillas, fibrillas (que forman ensambles
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intermedios insolubles) y placas amiloides seniles insolubles avanzadas depositadas
en diferentes areas cerebrales (11) (Figura 5).
Este proceso provoca una cascada neurodegenerativa que llevan a la degeneracion
sindptica y pérdida neuronal, siendo la “hipdtesis de la cascada amiloidea” un posible
factor causal de dicha enfermedad (12). Este proceso anormal se complementa con
las mutaciones genéticas de APP, PSEN1 y PSEN2 que producirian EA de inicio
temprano (101). La BA42 es més hidrofébica y con mayor predisposicion a la
autoagregacion que la BA40 (103). Se ha demostrado que las estructuras mas
neurotoxicas son los oligémeros solubles y los amiloides intermedios (104). Los
oligdbmeros solubles provocarian la disfuncion sinaptica en modelos animales (105),
conduciendo a una nueva teoria e hipotesis fisiopatoldgica. El estrés oxidativo y la
inflamacién predisponen a la acumulacion y deposicion de proteina A (106).
2.2.1.7. Fases de la Enfermedad de Alzheimer

La EA es un trastorno neurodegenerativo progresivo que pasa por diferentes
etapas desde la fase preclinica asintomatica hasta la tltima fase de demencia (2).
Hay varios sistemas de clasificacion (Grupo de Trabajo Internacional — IWG,
Instituto Nacional sobre el Envejecimiento-Asociacion de Alzheimer - NIA-AA,
Administracion de Alimentos y Medicamentos — FDA) con diferentes
nomenclaturas resumidas en la figura 6, donde se centran en los cambios
neuropatoldgicos (proteina beta-amiloide y Tau) y la clinica (déficit cognitivo,

funcional y de comportamiento) (107).

r A 1
Asymptomatic at risk i
Mild AD dementia Moderate AD dementia )  Severe AD dementia
Preciinical AD with MCI AD with AD with AD with
(prodromal AD) mild dementia moderate dementia severe dementia

IWG-2

NIA-AA

FDA

Evidence of AD pathology (AB and tau deposits / neuronal injury)

Behavioral and psychological features*

Cognitive impairment

Functional impairment

Figura 6. Etapas de la Enfermedad de Alzheimer (107).
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A. Fase Preclinica

Esta fase presenta solo cambios neuropatologicos, sin la presencia de clinica,
deterioro cognitivo o funcional y sin afeccion de la vida diaria (108). Tiene una
duracién de 6 a 10 afios, varia segin edad de aparicion. Su progresion a deterioro

cognitivo/conductual leve es multifactorial (109).
B. Fase Deterioro Cognitivo Leve

Se presenta con un deterioro de la memoria a corto plazo que progresa con la
disminucion de otros dominios cognitivos, no obstante, el paciente ain permanece
independiente en su vida diaria (110). Se puede o no acompafiar del deterioro
conductual leve con la aparicion de sintomas neuropsiquiatricos continuos. Se da en

pacientes mayores de 50 afos, y precede al deterioro cognitivo y la demencia (111).
C. Fase Demencial

Esta etapa progresa de leve, moderado y severo, desarrollando déficit cognitivo mas

grave, interfiriendo la vida diaria: dependencia y asistencia constante (16).
2.2.1.8. Clinica de la Enfermedad de Alzheimer

A. Sintomas Cardinales
e. Deterioro de la Memoria: Es el sintoma inicial mas frecuente en demencia por
EA. Se produce una afectacion de la memoria declarativa episddica, en el
hipocampo y lébulo temporal medial, siendo la memoria a corto plazo mas
afectada en EA temprana que la memoria a largo plazo (112). La memoria
procedimental y aprendizaje motor (zonas subcorticales) y la memoria seméantica

(zonas temporales neocorticales) suelen afectarse mas tardiamente (113).

f. Deterioro de la Funcion ejecutiva y juicio/resolucion de problemas: Pasan
desapercibidos por el paciente (anosognosia), y se necesita el testimonio de
familiares e informantes. Se presenta una progresiva incapacidad para completar
tareas (114). La pérdida de conocimiento suele ser progresiva, y acompariada o no
de alteraciones del comportamiento, depresivas y psicoticas (115).

g. Deterioro de otros dominios cognitivos: Las deficiencias visuoespaciales

aparece precozmente y las deficiencias de lenguaje aparecen tardiamente; sin
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embargo, ambos progresan de forma insidiosa. Ambos pueden presentarse como
sintoma inicial en las presentaciones atipicas de EA (5).

h. Trastornos conductuales y de estado de &nimo: Los sintomas
neuropsiquiatricos son frecuentes en la etapa media y tardia de EA. Tienen un
amplio espectro: apatia, falta de integracion social, irritabilidad, depresion y
ansiedad. Las alteraciones de comportamiento se presentan como agitacion,
agresion, deambulacion, psicosis (alucinaciones, delirios, etc.), euforia y
desinhibicion (116).

B. Otros signos y sintomas
a. Apraxia/Dispraxia: La ausencia o dificultad para realizar tareas motoras

aprendidas aparecen en la etapa tardia de EA después del déficit de memoria y
lenguaje. Se presenta progresivamente: actividades motoras complejas y dificultad
en la realizacion de actividades de la vida diaria, provocando dependencia (117).

b. Disfuncion olfativa: Es un sintoma comuin en EA de dificil deteccion (pruebas
simples y evaluacion olfativa), pero es usada como herramienta diagnéstica (118).

c. Trastornos del suefio: Las alteraciones de suefio-vigilia son muy frecuentes como
insomnio y suefio fragmentado, se anticipan al deterioro cognitivo en pacientes
con solo presencia de biomarcadores de depdsito de proteina pA (119).

d. Convulsiones: Se presentan en 10-20% de pacientes con EA en etapas tardias. La
presentacion atipica presenta mas convulsiones, siendo una EA de inicio temprano
con patron de herencia autosémico dominante, se presentan convulsiones de tipo
focal no motora con alteracion de la conciencia (I6bulo temporal medial) (120).

e. Signos motores: Las mioclonias y los signos motores piramidales y
extrapiramidales ocurren en la etapa tardia de EA. La incontinencia y reflejos
primitivos (reflejo de hocico, agarre) son mas frecuentes en EA etapa tardia (121).

