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RESUMEN

La degeneracion macular asociada a la edad en su forma humeda (DMAE humeda) es una de las principales
causas de pérdida de vision irreversible en paises desarrollados. En su fisiopatologia, la neovascularizacion coroidea
mediada por el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF-A) representa un elemento clave. El presente trabajo
tiene como objetivo comparar las interacciones proteina-proteina entre distintos farmacos anti-VEGF y la proteina
VEGF-A, utilizando herramientas de modelado estructural y acoplamiento molecular (docking). Para ello, se
obtuvieron y refinaron las estructuras tridimensionales de los principales agentes terapéuticos (Bevacizumab®,
Ranibizumab®, Aflibercept®, Brolucizumab®, Faricimab® y Abicipar®), mediante metodologias como el modelado por
homologia, modelado por fragmentos y ensamblaje estructural. Posteriormente, se identificaron los sitios activos
utilizando aprendizaje automatico con P2RANK, y se llevaron a cabo los andlisis de interaccion mediante el servidor
HADDOCK 2.4. Los resultados obtenidos permitieron evaluar la afinidad y estabilidad de los complejos formados, lo
cual podria contribuir a optimizar las estrategias terapéuticas actuales frente a la DMAE humeda, facilitando una

seleccidn racional de farmacos.

Palabras clave: In silico, interacciones proteina-proteina, anti-VEGF, VEGF-A, modelado molecular, DMAE himeda.

ABSTRACT

Wet age-related macular degeneration (wet AMD) is one of the leading causes of irreversible vision loss in
developed countries. In its pathophysiology, choroidal neovascularization mediated by vascular endothelial growth
factor A (VEGF-A) plays a key role. This study aims to compare protein—protein interactions between various anti-
VEGF drugs and the VEGF-A protein using structural modeling and molecular docking tools. To this end, the three-
dimensional structures of the main therapeutic agents (Bevacizumab®, Ranibizumab®, Aflibercept®, Brolucizumab®,
Faricimab®, and Abicipar®) were obtained and refined through methodologies such as homology modeling, fragment-
based modeling, and structural assembly. Active sites were then identified using machine learning with P2RANK, and
interaction analyses were performed using the HADDOCK 2.4 server. The results allowed the assessment of the affinity
and stability of the resulting complexes, which may contribute to the optimization of current therapeutic strategies

against wet AMD and support the rational selection of anti-VEGF drugs.

Keywords: In silico, protein-protein interactions, anti-VEGF, VEGF-A, molecular modelling, wet AMD.
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INTRODUCCION

1. Elsistema visual

El sistema visual es el encargado de adquirir informaciéon del entorno en forma de luz, analizarla e
interpretarla. El proceso de vision y percepcion visual engloba un complejo sistema de estructuras, cada una de las
cuales esta designada para un propdsito especifico. La organizacion de cada una de esas estructuras, les permite llevar

a cabo su funcidn especifica [1].

El sistema visual esta conformado por el globo ocular, la via y la corteza visual. La integracidn de los tres
soporta el conjunto de las funciones visuales. El globo ocular es una esfera de 26-28 milimetros de diametro formada
por tres capas que son de dentro a fuera: retina, Uvea (dividida a su vez en coroides, cuerpo ciliar e iris) y esclerdtica
[2] (Figura 1) . La informacidn Optica ingresa al globo ocular en forma de sefiales electromagnéticas, las cuales son
recibidas y transducidas por los fotorreceptores de la retina en impulsos nerviosos, para posteriormente transmitirse
por la via hacia la corteza visual, donde tienen lugar la sensopercepcion de las imdagenes y la interpretacion de

elementos como la forma, la profundidad, el color y el movimiento [3].
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Figura 1: Anatomia del ojo dividida en segmentos diferenciados (anterior, intermedio y posterior). Detalle de

las capas que conforman la zona macular (retina, coroides y esclera) [4].
1.1. Laretina

La retina es una membrana fina, incolora y transparente. Se trata de la capa mas interna. Externamente la
rodean dos capas, la coroides para alimentarla y la esclerdtica para protegerla, mientras que internamente delimita
con el cuerpo vitreo [2]. Esta especializada en recoger, elaborar y transmitir, a través el nervio dptico los impulsos

nerviosos visuales hacia el cerebro.



