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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo mas comun de demencia y puede definirse
como una enfermedad neurodegenerativa con una progresion lenta, caracterizada por la
formacion de placas beta-amiloide (AB) y ovillos neurofibrilares. En el mundo se estima que
existen mas de 40 millones de personas que padecen la enfermedad y se espera que las
personas afectadas aumenten a mas de 100 millones en 2050. Las mujeres son las que
mas padecen esta enfermedad, presentando la EA un claro dimorfismo sexual en su
diagnostico, prondstico y progresion. En la actualidad no existe ningun farmaco efectivo,
existiendo solo farmacos para el tratamiento sintomatico de la enfermedad. El objetivo
principal de este proyecto es identificar nuevas posibles dianas para el tratamiento de la EA,
mediante el uso del reposicionamiento o reutilizacion in silico de farmacos considerando la
variable sexo como determinante hacia una medicina personalizada y de precision. Para
ello se realizé un analisis de correlacién entre los perfiles de expresion diferencial consenso
del cértex e hipocampo de hombres y mujeres con EA, y los perfiles de expresion diferencial
de diferentes lineas celulares tratadas con farmacos depositados en LINCS. Las diferentes
correlaciones, por sexo y regidon cerebral, se realizaron mediante las diferentes
funcionalidades que ofrece el paquete de trabajo SignatureSearch en R. En el caso del
hipocampo se observa que las diferencias por sexo son mas notorias que en el cértex,
puesto que en esta regién si que existen 4 farmacos que coinciden en hombres y mujeres.
Ademas, se han identificado mecanismos de accion (MOA) especificos para cada sexo,
como son los inhibidores de las histonas deacetilasas, identificadas solo para los hombres.
Con los resultados obtenidos en el proyecto, se obtienen nuevas indicaciones para
farmacos, asi como proporcionar mas evidencias del dimorfismo sexual presente en la EA,
contribuyendo a aportar evidencias de la necesidad de realizar tratamientos en funcion del
Sexo.



Abstract

Alzheimer's disease (AD) is the most common type of dementia and can be defined as a
slowly progressive neurodegenerative disease characterised by the formation of
beta-amyloid (AB) plaques and neurofibrillary tangles. Worldwide, it is estimated that there
are more than 40 million people with the disease and the number of people affected is
expected to increase to more than 100 million by 2050. Women are the main sufferers, with
AD showing a clear sexual dimorphism in its diagnosis, prognosis and progression. At
present, there is no effective drug, and there are only drugs for symptomatic treatment of the
disease. The main objective of this project is to identify new potential targets for the
treatment of AD by using in silico drug repositioning or reuse, considering the sex variable as
a determinant towards personalised and precision medicine. For this purpose, a correlation
analysis was carried out between the differential expression profiles of the cortex and
hippocampus of men and women with AD, and the differential expression profiles of different
cell lines treated with drugs deposited in LINCS. The different correlations, by sex and brain
region, were carried out using the different functionalities offered by the SignatureSearch
work package in R. In the case of the hippocampus, the differences by sex are more
noticeable than in the cortex, since in this region there are 4 drugs that coincide in men and
women. In addition, sex-specific mechanisms of action (MOA) have been identified, such as
inhibitors of histone deacetylases, identified only for men. With the results obtained in the
project, new indications for drugs are obtained, as well as providing more evidence of the
sexual dimorphism present in AD, contributing to providing evidence of the need for
sex-specific treatments.



1. Introduccion

La demencia es un término general asociado a varias enfermedades de naturaleza cronica y
progresiva, que resultan en el deterioro de la funcién cognitiva (es decir, la capacidad para
procesar el pensamiento) mas alla de lo que podria considerarse una consecuencia habitual
del envejecimiento biolégico. Si bien la conciencia no se ve afectada, el deterioro de la
funcién cognitiva suele ir acompanado, y en ocasiones precedido, por cambios en el estado
de animo, el control emocional, el comportamiento o la motivacién. La demencia tiene
consecuencias fisicas, psicoldgicas, sociales y econdmicas, no solo para las personas que
viven con la enfermedad, sino también para sus cuidadores, las familias y la sociedad en
general. A menudo hay una falta de concienciacion y de comprension de la demencia, lo
gue puede causar estigmatizacion y suponer un obstaculo para el diagndstico y la atencion.
Actualmente, mas de 55 millones de personas tienen demencia en todo el mundo, ademas,
se estima que cada afio hay casi diez millones de casos nuevos. La enfermedad de
Alzheimer (EA) es la forma mas comun de demencia y puede representar entre un 60% y un
70% de los casos.

1.1. La enfermedad de Alzheimer

La EA (llamada asi tras su descubrimiento por el psiquiatra aleman Alois Alzheimer) es el
tipo mas comun de demencia y puede definirse como una enfermedad neurodegenerativa
con una progresion lenta, caracterizada por el depésito de placas como consecuencia de la
acumulacion del péptido beta-amiloide (AB) y la formacién de ovillos neurofibrilares en la
zona mas afectada del cerebro, el I6bulo temporal medio y las estructuras neocorticales
(Figura 1).

La patogenia de la enfermedad es compleja; no obstante, se acepta que, en términos

generales, la enfermedad de Alzheimer se distingue por manifestar las siguientes anomalias

histopatoldgicas distintivas (aunque no son las exclusivas) [1]:
1. Depésitos de proteina B-amiloide (AB): Se producen debido a que la proteina
precursora amiloide transmembrana (APP) es escindida produciendo los depésitos
de AB, siendo las enzimas de escision proteolitica como la B-secretasa y la
y-secretasa las responsables de la biosintesis de los depédsitos de AB. Las placas
amiloides son acumulaciones extracelulares principalmente compuestas de AB con
40 o 42 aminoacidos (Ap40 y AB42) anormalmente plegados, dos subproductos del
metabolismo de la APP. El AB42 es mas abundante que el AB40 debido a su mayor
velocidad de fibrilacion e insolubilidad. El depésito de amiloide no siempre sigue un
patrén de progresion estereotipado, sino que, en términos generales, se desarrolla
en el isocortex y sélo mas tarde afecta a las estructuras subcorticales. Las placas
amiloides afectan en menor medida a la corteza entorrinal y a las formaciones del
hipocampo [2].

2. Conglomerados de fibras intracelulares compuestos de proteina Tau
hiperfosforilada (ovillos neurofibrilares) que se acumulan dentro de las células. La
hiperfosforilacién de la proteina Tau disminuye la afinidad por los microtubulos y
promueve su autosegregacion, formandose filamentos anormales que pueden
retorcerse unos alrededor de otros para formar filamentos helicoidales pareados
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(PHF) y acumularse en el citoplasma neuronal, en los axones y dendritas. La
formacion de PHF provoca una pérdida de microtubulos citoesqueléticos y proteinas
asociadas a la tubulina. La patologia de Tau suele comenzar en el alocortex del
|6bulo temporal medio (cortex entorrinal e hipocampo) antes de extenderse al
isocértex asociativo [3].

Ademas, la neuroinflamacién constituye uno de los principales procesos que contribuye a
que la enfermedad progrese. Esta respuesta estd mediada por las células de la inmunidad
innata del sistema nervioso central (SNC), la microglia y los astrocitos, asi como por células
endoteliales y células sanguineas infiltrantes. En respuesta a un dafio del SNC, éstas
ejercen un papel neuroprotector, liberando citocinas proinflamatorias (IL-1B, IL-6, IL-18,
factor de necrosis tumoral (TNF)) y quimiocinas que provocan un estrés oxidativo
progresivo, con el aumento de prostaglandinas, 6xido nitrico (NO) y otras especies reactivas
de oxigeno. La presencia del estimulo desencadenante cronifica a un estado inflamatorio
neurotéxico caracterizado por diversos procesos: alteracién de la homedstasis del calcio
con hiperactivacion de las proteinas cinasas e inactivacion de fosfatasas, favoreciendo la
hiperfosforilaciéon de Tau; elevacion del glutamato extrasinaptico, con la consiguiente
excitotoxicidad mediada por el receptor de acido N-metil-D-aspartico extrasinaptico
(NMDAR); déficit de neurotransmisores y muerte neuronal por apoptosis [4].
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Figura 1. La estructura fisiolégica del cerebro y las neuronas en a) cerebro sano, b) cerebro con EA

[5].

Tener un conocimiento de la contribucion de cada uno de estos mecanismos patoldgicos en
el desarrollo y la progresion de la EA es fundamental para poder abordar el tratamiento de
la EA. Es por todo ello que uno de los objetivos ha sido establecer cual de los mecanismos
se asienta en la etiopatogenia, razon por la cual se establecen diferentes hipétesis como
determinantes de la casualidad que subyace a la enfermedad: “hipotesis de la cascada
amiloide”, “hipétesis de la hiperfosforilacion de Tau”, “hipotesis colinérgica”, hipotesis de la
neuroinflamacién, y mas recientemente, teorias basadas en la “hipotesis de la cascada
mitocondrial” o la “hipdtesis neurovascular” [6].

La “hipotesis de la cascada amiloide” o “hipétesis amiloidogénica” ha sido la mas aceptada
en los ultimos 28 anos. Esta hipotesis defiende el depdsito de las placas amiloides como
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desencadenante de la enfermedad, lo que conlleva a la progresion de la hiperfosforilacion
de Tau, disfuncion sinaptica, inflamacion, pérdida neuronal y neurotoxicidad [7].

1.1.1 Epidemiologia

La EA ha sido declarada "prioridad de salud publica mundial" por la OMS, ya que no existe
un tratamiento efectivo que revierta la enfermedad. Actualmente, la EA es la principal causa
de demencia en personas mayores de 60 afios. Alrededor del 50-80% de las personas con
demencia padecen Alzheimer. Mas de 40 millones de personas padecen la enfermedad a
nivel mundial y se estima que aumente a mas de 100 millones de personas en 2050.

Segun los datos estadisticos recogidos en todo el mundo, las mujeres son mas propensas a
padecer EA que los hombres, y el riesgo aumenta aun mas con la edad (7,1 % en mujeres
frente a 3,3 % en hombres) [8,9].

1.1.2 Factores de riesgo genético

Existen factores de riesgo genético vinculados a la EA, entre las que destacan mutaciones
raras hereditarias y variaciones genéticas mas comunes. A estas mutaciones se les atribuye
el riesgo a presentar la enfermedad a una edad mas temprana, permitiendo identificarlas en
sus dos formas: la EA familiar o de inicio temprano y la EA esporadica o de inicio tardio.

Respecto a la EA familiar, esta vinculada a mutaciones que radican principalmente en
herencia autosémica dominante en el gen APP y otros genes de la via amiloidogénica como
el presenilin 1 (PSEN1) y presenilin 2 (PSEN2), los cuales son dominios cataliticos de la
y-secretasa (Figura 2). Los individuos afectados por la forma hereditaria de la enfermedad
de Alzheimer constituyen menos del 5 % de los casos identificados y experimentan los
signos distintivos de la enfermedad antes de cumplir los 65 afos, pudiendo manifestarse
entre los 30 y 50 afos de edad [10,11].

La EA de tipo esporadico, que es la forma mas comun, afecta a una gran variedad de
genes, habiéndo identificado mas de 40 Joci de riesgo genético [12]. Destaca por la
vinculaciéon mas notoria con la EA los alelos del gen de la apolipoproteina E (APOE €2, €3 0
€4), que es un transportador de lipidos que regula el metabolismo del colesterol. Aquellos
individuos que sean portadores heterocigotos de APOEg4 presentan un riesgo de padecer
la enfermedad de entre 3 a 4 veces superior en comparacién con aquellos individuos
portadores del APOEe3, incrementandose hasta 12-15 veces si son homocigotos [13].
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Figura 2. Resumen de los genes implicados hasta la fecha en la EA. Cuando hay dos colores
internos, el gen esta implicado en més de una via. Los genes marcados con un circulo amarillo
también influyen en el metabolismo de la proteina precursora del amiloide; los marcados con un
circulo rojo influyen en el metabolismo de la proteina Tau [14].

1.1.3 Factores de riesgo modificables

No solo existe un riesgo exclusivamente genético para padecer la enfermedad , puesto que
se ha evidenciado que existe una relacion directa entre estilos o habitos de vida y la EA. Los
factores de riesgo modificables en la edad avanzada son los habitos de vida como el
tabaco, la baja actividad fisica, la soledad, el consumo excesivo de alcohol, o incluso
enfermedades como la depresion.