2.2.1.9. Diagnéstico

Para un diagnéstico temprano de EA, se propone una serie de pasos a seguir: 1)
detectar, 2) evaluar/diferenciar, 3) diagnosticar y 4) tratar (Figura 7).
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Figura 7. Infografia de las etapas del proceso de diagnéstico de Enfermedad de
Alzheimer (107).

Para la deteccion, es fundamental el reconocimiento temprano en la atencion
primaria de la aparicion de signos y sintomas sugerentes de EA (Figura 8),
realizando una historia clinica detallada con antecedentes familiares, factores de
riesgo y protectores, polifarmacia, etc (5). Es importante el testimonio de los

familiares y cuidadores para una mejor deteccion (122).

La evaluacién clinica se centra en el examen cognitivo neuroldgico de la
poblacion adulta mayor (115). Para ello se emplean diferentes escalas de
medicion tanto para evaluar el dominio cognitivo (AD8 Ascertain Dementia 8,
IQCODE Informant Questionnaire on Cognitive Decline in the Elderly, MMSE
MiniMental State Examination, MOCA Montreal Cognitive Assessment, Mini-
Cog General Practitioner Assessment of Cognition, QRDS Quick Dementia
Rating System), el dominio funcional (A-IADL-Q Amsterdam Instrumental
Activities of Daily Living Questionnaire, FAST functional assessment staging
test, FAQ Functional Activities Questionnaire), y conductual (GDS global
deterioration scale, NPI-Q Neuropsychiatric Inventory Questionnaire.). Estas
evaluaciones deben acompanarse del examen fisico, genotipificacion, examenes

de laboratorio (hemograma, funcion tiroidea, glucosa, vitamina B12, funcion
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hepaética y lipidica) e imagenologia (resonancia magnética nuclear, tomografia
de emisidn de positrones con 18F-fluorodeoxiglucosa FDG-PET) (107).

2011 Instituto Nacional sobre el Envejecimiento y la Asociacion de Alzheimer
Se puede hacer un diagndstico de demencia de EA probable cuando el paciente
1. Cumple con los criterios para |a demencia.
2. Tiene las siguientes caracteristicas
a. Inicio insidioso: los sintomas tienen un inicio gradual durante meses o afos, no repentinos
durante heras o dias.
b. Historia clara de empeocramiento de la cognicion por informe u observacion
c. Los déficits cognitivos iniciales v mas prominentes son evidentes en |a historia y €l examen
en una de las siguientes categorias
i. Presentacidn amnésica: presentacion sindrémica mas comiln de la demencia AD; los
déficits deben incluir deterioro en el aprendizaje y recuerdo de la informacion aprendida
recientemente; también debe ser evidenciz de disfuncion cognitiva en al menocs otro
dominio cognitivo
ii. Presentaciones no amnésicas
1) Presentacion del idioma: las deficiencias més destacadas se encuentran en la busqueda
de palabras; Deben presentarse déficits en otros dominios cognitivos
2) Presentacion visuoespacial: los deficits mas prominentes se encuentran en |a cognicion
espacial, incluida la sgnosia de objetos, el reconocimiento facial deficiente, la
simultanagnosia y la alexia; Deben estar presentes déficits en otros dominios
cognitivos
3) Disfuncion ejecutiva: los déficits mas prominentes son el razonamiento, el juicio v la
resolucion de problemas deficientes; Deben estar presentes deficits en otros dominios
cognitivas
3. El diagnostico de probable demencia por EA no debe aplicarse cuando hay evidencia de
a. Enfermedad cerebrovascular concomitante sustancial, definida por un historial de accidente
cerebrovascular relacionado temporalmente con la aparicion o empecramiento del deterioro
cognitivo; o la presencia de infartos multiples o extensos o carga severa de hiperintensidad
de la sustancia blanca
b. Caracteristicas principales de la demencia con cuerpos de Lewy distintas de la demencia
misma
Caracteristicas destacadas de la demencia frontotemporal variante conductual
d. Caracteristicas destacadas de afasia primaria progresiva variante semdntica o afasia primaria
progresiva variante ne fluida o gramatica
e. Evidencia de otra enfermedad neurclogica activa concurrente, o una comerbilidad medica no
neurclogica o el uso de medicamentos gue podrian tener un efecto sustancial en la cognicion.

n

Figura 8. 2011 Instituto Nacional sobre el Envejecimiento y la Asociacién de
Alzheimer. Criterios clinicos bésicos para la probable demencia de la

enfermedad de Alzheimer (5).
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Figura 9. Dinamismo de los biomarcadores en la progresion de la Enfermedad
de Alzheimer (123,124).
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En el diagndstico, se han propuesto diferentes criterios para su identificacion en
etapas preclinicas con el uso de biomarcadores, para el diagnéstico precoz antes
de la aparicién de la clinica neurodegenerativa de esta enfermedad (5). Jack y
colaboradores realizaron una clasificacion descriptiva independiente de la
temporalidad y patogénesis, denominado sistema ATN ("A™ de proteina beta-
amiloide BA, "T" de Tau y "N" de Neurodegeneracion), resaltando su
identificacion en la tomografia de emision de positrones (PET) y en el liquido
cefalorraquideo (LCR) (123) (Figura 9). La reduccion de los niveles de proteina
BA en LCR es el biomarcador que mas temprano se presenta, seguido en PET,
incluso antes de la aparicion de la demencia (124).