Estd formada por una serie de células que se relacionan entre si y se organizan formando una sucesion de
capas. La capa mas superficial es el epitelio pigmentario, compuesto por una monocapa de células epiteliales. Su
funcién es proporcionar una membrana reflectante de las radiaciones luminosas y, por otro lado, fagocitar las
porciones apicales degradadas de los conos y bastones. Por debajo de esta se sitla una tunica nerviosa en la que
podemos destacar varios tipos celulares [5]: fotorreceptores (captan la luz y la transforman en impulsos eléctricos),
células horizontales (modulan la transmisidn sindptica entre los fotorreceptores y las células bipolares), células
bipolares (actiian como un puente entre los fotorreceptores y células ganglionares, pudiendo distinguir entre células
bipolares para los conos y para los bastones respectivamente, segun el tipo celular con el que hagan sinapsis), células
amacrinas (conectan las células bipolares con las ganglionares, modulando su excitacién) y las células ganglionares
(son las que en ultima instancia mandan el impulso sinaptico al sistema nervioso central a través del nervio 6ptico)
[6]. Por ultimo, cabe destacar una capa de células de sostén o gliales, conocidas como células de Miiller, las cuales
crean un soporte fisico para los elementos neuronales gracias a su morfologia alargada y con numerosas expansiones

citoplasmaticas. Ademas, sintetizan y almacenan glucégeno, y ceden glucosa a las células nerviosas. [5] (Figura 2).
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Figura 2. Representacion de las capas celulares que conforman la retina, la cual se encuentra delimitada por
la coroides (externamente) y el cuerpo vitreo (internamente). De fuera a dentro podemos diferenciar el epitelio
pigmentario de la retina (EPR) y una tunica nerviosa compuesta por varios tipos celulares: los fotorrecceptores (PR),
células horizontales, bipolares, amacrinas y ganglionares. Finalmente, la membrana limitante interna es la frontera

entre la retina y el cuerpo vitreo, y estd formada por las placas basales de las células de Miller [7].
1.1.1. Fotorreceptores

La vision y formacidn de imagenes en vertebrados, esta mediada por dos tipos de fotorreceptores diferentes
segln su morfologia y funciones: conos y bastones. Se tratan de células especializadas en el proceso de

fototransduccién en el cual sefiales luminosas desencadenan una sefial eléctrica en estas células fotorreceptoras [8]



Lo primero que cabe destacar es que presentan sensibilidades luminicas diferentes. Los bastones son muy
sensibles a la luz, pudiendo detectar fotones individuales. Es por esta razon que actian bajo condiciones de luz tenue.
Por otro lado, tenemos los conos, los cuales presentan una sensibilidad mucho menor, actuando por tanto en
condiciones de elevada luminosidad. Existen tres tipos de conos: sensibles al azul, verde y al rojo; pero sélo un tipo
de bastones: los sensibles al verde. Es por esta razén que solo podemos discriminar los colores cuando la luz es lo

suficientemente brillante como para provocar la estimulacién de los conos [9].

Ambos fotorreceptores emplean diferentes isoformas de multiples proteinas en la cascada de
fototransduccion. Su activacidn esta mediada por su respuesta a la luz. En este caso, la absorcion de un fotdn provoca
la isomerizaciéon de una molécula de fotopigmento (rodopsina o su equivalente en los conos) resultando en su
configuracién activa. Esta, activaciéon desencadena una cascada de sefializacion, que, en ultima instancia hidroliza el
mensajero citoplasmatico GMP ciclico. La reduccién en la concentracion de GMPc, provoca el cierre de los canales
ionicos, disminuyendo el flujo de cationes al interior celular y desencadenando respuesta eléctrica hiperpolarizante

de los fotorreceptores a la luz [10].

La retina humana presenta aproximadamente 125 millones de bastones y 7 millones de conos. El mayor
numero de conos se concentra en un area denominada macula, llegando a ser el Unico fotorreceptor en la fovea (zona

central de la macula). Por otro lado, los bastones se localizan en zonas mas periféricas de la retina [3].