A pesar de la complejidad de la EA y el desconocimiento de la etiologia de las formas
esporadicas, se ha demostrado una asociacion directa entre determinados estilos o habitos
de vida y la EA. El tabaquismo, la depresion, la baja actividad fisica, el aislamiento social o
el abuso de alcohol son los principales factores de riesgo modificables en la edad avanzada.
De igual manera, se ha confirmado que el tratamiento de afecciones simultaneas, como la
diabetes o la angiopatia amiloide cerebral, puede desacelerar el avance de la enfermedad.
Por lo tanto, la prevencion y manejo temprano de factores de riesgo vascular y metabdlico,
como la diabetes mellitus tipo Il, la presion arterial elevada, el alto nivel de colesterol en
sangre y la obstruccién de las arterias, pueden disminuir el peligro de padecer demencia
[15].

1.1.4 Tratamiento farmacoldgico

En la actualidad no existe un tratamiento que revierta la neurodegeneracion. Hasta la fecha,
los farmacos aprobados se limitan al tratamiento sintomatico, mejoran la disfuncion
cognitiva o el control de los sintomas neuropsiquiatricos sin afectar a las causas bioldgicas
que atafie la EA. De los pocos farmacos que existen, cuatro son inhibidores de la
colinesterasa: Tacrina, Donepezilo, Galantamina y Rivastigmina; y un antagonista del
receptor N-metil-D-aspartato: Memantina. Las indicaciones para estos farmacos son en
combinacion o de manera individual para tratar la demencia leve o moderada asociada a la



EA. No obstante, su eficacia clinica es limitada, producen un retraso en la progresién de la
enfermedad durante un periodo de tiempo corto.

Debido a las pocas opciones terapéuticas, actualmente los esfuerzos farmacoterapéuticos
destinados a la EA se han limitado al desarrollo de terapias modificadoras de la enfermedad
(TME). Teniendo en cuenta la hipétesis amiloidogénica como el eje central de la
fisiopatologia de la EA, los intereses se han focalizado en el desarrollo de farmacos
dirigidos a la regulacion de la homedstasis de los péptidos AB, inhibiendo su produccion u
oligomerizacion, o favoreciendo su eliminacion [16]. Sin embargo, los resultados obtenidos a
partir de estos farmacos no son demasiado prometedores. En su mayoria no han
demostrado una mejora sustancial de los signos cognitivos, observandose en ocasiones un
efecto contraproducente, en el cual se agrava el deterioro cognitivo y, ademas, viene
acompafado de reacciones adversas [17,18].

1.1.5 Nuevas estrategias terapéuticas

Existen diferentes indicadores clinicos que han planteado cierta polémica para mantener la
hipotesis amiloidogénica [19]. Destacan como cuestiones no resueltas de la hipétesis
amiloidogénica el depdsito de AR en personas sanas o la escasa asociacion entre las placas
AB vy los sintomas clinicos graves, que, si se suma a los pocos resultados exitosos de las
terapias anti-AB, hacen replantearse su reformulacién [20]. Esto supone un nuevo reto que
obliga a buscar nuevas estrategias que permitan expandir la busqueda de dianas
terapéuticas efectivas.

Considerando que la EA es una enfermedad compleja, pleiotropica y en la mayoria de los
casos poligénica, los profesionales con un gran expertise en la enfermedad sugieren el
desarrollo de nuevas terapias basadas en los endofenotipos 0 mecanismos patolégicos
unicos subyacentes a la enfermedad, mas que centrarse en una unica hipotesis [21]. En el
conjunto de mecanismos patolégicos se incluyen las comorbilidades, factores de riesgo
modificables con mecanismo bioldgico propio que contribuyen tanto a la predisposicién de la
enfermedad como a su progresion.

En la actualidad estan siendo evaluados 143 farmacos en 172 ensayos clinicos. La mayoria
de estos farmacos son modificadores de la enfermedad (119, 83.2%) con mecanismos de
accion (MOA por sus siglas en inglés, Mechanism Of Action) asociados a la EA muy
distintos. La mayoria de los farmacos evaluados tienen accion antiinflamatoria e
inmunomoduladora (19.3%), les siguen farmacos para el tratamiento de la amiloidosis
(16,8%), plasticidad sinaptica y neuroproteccion (16%), o tautopatia (10.9%) [22].

1.2. Reposicionamiento o reutilizacion de farmacos

Para desarrollar una nueva entidad molecular (NEM) como farmaco, la duracion oscila entre
10-15 afios, con un coste que se encuentra entre los 500 y los 2 mil millones de ddlares.
Esto supone una inversion econdmica elevada para las farmacéuticas, la cual, no se
traduce en el numero de medicamentos aprobados por las agencias reguladoras. De los
5000-10000 compuestos iniciales que comprenden las grandes librerias, tan sélo una o
ninguna llegara a la fase de comercializacion. La baja eficiencia del proceso es debida
principalmente al fallo terapéutico durante los ensayos clinicos, por un perfil de seguridad
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bajo o por una falta de eficacia en la enfermedad para la cual se desarrollé. Actualmente, la
tasa de fallo terapéutico (TFT) en los ensayos clinicos se determina que esta sobre un 90%
para cualquier enfermedad [23], pudiendo registrar porcentajes mas elevados para
farmacos con un MOA desconocido, asi como en enfermedades muy complejas como es la
EA [24].

Estos valores, que se traducen en una dificultad elevada para desarrollar nuevos farmacos,
no solo implica un retraso en la disposicion de soluciones para los pacientes, sino que
produce un efecto desincentivador en la industria farmacéutica. Por ello, una de las
principales estrategias que esta ganando peso en los ultimos afios ha sido el
reposicionamiento o reutilizacion de farmacos (RF). El RF hace referencia a la utilizacion de
farmacos para un fin distinto al que fue destinado originalmente. Es decir, identificacion de
nuevos usos o indicaciones terapéuticas para farmacos existentes.

La importancia de la estrategia de reposicionamiento de los farmacos ha aumentado dentro
de la industria farmacéutica ya que podria disminuir los costos de desarrollo de los
farmacos, acortaria el tiempo invertido en el proceso y mejoraria las posibilidades de éxito
[25], debido a varias ventajas:

e Se conoce la respuesta biolégica que los medicamentos ejercen en humanos, ya
que los ensayos clinicos los pasaron satisfactoriamente.

e Se conoce que dichas moléculas son bioactivas, seguras, biodisponibles y se ha
obtenido la autorizacion de las agencias reguladoras para su uso en humanos.
Ademas, es sabido que algunos farmacos son capaces de atravesar la barrera
hematoencefalica, caracteristica importante en el caso de un medicamento para la
EA.

e En algunos, ya se han llevado a cabo los estudios ADME tox que se deben realizar
para una nueva estructura molecular.

Aplicando las diferentes plataformas tecnoldgicas existentes, el reposicionamiento de
farmacos puede encontrar nuevas indicaciones para medicamentos y compuestos que se
engloban dentro de las siguientes categorias [26]:

e Medicamentos que se encuentran aun en fase de desarrollo clinico. Se ha
validado que estos farmacos tienen MOA que pueden ser de gran importancia para
mas de una patologia, y, ademas, han superado los ensayos clinicos de fase 1 lo
que supone que tienen perfiles de seguridad aceptables. Ademas, estan siendo
evaluados mediante ensayos clinicos de fase 2 para verificar las aplicaciones
terapéuticas definidas.

e Medicamentos que no superaron satisfactoriamente las ultimas etapas de
desarrollo de medicamentos (fase 2 y fase 3) por pocas evidencias de su eficacia,
pero no se les cuestiona su seguridad.

e Medicamentos que se abandonaron durante su proceso de desarrollo por razones
comerciales.

e Medicamentos comercializados cuyas patentes han expirado o estan a punto de
expirar.
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e Compuestos en investigacion (basica o preclinica) que fueron sintetizados
para un fin inicial o area terapéutica especifica y que en el proceso de desarrollo
se encuentren otras propiedades que puedan ser utiles para otra indole terapéutica.

La nueva utilizacion de los medicamentos existentes para otros usos se descubrié de
manera imprevista. El éxito del reposicionamiento de farmacos ha contribuido enormemente
al interés de seguir ahondando en la expansion de las indicaciones terapéuticas de
farmacos ya conocidos. Por ejemplo, el sildenafilo se investigd originalmente para el
tratamiento de la hipertensién arterial y angina de pecho, pero se transformé en un éxito de
ventas por su aplicaciéon en el tratamiento de la disfuncién eréctil [27]. La aspirina es otro
farmaco que ha ampliado sus usos terapéuticos y actualmente se utiliza en la prevencion de
accidentes cerebro y cardiovasculares en pacientes con una condicion cardiovascular
preexistente [28]. La Talidomida, medicamento utilizado al inicio como sedante y
antiemético, fue retirado del mercado por producir miles de casos de malformaciones
congénitas en mujeres embarazadas. No obstante, en la actualidad su indicacion
terapéutica es distinta ya que se prescribe como segunda linea terapéutica para el
tratamiento del eritema nudoso leproso y el mieloma multiple. Otro ejemplo seria el de la
Zidovudina, un farmaco que en un principio se desarrollé6 como anticancerigeno y que se
convirtid6 mas tarde en el primer farmaco utilizado para la terapia antirretroviral frente al VIH
capaz de cronificar la enfermedad [29, 30].

El éxito de los anteriores casos mencionados demuestra que el RF es una poderosa
alternativa para evadir el largo proceso de descubrimiento y desarrollo de nuevos
medicamentos [31]. Descubrir un nuevo uso para un medicamento que ha completado todas
las etapas de evaluacion sugiere, en el mejor de los casos, que su eficacia para la nueva
aplicacion pueda ser evaluada directamente en ensayos clinicos de fase Il. Este farmaco
cuenta con un historial de seguridad, caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas
conocidas, y su produccién a gran escala ha sido optimizada. Esto conlleva a una reduccion
en los costos y el tiempo de desarrollo, una disminucion de la posibilidad de fracaso en el
tratamiento y, por consiguiente, un retorno de la inversién con menos riesgos, ademas de
una mayor accesibilidad a los tratamientos (figura 3).

Estas observaciones son especialmente significativas en el caso de enfermedades en las
que la inversién en la creaciéon de nuevos medicamentos es limitada o inexistente, tal como
sucede en las enfermedades huérfanas o desatendidas, asi como en enfermedades para
las cuales la disponibilidad de farmacos eficaces es escasa debido a su complejidad, como
es el caso de las enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la EA, que es la que nos
atafie en este proyecto.
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Desarrollo de nuevos farmacos
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Figura 3. Proceso de desarrollo y evaluacién de farmacos de novo versus reposicionamiento.

1.2.1. Principios de reposicionamiento de farmacos

La bibliografia clasifica dos tipos principales de reposicionamiento de farmacos apoyados
por dos principios cientificos [32]:

Compuesto conocido-nueva diana. Esto se basa en que los farmacos interactian
con multiples dianas o vias. Estas interacciones con “efectos inespecificos” pueden
ser las que ocasionan los efectos secundarios de un farmaco. No obstante, en
ciertos casos, esta interaccion con otra diana (no la principal por la que se estudio)
podria desencadenar un efecto deseado para el tratamiento de otra patologia.

Un ejemplo seria que el medicamento antiinflamatorio no esteroideo ibuprofeno,
podria tener una accion neuroprotectora frente al Parkinson debido al componente
neuroinflamatorio de la enfermedad, y a la vez por unirse a receptores proliferativos
y activadores de peroxisomas, una diana terapéutica en el estudio del Parkinson,
que inhibe la apoptosis y el dafio oxidativo [33,34].

Mecanismo conocido-nueva indicacién. Este principio indica que una diana
biolégica puede ser relevante para mas de una enfermedad, via o proceso. En este
caso, la reutilizacién del medicamento se lleva a cabo mediante la busqueda de una
relacion entre la diana conocida y la nueva enfermedad.

Un ejemplo seria la duloxetina, el cual fue autorizado por la FDA en 2004 como
tratamiento antidepresivo. Durante el desarrollo de este medicamento se sugirié que
su MOA, que consiste en el bloqueo de la recaptacién de serotonina y noradrenalina,
podria ser adecuado para tratar la incontinencia urinaria. Esto se debe a que se
sabe que ambos neurotransmisores tienen efecto sobre el esfinter uretral, evitando
las pérdidas de orina [35].
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A continuacién, en

farmacos comerciales:

la tabla 1 se ejemplifica el reposicionamiento para determinados

Tabla 1. Ejemplos de farmacos reposicionados. Se muestra el nombre genérico del farmaco, la
indicacién original, la nueva indicacién y la referencia bibliografica. Tabla adaptada de (Bellera

et al. [36]).

