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DESCRIPCIÓN

Nuevo tratamiento de enfermedades por predicción de asociación de fármacos

La presente invención se refiere a métodos para el reposicionamiento de fármacos. Más en particular, esta invención 
se refiere a métodos para seleccionar fármacos aprobados para usar en nuevas indicaciones terapéuticas. Este 
planteamiento se encuentra en un cruce entre el reposicionamiento de fármacos y el tratamiento de enfermedades 5
por combinaciones de fármacos con acción aditiva o sinérgica. La invención también permite definir fármacos o 
combinaciones de fármacos para tratar una necesidad médica insatisfecha en enfermedades desatendidas por la 
mayoría de las empresas farmacéuticas, tales como las enfermedades huérfanas.

Se han implementado muchas estrategias en las empresas farmacéuticas para identificar nuevos fármacos. Estos 
incluyen el cribado de bibliotecas combinatorias de farmacóforos químicos y cribado de alta capacidad de bibliotecas  10
combinatorias de moléculas para determinar su actividad para una diana validada seleccionada o criterio de 
valoración fenotípico relevante de una enfermedad. Sin embargo, estos planteamientos no han permitido hasta 
ahora la identificación con suficiente grado de éxito de fármacos seguros y eficaces.

Michelson et al. (Curr Opin Biotech 17 (2006) 666) se refieren a un método de desarrollo de nuevas moléculas 
terapéuticas para enfermedades seleccionadas. Según este método, se produce un modelo farmacocinético de un 15
fármaco para identificar una subpoblación que responde.

Otros procedimientos se basan en el reposicionamiento de fármacos, que se ha usado para encontrar nuevas 
indicaciones terapéuticas para fármacos aprobados (Ashburn y Thor, 2004). El reposicionamiento de fármacos es 
particularmente atractivo para las enfermedades huérfanas para las que los recursos son limitados (Rustin et al.
1999, De Leersnyder et al. 2003, Mercuri et al. 2004).20

En relación con esto Bisson et al. (PNAS 104 (2007) 11927) se refieren a un método de “replanteamiento de 
fármacos” para el desarrollo de nuevos antagonistas no esteroideos del receptor de andrógenos humano. En este 
método, se identifican fármacos que se sabe que tienen como diana secundaria el receptor de andrógenos humano, 
se modifican para evitar cualquier acción en su diana principal, y se ensayan. Este planteamiento requiere la 
identificación  de fármacos que tienen varias dianas. Este método también se basa en el fármaco, no en el modelo 25
de enfermedad. 

Por lo tanto, parece que las estrategias existentes usadas en el reposicionamiento de fármacos contienen varios 
inconvenientes que limitan su eficacia y capacidad de generar fármacos o combinaciones de fármacos eficaces. 
Estos inconvenientes están principalmente relacionados con el hecho de que el reposicionamiento de fármacos se 
ha orientado al fármaco (para encontrar un nuevo campo terapéutico para el fármaco antiguo) en lugar de orientado 30
a la enfermedad (encontrar nuevas terapias basadas en fármacos antiguos aprobados).

La presente invención ahora describe un nuevo método de reposicionamiento de fármacos, que permite la 
identificación de combinaciones sinérgicas de fármacos clínicamente validados para tratar enfermedades objetivo. 
Siguiendo el presente método, los autores de la invención han tenido éxito en la identificación rápida de fármacos
aprobados para tratar diferentes enfermedades seleccionadas, mostrando la eficacia e importancia biológica del 35
cribado de fármacos propuesto.

Más específicamente, la presente invención se refiere a la materia objeto definida en las reivindicaciones adjuntas.

1. Un método de identificación de tratamientos combinatorios sinérgicos de una enfermedad seleccionada, 
comprendiendo el método las etapas de:

a) seleccionar una enfermedad que se va a tratar;40

b) construir un modelo dinámico de la enfermedad que comprende:

(i) usar análisis estadístico genético, proteómico y metabolómico multivariado de grupos de genes y 
establecer rutas asociadas con la enfermedad implicadas en la génesis y evolución de la enfermedad, 
siendo dichas rutas asociadas con la enfermedad dianas para el desarrollo de fármacos;

(ii) ensayar los datos de (i) en la asociación integral de las rutas y validar los resultados en otro conjunto de 45
datos; y

(iii) organizar las rutas emergentes en un modelo jerárquico y definir los mecanismos o las dianas celulares 
más relevantes mediante los cuales se puede corregir la enfermedad;

c) cribado orientado a la enfermedad in silico de fármacos aprobados para otras enfermedades que se dirigen a 
las rutas más relevantes implicadas en el modelo de b);50

d) ensayar los fármacos seleccionados en c) solos o en combinación(es), en un moldeo biológico de la 
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enfermedad, para identificar combinaciones de fármacos aprobados biológicamente activos como candidatos 
para el tratamiento de dicha enfermedad seleccionada; y

e) seleccionar fármacos biológicamente activos identificados en d) según sus respectivas dianas en el modelo 
dinámico de la enfermedad definida en b), para definir tratamientos combinatorios sinérgicos que comprenden 
dichos fármacos.5

2. El método de la reivindicación 1, en donde el tratamiento combinatorio definido en e) comprende dosis bajas de 
fármacos seleccionados.