1.1.2. Macula

La macula es una regidn especializada que se encuentra en el centro de la retina en primates superiores y
humanos. Se trata de la region con mayor discriminacion visual, y en ella predominan los conos (fotorreceptores
responsables de la vision en color). En esta zona, a diferencia de la regidn periférica de la retina, donde la luz que
llega debe atravesar varias capas de células neurales antes de alcanzar los fotorreceptores; existe una mayor
exposicion a la irradiacidn, ya que estas capas estan ausentes, lo cual contribuye a explicar este grado de agudeza
visual [11]. La mdcula comprende menos del 4% del area retiniana total, sin embargo, es la responsable de

practicamente toda nuestra vision fototdpica.

Estd dividida en diferentes regiones anatdmicas: la perifovea (zona de transicion entre la zona central
especializada y la periferia), presenta una alta vascularizacién, asi como un elevado ratio bastones: conos; la parafovea
caracterizada por presentar una densidad de vasos sanguineos relativamente baja y una disminucion en la ratio
bastones: conos; y finalmente tenemos la fovea, la cual podemos dividir en pendiente foveal y foveola. La pendiente
foveal presenta dos transiciones de gran importancia. Por un lado, pasamos de un area de la retina dominada por
bastones a otra dominada por conos, y, por otro lado, de un area vascularizada a otra avascularizada. Finalmente, la

foveola es el area mas central de la macula y presenta una elevada concentracion de conos [12] (Figura 3).
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Figura 3: Regiones anatomicas de la macula [12].

Cabe destacar que la macula esta abastecida por la vascularizacion retiniana, la cual presenta una
distribucion determinada. El ojo, es una estructura que ha evolucionado de forma que la densidad de capilares
sanguineos es limitada en la retina, a través de la cual debe pasar la luz para llegar a los fotorreceptores. Por otro
lado, se ha demostrado que la retina presenta una elevada demanda de oxigeno, sobre todo en el area macular. Por
lo que la alta demanda metabdlica de la zona y la escasa vascularizacion retiniana, contribuyen a la vulnerabilidad de

la macula a sufrir enfermedades vasculares [13].
1.2. Coroides

Se conoce como coroides a la parte posterior de la Uvea, la tunica intermedia del ojo [14]. Se extiende desde
los margenes del nervio éptico hasta la pars plana, donde continua hacia la parte anterior, donde pasa a ser el cuerpo
ciliar. Anatdmicamente se compone de 5 capas, pudiendo distinguir de dentro a fuera: la membrana de Bruch, la
coriocapilar, la capa de Sattler (donde se encuentran los vasos de tamafio mediano), la capa de Haller (donde se

localizan los vasos grandes) y la ldmina supracoroidea.
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Figura 1. (A) Histologia de la coroides. Representacion esquematica de sus capas [15]. (B) Seccidn de la retina
externa y coroides de un primate. EPR: epitelio pigmentario de la retina; CC: coroides capilar; SL: capa de Sattler; HL:

capa de Haller [16].



Se trata de una estructura vascular esencial para suministrar nutrientes y oxigeno a la retina [17], ya que, a
pesar de la prominencia de los vasos sanguineos retinianos, la coroides es su principal suministro de sangre [14].
Ademas, elimina tanto desechos como células muertas provenientes de los fotorreceptores y de las capas mas
externas de la retina [17]. Presenta otras funciones como pueden ser la termorregulacion, liberacion de factores de

crecimiento o el ajuste de la posicion de la retina a través de cambios en el grosor coroidal. Sin embargo, a pesar [14].

Las células endoteliales de la coriocapilar, expresan receptores para los factores de crecimiento endotelial
vascular (VEGF-1 y 2), asi como moléculas de adhesién intracelular- 1 (ICAM-1), responsables de la adhesién de
leucocitos a través de las integrinas [18]. Las células del epitelio pigmentario secretan el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) de forma basal hacia la coriocapilar, en donde se expresan sus correspondientes receptores
[19]. Ademas, teniendo en cuenta la naturaleza vascular de la coroides, es de esperar que, en esta, también se dé la
sintesis de factores de crecimiento relacionados con la angiogénesis, como pueden ser el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) o el factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) [20]. Estos factores son los
responsables de alteraciones en la neovascularizacidn, lo cual esta relacionado con patologias como la degeneracidn

macular asociada a la edad [14].
2. Patologias de la retina y la macula.

La degeneracion retiniana y macular son las principales causas de discapacidad visual, y conllevan una

importante carga tanto econdmica como social a nivel mundial [21].