2.2.2. Anticuerpos

Los anticuerpos son moléculas glucoproteicas heterotetramicas, llamadas
inmunoglobulinas (125). Gracias a Landsteiner en el siglo XX, se describié los
anticuerpos que actuaban contra antigenos especificos (126). Estas moléculas son
producidas por las células B y plasmaticas, participando en la inmunidad humoral
(127). Su estructura estd compuesta por 4 cadenas, 2 ligeras (L) y 2 pesadas (H),
idénticas y unidas por puentes disulfuro formando una “Y” (127). Las funciones son
efectora (extremo carboxiterminal de cadena pesada o dominio constante C) y de
reconocimiento y unién a antigenos (extremo aminoterminal, domino variable V)
(125). Las cadenas ligeras presentan un solo dominio C mientras que las cadenas
pesadas presentan de tres a cuatro dominios. Se pueden encontrar cinco isotipos: I1gA,
IgD, IgE, IgM, 1gG (125).
2.2.2.1. Anticuerpos Monoclonales

Los anticuerpos monoclonales (mAb) se usan para el tratamiento y diagnostico.
Georges Kohler y César Milstein en 1975, lograron obtener un hibridoma al
fusionar lineas celulares de mieloma con células B, el cual producia anticuerpos
especificos para antigenos conocidos (128). EI muromonab CD3 fue el primer
mAb con licencia para la prevencion del rechazo del trasplante de rifién, pero era
murino y por lo tanto genero riesgo de inmunogenicidad, es por ello que la nueva
generacién de anticuerpos busca ser humanizado o totalmente humano para

superar la inmunogenicidad (129) (Figura 10).
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Figura 10. Humanizacion de anticuerpos monoclonales (130).

En 2004, se aprobo el primer anticuerpo totalmente humano, adalimumab, para

el tratamiento de artritis reumatoide (130).

Para la nomenclatura, desde 1995 el grupo de expertos de Denominaciones

Comunes Internacionales de la OMS publica reglas de denominacion para los

mADb (131), siendo el ultimo publicado en el 2017 (132). La denominacion esta

compuesta por un prefijo, un subtema y un sufijo (Figura 11):

o El prefijo “random” se refiere al nombre del farmaco

o El subtema o infijo se refiere al objetivo (cardiovascular, hueso, tumor, etc).
El origen del mAb desde el 2017 fue eliminado, y anteriormente se indicaba
si era humanizado, quimérico, etc.

e El sufijo “mab” se refiere a anticuerpo monoclonal

Prefix Substem A Meaning Substem B Meaning Stem

a rat -b(a)- bacterial

@ hamster -e(i)- cardiovascular

i primate -flu)- fungal

o mouse -k(i)- interleukin

Random u human -I(i)- immunomodulating -mab

xi chimeric -s(o) bone

U humanized ~tox(a)- toxin

axo rat/mouse hyhbrid =t{u)- fumor

xizu chimeric/humanized hybrid =v(i)= wviral

Figura 11. Nomenclatura de los anticuerpos monoclonales (130).
A. Solanezumab (LY2062430): anticuerpo monoclonal humanizado 1gG1 que
tiene como epitope la region media del péptido BA (residuos 16-26), siendo el

sitio de nucleacion para la oligomerizacion. Fue desarrollada por la empresa
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farmacéutica Eli Lilly & Co. Su objetivo es anti-BA en mondémeros e inhibidor
de agregacion (terapia modificadora de EA leve moderada) (133).
B. Crenezumab (MABT5102A, RG7412): anticuerpo monoclonal
humanizado 1gG4 que tiene como epitope la region media del péptido BA
(residuos 16-24), tanto para oligémeros, fibrillas y placas, con una afinidad
hacia los oligomeros solubles hasta 10 veces, siendo el principal componente
de la neurotoxicidad. Fue desarrollada por la empresa farmacéutica Genentech
y Roche. Su objetivo es anti-BA en oligbmeros y blogueador/estimular
desagregacion de BA (terapia modificadora de EA) (134).
C. Gantenerumab (04909832, RG14502): anticuerpo monoclonal
completamente humano IgG1 con epitope en la region N-terminal (péptido 8 y
9) y central (péptido 24) del péptido BA de las fibrillas. Fue desarrollada por la
empresa farmacéutica Roche. Su objetivo es anti-BA en fibrillas con mayor
afinidad y especificidad (terapia modificadora de EA) (135).
2.2.2.2.Anticuerpos de cadena pesada (HCAD)

Los anticuerpos de cadena pesada (HCADb) se encuentran exclusivamente en
cameélidos (camello, dromedario, llama), los cuales se caracterizan por no
presentar las cadenas ligeras como los anticuerpos convencionales conocidos
(136). Ademas, se unen al antigeno solo por un dnico dominio variable VHH
(136). El descubrimiento de esta molécula abri6 campo en la inmunologia
molecular y la ingenieria de anticuerpos (137).

2.2.2.2.1. Nanocuerpos

Los nanocuerpos son aquellos dominios variables (VHH) de los anticuerpos de
cadena pesada de los camélidos (HCAD), que son sintetizados por camélidos
(camellos, llamas y dromedarios) (136). Estos dominios VHH reconocen los
antigenos mediante un dominio Unico (sdAb) de ~130 aminoacidos (~14kDa)
siendo el fragmento natural mas pequefio disponible, con alta afinidad y
especificidad (138,139). Son anticuerpos IgG que carecen de cadenas ligeras y del

dominio constante (CH1) de las cadenas pesadas (140) (Figura 12).
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Figura 12. Estructura general de los fragmentos de anticuerpo (136).

Los VHH son mas hidrofilicos que los IgG convencionales, siendo solubles en
ausencia de cadena ligera (136). Las regiones determinantes de
complementariedad (CDR regiones de Ab que interactian con antigeno) de VHH
son mas largas (~16-18 hasta 25 aminoacidos) que VH convencional (~12
aminoacidos), como CDR1 y CDR3 (141). Este mayor tamafio compensa la
ausencia de tres CDR de la cadena ligera, teniendo una superficie de interaccion
mas grande para los antigenos, ademds, permite una mayor variedad de
conformaciones de CDR (140).