3. El método de la reivindicación 1 o 2, en donde la enfermedad se selecciona de trastornos neurológicos, trastornos 
psiquiátricos, cánceres, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades cardiovasculares y enfermedades del 
metabolismo de lípidos, preferiblemente de enfermedades neurodegenerativas tales como las enfermedades de 10
Parkinson y Alzheimer, neuropatías y cánceres.

4. El método de la reivindicación 3, en donde la enfermedad es la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth.

5. El método de la reivindicación 1 o 4, en donde el modelo dinámico de la enfermedad se construye mediante 
compilación de datos experimentales publicados que describen el fenotipo de la enfermedad a niveles genómico, 
bioquímico, celular y/o de organismo.15

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el modelo se obtiene combinando la 
información disponible en una ruta lógicamente respaldada implicada en la génesis y evolución de la enfermedad.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde a la etapa b) le sigue una etapa adicional de 
identificar rutas del modelo de la enfermedad que se podrían modular usando fármacos.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde la etapa c) comprende la selección de 20
fármacos aprobados que se sabe que interaccionan con una diana o ruta contenida en el modelo dinámico de la 
enfermedad.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde los fármacos seleccionados en la etapa c) se 
ensayan, solos y en combinación(es), en un modelo in vitro y/o in vivo de la enfermedad, en donde los fármacos que 
afectan a la expresión de una diana o la evolución de la enfermedad en el modelo se seleccionan como 25
combinación(es) de fármacos candidato(s).

Una ventaja importante de la invención, es que es un cribado de fármacos orientado a la enfermedad. Realmente, el 
método comprende primero una etapa de construcción de un modelo dinámico específico de la enfermedad 
seleccionada, que después permite un cribado preciso y relevante de fármacos aprobados para el tratamiento de 
esta enfermedad.30

Selección de la enfermedad

La invención se puede usar para definir el tratamiento con fármacos adecuados para cualquier tipo de enfermedad, 
tal como trastornos neurológicos, trastornos psiquiátricos, cánceres, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades 
cardiovasculares, enfermedades del metabolismo de lípidos, etc. Los ejemplos específicos de dichas enfermedades 
incluyen trastornos neurodegenerativos, neuropatías y cánceres.35

En una realización particular, la invención se usa para definir combinaciones de fármacos sinérgicas adecuadas, 
para tratar enfermedades huérfanas raras, y enfermedades comunes que no tienen satisfecha la necesidad 
terapéutica, tales como neuropatías, neuropatías diabéticas e inducidas por fármacos, esclerosis lateral amiotrófica 
(ELA), accidente cerebrovascular, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer y otras demencias, 
esquizofrenia, enfermedad bipolar, depresión mayor, etc.40

En una realización más particular, la invención se usa para definir el tratamiento con fármacos adecuados para la 
enfermedad de CMT que es una polineuropatía periférica genética huérfana.

Enfermedad huérfana significa bien una enfermedad rara que tiene una prevalencia muy baja en la población 
(aproximadamente 5 por 10.000 o menos de 200.000 para un país como EE.UU.) o una enfermedad común que se 
ha ignorado (tal como la tuberculosis, cólera, fiebre tifoidea y malaria) porque es mucho más prevalente en países 45
en desarrollo que en el mundo desarrollado. Estas enfermedades son desatendidas en gran medida por la mayoría 
de las compañías farmacéuticas. 

La presente invención es particularmente adecuada para definir el tratamiento con fármacos de enfermedades 
multifactoriales o enfermedades que manifiestan heterogeneidad clínica debido a diferentes genes moduladores que 
actúan en rutas implicadas, incluso si la enfermedad tiene origen monogénico. Realmente, la modulación de la 50
actividad de solo una proteína de estas rutas solo puede tener un efecto marginal debido a múltiples sucesos 
reguladores naturales. Por lo tanto, incluso si se sabe que una enfermedad es monofactorial, debe considerarse 
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como multifactorial desde un punto de vista terapéutico. En este caso, la combinación de varios fármacos será 
entonces más eficaz, en particular si se puede observar fenómeno sinérgico.

Construcción de un modelo dinámico de la enfermedad

El propósito de construir un modelo dinámico de la enfermedad es definir los mecanismos o dianas celulares más 
relevantes, por los cuales se puede influir o corregir la enfermedad. Este planteamiento experto representa una 5
etapa esencial del método, proporcionando como resultado una lista de varios fármacos, incluyendo genéricos, 
aprobados para otras enfermedades, que se pueden ensayar, solos o en combinaciones, en modelos biológicos.