. Indicacién Nueva .
Farmaco L. e Referencia
original indicacién
Hubsher et al., 2012
Amantadina Antiinfluenza Enfermedad de Parkinson uosner et at.
Pahwa et al., 2017
- Dolor, fiebre e Antiplaquetario,
Aspirina . .. enfermedad Patrono et al., 2005
inflamacién . .
arteria coronaria
AnfotericinaB | Infecciones fingicas Leishmaniasis Bern et al., 2006
Enfermedad de
o Parkinson, . .
Bromocriptina Diabetes mellitus Holt et al., 2010

hiperprolactemia y
galactorrea

Burpropion

Depresion

Terapia para dejar de

Lerman et al., 2004

fumar
Osteoartritis y Poliposis adenomatosa | Jendrossek, 2013: Kim et

Celecoxib artritis reumatoide | familiar, cancer de colony al., 2010:

en adultos de mama Steinbach et al., 2000
Duloxetina Depresién Incontinencia urinaria Sweeney et al., 2005

Hi lasi Leyden et al., 1999:
Finasterida \per[::a.ma Pérdida de cabello ey e-n erak,

prostatica Rossietal., 2011

. . . . Pearlstein et al., 1997:

Fluoxetina Depresién Disforia premestrual

Steiner et al., 1995

Galantamina

Paralisis muscular

Enfermedad de Alzheimer

Lilienfeld, 2002;
Richarz et al., 2014

Gemcitabina

Infecciones virales

Cancer

King, 1996

Burmester et al., 2014;

Metotrexato Cancer Artritis reumatoide
Emery et al., 2006
Melkote et al., 2009;
Minoxidil Hipertensio Pérdida d bell ’ ’
inoxidi ipertension érdida de cabello Olsen et l,, 2002
Paclitaxel Cancer Prevencion de reestenosis Byrne et al.,, 2013;
coronaria Gershlick et al., 2004
Raloxif 4 q cetat Ost. . Cranney et al., 2005:
aloxifeno ancer de prostata steoporosis Das et al,, 2013
Schrag et dl., 2002;
Ropinirol Hipertension Enfermedad de Parkinson Sethi et al., 1998;
Stocchi et al., 2014
. . Angina de . . . i
Sindenafilo Disfuncion eréctil Ghofrani et al., 2006
pecho
Inflamaciony
Tadalafilo enfermedad Disfuncion eréctil Ali, 2008
cardiovascular
Hiperémesis
Talidomida P L Mieloma multiple Lindner et al., 2016
gravidica
Appolinario et al., 2002
Topiramato Epilepsia Obesidad TSCEI’IO)/ etal, 2003
. Prevencion de Profilaxis secundaria Hurlen et al., 2002;
Warfarina ) ) ) i
Trombosis de infarto al miocardio Hurlen et al., 1994
Zidovudina Cancer VIH/sida Broder, 2010
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1.2.2. Aproximaciones computacionales

La amplia disponibilidad de datos sobre la estructura de proteinas, farmacéforos, grandes
conjuntos de datos dmicos y registros clinicos electronicos ha propiciado el surgimiento y la
aplicacion de diversas metodologias computacionales para realizar un analisis efectivo de
RF. Estas pueden ser categorizadas segun la fuente de informacion empleada, o en base a
las metodologias o algoritmos utilizados (como métodos basados en similitud, redes o
aprendizaje automatico), ya sea de manera individual o en conjunto, con el propdsito de
analizar de manera sistematica diversos tipos de datos a gran escala [37-39].

El propésito de estas estrategias es proponer nuevas hipotesis de reutilizacion de farmacos
para una indicacion especifica, al mismo tiempo que se disminuye la cantidad de moléculas
candidatas que deben ser examinadas en entornos de laboratorio, ya sea in vitro o in vivo
[37].

El analisis computacional in silico facilita el estudio simultdneo de un gran numero de
farmacos y enfermedades, acelerando considerablemente el proceso de reutilizacion con un
costo menor en comparacion con los exhaustivos cribados fenotipicos de alto rendimiento.
Y, aunque estas aproximaciones han sido ampliamente empleadas en la ultima década, con
la pandemia ocasionada por la enfermedad COVID-19, ha manifestado su importancia,
trascendencia, efectividad y necesidad en el proceso de RF, reconocida por los organismos
publicos y gran parte de la comunidad cientifica [40, 41].

1.2.2.1. Reposicionamiento basado en el transcriptoma: el paradigma de la
reversion

Una de las metodologias mas empleadas en el RF in silico es aquella basada en la similitud
o coincidencia de firmas entre perfiles transcriptémicos. El fundamento de esta estrategia se
basa en los estudios de Hughes et al., los cuales demostraron la inferencia funcional de
variantes genéticas de Saccharomyces Cerevisiae a partir de un compendio de perfiles de
expresion génica de referencia, derivada de mutantes por delecion y tratamientos
farmacoldgicos [42]. Posteriormente, Lamb et al. extendieron esta aproximacion a lineas
celulares humanas tratadas con farmacos, sentando las bases del denominado “principio de
reversion de los perfiles de expresion” (SRP por sus siglas en inglés, Signature Reversion
Principle) [43].

Este principio establece que, si existe una relacién positiva entre los perfiles
transcriptdmicos de la enfermedad y el farmaco, una vez que las bases moleculares del
farmaco estan definidas, estas podrian ser extrapoladas como vias de activacion de la
enfermedad. Alternativamente, el farmaco podria ser considerado como un posible inductor
de la enfermedad para el desarrollo de modelos in vitro e in vivo. Por otro lado, si los
cambios en la expresion génica provocados por el farmaco son opuestos a los de la
enfermedad, se supone que el farmaco podria revertir potencialmente la firma de la
enfermedad hacia el fenotipo normal, es decir, podria ser un farmaco adecuado para su uso
en el tratamiento.

La posterior clasificacion de los farmacos segun la fuerza y la direccion de la correlacion,
determinada a partir de varios puntajes de conectividad [44, 45], ayuda a crear una lista
priorizada de farmacos. Aquellos con los puntajes de conectividad negativos mas altos
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(perfil transcriptomico inverso) son considerados como posibles candidatos para el
tratamiento de la enfermedad en cuestion (figura 4).

Esta tactica posibilita la creacidon de conexiones funcionales basadas en los niveles de
expresion génica tanto entre enfermedades y farmacos, como entre distintas enfermedades
o diferentes farmacos. Esto, a su vez, facilita inferir el mecanismo de accién o las dianas
terapéuticas [46]. Este es uno de los beneficios clave de este enfoque, dado que a
diferencia de otros métodos computacionales, no requiere un conocimiento previo de
posibles dianas terapéuticas. Se clasifica como una aproximacion "off-target" ya que
indirectamente examina todas las posibilidades, fomentando el concepto de
polifarmacologia, es decir, la busqueda de farmacos que actien en multiples dianas
terapéuticas ya sea en una o en multiples vias de la patogenia de la enfermedad [47].

Este enfoque de reposicionamiento in silico ha sido confirmado en varias enfermedades,
evidenciando la eficacia de los farmacos sugeridos en modelos tanto in vitro como in vivo.
En su mayoria ha sido aplicado para el RF en distintos tipos de cancer [48-50], pero
también en la enfermedad de Gaucher [51], nefropatia diabética [52], la COVID-19 [53], y en
los ultimos afos en la EA [54, 55].

ESTADO BIOLOGICQ DE INTERES BASE DE DATOS DE REFERENCIA
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Figura 4. Principio de reversion del transcriptoma en el RF. Adaptada de Lamb y col.

1.3. Medicina personalizada y de precision en la enfermedad
de Alzheimer: El sexo como factor esencial

Existen indicadores epidemioldgicos y clinicos que demuestran un evidente dimorfismo
sexual en la EA, siendo ésta especialmente acentuada en las mujeres. La evidencia
cientifica es concluyente en el impacto del sexo en la predisposicion a la enfermedad,
ademas de la manifestacion de los signos y sintomas cognitivos y psiquiatricos, e incluso,
en el riesgo asociado a determinantes genéticos y determinados estilos de vida o
comorbilidades (tabla 2) [56, 57].
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Tabla 2. Diferencias de sexo en pacientes con EA basada en indicadores epidemiolégicos y
clinicos. LCF: Liquido Cefalorraquideo; TEP: Tomografia por Emisién de Positrones; DCL: Deterioro
Cognitivo Leve.

INDICADORES
Clinicos Epidemiolégicos
Diagnéstico Prevalencia
e EI DCL es mas frecuente en hombres. e Dos tercios de los pacientes con EA son
En las mujeres suele diagnosticarse en mujeres

etapas mas avanzadas

e Los niveles de determinados
biomarcadores detectados en el LCF
difieren entre hombres y mujeres.
Imagenes por TEP han demostrado que
los niveles de Tau se acumulan mas
rapido y en mayor cantidad en mujeres

Progresion Factores de riesgo
e Entre los pacientes diagnosticados con e Mujeres portadoras de las isoformas
DC'L’ ’Ia. enferme.dad progresa mucho APOE£3/4 presentan un mayor riesgo de
mas rapido en mujeres deterioro cognitivo que los hombres

Pronéstico
e Entre los pacientes diagnosticados con

DCL, las mujeres tienen una
probabilidad significativamente mayor
de desarrollar demencia
Signos y Sintomas

e Las tasas y los patrones de atrofia
cerebral difieren a lo largo del continuo
de la EA entre los sexos

e En general las manifestaciones clinicas
son mas exacerbadas en mujeres,
aunque también se han descrito
algunas de mayor afectacion en
hombres, como la memoria verbal

portadores

e Factores de riesgo modificables
especificos de sSexo: diabetes,
hipertensiéon, obesidad, depresion,
consumo excesivo de alcohol, consumo
de tabaco, lesion cerebral traumatica y
nivel sociocultural

Recientemente, tanto la comunidad cientifica como diversas organizaciones
gubernamentales han puesto en marcha planes estratégicos para avanzar hacia una
Medicina Personalizada y de Precision (MPP). Se define como aquella que surge de la
fusién de datos gendmicos y otras disciplinas "6micas" con la informacion clinica del
paciente y su entorno [58]. El objetivo de la MPP es mejorar la estratificacion del riesgo y
ayudar a la toma de decisiones en los tratamientos. Dentro de este marco, se promueve la
integracion de la perspectiva del sexo como una estrategia vital para comprender su
influencia en las disparidades de salud y enfermedad entre personas, con un enfoque
particular en el abordaje de trastornos psiquiatricos y neurodegenerativos [59]. En este
sentido, varios estudios multidmicos han revelado las disparidades de sexo en la
patogénesis de la enfermedad de Alzheimer a nivel molecular. Entre estos, los estudios
transcriptdmicos son prominentes, ya que han permitido identificar firmas inmunes y
metabdlicas distintivas segun el sexo [60].

Si las disparidades en relacion al sexo en la EA son tan evidentes en términos
epidemiolégicos, clinicos y moleculares, seria logico que la respuesta a los tratamientos
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farmacologicos (RTF) reflejara dicha discrepancia. En términos generales y para cualquier
enfermedad, la RTF se atribuye a factores de diversa indole, como genéticos, epigenéticos,
hormonales, inmunolégicos, metabdlicos y ambientales [61]. Principalmente, se detallan las
reacciones adversas y perfiles farmacocinéticos especificos de cada sexo, y en menor
medida, diferencias en la eficacia. Sin embargo, a diferencia de otras enfermedades donde
no existe un dimorfismo sexual tan claro, la respuesta a los tratamientos especifica para
cada sexo en pacientes con EA no ha sido ampliamente investigada. La mayoria de los
ensayos clinicos no describen métodos apropiados para evaluar la respuesta a los
tratamientos segun el sexo, o no proporcionan un analisis detallado de los resultados por
sexo. [62].

La creciente evidencia revela que el sexo es un factor crucial en la diversidad de la EA, y
posiblemente juega un papel crucial en la clasificacion de los pacientes en las estrategias
de prevencién, diagnéstico, prondstico y tratamiento. Teniendo en cuenta que el RF es una
de las estrategias mas prometedoras en la busqueda de terapias para la EA, la
consideracién de la perspectiva de la variable sexo podria afadir un valor significativo. Esto
podria conducir a tratamientos mas personalizados, directamente aplicables en ensayos
clinicos, asegurando el acceso a farmacos de una elevada calidad, eficacia y seguridad, asi
como un repartimiento igualitario de las ventajas que supone innovar entre hombres y
mujeres [63].

2. Objetivos

El objetivo principal de este proyecto es identificar nuevos posibles farmacos para el
tratamiento de la EA, mediante el uso del reposicionamiento o reutilizacion in silico de
farmacos, con la variable sexo como determinante para las nuevas estrategias propuestas.
Se han establecido los siguientes objetivos especificos:
e O1: Identificar potenciales farmacos con capacidad de reversion especifica por sexo
y region cerebral.
e 0O2: Analizar conjuntamente los mecanismos de accién de los farmacos identificados
por sexo a partir del analisis del enriquecimiento funcional de sus genes dianas.
e 03: Observar la diferencia de utilizar diferentes algoritmos para el enriquecimiento
funcional.
e 0O4: Determinar si existen diferencias por la variable sexo para el desarrollo de
farmacos.
e O5: Analizar si el RF in silico basado en el transcriptoma es una estrategia
prometedora en la busqueda de farmacos.
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3. Materiales y Métodos

Para la consecucién del objetivo principal de este trabajo y para poder realizar el proyecto,
se siguieron diferentes metodologias y se usé un paquete desarrollado para R para llevarlo
a cabo. En esta seccidon se describe detalladamente cada recurso utilizado, asi como los
datos utilizados en el proyecto, de donde proceden y cémo se trataron previamente y como
se usaron a lo largo del trabajo.