La retina esta abastecida por un sistema de suministro Unico, solucién a la necesidad de eliminar los vasos
sanguineos inmediatamente anteriores a los segmentos externos de los fotorreceptores. Esto constituye, por un lado,
una adaptacion clave para la funcidn visual, ya que los eritrocitos que circulan por los vasos sanguineos contienen
hemoglobina, la cual absorbe la luz; pero por otro, un desafio importante para el suministro de oxigeno y nutrientes

a los fotorreceptores, desafio que se intensifica si tenemos en cuenta su alta actividad metabdlica.

La circulacidn coroidea resuelve este problema gracias a su flujo sanguineo extremadamente alto y a la
formacidén de la coroicapilaris, un denso plexo de capilares que permite que el plasma bafie el epitelio pigmentario
de la retina (EPR). Sin embargo, dado que las exigencias del EPR y las células vasculares retinianas son altas, estas
presentan una elevada vulnerabilidad a enfermedades. Estas patologias se clasifican como enfermedades vasculares

retinianas, mientras que aquellas que afectan al RPE pueden dar lugar a enfermedades vasculares coroideas.

Una de las principales consecuencias de estas patologias es la neovascularizacién. Existen dos tipos de
neovascularizacion que afectan a la retina: neovascularizacién retiniana (tiene lugar en un grupo de enfermedades
conocidas como retinopatias isquémicas) y la neovascularizacién subretiniana y coroidea, la cual se da en
enfermedades de la retina externa y la membrana de Bruch, siendo la mas comun la degeneracidn macular asociada

a la edad (DMAE) [22].



2.1. Degeneracion Macular Asociada a la Edad (DMAE).

La degeneracién macular asociada a la edad (DMAE) es la causa mas comun de pérdida progresiva de visidn
en paises desarrollados. Su prevalencia, aumenta con el envejecimiento de la poblacién [23]. Esta patologia engloba
una serie de lesiones que afectan a la parte posterior del ojo, concretamente la macula, una regién de la retina con

una elevada concentracidn de fotorreceptores, los cuales son responsables de la visidn central [4].

La severidad de los sintomas determina el estadio de la enfermedad, pudiendo diferenciar 3 formas:
temprana, intermedia y avanzada. La etapa temprana suele ser asintomatica, aunque se pueden detectar pequefios
depdsitos extracelulares amarillentos ricos en lipidos y proteinas llamados drusas. En la etapa intermedia, el tamafio
de estos depdsitos es mayor (> 125 um). Finalmente, la enfermedad puede evolucionar a dos estadios avanzados
diferenciados, dando lugar a la DMAE atrofica (seca) o a la DMAE exudativa (himeda). La DMAE seca se caracteriza
por una atrofia geografica avanzada. Este término se emplea para describir dreas en las que las células del epitelio
pigmentario de la retina, asi como fotorreceptoras han sido dafiadas completamente o han muerto [24]. Por otro
lado, la DMAE humeda o neovascular, se caracteriza principalmente por una neovascularizacion coroidea que

desencadena la pérdida de visidn [4] (Figura 5)

Healthy Early AMD Intermediate AAMD GA nAMD

Figura 5. Tomografias del fondo de ojo (panel superior) y tomografias de coherencia 6ptica (panel inferior)
de un individuo sano, DMAE temprana con moteado pigmentario (flechas negras), DMAE seca intermedia con drusas
(flechas blancas), atrofia geografica (GA, flechas azules) y DMAE neovascular (nDMAE) con neovascularizacion
coroidea y hemorragia (flechas rojas), que coinciden con liquido intrarretiniano (flecha amarilla) y subretiniano (flecha
verde). La barra negra indica la capa neural de la retina y el asterisco sefiala la capa del epitelio pigmentario de la

retina (EPR), ambas atroficas o ausentes en GA [24].

La DMAE se da como resultado de una interaccion multifactorial entre el metabolismo, la funcién celular, la
genética y el ambiente. La interaccidn de estos factores puede dar lugar a un entorno propicio para cambios
estructurales crénicos en la zona macular, afectando a la coriocapilar, membrana de Bruch, EPR y los fotorreceptores

[25].