El fundamento de la minería de datos de los autores de la invención se basa en el supuesto de que incluso para el 
tratamiento de una enfermedad producida por mutaciones en un solo gen, se debería dirigir y restablecer la función 
de rutas subyacentes en lugar de intentar restablecer el propio gen causal. Este planteamiento consiste en usar 10
tratamientos compensadores racionales que se dirigen a rutas celulares afectadas por el gen o genes mutantes, y 
que podrían ralentizar la evolución de las afecciones patológicas. Según este paradigma, la ruta asociada con la 
enfermedad o un grupo de rutas, en lugar del gen o genes aislados, son reconocidas como dianas para el desarrollo 
de fármacos. Ese planteamiento permite:

- Definir nuevas indicaciones terapéuticas para fármacos conocidos, cuando pueden modular la actividad de rutas 15
relevantes para la enfermedad, y por lo tanto, encontrar una forma de modular la actividad de genes clave 
relacionados con la enfermedad para la cual no existen fármacos;

- Tratar varias rutas diferentes simultáneamente con el objetivo de conseguir un efecto aditivo por combinación de 
varios fármacos;

- Llevar a cabo este tratamiento combinatorio con dosis menores de los fármacos seleccionados disminuyendo así 20
los riesgos de efectos secundarios.

La primera etapa para construir un modelo dinámico de la enfermedad comprende compilar datos experimentales 
publicados disponibles que describen el fenotipo de la enfermedad a niveles genómico, bioquímico, celular y de 
organismo. Los datos de asociación con el genoma completo disponibles ahora para muchas enfermedades 
representan el recurso más valioso para dicho análisis. La minería de estos datos se puede complementar después 25
con información relevante extraída de bases de datos públicas o privadas tales como Thomson Pharma, FDA, 
DrugBank o Ingenuity.

Basándose en estos datos públicamente disponibles que describen mecanismos moleculares y manifestaciones 
patológicas de la enfermedad, toda la información disponible se vincula con rutas respaldadas lógicamente 
implicadas en la génesis y evolución de la enfermedad.30

Con ayuda de la genética de poblaciones se pueden identificar las rutas alteradas mediante un análisis estadístico 
global de todos los SNP (polimorfismo de un solo nucleótido) de una ruta implicada en el modelo de la enfermedad. 
Primero de todo se calculan las pruebas estadísticas no para los marcadores de SNP individuales, sino para grupos 
de marcadores situados en las regiones de los genes y sus flancos. Este planteamiento permitía controlar 
eficazmente el número de resultados falsos positivos. Se usó la variación de las diferencias alélicas de los SNP de 35
todos los genes de una sola ruta dada que representa la combinación acumulada de múltiples cambios que 
raramente son significativos cuando se consideran solos, con el fin de demostrar la asociación de rutas con el 
fenotipo de la enfermedad. Realmente, la diferencia estadística global entre una ruta “normal” y una ruta “patológica” 
se hace significativa cuando se considera la combinación de todas las diferencias de frecuencia de SNP poco 
significativas. Como ejemplo para ilustrar el fundamento para considerar la combinación de variables vinculadas en 40
una ruta íntegra, una proteína podría tener un nivel de expresión normal (es decir, el mismo en el paciente y 
controles) pero, en el contexto de la ruta alterada íntegra, su cantidad eficaz “relativa” podría ser de hecho anormal y 
este nivel de expresión aparentemente normal podría contribuir a la patología.

Después se determinan las rutas pertinentes para la acción terapéutica comparando las estadísticas de combinación 
de SNP de diferentes genes implicados en cada una de ellas. Por el mismo planteamiento, se deducen las rutas 45
patológicas a partir del análisis de expresión diferencial del ARN usando muestras de enfermedad y de control 
citológicamente correspondientes y llevando a cabo análisis estadístico en rutas consideradas en lugar de genes 
expresados solos. Estos datos se comparan cruzándolos con estadísticas de asociación genética y se usan para 
validar después las rutas patógenas emergentes. Otros métodos de identificación de productos génicos tales como 
proteómica, metabolómica etc. son igualmente adecuados para identificar rutas de enfermedades y usar para 50
combinar en una puntuación estadística final para establecer prioridades para etapas posteriores.

Para este objetivo, se usan métodos estadísticos multivariados tales como análisis de haplotipos complejos, 
modelos de regresión, análisis por grupos, reconocimiento de patrones, etc. El planteamiento de los autores de la 
invención consiste en ensayar todos los datos disponibles sobre asociación de rutas íntegras en lugar de la 
asociación de un solo marcador molecular (considerando la frecuencia alélica o genotípica para genes o diferencias 55
de cantidad para ARN, proteínas o metabolitos).
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Mediante la construcción de hipótesis biológicas iniciales que describen las funciones de rutas de señalización 
celulares particulares en el establecimiento del fenotipo de la enfermedad, después se pueden remarcar unos pocos 
módulos celulares funcionales como dianas para intervenciones terapéuticas relevantes. Estos módulos pueden ser, 
por ejemplo, la regulación de la expresión de genes, la maduración/degradación de una proteína o el control de una 
proliferación de tipo celular específico. Por lo tanto, basándose en este modelo dinámico de la enfermedad, se 5
puede formular una propuesta de tratamientos combinatorios dirigidos a invertir este estado de la enfermedad.