3.1. SignatureSearch

SignatureSearch [64] es un paquete que implementa algoritmos y estructuras de datos para
realizar busquedas de firmas de expresién génica (Gene Expression Signature, GES) e
interpretar funcionalmente los resultados con métodos especializados de enriquecimiento.
Estas utilidades permiten estudiar los efectos de las perturbaciones genéticas, quimicas y
ambientales en los sistemas bioldgicos. En concreto, en el descubrimiento de farmacos
pueden utilizarse para identificar, de acuerdo al principio de reversién, farmacos capaces de
revertir el fenotipo de la enfermedad, o asociar nuevos MoA a compuestos bioactivos
[65,66].

El flujo de trabajo seguido en este trabajo se divide en dos pasos principales, como se
muestra en la figura 5. En primer lugar, hemos utilizado diferentes métodos de busqueda de
perfiles transcriptémicos (GES Search, GESS) para identificar perturbadores, que en el caso
que nos concierne son farmacos que inducen firmas de expresién génica con una
correlacion inversa a perfiles transcriptomicos de pacientes con EA. El resultado muestra
una lista de farmacos ordenados segun la métrica de similitud del método GESS
correspondiente [64].

En segundo lugar, dado que se conocen las dianas terapéuticas y MoA de la mayoria de los
farmacos en las bases de datos de referencia, aplicamos métodos especializados de
analisis de enriquecimiento funcional (Functional Enrichment Analysis, FEA) a partir de
diferentes sistemas de anotaciones, como Gene Ontology (GO), pathways o Disease
Ontologies (DO). Como se comentara mas adelante, en el trabajo se ha utilizado GO,
KEGG y Reactome. Las asociaciones resultantes son utiles para comprender mejor los
mecanismos farmacoldgicos y/o patoldgicos, y para desarrollar nuevos enfoques de
reutilizacion de farmacos [64].
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Figura 5. Flujo de trabajo de signatureSearch. Se indican los métodos GESS y de enriquecimiento
implementados en el mismo paquete.

La Figura 5 ilustra el disefio del paquete, sus contenedores de datos y métodos utilizados
por los pasos individuales del flujo de trabajo de busqueda de firmas. Como se ilustra, los
perfiles de expresion génica de todo el genoma obtenidos a partir de diferentes tecnologias
(por ejemplo, RNA-Seq o microarrays), se utilizan para construir una base de datos de
referencia almacenada como archivo HDF5 [64].

La busqueda con una firma de consulta contra una base de datos de referencia se inicia
declarando todos los parametros en un objeto de busqueda gSig. Se tiene la opcion de
elegir uno de los cinco algoritmos de busqueda diferentes implementados por
signatureSearch. La naturaleza de la firma de consulta junto con el método de busqueda
elegido, define el tipo de datos de expresion utilizados para la busqueda. Para minimizar los
requisitos de memoria y mejorar el rendimiento temporal, lo que implementa el paquete de
trabajo signatureSearch es que las grandes bases de datos de referencia se busquen en
lotes con tamanos definibles por el usuario. Los resultados de la busqueda se almacenan en
un objeto gessResult. Este ultimo contiene toda la informacion necesaria para ser
procesada por los métodos de andlisis de enriquecimiento funcional (FEA) posteriores,
siendo en este caso los métodos de analisis de enriquecimiento de conjuntos de farmacos y
conjuntos de dianas (TSEA y DSEA) (Figura 6) [64].
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Figura 6. Disefio del paquete con respecto a sus contenedores de datos y métodos utilizados por los
pasos individuales del flujo de trabajo de busqueda de firmas.

Los resultados de enriquecimiento funcional obtenidos se almacenan como un objeto
feaResult que puede pasarse a varios métodos de construccidon y visualizacion de redes
farmaco-objetivo.

3.1.1. Bases de datos de referencia

El paquete de ayuda signatureSearchData proporciona acceso a bases de datos GES
pre-construidas, incluyendo CMAP2, LINCS y LINCS2, que se almacenan en
ExperimentHub de Bioconductor como archivos HDF5 [43,67].

Las bases de datos de referencia almacenan la siguiente informacion:

lincs contiene puntuaciones z moderadas del analisis de expresion diferencial (ED)
de 12.328 genes de 8.140 tratamientos de 30 lineas celulares que corresponden a
un total de 45.956 firmas.

lincs_expr contiene valores de intensidad de expresion génica de 5.925
tratamientos en 30 lineas celulares que corresponden a un total de 38.824 firmas.
cmap contiene logFC de 12.437 genes de 1.281 tratamientos en 5 lineas celulares
que se corresponden con un total de 3.478 firmas.

cmap_expr contiene valores medios de expresion de 1.309 tratamientos
farmacologicos en 4 lineas celulares correspondientes a un total de 3.587 firmas.
Para minimizar la redundancia en las bases de datos lincs y lincs_expr, se
ensamblaron a partir de GES correspondientes a una dosis de compuesto y un
tiempo de tratamiento de 10uM y 24h, respectivamente.

lincs2 contiene puntuaciones z moderadas a partir del analisis DE de 12.328 genes
de 30.456 tratamientos de 58 lineas celulares correspondientes a un total de
136.460 firmas. Para minimizar la redundancia de los perturbagenos que tienen
muchas firmas en diferentes dosis y tiempo de tratamiento dentro de la misma linea
celular, se ensamblé una firma categorizada como "ejemplar" para cada
perturbageno en cada linea celular. Estas firmas estdan anotadas en CLUE vy
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generalmente se eligen en funcion de la TAS (Puntuacion de Actividad
Transcripcional), de forma que la firma con la TAS mas alta se elige como ejemplar.

Para el trabajo realizado se utiliz6 la base de datos lincs2. Las puntuaciones de similitud y
estadisticos que se obtienen de la busqueda con lincs2 son los siguientes [66]:

e WTCS: Puntuacion de conectividad ponderada; es una ES bidireccional para un

conjunto de consulta ascendente/descendente.

WTCS_Pval: valor p nominal de WTCS.

WTCS_FDR: tasa de falsos descubrimientos de WTCS_Pval; el valor p nominal del
WTCS y la correspondiente tasa de falsos descubrimientos (FDR) se calculan
comparando el WTCS con una distribucién nula de valores WTCS obtenidos a partir
de un gran numero de consultas aleatorias (por ejemplo, 1000).

e NCS: puntuacion de conectividad normalizada; para que las puntuaciones de
conectividad sean comparables entre tipos de células y tipos de farmaco, las
puntuaciones se normalizan. Dado un vector de valores WTCS resultante de una
consulta, los valores se normalizan dentro de cada linea celular (c) y el tipo de
farmaco (t) para obtener la puntuacion de conectividad normalizada (NCS),
dividiendo el valor WTCS por la media de los valores WTCS con el mismo signo en
el subconjunto de firmas de la base de datos de referencia correspondiente a c y t.

Respecto a las bases de datos, su historia se remonta a Lamb et al. (2006), que generaron
una de las primeras bases de datos GES, denominada CMAP. Inicialmente, incluia GES de
164 farmacos analizados en cuatro lineas celulares de mamiferos (Lamb et al. 2006). Unos
afios mas tarde, CMAP se amplié a CMAP2, que contenia GES de 1.309 farmacos y ocho
lineas celulares. Las bases de datos CMAP/CMAP2 utilizan los Gene Chips de Affymetrix
como plataforma de expresion.

El consorcio Library of Network-Based Cellular Signatures (LINCS) publicé una base de
datos GES mucho mayor [66]. En su version inicial, la base de datos LINCS contenia GES
basadas en perturbaciones para 19.811 farmacos probados en hasta 70 lineas celulares
cancerosas y no cancerosas junto con experimentos de perturbacion genética para varios
miles de genes. El numero de dosis y tiempos de tratamiento por compuesto considerados
en los ensayos también se multiplicaron por 10-20.

Para escalar de unos pocos miles a muchos cientos de miles de GES, el Consorcio LINCS
utiliza ahora el ensayo L1000. Esta tecnologia se basa en la obtencién de los niveles de
expresion de un conjunto de genes considerados como una representacion reducida del
genoma. Se trata de un experimento a gran escala de expresion génica que mide la
abundancia de los mRNA de 978 genes denominados genes de referencia de la especie
humana, utilizando beads de 500 colores de Luminex (dos transcritos son detectados por
cada bead de color). A partir de los resultados obtenidos de estos genes representativos se
aplicé un algoritmo de inferencia para inferir la expresion de otros 11.350 genes del
transcriptoma. También se midieron en este experimento la expresion de 80 genes
invariantes como control, cuya expresion permanecié sin alterar en las condiciones
medidas. Las condiciones experimentales que se recogian en este ensayo agrupaban a
51.219 perturbagenos, 76 lineas celulares, 89 dosis y 12 tiempos distintos, lo que hace un
total de 1.3 millones de firmas distintas [67,68]. El proyecto LINCS se amplid, lo que ofrece
nuevas oportunidades para explorar los MoA de un gran niumero de farmacos conocidos y
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de pequefias moléculas experimentales similares a farmacos. En 2020, la base de datos
LINCS 2017 se amplié a la versién beta, aqui denominada LINCS2. Contiene mas de
80.000 perturbaciones, mas de 200 lineas celulares y mas de 3 millones de perfiles de
expresion génica. Esto representa una expansion de aproximadamente 3 veces la base de
datos LINCS 2017.

3.1.2. Enriquecimiento funcional

Para llevar a cabo una estrategia de enriquecimiento funcional, lo primero que se hace es
ordenar los resultados obtenidos anteriormente por el valor NCS, los cuales se han filtrado
previamente para quedarse con aquellos con una correlacion negativa (NCS negativo) y con
un WTCS_FDR significativo, es decir WTCS_FDR < 0.05.

Los resultados de GESS son listas de perturbadores (en este caso, farmacos) clasificados
por su similitud con una GES-Q de interés. La interpretacion de estos resultados de
busqueda con respecto a las redes y vias celulares afectadas por los farmacos mejor
clasificados es dificil. Para superar este reto, se puede utilizar el conocimiento de las
proteinas diana de los farmacos mejor clasificados para realizar un analisis de
enriguecimiento funcional (FEA) basado en sistemas de anotacidon comunitarios, como
Gene Ontologies (GO), vias (por ejemplo, KEGG, Reactome), MOA de farmacos o dominios
Pfam. Para ello, los conjuntos de farmacos clasificados se convierten en conjuntos de
genes/proteinas diana para realizar un Analisis de Enriquecimiento de Conjuntos Diana
(TSEA) basado en un sistema de anotacion elegido. Para el presente proyecto, el
enriquecimiento funcional se realizé por medio del TSEA.

Es importante destacar que las duplicaciones en los datos del TSEA se deben al hecho de
que muchos farmacos comparten las mismas proteinas diana. Los métodos de
enriguecimiento estandar eliminarian estas duplicaciones, ya que asumen la unicidad en los
conjuntos de prueba. Eliminar las duplicaciones en el TSEA seria inapropiado ya que
borraria una de las piezas de informacion mas importantes de este enfoque. Para resolver
este problema, el paquete de signatureSearch ha desarrollado e implementado un método
de ponderacion para dianas duplicadas, donde la ponderaciéon es proporcional a la
frecuencia de los objetivos en el conjunto de prueba.

Para realizar TSEA, las anotaciones de farmacos-objetivo son esenciales. Se pueden
obtener de varias fuentes, como DrugBank, ChEMBL, STITCH y el conjunto de datos
Touchstone del proyecto LINCS [66,69,70,71]. La mayoria de las anotaciones de farmacos
proporcionan identificadores UniProt para las proteinas diana. Se pueden asignar, si es
necesario a través de sus genes codificantes, a las categorias de anotacién funcional
elegidas, como GO o KEGG. Para minimizar el sesgo en TSEA, puede ser beneficioso
eliminar farmacos o dianas que se unen a un gran numero de proteinas o farmacos
distintos, respectivamente. Para llevar a cabo TSEA de manera eficiente, signatureSearch y
su paquete de ayuda signatureSearchData proporciona varias utilidades junto con recursos
de busqueda de farmaco-objetivo para automatizar el mapeo de conjuntos de farmacos a
conjuntos de objetivos a categorias funcionales. Para el proyecto, los sistemas de anotacién
que se utilizaron fueron las vias de GO, KEGG y REACTOME. El signatureSearch realiza
una modificacion de los tres algoritmos ampliamente utilizados para aprovechar la
informacion de duplicacion presente en los conjuntos de pruebas utilizados para TSEA. Los
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algoritmos de enriquecimiento especializados incluyen Duplication Adjusted Hypergeometric
Test (dup_hyperG), Modified Gene Set Enrichment Analysis (INGSEA) y MeanAbs (mabs).