Aunque la patogénesis de la enfermedad no se conoce completamente, diversos estudios indican que varios
mecanismos patogénicos a nivel tanto molecular como bioquimico pueden desencadenar la DMAE. Estos incluyen:
metabolismo andmalo de los lipidos, apoptosis, cambios estructurales en los segmentos externos de los
fotorreceptores, disfuncidn de los canales idnicos del EPR, alteraciones del sistema inmunoldgico, anomalias en la
matriz extracelular y dafio oxidativo [26]. El envejecimiento contribuye a la acumulacién de dafio oxidativo, el cual es
considerado como el principal desencadenante de enfermedades degenerativas relacionadas con la edad. Este estrés
oxidativo promueve la alteracion de diversas biomoléculas como proteinas, lipidos y ADN, asi como a la disfuncién
mitocondrial; generando epitopos especificos de oxidacidén, que son reconocidos como sefiales de dafo por el

sistema inmunoldgico, induciendo respuestas proinflamatorias [25].

Ambas formas de la enfermedad (exudativa y atrofica) se caracterizan por una inflamacién crénica. Esta
inflamacién local promueve la formacion de drusas, la alteracion de la membrana de Bruch, el desarrollo de
neovascularizacién coroidea y la degeneracidn del EPR [4]. La disfuncién y atrofia del EPR afectan a la salud de la capa
de fotorreceptores y por consecuencia al proceso de fototransduccién, lo cual conlleva en ultima instancia la
alteracion de la transmisidn de sefiales desde la retina al cerebro y da como resultado, la pérdida progresiva de la
vision [27] (Figura 6)
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Figura 6. Desarrollo de DMAE como consecuencia de la presencia de dafo oxidativo (ROS) y factores

inflamatorios [4].
2.1.1. DMAE tipo humeda o exudativa.

Esta variedad de la enfermedad no es la mas comun (afecta a un 10% de los pacientes con DMAE), sin

embrago, es la responsable del 90% de casos de pérdida de visién asociados a la patologia [23].

La DMAE tipo seca es la precursora de la DMAE tipo humeda. Una de las caracteristicas de la DMAE atrdfica
0 seca, es la drusogénesis o formacién de drusas, entre el EPR y la membrana de Bruch disminuyendo la perfusién
desde la coroides y desplazando el EPR y la capa de fotorreceptores, lo que provoca distorsién visual y muerte de los
fotorreceptores y células del EPR (atrofia geografica). Estas drusas no solo actian como una barrera mecénica, sino
que también activan el sistema inmune (son un estimulo para la activacién local del sistema del complemento),

induciendo inflamacién local. Como resultado de la fuerte actividad quemotiactica de los productos de la activacién
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del complemento, hay una afluencia de células inflamatorias, que pueden provocar un crecimiento adicional de las
drusas y finalmente, la muerte oxidativa de las células del EPR. Ademas, estos depdsitos extracelulares contribuyen
alaisquemia local de las células del EPR, lo que provoca a su vez la liberacién de estimulos angiogénicos y el desarrollo

de la neovascularizacion coroidea, dando lugar a la DMAE tipo humeda o exudativa [28] (Figura 7).

WAMD

ARM dAMD

" % Drusen

Wi,
Drusen

Figura 7. (A) Progresidn de una retina sana hacia una maculopatia asociada a la edad (ARM), caracterizada
por la presencia de pigmentacion anémala o drusas. (B) Degeneracion macular asociada a la edad seca (dAMD), donde
se puede apreciar la formacion de drusas, entre el EPR y la membrana de Bruch causando la muerte de
fotorreceptores y células del EPR. (C) Degeneracion macular asociada a la edad humeda (WAMD), la cual se identifica
por desprendimiento del EPR y/o neovascularizacion coroidea (CNV). La pérdida aguda de visidn puede ocurrir debido

a la acumulacién de liquido subretiniano y/o intrarretiniano [7].

En la DMAE tipo humeda las células del EPR producen cantidades excesivas de factores de crecimiento (entre
los que cabe destacar el VEGF) como respuesta no solo a los niveles de oxigeno, sino también a la inflamacién o la
presencia de estrés oxidativo, estimulando por tanto el crecimiento vascular. Un incremento en los niveles de estos
factores desencadena una neovascularizacidn coroidea, la cual se caracteriza por un crecimiento anormal de vasos
sanguineos desde la coroides hacia el EPR y regiones subretinianas avasculares [24]. Estos nuevos vasos sanguineos
inmaduros son permeables y provocan hemorragias, fugas de suero, acumulacién de liquido (edemas),

desprendimiento del EPR distorsién visual y finalmente, pérdida de vision central [26].