Esquemáticamente, el planteamiento de los autores de la invención no consiste en el tratamiento de marcadores 
individuales, sino en el análisis estadístico de grupos de genes en las rutas, validación de estos resultados en otro 
conjunto de datos (p. ej., datos de transcriptoma) y organización de rutas emergentes en un modelo jerárquico para 
el cribado in silico de potenciales moléculas pequeñas reguladoras.10

Cribado in silico de fármacos  que se dirigen al modelo dinámico

Una vez que se ha establecido un modelo de la enfermedad, se puede llevar a cabo un cribado de fármacos, virtual, 
es decir, in silico, típicamente asistido por ordenador, que afectan al modelo. En una realización preferida, el cribado 
se hace a partir de una biblioteca de fármacos aprobados, incluyendo genéricos. Realmente, la pleiotropía de 
proteínas, que significa que una sola proteína puede tener varias funciones diferentes, podría explicar en parte la 15
toxicidad de fármacos incluso para moléculas muy específicas, pero también podría conducir a la posibilidad de 
reusar la misma molécula para múltiples indicaciones diferentes. 

Dichas bibliotecas están disponibles, tales como LOPAC1280™ (Sigma Aldrich, 
http://www.sigmaaldrich.com/Area_of_Intercst/Chemistry/Drug_Discovery/Validation_
Libraries/Lopac1280home.html), la UWCCC Small Molecule Screening Facility de la Universidad de Wisconsin 20
(http://hts.wisc.edu/Libraries.htm), la Spectrum Collection, la US Drug Collection o la NINDS Collection de 
MicroSource Discovery Systems, Inc. (http://www.msdiscovery.com/).

Típicamente, el cribado comprende la selección de fármacos que se sabe que interaccionan con una diana o ruta 
contenida en el modelo dinámico de la enfermedad.

En una realización preferida, el cribado se hace de fármacos que se dirigen a módulos celulares funcionales 25
identificados como relevantes para intervenciones terapéuticas durante la etapa precedente.

Con el fin de definir posibles combinaciones y acciones, se presuponen hipótesis sobre el uso y el efecto de dichos 
fármacos seleccionados basándose en sus actividades conocidas, y en los posibles efectos sinérgicos según las 
respectivas dianas de estos fármacos.

La realización de estas etapas produjo fácilmente una primera lista de fármacos genéricos y combinaciones de los 30
mismos, para ensayar en modelos biológicos de la enfermedad.

Ensayo en modelos biológicos

El ensayo típicamente se lleva a cabo en un modelo de la enfermedad in vitro (p. ej. celular) y/o in vivo (p. ej., animal 
transgénico). El ensayo in vitro se usa para la evaluación inicial de la potencial eficacia de fármacos aprobados 
seleccionados, p. ej., para modular los niveles de expresión de una diana relevante del modelo de enfermedad. Esto 35
se puede ensayar mediante una serie de planteamientos conocidos en la técnica, usando cultivo celular y sistemas 
de lectura adecuados.

Se ensayan fármacos, que muestran actividad individualmente, como combinaciones, en diferentes concentraciones, 
con el fin de encontrar efectos sinérgicos. La combinación de los fármacos produce una matriz de múltiples mezclas, 
que contienen fármacos tanto en una variedad de concentraciones como de proporciones. El análisis de los 40
resultados obtenidos con las combinaciones y de forma individual se lleva a cabo por programas de ordenador tales 
como el software CalcuSyn. Este programa permite discriminar entre las combinaciones que proporcionan efecto 
equivalente (aditivo), peor (antagonismo) o más que aditivo (sinergia).

En una realización, cada compuesto de ensayo se pone en contacto, solo o en combinación, con un cultivo celular
que expresa la diana de interés, y se mide el efecto de dicho contacto.45

En una realización, el estudio de compuestos de ensayo valiosos se complementa por experimentos con 
micromatrices (Vigo 2005; Shworer 2003). Estos experimentos también pueden ayudar a poner de manifiesto 
nuevas rutas moleculares a las que se pueden dirigir los fármacos.

El método de la invención también puede comprender una etapa adicional para confirmar el estudio in vitro que 
consiste en volver a ensayar los fármacos y combinaciones con éxito en un “entorno patológico” específico, tal como 50
células aisladas de un modelo animal transgénico de la enfermedad seleccionada. Esta etapa asegura que los 
fármacos activos en células normales todavía son operativos en células del modelo de enfermedad.

Los compuestos o combinaciones de compuestos que modulan en más de 10%, 20% o preferiblemente 50% la 
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expresión de la diana, se seleccionan y se pueden usar para ensayos adicionales in vivo usando modelos animales 
de la enfermedad.

En una realización particular, los estudios in vivo adicionales de confirmación se pueden llevar a cabo para ensayar 
la eficacia del fármaco o combinación de fármacos a nivel del organismo, para determinar el mejor modo de 
administración, y si es necesario, llevar a cabo análisis farmacocinéticos iniciales para las mezclas de fármacos 5
resultantes. Todas estas etapas se realizan con el fin de obtener fármacos o combinaciones de reposición validados.

El modelo animal para los estudios in vivo puede estar ya disponible o puede crearse para este ensayo de acuerdo 
con técnicas bien conocidas por un experto en la técnica.

En una realización, cada compuesto de ensayo seleccionado se administra, solo o en combinación, a un modelo de 
animal transgénico de la enfermedad seleccionada y se mide el efecto biológico.10

En una realización preferida, el efecto biológico es la modulación de la expresión de un gen diana.