La mayoria de las pruebas FEA que incluyen proteinas en sus conjuntos de pruebas se
realizan a nivel de gen en signatureSearch. De esta forma se evitan duplicaciones
adicionales debidas a las relaciones multiples entre proteinas y sus genes codificantes.
Para ello, las funciones correspondientes en el paquete de signatureSearch normalmente
traducen los conjuntos de proteinas objetivo a sus conjuntos de genes codificantes
utilizando recursos de mapeo de identificadores de R/Bioconductor, como el paquete de
anotacion org.Hs.eg.db.

3.1.2.1. Prueba hipergeométrica

La prueba hipergeométrica clasica asume la unicidad en sus conjuntos de prueba de
genes/proteinas. Su valor p se calcula segun la ecuacion:

En el caso del analisis de enriquecimiento de términos GO, a las variables individuales se
les asignan los siguientes componentes. N es el numero total de genes/proteinas
contenidos en todo el universo de anotacion; D es el numero de genes anotados en un nodo
GO especifico; n es el numero total de genes del conjunto de prueba; y x es el nUmero de
genes del conjunto de prueba anotados en un nodo GO especifico. Para mantener la
informacion de duplicacion en los conjuntos de prueba utilizados para TSEA, los valores de
ny x en la ecuacion anterior se ajustan en funcién de la frecuencia de las proteinas objetivo
en el conjunto de prueba. Efectivamente, el enfoque elimina las duplicaciones, pero
mantiene su informacién de frecuencia en forma de valores de ponderacion.

Las columnas de la tabla de resultados, extraidas del objeto feaResult, contienen la

siguiente informacion.

ont. en el caso de GO, uno de BP, MF, CC o ALL;

ID: GO o KEGG IDs;

Description: descripcion de la categoria funcional;

pvalue: valor p bruto de la prueba de enriquecimiento;

p. adjust. valor p ajustado para pruebas de hipoétesis multiples basado en el método

especificado en pAdjustMethod;

qvalue: valor q calculado con la funcién gvalue de R para controlar FDR;

itemID: ID de elementos (genes para TSEA, farmacos para DSEA) que se solapan

entre los conjuntos de prueba y anotacion;

setSize: tamafo de la categoria funcional,

GeneRatio: proporcion de genes del conjunto de prueba que estan anotados en un

nodo GO o una via KEGG especificos;

e BgRatio: proporcion de genes de fondo que estan anotados en un nodo GO o una
via KEGG especificos;

e Count. numero de genes solapados entre el conjunto de prueba y el término de
anotacion funcional especifico.
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3.1.2.2. Método mGSEA

El método GSEA original propuesto por Subramanian et al. (2005) [72] utiliza conjuntos de
genes predefinidos S por sistemas de anotacién funcional como GO y KEGG. El objetivo es
determinar si los genes de S estan distribuidos aleatoriamente en una lista de genes de
prueba clasificada L (por ejemplo, todos los genes clasificados por logFC) o enriquecidos en
la parte superior o inferior de la lista de prueba. Esto se expresa mediante una puntuacion
de enriquecimiento (ES) que refleja el grado en que un conjunto S esta sobrerrepresentado
en los extremos de L.

Para TSEA, la consulta es un conjunto objetivo en el que deben mantenerse las entradas
duplicadas. Para realizar GSEA con soporte de duplicacion, denominado aqui mGSEA, el
conjunto de objetivos se transforma en una lista de objetivos clasificados por puntuacion
Ltar de todos los objetivos proporcionados por el sistema de anotacion correspondiente.
Para cada objetivo, su frecuencia se divide por el numero de objetivos en el conjunto de
objetivos, que es el peso de ese objetivo. En el caso de los objetivos presentes en el
sistema de anotacion, pero ausentes en el conjunto de objetivos de la prueba, su
puntuacién se establece en 0. De este modo, a cada objetivo del sistema de anotacion se le
asignara una puntuacion y, a continuacion, se ordenara de forma decreciente para obtener
Ltar.

En el caso de TSEA, el método GSEA original no puede utilizarse directamente, ya que
existe una gran proporcion de 0 en Ltar . Si las puntuaciones de los genes del conjunto S
son todas 0, NR (suma de las puntuaciones de los genes del conjunto S) sera 0, lo que no
puede utilizarse como denominador. En este caso, ES se establece en -1. Si sélo algunos
genes del conjunto S tienen puntuaciones de ceros, entonces NR se establece en un
numero mayor para disminuir el peso de los genes de S que tienen puntuaciones distintas
de cero.
Np = Z ri|” + min(r;|r; > 0) Z I

9,65 9,8

r;: score of gene j in Ligp=1

La razon de esta modificacion es que si sélo un gen del conjunto de genes S tiene una
puntuacién distinta de cero y este gen ocupa una posicion alta en Ltar, el peso de este gen
sera 1, lo que dara como resultado un ES(S) cercano a 1. Por lo tanto, el método GSEA
original puntuara el conjunto de genes S como significativamente enriquecido. Sin embargo,
esto no es deseable porque en este ejemplo s6lo se comparte un gen entre el conjunto
objetivo y el conjunto de genes S. Por lo tanto, dar pesos pequefios a los genes en S que
tienen puntuaciones de 0 disminuiria el peso de los genes en S que tienen puntuaciones
distintas de 0, disminuyendo asi la tasa de falsos positivos. Para favorecer los términos GO
y las vias KEGG realmente enriquecidos (conjunto de genes S) en la parte superior de Ltar
sélo se seleccionan los conjuntos de genes con ES positivos.

Con este método se obtienen los resultados que se comentan a continuacién, ademas de
los mencionados en el apartado 3.1.2.1. Prueba hipergeométrica:

e enrichmentScore: ES del algoritmo GSEA (Subramanian et al. 2005). La

puntuacién se calcula recorriendo la lista de genes L, aumentando un estadistico de
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suma corrida cuando encontramos un gen en Sy disminuyendo cuando no lo esta.
La magnitud del incremento depende de la puntuacion de los genes. La ES es la
desviacion maxima de 0 encontrada en el recorrido aleatorio. Corresponde a un
estadistico ponderado de tipo Kolmogorov-Smirnov.

e NES: Puntuacion de enriquecimiento normalizada. Las puntuaciones de
enriguecimiento positivo y negativo se normalizan por separado, permutando la
composicion de la lista de genes L nPerm vy dividiendo la puntuacion de
enriquecimiento por la media de la permutacion ES con el mismo signo.

e pvalor. El valor p nominal del ES se calcula utilizando una prueba de permutacion.
En concreto, se permuta la composicion de la lista de genes L y se vuelve a calcular
el ES del conjunto de genes para los datos permutados generando una distribucion
nula para el ES. A continuacién, se calcula el valor p del ES observado en relacién
con esta distribucién nula.

e JeadingEdge: Genes del conjunto de genes S (categoria funcional) que aparecen en
la lista clasificada L, pudiendo ser en o antes del punto en el que la suma acumulada
alcanza su maxima desviacion de 0. Puede interpretarse como el nucleo de un
conjunto de genes que explica la sefial de enriquecimiento.

e Jedge_rank: Rangos de genes en 'leadingEdge' en la lista de genes L.

3.1.2.3. Método MeanAbs

La entrada para el método MeanAbs es Ltar igual que para mGSEA. En este estadistico de
enriguecimiento, mabs(S) de un conjunto de genes S se calcula como las puntuaciones
absolutas medias de los genes en S [73]. Para ajustar las variaciones de tamano en el
conjunto de genes S se realizan 1000 permutaciones aleatorias de Ltar para determinar
mabs(S, ). Posteriormente, mabs(S) se normaliza restando la mediana de mabs(S,m) y
dividiéndola por la desviacion tipica de mabs(S,m) obteniendo las puntuaciones
normalizadas Nmabs(S). Por ultimo, la parte de mabs(S,T) que es mayor que mabs(S) se
utiliza como valor p nominal. Los valores p nominales resultantes se ajustan para pruebas
de hipotesis multiples utilizando el método Benjamini-Hochberg [74].

A continuacion, se describen las columnas especificas del algoritmo mabs:
e mabs: Dada una lista de genes L mabs(S) representa la puntuacion media absoluta
de los genes del conjunto S.
e Nmabs: mabs(S) normalizado.

3.2. Perfiles de expresion diferencial de pacientes con
enfermedad de Alzheimer

El Laboratorio de Biomedicina Computacional (LBC) del CIPF proporcioné los perfiles de
expresion diferencial consenso de los distintos sexos con EA. Los perfiles consenso se
obtuvieron mediante un metaanalisis de 10 estudios transcriptomicos independientes, con
un total de 1.733 muestras post mortem de pacientes con EA y pacientes sanos. Estos
perfiles tienen una gran robustez estadistica puesto que provienen de la sintesis cuantitativa
de resultados independientes.

Para identificar la muestra como hombre o mujer se definié la variable sexo asumiendo las
variaciones cromosomicas y las hormonas gonadales como las principales contribuyentes a
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la variedad fisiologica y biolégica entre mujeres y hombres, sin tener en cuenta la
combinacion de factores sociales, culturales y ambientales que determinan el género [75].

Dado que las disparidades anatomicas, funcionales y en la composicién celular de las
diferentes regiones cerebrales se plasman en el transcriptoma, se obtuvieron por separado
los perfiles consenso por sexo para dos regiones cerebrales distintas: el hipocampo (HP), la
cual es una de las primeras regiones cerebrales que se ve dafiada por los mecanismos
patogénicos asociados con la EA de inicio tardio, y la corteza cerebral (CT).

Es por ello que para el trabajo se tuvieron en cuenta 4 perfiles de expresion diferencial
consenso que permiten en este trabajo identificar potenciales farmacos con capacidad de
reversion especifica por sexo y regién cerebral:

Mujeres_CT: (AD.female - Control.female)
Mujeres_HP: (AD.female - Control.female)
Hombres_CT: (AD.male - Control.male)
Hombres HP: (AD.male - Control.male)

Con cada perfil se establecio una firma de genes caracteristica del fenotipo. La seleccion de
los genes incorporados y el tamano del conjunto de los mismos son determinantes en el
rendimiento de las métricas de similitud para la identificacién de verdaderas conexiones
entre enfermedad-farmaco. En relacion a este, se tuvo en cuenta aquellos genes comunes
con los perfiles de expresién génica de los farmacos con una mayor asociacion con la
variable fenotipica: genes diferencialmente sobreexpresados e infraexpresados de manera
significativa, considerandose una tasa de descubrimiento falso o FDR menor a 0.05.
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4. Resultados

Tras realizar los diferentes pasos definidos anteriormente, se obtuvo un listado de farmacos
que revertia la enfermedad para cada regién definida previamente (cortex e hipocampo)
para cada sexo.

Con este listado de farmacos, se realizd el enriquecimiento funcional con diferentes
métodos, con el fin de poder comparar los diferentes resultados obtenidos con los métodos
seleccionados.

4.1 Conectividad enfermedad-farmaco

Como se detalld en el apartado “3.2. Perfiles de expresion diferencial de pacientes con
enfermedad de Alzheimer”, a partir de los perfiles de expresion diferencial consenso para
cada sexo y region cerebral, definimos la firma de genes considerando aquellos que
presentan una mayor asociacion con el fenotipo, genes diferencialmente sobreexpresados e
infraexpresados de manera significativa. En la tabla 3 se muestra el tamafo de la firma de
genes para cada sexo y region cerebral.

Tabla 3. Definicion de la firma de genes de enfermedad por sexo y region cerebral: CT: cortex;
HP: hipocampo; GS: genes diferencialmente expresados de manera significativa (FDR<0.05); GS
up:sobreexpresados; GS down: infraexpresados.

Region Variable sexo GS GS up GS down
Hombre 228 107 121
CT
Mujer 214 108 106
Hombre 118 11 107
HP
Mujer 210 105 105

A continuacion, se muestra un analisis detallado de los resultados obtenidos por region
cerebral, realizandose la correspondiente comparativa por sexo. Para cada farmaco
identificado se indica el MOA y su estado de uso. Finalmente, se muestran los resultados
obtenidos del enriquecimiento funcional de los genes diana de los farmacos, con un analisis
comparativo de los 20 primeros términos GO y rutas Reactome y KEGG obtenidas para
cada uno de los sexos. Aquellos farmacos para los cuales no se dispuso de la informacion
de su MOA o genes de interaccion fueron excluidos del analisis.