2.2.3.Bioinformatica

2.2.3.1. Definicion

La biologia computacional o bioinformatica es una disciplina y tecnologia de
plataforma que tienen como objetivo el andlisis e interpretacion de datos
biologicos (15), formulando criterios bioldgicos aplicados en el area
experimental. Gracias al Proyecto Genoma Humano en los afios 70, esta ciencia
se ha abierto campo en el area de las biomédicas (142). A través de esta ciencia,
se busca la investigacion interdisciplinaria entre las ciencias informaticas y las
ciencias experimentales de la vida como la biologia y biomédica (bioguimica,
biologia celular, biologia del desarrollo, genética, gendmica, fisiologia) teniendo
como fundamento las matematicas, la fisica, la quimica, la estadistica, entre otras
(15). El fundamento de esta disciplina es la generacion de evidencia cientifica
basada en principios fisico-quimicos a través del uso de bases de datos, aplicando

métodos bioinformaticos para la solucién de dilemas de las ciencias bioldgicas,
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y la prediccién de modelos estructurales de moléculas bioldgicas y complejos de
interaccion en procesos celulares para comprender su funcionamiento a través de
representaciones de los sistemas bioldgicos, mediante el uso de herramientas
computacionales (143).

2.2.3.2. Herramientas computacionales

Mediante el uso de software y hadware, la bioinformatica procesa el gran tamarfio
de informacién bioldgica (mineria de datos), la velocidad de célculos y el empleo
eficiente de tiempo (144). Las herramientas computacionales son los programas
informaticos y las diferentes bases de datos disponibles en linea utilizados en
bioinformatica, que son aplicados en el analisis de secuencias de ADN y
proteinas, utilizados en centros de investigacion, laboratorios biomédicos,
industrias farmacéuticas y centros de bioinformatica (15). Estos recursos
necesitan de sistemas operativos y lenguajes de programacion para su aplicacion,
teniendo el sistema operativo Linux, y lenguajes de programacion como Python,
Java, C, C++, etc (144). Para la adaptabilidad de los usuarios e investigadores
del sistema operativo de Windows, se habilitd el Subsistema de Windows para
Linux (WSL) y el programa Ubuntu que proporciona la interface de
programacion y uso de comandos como en el sistema operativo Linux (145).

La informacion bioldgica utilizada en la bioinformética se encuentra disponible
en linea para todo la comunidad (146). Para la evaluacion genémica y de
nucleétidos, se emplea la International Nucletide Sequence Database
Collaboration (INSDC), donde se incluye las bases de datos del DNA Data Bank
of Japan (DDBJ), European Molecular Biology Laboratory (EMBL), National
Center for Biotechnology Information (NCBI), etc (147). Para las
investigaciones en proteinas, se tienen las bases de datos de Research
Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank (RCSB PDB),
UniProt, etc (148). En algunos casos, el investigador no encuentra la informacion
que necesita, y para ello emplea el método del secuenciamiento lineal masivo
(149).
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2.2.3.3. Disefio, obtencion y modelamiento de proteinas

El conocimiento y prediccion de la estructura de una proteina en su forma
tridimensional, posibilita la comprension del mecanismo de accion y
participacién molecular en los sistemas biologicos (150). Para la prediccion de
la estructura proteica (PSP) se emplean dos metodologias: modelado basado en
plantillas (TBM) y prediccion de estructura de novo, que se sustentan en bases
de datos de secuencias y estructuras (151). Para la obtencion de la estructura
computacional con resolucidn se emplean métodos como cristalografia de rayos
X, criomicroscopia electrénica, espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(NMR), los cuales seran almacenados en bases de datos (152). La teoria del PSP
es el descubrimiento del estado nativo de las proteinas en forma de estructuras
tridimensionales, en condiciones fisiologicas “in vivo” (153). Para la busqueda
conformacional de estos modelos estructurales, se usan los métodos de Monte
Carlo (MC) y la Dindmica Molecular (MD) (151).
2.2.3.4. Mecanica Molecular y Dindmica Molecular

La mecéanica molecular (MM) pertenece al modelado molecular matematico
donde plasma las moléculas en forma de esferas unidas por resortes, aplicados
dentro de un sistema, con energia cambiante en contraste de la resistencia de las
particulas, al inicio y al final de una simulacion de desenvolvimiento de las
moléculas dependiente del tiempo (154). La simulacién de Dindmica Molecular
(SDM) es una simulacion molecular computacional mediante el uso de la
bioinformatica que permite explorar el espacio conformacional de péptidos y
proteinas y su interaccién en medios nativos para predicciones fisico-quimicas
de interacciones moleculares (155). La SDM, mediante ecuaciones de velocidad
y de acuerdo con la fuerza fisica ejercida en cada particula, permite efectuar un
evento bioldgico en pequefios tiempos de integracién, bajo el concepto de una
simulacion (151). Este procedimiento inicia con una configuracion molecular,
continda con la descripcion de las interacciones atémicas y el modelamiento,
posteriormente se ejecuta una simulacion y muestra el andlisis de la trayectoria
(156). Tras realizar este procedimiento, hay diferentes célculos de analisis de la

calidad estructural de las trayectorias como:
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e Desviacidn de la raiz cuadrada media (RMSD): es una medida que resulta de

la diferencia de valores estimados y valores observados, siendo dos
coordenadas atomicas superpuestas (157).

e Fluctuacion cuadratica media (RMSF): es una medida del desplazamiento de

un atomo, molécula, residuos, en relacion con estructura de referencia (158).

o Radio de giro (Rq): es la raiz cuadrada media de la distancia de los elementos

de dispersion desde el centro de una masa en donde se muestra sin cambios

en la inercia rotacional alrededor de un eje del centro de masa (159).