En la etapa final de la enfermedad, eventualmente se da una regresion de la neovascularizacion y cese de la
inflamacién. Esta etapa involutiva se caracteriza por procesos de cicatrizacién y fibrosis [7], los cuales acaban dando
lugar a una cicatriz macular atrofica (cicatriz disciforme), que posteriormente, causa dafio permanente e irreversible

a la visién central [29]. Si no se trata, la DMAE exudativa progresa de manera irreversible hacia la ceguera central [4].
2.1.2. Angiogénesis.

Una de las caracteristicas mas distintivas de la DMAE tipo humeda, es la elevada produccion de factores de
crecimiento por parte del ERP (principal regulador de la homeostasis angiogénica en la retina), macréfagos y el

sistema del complemento; lo cual estimula el crecimiento vascular [7].
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La formacién de vasos sanguineos se puede dividir en vasculogénesis y angiogénesis. La vasculogénesis
conlleva el desarrollo de vasos sanguineos de novo, asi como la diferenciacion de células endoteliales a partir de
angioblastos, lo cual tiene lugar en la embriogénesis; mientras que la angiogénesis, es el desarrollo de capilares
vasculares a partir de vasos sanguineos preexistentes, provocando una modificacién adicional de las redes vasculares.

Se trata de un proceso fundamental en la regeneracion de tejidos.

El proceso de angiogénesis es estimulado cuando los tejidos dafiados, hipdxicos o enfermos producen y
liberan factores de crecimiento (como el VEGF). Estos factores de crecimiento proangiogénicos estimulan la migracién
y proliferacion de células endoteliales desde los vasos preexistentes, dando lugar a la formacién de capilares

sanguineos que finalmente se estabilizan, generando los nuevos vasos sanguineos [24].

La circulacién retiniana requiere de la expresién del VEGF para mantener una vascularizacién sana. Sin
embargo, su expresion andmala, desencadena una angiogénesis anormal, la cual juega un papel fundamental en el
desarrollo de la neovascularizacidn coroidea que se da en el caso de la DMAE humeda [27]. Esta neovascularizacién

se puede dividir en 3 subtipos:

- Extrafoveal: la neovascularizacion se localiza entre 200 y 2500 um del centro geométrico de la zona

avascular de la fovea.

- Juxtafoveal: la neovascularizacidn estd restringida en un area de hasta 199 um del centro geométrico de

la zona avascular de la févea.

- Subfoveal: aqui la neovascularizacidn se da justo debajo del centro geométrico de la zona avascular de

la fovea [4].

Diversos estimulos pueden desencadenar una expresion anormal del VEGF, y, por tanto, angiogénesis.

Algunos ejemplos pueden ser la hipoxia y la inflamacion.

La retina presenta una alta actividad metabdlica y necesita un constante abastecimiento de nutrientes y
oxigeno, por lo que se requiere de un adecuado suministro sanguineo por parte de la coroides. Alteraciones como la
formacién de drusas o el engrosamiento de la membrana de Bruch, disminuyen la perfusién coroidea y el
abastecimiento de oxigeno, favoreciendo una situacion de hipoxia y de inflamacién, que es la que en ultima instancia

fomenta una angiogénesis andémala y la formacion de vasos sanguineos con fugas [24].
2.1.3. Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF).

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es el factor mas estudiado relacionado con la
neovascularizacién ocular. Se trata de un potente factor proangiogénico, inicialmente considerado un mitégeno

especifico para las células endoteliales. Presenta funciones fisiolégicas entre las que se encuentran la formacion ésea,
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la hematopoyesis, la cicatrizacion de heridas y el desarrollo de los sistemas vascular y linfatico. Ademas, este factor

se encuentra sobreexpresado en muchos tumores, contribuyendo a la angiogénesis tumoral [28].

El gen VEGF codifica para una familia de glicoproteinas cuya funcién principal es la formaciéon de novo de
vasos sanguineos (vasculogénesis), como ocurre en el desarrollo embrionario; asi como la formacién de vasos
sanguineos a partir de otros preexistentes (angiogénesis) [30]. En el caso de la DMAE tipo humeda el excesivo
crecimiento de vasos anormales se conoce como neovascularizacion coroidea. En ella, la familia de factores VEGF

juega un papel relevante.