4.1.1 Farmacos identificados en el cortex
En las tablas 4 y 5 se muestra el listado de farmacos identificados, asi como su MOA, a

partir de los perfiles de expresién diferencial derivados del CT en mujeres y hombres,
respectivamente.
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Los dos primeros farmacos de la lista obtenida en mujeres (tabla 4), la Protionamida y el
VTP-27999, tienen mecanismos de accion totalmente distintos. Mientras que el primero es
un antibiético de segunda linea frente a micobacterias y esta aprobado, el segundo solo se
puede usar de manera experimental y es un inhibidor de la renina, hormona producida en
los rifilones que suele secretarse en casos de hipotension arterial y de baja volemia.

La Protionamida se ha demostrado que es un potente inhibidor de la formacién in vitro de
amiloides en la insulina humana y la AB42 y que protege a las células de neuroblastoma
cultivadas contra los efectos toxicos de los amiloides. Con el estudio realizado [76], se
demostré que ejerce su funciéon anti-amiloide estabilizando las proteinas en su estado
nativo. Su comportamiento citoprotector podria atribuirse a sus propiedades antioxidantes y
a su capacidad para inhibir la peroxidacion lipidica in vitro, como confirman diversos
ensayos antioxidantes. Esta estabilizacion de la estructura nativa podria deberse a la unién
de PTA y ETA a los aminoacidos de las regiones amiloidogénicas de Hl y AB42 e impidiendo
que las proteinas formen laminas 3. Ademas, una de las ventajas de este farmaco es que
cruza la barrera hematoencefalica.

Otro de los farmacos que aparece en la lista es la Bupivacaina, un anestésico local
aprobado que bloquea los canales de sodio activados por voltaje al unirse a SCN10A, inhibe
los receptores de glutamato ionotrépicos y activa la AMPK. Una de las caracteristicas de la
EA es la hiperexcitabilidad neuronal debida a la estimulacion de los potenciales de accion,
gue provoca la pérdida de transmision de la sefial eléctrica y, en ultima instancia, la muerte
neuronal. Al aumentar la excitabilidad neuronal, la Bupivacaina puede actuar sobre los
canales de sodio para suprimir los potenciales de accion neuronal. Ademas, SCN1A, que
conecta con SCN10A en la red PPI, esta regulada por BACE1, la enzima de escision de la
proteina precursora de amiloide del sitio beta para la generacion de péptidos A en la EA.
PSEN1, un componente de la y-secretasa que produce AR, también interviene en la escision
proteolitica de las subunidades B de los canales de sodio dependientes de voltaje. En
cuanto a la activacion de la AMPK, la Bupivacaina podria estar asociada con la captaciéon
de glucosa mediada por insulina o la fosforilacion de Tau a través de la via
AMPK/TSC2/mTOR1/p70s6k. Se sabe que la Bupivacaina activa la AMPK junto con la
fosforilacion de T172, y la AMPK activada media la fosforilacion de S1387 en TSC2 que
inicia una fuerte activacion de la via AMPK/TSC2. mTOR1, un regulador central del
crecimiento y el metabolismo celular, es inhibido por la AMPK/TSC2 activada. La actividad
p70s6k dependiente de mTOR también inhibe y media la fosforilacién de Tau, que es crucial
en la patogénesis de la EA. Ademas, la AMPK activada inhibe la activaciéon de GSK3, una
quinasa principal de Tau [77,78]. Combinando todo esto, es una propuesta de mecanismo
de accion de la Bupivacaina para el tratamiento de la EA propuesto por Soo Youn Lee y col.
[79]. Que aparezca en el listado del proyecto es otra confirmacion de su posible uso como
farmaco frente a la EA.

Tabla 4. Propiedades farmacolégicas de los farmacos identificados en mujeres a partir de los
perfiles de expresion del CT.

Inhibidor de la enoil-[proteina transportadora de acil]
Protionamida reductasa [NADH] (inhA) de Mycobacterium Aprobado
tuberculosis
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VTP-27999 Inhibidor de renina de alquilamina Experimental
SANT-2 Antagonista de los receptores de Smoothened Experimental
Genisteina Inhibidor de la tirosina quinasa Investigacion
Bupivacaina Bloqueo de canales del sodio Aprobado
Agente reductor;
Acido acexamico Inhibidor de la gastrina; Aprobado
Inhibidor de la 5 alfa reductasa
ATN-161 Inhibidor de la integrina Experimental
Loratadina Inhibidor de la histamina H1 Aprobado
Sensibilizador a la insulina;
Balaglitazona Investigacion
Agonista parcial del receptor PPAR
Inhibidor potente y selectivo de ALKS;
W-7 . . . E i |
G 88388 Inhibe las actividades del receptor de TGF-f tipo Il y Xperimenta
del receptor de activina tipo Il
Inhibidor de la betalactamasa Aprobado
Sulbactam
Inhibidor del receptor de proteina morfogenética .
K-02288 Gsea (BMP) tipo | Experimental
Losartan Antagonista de los receptores de angiotensina Aprobado
Capsaicina Agonista del receptor TRPV1. Aprobado
Clozapina Antagonismo de los receptores de dopamina de tipo Aprobado

2 (D2) y de serotonina de tipo 2A (5-HT2A).
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Antagonista de los receptores adrenérgicos,
colinérgicos, histaminérgicos y de otros receptores
dopaminérgicos y serotoninérgicos.

Antagonista de los receptores de tromboxano;
Picotamida Experimental
Inhibidor de la tromboxano sintasa

Fomepizol Inhibidor de la alcohol deshidrogenasa Aprobado

Inhibidor del VEGFR(Vascular Endothelial Growth
Factor);

Semaxanib Investigacion
Inhibidor del receptor del factor de crecimiento de
células madre

Metocarbamol Inhibidor de la anhidrasa carboénica I. Aprobado

Resatorvid Antagonista de los receptores Toll-like Investigacion

En el caso de los hombres (tabla 5) se puede observar que en el listado aparecen farmacos
gue tienen el mismo mecanismo de accidn, remarcando los siguientes:

e Inhibidores de quinasas: 2
e Inhibidores de histonas deacetilasas: 3

Entre estos farmacos identificados cabe resaltar el XMD-1150, un inhibidor de la quinasa de
repeticiéon rica en leucina (LRRK2). Estudios recientes en modelos in vivo han demostrado
por primera vez que la actividad de la quinasa LRRK2 participa en la neuroinflamacion
relacionada con la EA y, por tanto, este farmaco podria ser utilizado para la EA [80].

Respecto a los farmacos inhibidores de histonas deacetilasas (HDACs), numerosos
estudios identificaron niveles elevados de histonas deacetilasas en pacientes con EA. Las
HDACs estan implicadas en el mantenimiento de la homeostasis neuronal a través de un
equilibrio en los niveles de HDACs/HATs (Histona acetiltransferasas). Hoy en dia estan
siendo una de las dianas para encontrar nuevos mecanismos de accion para abordar la EA
[81].

Tabla 5. Propiedades farmacoldgicas de los farmacos identificados en hombres a partir de los
perfiles de expresion del CT

Farmaco Mecanismo de accion Estado

Inhibidor de la quinasa de repeticion rica en

XMD-1150 .
leucina

Experimental
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Ipriflavona Inhibidor de la resorcién ésea Experimental
Dacinostat Inhibidor de la histona deacetilasa. Investigacion
Terbinafina Inhibe la enzima escualeno monooxigenasa Aprobado
Pracinostat Inhibidor de la histona deacetilasa. Investigacion
Topiroxostat Inhibidor selectivo de la xantina oxidasa Experimental
Dietilcarbamazina | Inhibidor de la lipoxigenasa Aprobado
ATN-161 Inhibidor de la integrina Experimental
Inhibidor del EGFR;
CP-724714 Experimental
Inhibidor de la tirosina quinasa
Sensibilizador a la insulina;
Balaglitazona Investigacion
agonista parcial del receptor PPAR
Antagonista de los receptores de adenosina;
Cafeina Diurético; Aprobado
Inhibidor de la fosfodiesterasa
Quinina Inhibidor de la biocristalizacién de la hemozoina Aprobado
Candesartan Antagonista de los receptores de angiotensina Experimental
. . Estimulante de la apoptosis Investigacion
Darinaparsin
Agente anticonceptivo;
Estradiol Aprobado
Agonista del receptor de estrégeno
Capsaicina Agonista del receptor TRPV1 (canal idnico) Aprobado
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Protoporfirina IX | Inhibidor de la hemooxigenasa Experimental

Loratadina Inhibidor de histamina H1 Aprobado

. Inhibidor de la histona deacetilasa. Investigacion
Quisinostat

Inhibe la biosintesis del ergosterol;

Oxiconazol Inhiben la sintesis de ADN; Aprobado

Suprimen las concentraciones intracelulares de
ATP

A partir de los genes diana de los farmacos identificados realizamos un enriquecimiento
funcional basado en la ontologia de procesos biolégicos de la GO, asi como de las rutas
Reactome y KeGG.

SignatureSearch realiza una modificacion de los tres algoritmos ampliamente utilizados para
aprovechar la informacion de duplicacion de genes diana presente en los conjuntos de
pruebas utilizados para TSEA. Los algoritmos de enriquecimiento especializados incluyen
Duplication Adjusted Hypergeometric Test (dup_hyperG), Modified Gene Set Enrichment
Analysis (nGSEA) y MeanAbs (mabs). Por ello, en las siguientes figuras (figuras 7-10)
aparecen los 3 algoritmos modificados.

Si observamos los resultados obtenidos del enriquecimiento funcional basado en la
ontologia de proceso biologico de la GO (Figura 7), podemos decir que con el algoritmo de
enriquecimiento especializado dup_hyperG se obtienen un menor nimero de términos o
rutas significativos. En el caso de las mujeres (Figura 7a), con el dup_hyperG encontramos
4 términos o rutas significativas, siendo dos relacionadas con la serotonina, y dos con la
vasoconstriccion. Existen muchos articulos que indican que modular el sistema
serotoninérgico puede ser usado como estrategia terapéutica prometedora para el
tratamiento de la EA [82]. Respecto a la vasoconstriccion, la vasoconstriccion cerebral
puede provocar un desequilibrio entre la oferta y la demanda metabdlica neuronal,
precipitando finalmente la hipoperfusién cerebral y contribuyendo a la lesion cerebral y al
deterioro cognitivo en la EA [83]. Respecto a los otros algoritmos, el mabs proporciona
todas las rutas que aparecen como significativas mientras que el mMGSEA no da ninguna
como significativa.

En el caso de los hombres, muchas de las rutas son catabdlicas y relacionadas con
histonas deacetilasas (Figura 7 b). Al igual que ocurria con las mujeres en el GO, el
algoritmo que no proporciona ningun término significativo es el mMGSEA, mientras que el
mabs indica que todos son significativos. Al igual que en el caso de las mujeres, nos
centraremos en el dup_hyper G, el cual considera significativos los genes implicados en
procesos catabdlicos y metabdlicos de purinas y nucleétidos, de histonas desacetilasas
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(H3-H4), y rutas relacionadas con el metabolismo de xenobidticos y metabolismo de
farmacos.
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Figura 7. Enriquecimiento funcional basado en la ontologia de proceso biolégico de la GO en el CT,
a)mujeres, b)hombres.

Respecto a los resultados obtenidos con las rutas KEGG (Figura 8 a,b), el mGSEA tampoco
proporciona rutas significativas, mientras que el método dup_hyperG y mabs proporcionan
los mismos resultados significativos. En el caso de las mujeres, muchas de estas rutas
estan relacionadas con el citocromo P450, canceres, y sinapsis, mientras que en los
hombres, las rutas son variadas aunque aparece también la del citocromo P450.

Los genes del citocromo P450 del cerebro son los principales reguladores del metabolismo
del colesterol, las hormonas sexuales y los xenobidticos. La familia CYP humana consta de
57 genes, la mayoria de los cuales codifican enzimas. Estas enzimas estan implicadas en el
metabolismo de los acidos grasos, el colesterol, los acidos biliares y los farmacos, lo que
sugiere una relaciéon con la patogénesis de la EA. En el articulo de Bahado-Singht et al. ,
evaluaron los cambios en la metilacién del ADN basados en la citosina ('CpG') en la EA..
Investigaron mecanismos basados en CYP para la patogénesis de la EA y biomarcadores
epigenéticos para la deteccion de la enfermedad. Las evidencias son claras en que el CYP
tiene una implicacion clara en la patogénesis de la EA, motivo por el cual aparece en los
resultados de KEGG [84].
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Figura 8. Enriquecimiento funcional basado en las rutas KEGG en el CT, a) mujeres, b) hombres.