2.2.3.5. Andlisis bioinformatico

El concepto de Big Data cobra importancia en el manejo de gran cantidad de
informacion en el area de la bioinformatica (160). La mineria de datos es la
metodologia empleada para el andlisis de este volumen exponencial de
informacion a través del empleo de software y servidores en linea orientados a
las investigaciones bioldgicas, dentro de ellas se encuentra el area de medicina
(161). Este analisis permite replicar su metodologia por su alta calidad y
confiabilidad, siendo empleado en multiples investigaciones en la actualidad
(15). Dentro de los servidores utilizados en la presente investigacion se
encuentran PockDrug, PatchDock/FireDock, Ramachandran — RAMPAGE y
ProSA (Protein Structure Analysis-Server).
2.2.3.6. Bioinformatica clinica

Actualmente, la bioinformatica abarca nuevas areas de las ciencias médicas de
la mano de las tecnologias 0micas (162). Esta nueva area es el futuro de la
investigacion de las ciencias biomédicas, presentando una conexion con la
medicina personalizada de precisién o medicina genémica (143).

Esta area se encuentra orientada a la medicina clinica en busca de estrategias de
diagnostico a través del uso de biomarcadores genéticos y estrategias de
tratamiento a través del desarrollo de nuevos farmacos (15). Dentro de las
aplicaciones en la ciencia médica se encuentra el analisis de genomas,
determinacion estructural de proteinas a partir de la genémica, acoplamiento o

docking molecular (interacciones ligando-receptor como en la farmacologia
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computacional) y la dinamica molecular (para mecanismos fisiopatologicos de
las enfermedades) (163).

2.3. Analisis de antecedentes investigativos

A nivel internacional

Autor: Zhi-Ting Sun, Chi Ma, Guang-Jian Li, Xiang-Yu Zheng, Yi-Tong Hao, Yu
Yang, y Xu Wang.

Titulo: Aplicacion de fragmentos de anticuerpos contra BA con enfasis en la aplicacion
combinada con nanoparticulas en la enfermedad de Alzheimer.

Resumen: “La EA es la mas comun de los trastornos neurodegenerativos. El péptido
BA juega un rol importante en la patogénesis, al producir un desequilibrio entre la
produccién y eliminacion de esta proteina, provocando cambios clinicos de
neurodegeracion y demencia. Las Ultimas investigaciones tuvieron como objetivo el
uso de la inmunoterapia en EA con anticuerpos monoclonales, sin embargo, no se
encontraron beneficios o se vieron efectos adversos. No obstante, tres fragmentos de
anticuerpos (scFv, Fab y de dominio Unico) presentaron mejores ventajas. Ademas, las
nanoparticulas juegan el rol de portadores ya que facilitan la entrada de farmacos por
la barrera hematoencefalica, importante para el tratamiento. Sun y colaboradores
realizan una revision de la aplicacion combinada de nanoparticulas y fragmentos de

anticuerpos contra la proteina A tanto para el diagndstico y tratamiento de EA” (164).

Autores: Massih Khorvash, Nick Blinov, Carol Ladner-Keay, Jie Lu, Judith M.
Silverman, Ebrima Gibbs, Yu Tian Wang, Andriy Kovalenko, David Wishart, Neil R.
Cashman.

Titulo: Interacciones moleculares entre el anticuerpo 5E3 especifico del oligomero
monoclonal y sus aditivos beta amiloides.

Resumen: “La proteina BA en su forma oligomérica (BAO) se considera la mas
neurotoxica en la EA. Sin embargo, las interacciones moleculares entre anticuerpos
especificos y la proteina BAO aun se desconocen. Khorvash y colaboradores realizan
el estudio de la interaccién de un anticuerpo monoclonal m5E3 (fragmento variable
FV5E3) y el epitope estructural de la proteina BAO mediante simulaciones de dindmica
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molecular y acoplamiento. Se vio una alta afinidad por la proteina BAO, pero una baja
afinidad con mondmeros u fibrillas de la BA. Este estudio proporciona la base de
conocimiento para propiciar la mutagénesis del anticuerpo m5E3 para mejorar su
especificidad y afinidad, asi como la capacidad de desagregar la proteina BAO y

protofilamentos” (165).

Autores: Kazuma Murakami, Maki Tokuda, Takashi Suzuki, Yumi Irie, Mizuho
Hanaki, Naotaka lzuo, Yoko Monobe, Ken-ichi Akagi, Ryotaro Ishii, Harutsugu
Tatebe, Takahiko Tokuda, Masahiro Maeda, Toshiaki Kume, Takahiko Shimizu y
Kazuhiro Irie.
Titulo: Anticuerpo monoclonal con especificidad conformacional para un conférmero
toxico de amiloide P42 y su aplicacién en el diagndstico de la enfermedad de
Alzheimer
Resumen: “La proteina beta-amiloide (BA42) sufre un proceso de oligomerizacion en
la fase temprana de la EA, sin embargo, los anticuerpos especificos para la forma
monomeérica y fibrilar de la proteina pueden realizar un sobrediagndstico. Por lo tanto,
es necesario el desarrollo de anticuerpos especificos para la forma oligomérica
neurotoxica de la proteina fA42 para el diagnostico precoz de la EA. El anticuerpo
24B3 (giro en Glu22 y Asp23) reconoce dimero BA42 que forma oligdmeros mas
estables y neurotoxicos que el mondémero. Este anticuerpo reconoce la neurotoxicidad,
mientras que el 4G8 y 82E1 no logran reconocer. Ademas, la proporcion de pA42
(detectada por ELISA sandwich mediante los anticuerpos 24B3 y 82E1) en liquido
cefalorraquideo en EA fue significativamente mayor que el grupo control. Finalmente,
Murakami y colaboradores concluyen que el anticuerpo 24B3 puede ser un candidato
para el diagnostico y tratamiento de la EA” (166).