La familia VEGF incluye al VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F y al factor de crecimiento
placentario (PIGF). Concretamente, el VEGF-A es un factor critico en la neovascularizacion coroidea, y la principal

diana de las terapias anti-VEGF [31].

En ojos sanos el VEGF producido por el ERP juega un papel muy importante en el desarrollo y mantenimiento
de la coriocapilar [22], asi como de la formacidn de sus fenestraciones caracteristicas [30]. De hecho, en experimentos
con ratones knockout para las isoformas del VEGF-A en las células del EPR, se pudo observar una rapida muerte de la
coriocapilar, seguida de la del EPR y los fotorreceptores [32]. Ademas, el VEGF también evita que las neuronas de la
retina entren en apoptosis en condiciones isquémicas [4]. Bajo estas condiciones, su produccién, incrementa la
expresion via el ERP del PEDF (factor derivado del epitelio pigmentario), un potente regulador negativo de la

angiogénesis.

En condiciones patoldgicas (como es el caso de la DMAE), la desregulacién del ERP, disminuye el papel
protector del PEDF. Diversos estudios han sefialado una disminucidon de PEDF en la coroides de ojos con DMAE, lo
que sugiere a su vez que, esta disminucidn en la interfaz coroides-membrana de Bruch-EPR favorece la creacion de
un espacio no restrictivo para la progresion hacia la DMAE neovascular [33] y provocando la activacidn, supervivencia

y proliferacién de nuevos vasos en la fovea [4].

En situaciones de hipoxia para la retina y la coroides se puede inducir una sobreexpresién del VEGF por parte
del ERP, promoviendo, por tanto, la formacién andmala de vasos sanguineos desde la coroides (principalmente) y la
retina (menos comun) [30]. Cuando las células se encuentran en condiciones de oxigeno escaso, activan la
transcripcion del factor inducible por hipoxia alfa 1 (HIF-1 alfa), lo que induce la liberacién de VEGF-A, el cual actla a
través de su unidn a tirosinas quinasas especificas (VEGFR-1 y VEGFR-2) ubicadas en las células endoteliales, siendo
el VEGFR-2 el mas importante para la angiogénesis. Por otro lado, el estrés oxidativo activa cascadas de sefalizacién

que también concluyen con una sobreexpresién del factor VEGF. [28].

Sélo la elevada expresion del VEGF por parte de las células del EPR no es suficiente como para causar la
neovascularizacién en algunos modelos preclinicos, es decir la fisiopatologia de la DMAE debe englobar mas causas

que sélo un incremento en la produccidn de VEGF-A por parte del ERP [34].

13



2.2.Prevalencia y datos de la DMAE.

La DMAE es una de las causas mas comunes de pérdida de vision irreversible en pacientes mayores de 65
afos. Se trata de la tercera causa de ceguera a nivel mundial [31], y la principal en paises desarrollados, con mayor
prevalencia entre europeos, en comparacién con poblaciones africanas, hispanicas y asiaticas. El nimero de afectados
por la DMAE a nivel mundial era de 196 millones en el afio 2020, y se espera que este incremente a 288 millones en
2040 como consecuencia del aumento en la esperanza de vida de la poblacidn, asi como por la occidentalizacion de

la dieta y el estilo de vida [35].

Diversos estudios epidemioldgicos han demostrado una fuerte correlacion positiva entre la prevalencia de
la DMAE y la edad de los individuos: BEAVER DAM (América) [36]; BLUE MOUNTAINS (Australia) [37]; y EUREYE, un

estudio en la poblacidn europea [38].

Existen diversos factores que juegan un papel importante en la determinacién de la predisposion de la DMAE.

Estos se pueden dividir en dos categorias:

- Factores de riesgo no modificables. Entre los que se encuentran: la edad avanzada; el género; la raza o
el color del iris (va relacionado con la cantidad de melanina presente, ya que una mayor cantidad de
este pigmento, permite absorber una mayor cantidad de luz, previniendo la produccion de ROS inducida
por la exposicion a esta, y disminuyendo la demanda metabdlica del ERP en individuos con iris oscuras

en comparacién con individuos de iris claros) [39].