En el caso de las rutas de Reactome (Figura 9), los algoritmos actuan distinto, ya que el
MGSEA si que proporciona rutas que considera significativas. En el caso de las mujeres, las
rutas que coinciden con los tres algoritmos son aquellos genes implicados en los receptores
de la serotonina, adrenoceptores, receptores muscarinicos y de la dopamina. Los estudios
de John Cirrito e Yvette Sheline han demostrado que la activacion de la neurotransmision
serotoninérgica podria ser beneficiosa en la EA [85]. La identificacién de compuestos que
bloqueen el ensamblaje de la proteina Tau, en ovillos neurofibrilares asociados a la
desestabilizacion de las neuronas y la muerte celular podria ofrecer tratamientos
farmacologicos contra la enfermedad EA. Los adrenoceptores funcionan en el sistema
nervioso simpatico y son los receptores de las catecolaminas, epinefrina (adrenalina),
norepinefrina y dopamina. Diferentes estudios han demostrado que la utilizacion de
farmacos compuestos de catecolaminas impide la agregacion de la proteina Tau in vitro.
Estos resultados proporcionan la motivacién para la evaluacion in vivo de los agonistas de
los receptores B-adrenérgicos preexistentes como una terapia potencial para la EA a través
de la reduccion de la deposicion de Tau [86].

En el caso de los hombres (Figura 9 b), los tres algoritmos coinciden con genes implicados
en la biosintesis de las maresinas. Las maresinas estan dentro de los eicosanoides y
docosanoides, que derivan de los acidos grasos esenciales omega 6 y omega 3, es decir,
acidos grasos que el organismo no puede sintetizar y que deben aportarse mediante la
dieta. A las maresinas se les asocia potentes propiedades antiinflamatorias, promueven la
regeneracion de los tejidos y el bloqueo del dolor. Ademas, a las maresinas se les ha
clasificado dentro de un grupo mayor denominado mediadores prorresolutivos
especializados (SPM, por sus siglas en inglés, Specialized Prorresolving Mediators).

La respuesta inflamatoria es un proceso autolimitado que produce una superfamilia de
mediadores quimicos, denominados SPM como las maresinas. Estos metabolitos estimulan
la respuesta inflamatoria, la eliminacion de microbios y el alivio del dolor, y promueven la
regeneracion tisular a través de mecanismos novedosos. Los SPM también modulan la
neuroinflamacién y las enfermedades neurodegenerativas asociadas al metabolismo de los
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lipidos, como el Alzheimer. Las maresinas MaR1 alivian la neurodegeneracion al promover
la fagocitosis microglial de amiloide-3[87].
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Figura 9. Enriquecimiento funcional basado en las rutas REACTOME en el CT, a) mujeres, b)
hombres.

4.1.2 Farmacos identificados en el hipocampo

En las tablas 6 y 7 se muestra el listado de farmacos identificados a partir de los perfiles de
expresion diferencial del HP en mujeres y hombres, respectivamente. En las mismas, al
igual que en los analisis anteriores, se especifica su MoA y estado.

En la tabla 6 aparecen los farmacos identificados en mujeres. Lo primero que destaca es
que de los 20 farmacos listados, 14 estan aprobados. El primero es el Fulvestrant, un
antagonista de los receptores de estrogenos indicado para el tratamiento del cancer de
mama metastasico con receptores hormonales (RH) positivos en mujeres posmenopausicas
con progresién de la enfermedad tras una terapia antiestrogénica.

El predominio femenino en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer (EA) sugiere la
implicacion de factores especificos de sexo, como una menor sefalizacion del receptor de
estrégeno-estrogeno, en la patogénesis de la EA. El papel potencial de receptores de
estrogenos (ER) en la patogénesis de la EA ha sido explorado por varios grupos con
resultados mixtos. Se demostré6 que ERa interactua con la proteina Tau in vivo. Los
experimentos de inmunoprecipitacion hallaron un aumento de la interaccién ER-a-Tau en los
casos de EA, lo que podria explicar el secuestro de ER-a en la patologia neuronal de Tau.
De hecho, la sobreexpresion de Tau en células M17 conduce a la interrupcién de la
sefalizacién estrogénica. Estos datos apoyan la idea de que el secuestro de ER-a por la
patologia Tau subyace a la pérdida de neuroproteccion estrogénica durante el curso de la
EA [88].

Por otro lado, se identificaron un numero apreciable de farmacos inhibidores de canales
sodio, potasio y calcio. Un nivel elevado de calcio intracelular provoca disfunciéon neuronal,
muerte celular y apoptosis. También se ha demostrado que la desregulacion del calcio
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aumenta la produccion de proteina beta amiloide (AB), el sello distintivo de la EA [89].
Farmacos con este mecanismo de accion son susceptibles de ser nuevas estrategias para
hacer frente a la EA.

Tabla 6. Propiedades farmacolégicas de los farmacos identificados en mujeres a partir de los
perfiles de expresion del HP.

Farmaco Mecanismo de accion Estado

Fulvestrant Inhibidor estrégenos Aprobado
Epotilon Inhibidor de microtubulos Investigacion

Alfaxalone Agonista del receptor GABA Aprobado
Salvinorin A Agonista de los receptores opiadceos Investigacion
AZD-6482 Inhibidor de PI3K. Investigacion

Ketoconazol Inhibicion ergosterol Aprobado
Dilazep Inhibidor de la recaptacién de adenosina Experimental

Inhibidor de la agregacion plaquetaria;
lloprost Aprobado
Agonista del receptor prostanoide

Estriol Agonista del receptor de estrégeno Aprobado

Antagonista de los receptores muscarinicos de la

Tropicamida acetilcolina (MACh) Aprobado
Flunarizina Bloqgueante de los canales de calcio Aprobado
Oxcarbazepina Blogueante de los canales de sodio Aprobado
Simvastatin Inhibidor de la HMG-CoA reductasa Aprobado
Penitrem-a Blogueante de los canales de potasio Aprobado
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Perfenazina Inhibidor de receptores de dopamina D1y D2 Aprobado

Cefixima Inhibidor de la sintesis de la pared celular bacteriana Aprobado

Antagonista del receptor de estrogeno;
Danazol Aprobado
Agonista del receptor de progesterona

XAV-939 Inhibidor de la tanquinasa (tankynase) Experimental
Biperideno Antagonista de los receptores de acetilcolina Aprobado
Ranitidina Antagonista H2 de la histamina Retirado

Entre los farmacos identificados en hombres en la regién del hipocampo (tabla 7)
destacamos el primero de la lista, el Quinapril, farmaco inhibidor de la enzima convertidora
de angiotensina 1 (ECA-1) indicado para el tratamiento de la hipertension. En los ultimos
afos, cada vez hay mas evidencias de la implicacion del sistema renina-angiotensina en la
patogénesis de EA. Estudios previos de autopsias han demostrado que las personas con
EA tienen una mayor actividad de ECA-1), lo que resulta en una mayor conversién de
angiotensina | (ANGI) en Il (ANGII), un potente vasoconstrictor [90-92]. Del mismo modo, se
observo que la disminucion de la actividad de la enzima convertidora de angiotensina 2
(ECA-2) reducia la conversion de ANGII en el vasodilatador angiotensina 1-7 [93]. Todos
estos cambios provocaron un aumento de los niveles de ANGII que causé una mayor
activacion del receptor de angiotensina tipo 1 (AGT1 R), la cual se asocia con la
acumulacion de amiloide-B (AB) e hiperfosforilacion de tau, asi como con la disminucién de
la liberacion de acetilcolina, | contribuyendo a la patogénesis de la EA. Ademas, en diversos
estudios han demostrado que unos niveles basales elevados de ANGII se asocian con
menores volumenes totales de materia gris, hipocampo, frontal medio rostral y parietal
supramarginal, todos asociados con la memoria y la funcién ejecutiva, independientemente
del control de la presion arterial. Estos hallazgos estan en consonancia con un estudio
previo que muestra que las variantes del gen AGTR1, codificante del principal receptor de
ANGII, se asocian con una pérdida acelerada del volumen del hipocampo durante un
periodo de 4 afos [94].

Al igual que en mujeres, en el mismo listado también identificamos farmacos inhibidores de
canales i6nicos como la Procainamida, o antagonistas de los receptores de dopamina y
serotonina.
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Tabla 7. Propiedades farmacolégicas de los farmacos identificados en hombres a partir de los
perfiles de expresion del HP.

Farmaco

Mecanismo de accion

Bloqueante de los canales de sodio

Quinapril Inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina Aprobado
Resatorvid Antagonista de los receptores Toll-like Investigacion
Procainamida Bloqueante de los canales de sodio Aprobado
Antiepiléptico;
Carbamazepina Aprobado

Topiroxostat

Inhibidor selectivo de la xantina oxidasa

Experimental

Pirfenidona

Inhibidor del receptor TGF beta

Aprobado

Felbamato

Antagonista de los receptores de glutamato

Aprobado

Syrosingopine

Inhibidor del transportador vesicular de monoaminas

Experimental

Induce la apoptosis (inicio de la muerte celular).

Serdemetan Inhibidor de MDM. Investigacion
Indometacina Inhibidor de la ciclooxigenasa Aprobado
Terbinafina Inhibe la enzima escualeno monooxigenasa Aprobado
NSC-23766 Inhibidor de Ras GTPasa Experimental
Rasagilina Inhibidor de la monoaminooxidasa Aprobado
Inhibidor de BCL. inhibe o detiene la muerte celular
BH3I-1 (antiapoptstico) Experimental

6-Aminochrysene

Inhibidor de la transferasa

Experimental
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Antagonista del receptor de histamina;
Rupatadina Antagonista del receptor factor activador de Aprobado
plaguetas
Antagonista del receptor de la dopamina;
Lurasidona Aprobado
Antagonista del receptor de la serotonina
MDL-72832 Antagonista del receptor de la serotonina Experimental
CP-724714 Inhibidor del EGFR; Inhibidor de la tirosina quinasa Experimental
Imexon Induce la oxidacién mitocondrial Investigacion

A partir de los genes diana de los farmacos identificados realizamos un enriquecimiento
funcional basado en la ontologia de proceso biolégico de la GO, asi como de las rutas
Reactome y KEGG (figuras 11-14).

Al igual que en el enriquecimiento funcional de los términos GO realizado en CT, el
algoritmo mabs identifica todos los 20 primeros términos como significativos, dup_hyperG
en su mayoria, y el mGSEA ninguno.

Los términos GO identificados en mujeres (Figura 10 a), coincidentes en dup_hyperG y
mabs, definen, en su mayoria, procesos asociados a la comunicacion celular, asi como al
metabolismo de xenobidticos, acido urico, glucuronato y flavonoides.

En el caso de los hombres (Figura 10b), los términos GO en los que se agrupan el mayor
numero de genes diana son aquellos implicados en la despolarizacion de la membrana,
potencial de accién neuronal y procesos catabdlicos de farmacos.
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Figura 10. Enriquecimiento funcional basado en la ontologia de proceso biolégico de la GO en el HP,

a) mujeres, b) hombres.
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En el caso de las rutas KEG, en las mujeres (Figura 11 a) los algoritmos dup_hyperG vy
mabs dan los mismos resultados, en el cual podemos encontrar rutas relacionadas con la
sintesis de hormonas, con el citocromo P450 (mencionado anteriormente), la secrecion de
la renina e incluso rutas asociadas al cancer de glioma.

En el caso de los hombres (Figura 11 b) aparecen rutas implicadas en la adiccién a la
cocaina y la nicotina. Coincide con las mujeres en rutas implicadas en el citocromo P450, y

hormonas.
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Figura 11. Enriquecimiento funcional basado en las rutas KEGG en el HP, a)mujeres b)hombres.

Respecto a las rutas encontradas para cada uno de los sexos por medio de Reactome
(Figura 12 a, b) son distintas. Los tres algoritmos coinciden en al menos dos rutas
significativas. En el caso de las mujeres (Figura 12 a) son rutas implicadas en receptores
del ligando prostanoide y receptores muscarinicos.

En el caso de los hombres (Figura 12 b) son rutas implicadas en la sintesis de
maresinas-SPM, las cuales ya habiamos mencionado anteriormente que estaban
relacionadas con beneficios para la EA.
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Figura 12. Enriquecimiento funcional basado en las rutas REACTOME en el HP, a)mujeres
b)hombres.

40



5. Discusion

El desarrollo de medicamentos dirigidos a objetivos terapéuticos requiere un profundo
entendimiento de la causa subyacente de la enfermedad. En el caso de la enfermedad de
Alzheimer (EA), debido a su complejidad y variabilidad, actualmente no se comprende
completamente su causa. No obstante, contamos con un sdélido conocimiento de los
diversos mecanismos patoldgicos o caracteristicas fundamentales que estan relacionados
con la enfermedad, muchos de los cuales son compartidos con otros trastornos. Dado que
aun no existen medicamentos que puedan modificar el curso de la enfermedad, en este
estudio aplicamos una metodologia de analisis computacional (RF in silico) basada en el
principio de revertir los cambios en la expresién génica. Presentamos nuevas posibilidades
de farmacos que podrian revertir el perfil de la enfermedad, teniendo en cuenta la region
cerebral y considerando las diferencias de sexo. Una investigacion que aborda de manera
terapéutica el claro dimorfismo sexual presente en la enfermedad.