Dependiendo del tipo de tratamiento se aplican diferentes ensayos estadísticos para el análisis de datos. Los datos 
obtenidos con los fármacos individuales se someten a ANOVA seguido de ensayos de comparación múltiples. Para 
los datos obtenidos con fármacos administrados en combinaciones, se evalúa sistemáticamente una búsqueda de 
actividad aditiva o supraaditiva, usando uno de los planteamientos más usados en el campo: el método del índice de 15
combinación (Chou et al. 1984, con el software CalcuSyn de Biosoft, Ferguson, MO) o análisis SSI (Lopez-Munoz, 
1994) o el método isobolográfico (Tallarida et al. 1989, 1997).

Se seleccionan compuestos o combinaciones de compuestos que modulan más de 10%, 20% o preferiblemente 
50% de la expresión de la diana o que producen un efecto terapéutico estadísticamente significativo en el modelo 
animal.20

Como se ha descrito antes, la invención permite el reposicionamiento de fármacos aprobados para usar en nuevas 
indicaciones terapéuticas. Este método eficaz y biológicamente relevante se puede usar para el reposicionamiento 
de fármacos para cualquier tipo de enfermedad y se cree que la presente solicitud proporciona una nueva estrategia 
para abordar necesidades médicas no satisfechas.

Los siguientes ejemplos se dan con fines ilustrativos y no a modo de limitación.25

Ejemplo 1. Reposicionamiento de fármacos en la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT)

1.1: Selección de la enfermedad: La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT)

La enfermedad de CMT es una polineuropatía periférica genética huérfana. Afecta a aproximadamente 1 de 2.500 
individuos, siendo esta enfermedad el trastorno hereditario más común del sistema nervioso periférico. Su inicio 
típicamente se produce durante la primera o segunda década de vida, aunque se puede detectar en la infancia. La 30
evolución de la enfermedad es crónica con degeneración neuromuscular gradual. La enfermedad es incapacitante 
con casos que van acompañados de dolor neurológico e incapacidad muscular extrema. La CMT es una de las 
patologías genéticas mejor estudiadas con aproximadamente 30.000 casos en Francia. Se han implicado dos 
docenas de genes en diferentes formas de esta enfermedad, pero la mayoría de los pacientes (forma CMT1A) 
albergan una duplicación de un fragmento del cromosoma 17 que contiene un gen de la mielina importante: PMP22. 35
Aunque es de origen monogénico, esta patología manifiesta heterogeneidad clínica debido a posibles genes 
moduladores.

Existen varios modelos animales para esta enfermedad. En uno de ellos (ratón con exceso de expresión de PMP22 
condicional), la enfermedad se invierte una vez que se ha normalizado la expresión de PMP22. Los genes mutados 
en los pacientes con CMT se agrupan alrededor de rutas moleculares estrechamente conectadas que afectan a la 40
diferenciación de células de Schwann o neuronas o que cambian la interacción de estas células en los nervios 
periféricos. Se mostró que bloqueadores del receptor de progesterona y el ácido ascórbico mejoran las 
características clínicas en los modelos animales de CMT.

Están en marcha al menos tres ensayos clínicos humanos para terapia con dosis grandes de vitamina C. Todavía es 
difícil esperar que esta molécula sola pudiera ser muy eficaz y universal en el tratamiento de esta neuropatía. 45
Encontrar moléculas que regulen por disminución PMP22 o moléculas que compensen el efecto del exceso de 
expresión de PMP22 requerirá la acción en diferentes rutas.

1.2: Construcción de un modelo dinámico de la enfermedad de CMT

La CMT1A se podría definir como una enfermedad de dosis de genes provocada por el exceso de expresión más 
bien modesto, de 1,5 veces de una proteína PMP22 normal en células de Schwann heterocigotas para la duplicación 50
(en algunos casos raros, el fenotipo de tipo CMT1A también puede conectarse con mutaciones estructurales en la 
proteína PMP22) (Lupski et al., 1992; Suter et al., 1992; Roa et al., 1993; Thomas et al., 1997; Suter y Scherer, 
2003; Nave y Sereda, 2007). Esta conclusión está apoyada por una serie de observaciones clínicas y 
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experimentales. Primero, la duplicación genómica homocigótica conduce a una forma más agravada de la 
enfermedad, mientras que individuos con una eliminación del gen PMP22 (haploinsuficiencia) desarrollan una forma 
de la enfermedad más leve (HNPP) (Lupski et al., 1991; Chance et al., 1993; Li et al., 2004). La prueba directa de 
que la administración del gen PMP22 anormal es suficiente para causar un fenotipo similar a CMT1A se proporcionó 
mediante experimentos transgénicos en modelos de roedores con exceso de expresión de la proteína PMP22 5
(Niemann et al., 1999; Perea et al., 2001; Robaglia-Schlupp et al., 2002; Meyer et al., 2006; Sereda y Nave, 2006). 
Por consiguiente, las intervenciones terapéuticas que disminuyen esta expresión en los animales transgénicos 
mejoraban o ralentizaban el avance del fenotipo de la enfermedad (Sereda et al., 2003; Passage et al., 2004; Meyer 
zu Horste et al., 2007).

Los datos experimentales existentes indican que la proteína PMP22 no es solo componente estructural de las vainas 10
de mielina, sino que tiene también una función reguladora en las células de Schwann. El mecanismo exacto que 
conecta el nivel anómalo de la proteína con una modificación de sus funciones en una célula glial de CMT1A 
mutante no se entiende del todo, pero están empezando a surgir algunos mecanismos celulares que explican sus 
efectos perjudiciales en la biología de las células de Schwann.