2.4. Objetivos

2.4.1.Objetivo General:

Evaluar las interacciones de anticuerpos monoclonales y nanocuerpos de camélidos
sobre las estructuras de la proteina beta-amiloide en el diagnéstico de la Enfermedad

de Alzheimer, mediante herramientas computacionales.
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2.4.2.Objetivos Especificos:

e Obtener las estructuras de la proteina beta-amiloide, anticuerpos monoclonales
(Solanezumab, Gantenerumab, Crenezumab) y nanocuerpos de camélidos (llama,

vicuiia, camello) mediante la base de datos Protein Data Bank.

e Minimizar y optimizar las estructuras de la proteina beta-amiloide, anticuerpos
monoclonales (Solanezumab, Gantenerumab, Crenezumab) y nanocuerpos de

camélidos (llama, vicufia, camello) mediante herramientas bioinformaticas.

e Evaluar mediante simulaciones de dinamica molecular de los anticuerpos
monoclonales (Solanezumab, Gantenerumab, Crenezumab) y nanocuerpos de
camélidos (llama, vicufia, camello) frente a las estructuras de la proteina beta-

amiloide.
e Analizar los sitios activos para los anticuerpos monoclonales.

e Analizar las interacciones moleculares entre los anticuerpos monoclonales,
nanocuerpos frente a la proteina beta-amiloide mediante herramientas

computacionales.

o Validar las estructuras de la proteina beta-amiloide, los anticuerpos monoclonales
y los nanocuerpos y evaluar la calidad general de los modelos estructurales

mediante servidores bioinformaticos.
2.5. Hipdtesis

Alterna Ha: Existe interacciones moleculares entre los anticuerpos monoclonales y

nanocuerpos de camélidos frente a las estructuras de la proteina beta-amiloide.

Nula Ho: No existe interacciones moleculares entre los anticuerpos monoclonales y

nanocuerpos de camélidos frente a las estructuras de la proteina beta-amiloide.

Dado que la Enfermedad de Alzheimer es la causa principal de discapacidad,
dependencia y mortalidad de los adultos mayores a nivel mundial, es posible evaluar las
interacciones de los anticuerpos monoclonales y los nanocuerpos de camélidos sobre las
estructuras de la proteina beta-amiloide en el diagndstico de la Enfermedad de

Alzheimer, mediante herramientas computacionales.
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3. PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
3.1. Tecnicas, instrumentos y materiales de verificacion
3.1.1. Técnicas
3.1.1.1. Obtenciény Preparacion de las Estructuras

En el presente estudio, se realizara la basqueda de estructuras de la proteina beta-
amiloide en la base de datos del Protein Data Bank (RCSB-PDB), seleccionando
aquellas que contengan las formas de monémero, trimero, tetrdmero, pentamero
y estructura fibrilar. Ademas, se realizara la busqueda de los anticuerpos
monoclonales seleccionados: Solanezumab, Crenezumab y Gantenerumab. Y
finalmente se realizarda la busqueda de los nanocuerpos de camélidos,
seleccionando aquellos pertenecientes a la Llama, Vicufia y Camello.

Todas estas estructuras seran visualizadas y analizadas a través del programa
UCSF Chimera, para su preparacion previa antes de la Dinamica Molecular.

3.1.1.2. Simulacién de Dinamica Molecular

En la presente estudio, se realizara simulaciones de dinamica molecular de 10 ns
en el programa GROMACS v.5.0.5 de las estructuras de la proteina beta-
amiloide, los tres anticuerpos monoclonales y los tres nanocuerpos
monoclonales, utilizando el campo de fuerza OPLSAA (167) para las proteinas
y modelo de agua SPC216 (168). Las simulaciones de dindmica molecular se
realizaran bajo el colectivo canénico NVT (nimero de moléculas, volumen y
temperatura constante).

La temperatura sera constante a T=309.65K (36.5 °C) mediante el acoplamiento
a un termostato de Nose-Hoover, con un tiempo de acoplamiento de t=0.01ps
(169). Se utilizard un paso de integracion de 2ps. Las interacciones de Lennard-
Jones se calcularan utilizando un punto de corte de 10 A. Se ubicara la proteina
en el centro de una caja cubica con 1.5 A del centro de la proteina a los
alrededores, se adicionaran moléculas de agua llegando a contener ~40,000
atomos. Asi mismo se afiadiran iones para neutralizar cada sistema. Se realizara
una minimizacién de energia a 200 000 ps (picosegundos) usando el algoritmo
de descenso mas bajo, seguida por una simulacién de dinamica molecular de 10
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ns (nanosegundos) con restricciones armonicas en los atomos pesados de las
proteinas para equilibrar agua e iones.

3.1.1.3. Andlisis de la Dinamica Molecular

Posteriormente, se realizara el anlisis de la convergencia mediante RMSD (root-
mean-square deviation), RMSF (root-mean-square fluctuation) y el radio de giro.
Finalmente, las trayectorias e imagenes seran examinadas con el programa UCSF
Chimera.

3.1.1.4. Prediccion de la Drogabilidad

Para la identificacion de los bolsillos o pockets se utilizara el servidor PockDrug,
que predice la drogabilidad (valor de modulacion de un blanco mediante la
interaccion con un posible agente terapéutico). Los archivos PDB de los
anticuerpos monoclonales que actuardn como receptores, se cargaran en el
servidor y se seleccionara el método “Druggability prediction using proteins”
para estimar el bolsillo utilizando una distancia umbral de 5.5 A.

3.1.1.5. Acoplamiento Molecular

Los archivos de salida del proceso de simulacion de dinamica molecular, de cada
proteina, anticuerpo monoclonal y nanocuerpo seradn convertidos (de archivo
*.gro a *.pdb) seran utilizados para los acoplamientos en el servidor Patchdock
(Algoritmo de acoplamiento molecular basado en principios de
complementariedad de forma). Se realizaran 24  acoplamientos
anticuerpo/nanocuerpo-proteina. Posterior al docking, se realizara el
refinamiento en FireDock (Fast Interaction Refinement in Molecular Docking)
de 1000 candidatos como blancos terapéuticos. Finalmente, se considerara el
primer modelo estructural del refinamiento como el mejor candidato, asi como
datos sobre la energia global, interacciones de Van-der-Waals
atractivo/repulsivo, energia de contacto atomico y enlaces de hidrogenos.
3.1.1.6. Validacion de Estructuras

Las validaciones de las estructuras obtenidas se haran por medio del diagrama
de Ramachandran — RAMPAGE, con el cual se hallara el nimero de residuos de
la region favorecida, de la region permitida y de la region atipica. Por otro lado,
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se utilizara el programa ProSA (Protein Structure Analysis-Server) para las
proteinas beta-amiloide, los tres anticuerpos monoclonales y los tres
nanocuerpos. Con ello, se obtendra de cada uno: la calidad general del modelo
(através de un Z-score), calidad del modelo local y la posicion de la secuencia.