Para llevar a cabo el proyecto se ha utilizado la base de datos de lincs2, la cual cuenta con
80.000 perturbaciones, mas de 200 lineas celulares y mas de 3 millones de perfiles de
expresion génica. Al pasar nuestro perfil de expresion génica, se obtuvo un listado de
farmacos, seleccionando posteriormente los 20 primeros farmacos con puntuaciones de
correlacion mas negativas. El analisis de la capacidad de reversion en funcion del fenotipo
caracteristico de la region cerebral nos ha permitido identificar farmacos especificos en la
region del hipocampo y otros para el cortex cerebral (Tabla 8), asi como farmacos
especificos segun la variable sexo (Tabla 9). En el caso del hipocampo observamos que las
diferencias por sexo (Tabla 9) son mas notorias que en el cértex, puesto que en esta region
si que existen farmacos que coinciden tanto para los hombres como para las mujeres (4). Si
observamos solamente la region cerebral (Tabla 8), se identifican solamente 4 farmacos que
coinciden tanto para el cortex como para el hipocampo.

Tabla 8. Sumatorio de farmacos. CT: cortex; HP: hipocampo.

Region CT HP

CT 32 | 4

HP 4 | 36

Tabla 9. Sumatorio de farmacos. CT: cortex; HP: hipocampo; M: mujer; H: hombre.

Region Variable M H
Mujer 16 4

CT
Hombre 4 16
Mujer 20 0

HP
Hombre 0 20
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De los distintos MoA identificados en los farmacos, uno de ellos esta vinculado con el
cancer. Existen distintas investigaciones epidemiolégicas que han mostrado que existe una
relacién inversa entre el cancer y las enfermedades neurodegenerativas. Ademas, los
analisis transcriptomicos revelan que la expresién de genes relacionados con el crecimiento
y la proliferaciéon celular se ve incrementada en el cadncer, mientras que experimentan una
disminucion en el caso de la EA [95]. No obstante, esta relacion es distinta si se centra en
gliomas, que es un tipo de cancer que se desarrolla en el cerebro o la médula espinal. Estas
dos enfermedades presentan caracteristicas fisiopatolégicas comunes, como es el dafio en
el ADN, estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial, desregulacién metabdlica e inflamacion.
Con esto se puede concluir que tienen un origen comun, lo que influye en el riesgo de
desarrollar la enfermedad [95].

Si nos focalizamos en las diferencias que existen en los sexos, el primer MOA del que se
debe hablar es de los inhibidores de HDAC, puesto que esta categoria terapéutica exhibe
una clara capacidad de reversion diferencial basada en el sexo. Estos reguladores
epigenéticos se han identificado unicamente en todas las regiones cerebrales consideradas
a partir de los perfiles consensuados obtenidos de muestras masculinas.

Las HDAC son enzimas que catalizan la eliminacion de grupos acetilo de residuos de lisina
en histonas y proteinas no histonicas, desempefiando un papel crucial en la regulacion de la
transcripcidn de genes asociados con procesos celulares fundamentales como son los
genes para la proliferacién, y genes implicados en la diferenciacién y desarrollo celular. Es
importante destacar que la regulacion de las HDAC se relaciona estrechamente con dos
factores epidemioldgicos clave en la EA: la edad y el sexo. A medida que el paciente tiene
mas edad, se observa un incremento en la expresion de HDAC y su actividad enzimatica, lo
que tiene como resultado una disminucidn de los patrones de acetilacién y, por ende, una
disminucion de la transcripcion de genes vinculados a la plasticidad sinaptica y la formacion
de memoria. Con todas estas evidencias, los autores indican que la edad seria un factor de
riesgo significativo para la EA [96].

Sin embargo, se ha validado que la desregulacion de los patrones de acetilacién en la EA
no es regular. Esta depende del progreso de la enfermedad y el tejido afectado,
encontrando diferentes patrones epigenéticos, pudiendo ser con un incremento de niveles
de acetilacién y otros una disminucién de la acetilacion, todas ellas implicadas en diversos
procesos patogénicos de la enfermedad. Hay cuatro clases de HDAC, que se diferencian
por su localizacion a nivel celular y su manera de actuar. Los niveles de HDAC se ven
alterados en pacientes con EA, notandose especialmente en las HDAC2, HDAC3 y HDACSG.
La actividad de las dos primeras es reprimir la transcripcion de zonas cerebrales especificas
vinculadas con la memoria, el aprendizaje y la neuroplasticidad. La HDAC®6 participa en la
acetilacion de la tubulina, que tiene una relacion directa con la fosforilaciéon y degradacién
de la proteina Tau. A las HDAC se les atribuye una gran relevancia en la regulacion del
dimorfismo sexual en la transcripcion de genes, lo que explicaria la diferencia que existe
entre mujeres y hombres en trastornos neuroldgicos y neuropsiquiatricos [97-99], sirviendo
el presente proyecto para constatar la importancia de estas enzimas en el dimorfismo
sexual.

La predisposicion de mujeres en el desarrollo de la EA sugiere la posible implicacién de
factores relacionados con el sexo, como una disminucion en la sefalizacion del receptor de
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estrogeno-estrégeno, en el proceso de desarrollo de la EA. Varios grupos de investigacion
han investigado el posible papel de los receptores de estrégenos (ER) en la patogénesis de
la EA, pero sus resultados han sido variados.

En un estudio se demostré la presencia de ER-a en las mismas areas del cerebro afectadas
por la patologia neurofibrilar en la EA, asi como su interaccion con la proteina Tau en el
entorno vivo. Los experimentos de inmunoprecipitacion revelaron un aumento en la
interaccion entre el ER-a y la Tau en los casos de EA, lo que podria explicar la captura del
ER-a en la patologia neuronal de la Tau. De hecho, la sobreexpresion de Tau en células
M17 condujo a la interrupcion de la sefalizacién estrogénica. Estos hallazgos respaldan la
idea de que la captura del ER-a por la patologia Tau subyace en la pérdida de la proteccion
neuronal proporcionada por los estrégenos durante el curso de la EA [88].

En los listados de farmacos obtenidos a partir de las diferentes regiones cerebrales se han
identificado un nimero considerable de agonistas de receptores de serotonina. No obstante,
en hombres se han identificado en el hipocampo y en las mujeres a partir del cértex
cerebral.

En cuanto al papel de la serotonina y la dopamina en las caracteristicas patolégicas de la
EA [100], la sefializacion de la serotonina parece estar relacionada con los niveles de
amiloide AB. Cirrito et al. descubrieron que los inhibidores selectivos de la recaptacion de
serotonina (ISRS) redujeron los niveles de amiloide AB en el liquido intersticial de modelos
de ratones transgénicos de EA. La carga de amiloide AB en pacientes que tomaban
medicamentos antidepresivos (que incluyen, pero no se limitan a los ISRS) era menor que
en personas no tratadas. Tales conexiones entre los neurotransmisores y la patologia de la
EA pueden explicar por qué la depresién es un factor de riesgo significativo para la EA
[101]. Los agonistas de varios receptores de serotonina también prometen reducir la
neuroinflamacion [102]. Por lo tanto, el tratamiento con ISRS y agonistas relevantes para
reducir el amiloide AB y la neuroinflamacién puede ser beneficioso para los pacientes con
EA. La actividad de la serotonina puede ser relevante para el deterioro cognitivo observado
en la EA y el deterioro cognitivo leve (DCL). De hecho, la pérdida neuronal tipicamente
observada en la EA afecta a regiones del cerebro con alta densidad de receptores de
serotonina, como el hipocampo. Kepe et al. estudiaron la actividad del receptor de
serotonina 1A en los cerebros de pacientes con EA; el equipo encontré que el potencial de
unién 5-HT1A disminuy® significativamente en el hipocampo de pacientes con EA, junto con
la pérdida de volumen caracteristica de la region cerebral incluso en las etapas tempranas
de la EA [103].

Aunque la disfuncion del sistema dopaminérgico se ve mas comunmente afectada en la
enfermedad de Parkinson (EP), hay evidencia de que el sistema es relevante o al menos se
ve perturbado también en la EA [104]. En general, la dopamina y los receptores de
dopamina estan significativamente disminuidos en personas con EA en comparacion con los
controles [105], y la actividad de la enzima dopamina-beta-hidroxilasa, encargada de la
conversion de dopamina, también esta notablemente reducida [106]. Sin embargo, el grado
de perturbacion dopaminérgica no es necesariamente consistente en todos los casos de EA
y es notablemente mas significativo en casos en los que el paciente presenta apatia y
signos extrapiramidales (similares a los de Parkinson). La transmision de dopamina tiene
muchas funciones relevantes para la EA. La dopamina esta involucrada en multiples
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sistemas/mecanismos de funcién cognitiva y memoria [107,108]. Como parte del sistema de
recompensa del cerebro, la dopamina es un componente critico de la motivacién y el
aprendizaje por refuerzo [109-111]. La neuroinflamacién y la activacion de astrocitos vy
microglia, comunmente observadas en casos de EA, se reducen mediante la dopamina
[112-114]. Los medicamentos que tienen como objetivo la acetilcolina, uno de los pocos
mecanismos de tratamiento sintomatico actualmente en uso para la EA, aumentan la
liberacion de dopamina [115]. La dopamina también puede inhibir la formacion de fibrillas y
agregados de amiloide beta [116].

Con la aproximacion computacional desarrollada en el proyecto se han encontrado
farmacos que tienen un MoA ampliamente reconocido por la comunidad cientifica como una
nueva estrategia para abordar la EA. La ventaja de algunos de estos farmacos es que estan
aprobados, es decir, se ha demostrado que no son toxicos para el ser humano y que se
reduciria el numero de ensayos que se deberian de hacer para la nueva indicacién de uso
para el farmaco en cuestion.

El estudio de las distintas regiones cerebrales en relacién con la enfermedad de Alzheimer
es fundamental para comprender mejor la enfermedad, desarrollar tratamientos mas
efectivos y avanzar en la busqueda de métodos de diagnéstico temprano. Comprender qué
regiones cerebrales se ven mas afectadas y en qué etapas de la enfermedad ayuda a
identificar los marcadores tempranos de la enfermedad y desarrollar métodos de
diagndstico mas precisos, asi como saber los procesos patoldgicos subyacentes, es decir,
determinar qué proceso esta alterado o modificado en esa regién. Esto a su vez puede
orientar el desarrollo de tratamientos especificos que aborden las disfunciones en esas
areas particulares. En nuestro trabajo, se ha observado que, de los 76 farmacos que
comprenden el listado de farmacos capaces de revertir el perfil de expresion génica de la
EA, tan solo 4 coinciden entre el hipocampo y el cortex.

Ademas, es necesario destacar que la EA se comporta distinto teniendo en cuenta el sexo
del paciente, por lo que es primordial tener en cuenta las diferencias que existen para poder
proporcionar el mejor el tratamiento y asegurar una mayor tasa de éxito terapéutico.

Por todo ello, en el presente trabajo se proponen nuevos mecanismos de accién para hacer
frente a la EA, haciendo hincapié en la importancia del dimorfismo sexual y en la region
cerebral.

44



6. Conclusiones

1. El paquete SignatureSearch es una herramienta bioinformatica que te permite
realizar un estudio completo para identificar nuevas estrategias terapéuticas para
una enfermedad, a partir del conjunto de datos que disponemos en nuestro trabajo.

2. El reposicionamiento de farmacos in silico basandose en el transcriptoma es una
forma valida para realizar una seleccion entre multitud de farmacos de una manera
computacional, proporcionando nuevas dianas terapéuticas para los farmacos,
pudiendo tener en cuenta la variable sexo para la EA.

3. En los resultados obtenidos en el proyecto, los inhibidores de HDAC son
identificados solamente en el caso de los hombres, lo que proporciona mas
evidencias de que la variable sexo debe ser tenida en cuenta a la hora de desarrollar
farmacos.

4. Se observan diferencias en los farmacos obtenidos para las regiones cerebrales,
identificandose 4 que coinciden tanto para el cortex como para el hipocampo.

5. Si observamos los resultados con la variable sexo, en el caso del hipocampo se
observa que las diferencias por sexo son mas notorias que en el cortex, puesto que
en esta region si que existen 4 farmacos que coinciden tanto para los hombres como
para las mujeres mientras que en la otra no coincide ningun farmaco.

6. Con el estudio de la reversion por regidén cerebral se ha conseguido identificar
farmacos con un MOA mas especifico para la region considerada en nuestro trabajo.
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