Así pues, la proteína PMP22 interacciona con otra proteína estructural de la mielina P0, y por lo tanto, la relación de 15
proteínas PMP22/P0 alterada puede influir en la compactación de las vainas de mielina (Vallat et al., 1996; D'Urso et 
al., 1999). Como se demostró mediante estudios in vitro, la proteína PMP22 también está implicada en la regulación 
de la expansión de células en una forma dependiente de Rho y por lo tanto podría afectar a la formación de vainas
de los axones (Brancolini et al., 1999). Además, PMP22 forma complejos con integrinas α6ß4 y podría mediar la 
interacción de las células de Schwann con la matriz extracelular (Amici et al., 2006; Amici et al., 2007). Puesto que la 20
señalización de integrinas es crucial para el desarrollo adecuados de los axones mielinizados, la modificación de los 
complejos de integrina por la proteína PMP22 en las células de Schwann en la forma CMT1A podría ser otro 
mecanismo celular que contribuye a sus acciones patológicas (Feltri et al., 2002; Berti et al., 2006). Es interesante 
que los nervios desmielinizados en los pacientes con CMT1A tienen una composición anormal de la matriz 
extracelular, señalando que las interacciones de las células de Schwann-matriz extracelular anormales pueden estar 25
estrechamente relacionadas con un desarrollo del fenotipo de la enfermedad (Palumbo et al., 2002). Además, el 
nivel aumentado de la proteína PMP22 puede alterar la ruta de reciclado de endosomas de la membrana plasmática 
regulada por Arf6 y conducir a la acumulación de PMP22 en los endosomas tardíos (Chies et al., 2003). También se 
demostró, tanto en células cultivadas como in vivo en ratones transgénicos, que la proteína PMP22 expresada en 
exceso forma agregados de proteína ubiquitinada intracelular. Estos descubrimientos indican que la proteína PMP22 30
expresada en exceso está mal plegada, altera la clasificación de proteínas intracelulares y sobrecarga la maquinaria 
de degradación de proteínas en las células de Schwann (Notterpek et al., 1997; Tobler et al., 2002; Fortun et al., 
2003; Fortun et al., 2006; Fortun et al., 2007; Khajavi et al., 2007).

En todos los roedores con PMP22 mutante, con dosis del gen PMP22 aumentadas o disminuidas o mutaciones 
puntuales que afectan al gen PMP22, se detectaron una mayor proliferación y apoptosis de células de Schwann que 35
demostraba que la señalización por la proteína PMP22 alterada está directamente implicada en el control de la 
proliferación celular y muerte celular programada (Sancho et al., 2001; Atanasoski et al., 2002). Finalmente, se 
mostró que la proteína PMP22 mutante provoca una reorganización profunda y la expresión aberrante de los 
canales iónicos axonales (Ulzheimer et al., 2004; Devaux y Scherer, 2005).

La hipótesis de trabajo de los autores de la invención postula que una amplia variedad de defectos subcelulares 40
inducidos por la proteína PMP22 expresada en exceso (o mutante) en células de Schwann, incluyendo, pero no 
limitado a la mielinización anómala, podría alterar la interacción axón-glia necesaria para la función y supervivencia 
de axones. Esto finalmente conduce a la pérdida de axones, la característica patológica clínicamente más relevante 
compartida por todas las subformas de la enfermedad de CMT.

Es interesante que además de la biología de las células de Schwann e interacciones axón-glía alteradas, 45
recientemente se ha demostrado la posibilidad de la implicación del sistema inmunitario en la patología de la CMT1. 
En concreto, se confirmó una función patológica de los linfocitos CD8+ y macrófagos que infiltran nervios 
desmielinizados en modelos de ratones, donde manipulaciones genéticas que eliminaban linfocitos T funcionales o 
disminuían la activación de macrófagos, reducían sustancialmente la patología de la mielina (Mäurer et al., 2002; 
Kobsar et al., 2005). Aunque la posibilidad de la implicación del sistema inmunitario en la desmielinización en seres 50
humanos no se ha evaluado sistemáticamente, estos datos proporcionan directrices útiles para futuros estudios
clínicos en pacientes de CMT.

La minería de datos públicamente disponibles, que describen mecanismos moleculares y manifestaciones 
patológicas de la enfermedad de CMT1A, permite priorizar unos pocos módulos celulares funcionales, regulación 
transcripcional del gen PMP22, plegado/degradación de la proteína PMP22, proliferación y apoptosis de células de 55
Schwann, deposición y remodelado de la ECM, respuesta inmunitaria, como dianas para intervenciones terapéuticas 
relevantes para la CMT. Por ejemplo, la regulación transcripcional por disminución del gen PMP22 representa una 
estrategia razonable para el tratamiento terapéutico de pacientes con CMT1A (Sereda et al., 2003; Passage et al., 
2004). Datos experimentales apoyan la prueba de que la expresión de la proteína PMP22 es regulada por la 
progesterona nuclear y receptores glucocorticoides y por los receptores de GABA A y GABA B en células de 60
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Schwann de ratas (Robert et al., 2001; Schumacher et al., 2001; Melcangi et al., 2005). Experimentos de prueba de 
concepto con al antagonista del receptor de progesterona onapristona en un modelo de rata de CMT1A transgénica 
para PMP22 mostró que el tratamiento con antiprogestina disminuía la expresión de la proteína PMP22 en roedores 
transgénicos y mejoraba significativamente síntomas clínicos en animales tratados con fármacos comparado con 
controles tratados con placebo (Meyer zu Horste et al., 2007).5