3.1.2. Instrumentos:

a. Software

¢ GROMACS v.5.0.5. Es un paquete de software de cddigo abierto, que permite
realizar simulaciones de dinamica molecular, basados en ecuaciones de
movimiento newtoniano para sistemas de particulas (moléculas bioquimicas:
proteinas, lipidos, &cidos nucleicos) y sus interacciones enlazadas y no
enlazadas (simulaciones de sistemas biologicos) (156).

e UCSF CHIMERA-1.11.2. Es un software de visualizacion interactiva de
estructuras biomoleculares y datos afines, utilizado para el analisis y funcién
estructural, tanto para la densidad, ensamblaje, trayectoria, acoplamientos y
alineaciones de secuencias; generando archivos de imagen y video de alta
calidad (170).

b. Servidores

e Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank
(RCSB-PDB). (Disponible en: https://www.rcsb.org/). Es un recurso de datos
digitales disponibles publicamente de la estructura, funcién y evolucion
tridimensional de macromoléculas bioldgicas (proteinas, &cidos nucleicos y
ensamblajes) (171), utilizados en la investigaciéon y educacién de la biologia
basica, biomedicina, biotecnologia y energia (172). Este servidor forma parte
del Banco Mundial de Datos de Proteinas (wwPDB), permitiendo una mejor
gestion de datos en base a los principios FAIR (Encontrable-Accesible-
Interoperable-Reusable-Computable) (173).

e Pocket Druggability Prediction (PockDrug). (Disponible en:
http://pockdrug.rpbs.univ-paris-diderot.fr/). Es un recurso digital en linea que
otorga la prediccion computacional de la capacidad de formacion de bolsillos
de proteinas para unirse a moléculas mediante la combinacién de propiedades
(hidrofobicidad, geometria y aromaticidad); siendo parte de la fase de
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identificacion del potencial farmacolégico de una macromolécula (174).
Ademas, este servidor proporciona herramientas para el andlisis y
caracterizacion de los bolsillos obtenidos de la proteina utilizada (175).

e PatchDock. (Disponible en: https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/). Es un
recurso digital en linea que permite el acoplamiento molecular de dos
moléculas proteina-proteina o proteina-ligando (proteinas, ADN, péptidos,
farmacos) mediante la utilizacion de algoritmos de complementariedad de
formas (176). Tras el andlisis, otorga un listado de complejos potenciales
ordenados en base a criterios especificos fisico-quimicos. A traves de este
servidor, se puede identificar parches geométricos de la superficie de las
moléculas (concavos, convexos y planos) que posteriormente son utilizados
para el agrupamiento, filtrado y puntuacion de complementariedad de los
complejos de acoplamiento resultantes (177).

e FireDock. (Disponible en: http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/FireDock/). Este es un
servidor web complementario al PatchDock, otorga un refinamiento energético
de las interacciones moleculares, basado en la flexibilidad y puntuacién de los
mejores resultados obtenidos a través de algoritmos rapidos de acoplamiento
de cuerpo rigido. Estas soluciones se basan en diferentes criterios como la
superficies de contacto, interacciones de Van-der-Waals, energia libre de
enlace, electrostatica, energia de contacto atomico, siendo esta la mas
importante para ver la espontaneidad del complejo de unién resultante (178).

e Ramachandran Plot Assessment RAMPAGE. (Disponible en:
http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php). Este recurso permite
generar un diagrama de Ramachandran, que contiene regiones favorecidas,
permitidas y atipicas, que se interpretan para la validacion geométrica y la
calidad estereoquimica de la estructura analizada (179).

e Protein  Structure  Analysis-Server  ProSA.  (Disponible en:
https://prosa.services.came.sbhg.ac.at). Este servidor permite determinar el
pliegue nativo de una proteina tanto para modelos experimentales como
tedricos, mediante el reconocimiento de errores. ProSA es utilizado en el

refinamiento, prediccién y modelado de estructuras proteicas, brindando un
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puntaje de calidad y una visualizacion tridimensional de los elementos erréneos

de la proteina analizada (180).

3.1.3. Materiales:

e Workstation con memoria RAM de 64 GB, 3 discos duros de 01, 04y 06 TB y
procesador E7 3.0GHz; 2 Tarjetas Graficas NVIDIA GeForce GTX 1080

» Software de bioinformética: Gromacs v.5.0.5, UCSF Chimera

 Servidores de bioinformatica: RCSB Protein Data Bank (PDB), PockDrug (Pocket
Druggability Prediction), PatchDock/FireDock, Ramachandran Plot Assessment -
RAMPAGE, ProSA (Protein Structure Analysis-Server).