1.3: Cribado virtual de fármacos aprobados que se dirigen al modelo dinámico de la enfermedad de CMT

En el caso de la CMT, se ha seguido la construcción inicial del modelo dinámico de patología de CMT por una 
selección de fármacos genéricos comercializados dirigidos a la regulación funcional de rutas celulares relevantes 
para la enfermedad de CMT1A.

En este contexto, se seleccionaron varios fármacos genéricos, antagonistas/agonistas que regulan directamente la 10
actividad de receptores de progesterona, fármacos que modulan la síntesis de esteroides, ligandos naturales para 
receptores nucleares y de GABA A o fármacos que afectan al estado conformacional de complejos de receptores 
nucleares y su interacción con ligandos, como candidatos prometedores para el ensayo experimental (Le Bihan et 
al., 1998; Magnaghi et al., 2006). 

Otro modo factible de controlar la transcripción del gen PMP22 es la modulación del conjunto de cAMP intracelular 15
en las células de Schwann. Se demostró in vitro que la exposición de las células de Schwann a la forskolina 
aumenta la expresión de la proteína PMP22; además, se identificó un elemento silenciador, que inhibe la actividad 
transcripcional en ausencia de la estimulación del cAMP, en la región promotora del gen PMP22 (Sabéran-Djoneidi 
et al., 2000). El modelo de los autores de la invención también sugería que se puede explorar la modulación 
farmacéutica de los receptores expresados en células de Schwann y que se sabe que regulan el nivel intracelular de 20
cAMP (p. ej., receptores adrenérgicos o receptores muscarínicos), para la regulación transcripcional de la proteína 
PMP22 (Yasuda et al., 1988; Loreti et al., 2006; Kaya et al., 2007). En el siguiente nivel, la quinasa GSK-3β tiene 
una función principal en el control transcripcional de la proteína PMP22 a través de la regulación de la β-catenina, 
que sirve como un coactivador para el receptor de glucocorticoides que sustituye la CBP en células de Schwann 
(Fonte et al., 2005). El estado de fosforilación y, respectivamente, la actividad de la GSK-3β quinasa se podrían 25
modificar por varias rutas de señalización incluyendo los receptores adrenérgicos, serotoninérgicos y muscarínicos y 
proteína quinasa activada por AMP, para todos los cuales existen fármacos genéricos moduladores.

También se llevó a cabo la minería de datos similar para seleccionar fármacos genéricos que afectan otros procesos 
celulares alterados por la expresión aumentada de la proteína PMP22. Estos procedimientos están situados en rutas 
corriente abajo de la función de la proteína PMP22 y se podrían ensayar experimentalmente directamente en 30
modelos animales de neuropatía.

El cribado general dio 46 fármacos para ensayar en la siguiente etapa.

1.4: Ensayo en modelos biológicos

En el ejemplo específico de la CMT, se han llevado a cabo estudios in vitro para ensayar fármacos aprobados por su 
eficacia potencial para modular los niveles de expresión de PMP22. Como criterio de valoración principal para estos 35
experimentos, se estaba buscando la expresión del gen PMP22 y varios otros marcadores de mielinización después 
de tratamiento de cultivos de células de Schwann con fármacos elegidos.

Este estudio se llevó a cabo en un cultivo de células de Schwann (SC) de ratas sin manipulación genética primarias. 
El modelo de cultivo de SC se ha usado para estudiar la modulación de la expresión de proteínas de mielina durante 
procesos de proliferación y diferenciación de SC (Morgan 1991; Clive 1998; Ogata 2004), las rutas moleculares que 40
controlan la expresión de PMP22 (Magnaghi 2001, 2004) o las regulaciones transcripcionales y postranscripcionales 
de PMP22 y capacidad de formación de agresomas (Bosse 1999; Ryan 2002; Fortun 2007; Nobbio 2004; Notterpeck 
1999; Felitsyn 2007). Todos juntos, estos resultados impulsan a los autores de la invención a elegir el modelo 
sencillo con el fin de cribar la influencia de los fármacos seleccionados en la expresión de PMP22.

Se ensayaron 37 fármacos seleccionados en el modelo de cultivo celular de los autores de la invención. Se 45
cultivaron células de Schwann en un medio definido para promover la diferenciación, que es esencial para la 
expresión de la proteína mielina (Morgan 1991).

Después de incubar las SC con fármacos, se extrajo el ARN total y se cuantificaron los niveles de ARNm de PMP22 
usando sondas fluorescentes específicas Roche LightCycler® (sistema FRET). La modulación de los niveles de 
ARNm de PMP22 se normaliza en relación con la expresión del marcador del gen de “mantenimiento”. Todas las 50
condiciones de cultivo celular así como las cuantificaciones se hacen por triplicado.