3.1.4.Cuadro de coherencias

Variable Indicador y Sub | Técnicas e
Indicadores Instrumentos

Proteina beta | Presencia de | Protein Data Bank

amiloide proteina

(mono6mero)

Proteina beta | Presencia de | Protein Data Bank

amiloide (trimero) | proteina

Proteina beta | Presencia de | Protein Data Bank
amiloide proteina

Obtencidén de | (tetramero,

estructuras pentamero y

estructura fibrilar)

Anticuerpo Presencia de | Protein Data Bank
monoclonal proteina

(solanezumab)

Anticuerpo Presencia de | Protein Data Bank
monoclonal proteina
(gantenerumab)
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moleculares

Anticuerpo Presencia de | Protein Data Bank
monoclonal proteina
(crenezumab)
Nanocuerpo Presencia de | Protein Data Bank
(Llama) proteina
Nanocuerpo Presencia de | Protein Data Bank
(Vicufia) proteina
Nanocuerpo Presencia de | Protein Data Bank
(Camello) proteina
NUmero de | Presencia de | Gromacs v.5.0.5
moléculas moléculas
Simulacion de | Volumen Volumen de | Gromacs v.5.0.5
dindmica distribucion
molecular Temperatura Directo Gromacs v.5.0.5
Tiempo de | Directo Gromacs v.5.0.5
optimizacion
Desviacion de la | RMSD (root-mean- | Gromacs, gtGrace,
raiz cuadrada | square deviation) Gnuplot
media
Fluctuacion RMSF (root-mean- | Gromacs, gtGrace,
cuadratica media | square fluctuation) | Gnuplot
Radio de giro Distancia del radio | Gromacs, gtGrace,
Anélisis de las
) _ de giro Gnuplot
interacciones
Sitios activos Presencia de sitios | Servidor PockDrug

activos

Interacciones  de

Energia atomica de

Servidor PatchDock/

Van-der-Waals contacto FireDock

NUmero de | Presencia de | Diagrama de
residuos de la | residuos Ramachandran -
regién favorecida RAMPAGE
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NUmero de | Presencia de | Diagrama de
residuos de la | residuos Ramachandran -
region permitida RAMPAGE
Numero de | Presencia de | Diagrama de
residuos de la | residuos Ramachandran -
region atipica RAMPAGE
Calidad general del | Z-Score Protein Structure
modelo estructural Analysis-Server
(ProSA)

3.2. Campo de verificacion
3.2.1.Ubicacion espacial:

La presente investigacion se realizara de manera virtual y con el apoyo del
WorkStation del Centro de Investigacion en Ingenieria Molecular — CIIM de la

Universidad Catolica de Santa Maria, Arequipa, Perd.
3.2.2.Ubicacién temporal:

La presente investigacion se llevara a cabo en el periodo comprendido entre julio del
2021 y marzo del 2022.

3.2.3. Unidades de estudio:

El estudio utilizard estructuras moleculares (proteina beta-amiloide, anticuerpos
monoclonales y nanocuerpos de camélidos) que seran obtenidos de la base de datos
del Protein Data Bank

Criterios de selecciéon

e Criterios de Inclusién

- Estructuras completas
- El menor tamafio en Angstroms de difraccion de Rayos X, Solucién de
Resonancia Magnetica Nuclear o Microscopia Electronica.
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e Criterios de Exclusion

- Estructuras incompletas
- El mayor tamafio en Angstroms de difraccién de Rayos X, Solucion de

Resonancia Magnética Nuclear o Microscopia Electronica
3.3. Estrategia de Recoleccién de datos
3.3.1.0rganizacion

o Mediante la base de datos Protein Data Bank, se utilizard los modelos estructurales
de la proteina beta-amiloide, anticuerpos monoclonales y nanocuerpos de
camelidos.

e Se harén preparaciones de las estructuras para el acoplamiento especifico de las
diferentes estructuras de la proteina beta-amiloide y los anticuerpos monoclonales
y los nanocuerpos de camélidos mediante el software UCSF Chimera.

e Se empleardn técnicas de dindamica molecular utilizando el software Gromacs
v.5.0.5 para las simulaciones.

e Para el andlisis de las estructuras, se utilizaran los servidores PockDrug y
Patchdock/FireDock para identificar los pockets y realizar el acoplamiento
molecular, respectivamente.

¢ Para la validacion de las estructuras utilizadas, se usara el servidor del Diagrama
de Ramachandran (RAMPAGE Plot Assessment de la Universidad de Duke) y el

servidor ProSA (Protein Structure Analysis-Server).
3.3.2.Recursos
3.3.2.1. Humanos

e Investigador

e Asesores

3.3.2.2. Institucionales

e Facultad de Medicina Humana de la Universidad Catélica de Santa Maria

e Centro de Investigacion en Ingenieria Molecular - CIIM
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3.3.2.3. Materiales

e Workstation con 64 GB de memoria RAM y 3 discos durosde 1,4y 6 TB; 2
Tarjetas Graficas NVIDIA GeForce GTX 1080

e Software de bioinformética: Gromacs v.5.0.5 , UCSF Chimera

e Servidores de bioinformatica: RCSB Protein Data Bank (PDB), PockDrug
(Pocket Druggability Prediction), PatchDock/FireDock, Ramachandran Plot
Assessment - RAMPAGE, ProSA (Protein Structure Analysis-Server).

3.3.2.4. Financieros

e Autofinanciado

3.3.3. Validacion de los instrumentos
La presente investigacion no se requiere validacion del instrumento
3.4. Consideraciones éticas

El presente estudio no representa dilemas éticos: no usard informacién personal
especifica ni muestras biologicas, no intervendra en seres bioldgicos, no generara riesgo
ni vulnerabilidad de los principios éticos para las investigaciones médicas en seres
humanos impartidos en la Declaracion de Helsinki de la Asociacién Médica Mundial

(181); es por ello que no requiere tener la aprobacién de un comité de ética.

4. PRESUPUESTO

La presente investigacion no requiere plan presupuestal
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5. CRONOGRAMA DE TRABAJO

Julio - Agosto | Setiembre —| Noviembre - | Enero - Marzo
2021 Octubre 2021 | Diciembre 2021 | 2022
Actividades 1 12 |3 (4 |1 |2 (3 |4 |1 |2

1. Eleccion del tema

2. Revision bibliografica

3. Sistematizacion de

bibliografia

4. Redaccion del proyecto

5. Aprobacion del proyecto

6. Ejecucion

7. Anadlisis e interpretacion

8. Informe final

Fecha de inicio: 1 de Julio del 2021
Fecha probable de término: 31 de Marzo del 2022
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