En los casos en los que los fármacos ensayados individualmente no disminuyen los niveles de ARNm de PMP22, se 
combinan y ensayan como combinaciones suponiendo que todavía podrían actuar de forma sinérgica.

En conclusión, de los 37 fármacos ensayados, 11 eran positivos y disminuyeron eficazmente la expresión de 
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PMP22, 4 fármacos han mostrado una tendencia a la regulación por disminución estadísticamente significativa de la 
expresión de PMP22 y 5 fármacos eran capaces de regular por aumento la expresión de PMP22. Estos resultados 
(tabla 1) muestran que la estrategia propuesta es particularmente eficaz y relevante, puesto que aproximadamente 
30% de los fármacos que resultan del cribado virtual resultó que realmente expresaban la actividad biológica 
relevante.5

Fármacos totales 46

Ensayados in vitro 37

Regulados por disminución in vitro 11

Tendencia a la regulación por disminución in vitro 4

Regulados por aumento in vitro 5

Tabla 1. Resumen de los ensayos de fármacos

En la siguiente etapa, se ensayaron algunos de los compuestos en un modelo in vivo de rata de neuropatía CMT1A 
(Sereda et al., 1996). En el ensayo de comportamiento de la barra, los compuestos seleccionados demostraron una 
mejora significativa comparado con animales transgénicos con placebo.

Ejemplo 2. Reposicionamiento de fármacos en la enfermedad de Alzheimer (EA)10

En otro ejemplo de modelo, se ha llevado a cabo la construcción de un análisis integral de la patología de la 
enfermedad de Alzheimer. Se han identificado cuatro rutas diferentes. El cribado in silico dio 85 moléculas 
candidatas distintas, de las cuales 11 se habían estudiado en el modelo celular de muerte de axones inducida por el 
péptido amiloide Abeta, conduciendo a la selección de fármacos candidato. En este procedimiento, más de 25% de 
los fármacos ensayados eran positivos.15
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REIVINDICACIONES

1.- Un método de identificación de tratamientos combinatorios sinérgicos de una enfermedad seleccionada, 
comprendiendo el método las etapas de:

a) seleccionar una enfermedad que se va a tratar;

b) construir un modelo dinámico de la enfermedad que comprende:5

(i) usar análisis estadístico genético, proteómico y metabolómico multivariado de grupos de genes y 
establecer rutas asociadas con la enfermedad implicadas en la génesis y evolución de la enfermedad, 
siendo dichas rutas asociadas con la enfermedad dianas para el desarrollo de fármacos;

(ii) ensayar los datos de (i) en la asociación integral de las rutas y validar los resultados en otro conjunto 
de datos; y10

(iii) organizar las rutas emergentes en un modelo jerárquico y definir los mecanismos o las dianas 
celulares más relevantes mediante los cuales se puede corregir la enfermedad;

c) cribado orientado a la enfermedad in silico de fármacos aprobados para otras enfermedades que se dirigen a 
las rutas más relevantes implicadas en el modelo de b);

d) ensayar los fármacos seleccionados en c) solo o en combinación(es), en un moldeo biológico de la 15
enfermedad, para identificar combinaciones de fármacos aprobados biológicamente activos como candidatos 
para el tratamiento de dicha enfermedad seleccionada; y

e) seleccionar fármacos biológicamente activos identificados en d) según sus respectivas dianas en el modelo 
dinámico de la enfermedad definida en b), para definir tratamientos combinatorios sinérgicos que comprenden 
dichos fármacos.20

2.- El método de la reivindicación 1, en donde el tratamiento combinatorio definido en e) comprende dosis 
bajas de los fármacos seleccionados.

3.- El método de la reivindicación 1 o 2, en donde la enfermedad se selecciona de trastornos neurológicos, 
trastornos psiquiátricos, cánceres, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades cardiovasculares y enfermedades 
del metabolismo de lípidos, preferiblemente de enfermedades neurodegenerativas tales como las enfermedades de 25
Parkinson y Alzheimer, neuropatías y cánceres.

4.- El método de la reivindicación 3, en donde la enfermedad es la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth.

5.- El método de la reivindicación 1 o 4, en donde el modelo dinámico de la enfermedad se construye 
compilando datos experimentales publicados que describen el fenotipo de la enfermedad a niveles genómico, 
bioquímico, celular y/o de organismo.30

6.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el modelo se obtiene combinando la 
información disponible en una ruta lógicamente respaldada implicada en la génesis y evolución de la enfermedad.

7.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde a la etapa b) le sigue una etapa 
adicional de identificar rutas del modelo de la enfermedad que se podrían modular usando fármacos.

8.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde la etapa c) comprende la selección de 35
fármacos aprobados que se sabe que interaccionan con una diana o ruta contenida en el modelo dinámico de la 
enfermedad.

9.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde los fármacos seleccionados en la etapa 
c) se ensayan, solos y en combinación(es), en un modelo in vitro y/o in vivo de la enfermedad, en donde los 
fármacos que afectan a la expresión de una diana o la evolución de la enfermedad en el modelo se seleccionan 40
como combinación(es) de fármacos candidato(s).
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