- Factores de riesgo modificables. Entre los que tenemos: fumar, consumo de alcohol, el indice de masa

corporal y la dieta [40].

En cuanto a datos, en el caso de Europa, segun los resultados obtenidos en un metaanalisis, en el que se
incluian 42,080 sujetos de 10 paises europeos diferentes, la prevalencia para individuos de 70 afios o mas, fue de un
13.2% y 3.0% para la DMAE temprana y tardia respectivamente [41]. Por otro lado, en el caso de Espafia un estudio
en el que participaron 2132 individuos mayores de 65 afos, se obtuvieron resultados que reflejaban que la
prevalencia general de la DMAE era del 3.4%, y que esta aumentaba del 1.3% en individuos de entre 65 a 74 afios, al
8.5% en aquellos de 80 afios 0 mas. Ademas, se pudieron establecer cifras para el caso de la DMAE tipo humeda y
atrofica, siendo estas del 1.9% y 1.5% respectivamente. Si tenemos en cuenta que en Espaia hay alrededor de 7.5
millones de individuos mayores de 65 afios, el estudio sugiere que aproximadamente 255,000 individuos (3.4%)

padecen DMAE en nuestro pais [42].
3. Farmacos anti-VEGF

La terapia anti-VEGF es el tratamiento de referencia para la degeneracién macular himeda asociada a la

edad [43], ya que afecta a multiples vias patogénicas clave. El primer agente anti-VEGF aprobado para su uso en la
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DMAE humeda fue el Pegaptanib. Desde entonces, han surgido nuevas terapias anti-VEGF que han sustituido su uso,

como Bevacizumab®, Ranibizumab®, Aflibercept®, Brolucizumab® o Faricimab® [28].
3.1. Bevacizumab?®

Bevacizumab® es un anticuerpo monoclonal recombinante humanizado contra el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF-A) (Tabla 1). Esta inmunoglobulina humana G1 de tamafio completo de 149 kDa [44], se
une al dominio de unidén al receptor de todas las isoformas de VEGF-A, impidiendo la interaccion entre el VEGF-A 'y
sus receptores (FIt-1 y KDR) en la superficie de las células endoteliales, lo cual inicia la via de sefializacion intracelular
que conduce a la proliferacién de las células endoteliales y a la formacidon de nuevos vasos sanguineos, es decir,

Bevacizumab® inhibe la sefializacién proangiogénica al unirse a las diferentes isoformas del VEGF.

Este anticuerpo fue estudiado y disefiado inicialmente con el fin de desarrollar una terapia anti angiogénica
para tratar una variedad de tumores sdlidos. Tras su aprobacién por la FDA con este fin y su habilidad para inhibir la
neovascularizacion, Bevacizumab® gané acceso al campo de la oftalmologia, promoviéndose su uso off-label en el
tratamiento de varios tipos de patologias subretinianas, como la neovascularizacion coroidea (CNV) en la

degeneracién macular asociada a la edad [45].
3.2. Ranibizumab®

Ranibizumab® es un fragmento Fab (antigen-binding fragment) de 48 kDa del anticuerpo A4.6.1, precursor
de Bevacizumab®y uno de los cuatro anticuerpos del isotipo IgG1 que se une y neutraliza de manera mas efectiva los
diferentes isdmeros del VEGF-A [28] (Tabla 1). Este fragmento Fab originado partir de Bevacizumab®, presenta una
afinidad aumentada por el VEGF-A lo que le permite inhibir su interaccidon con los receptores presentes en la
superficie de las células endoteliales. De este modo, bloquea procesos fundamentales como la permeabilizacién
vascular o la neovascularizaciéon, ambos cruciales en la fisiopatologia de la DMAE tipo himeda. Ranibizumab® cuenta
con un unico sitio de union al VEGF, por lo que se requieren dos moléculas del farmaco para neutralizar

completamente un dimero de VEGF-A. Ademads, su menor tamafio molecular, facilita la difusién hacia la retina [46].
3.3. Aflibercept® (VEGF-Trap Eye)

Aflibercept® es una proteina de fusidon recombinante completamente humana de 115 kDa formado por el
segundo dominio de unién del VEGFR-1 y el tercer dominio de unién del VEGFR-2, que luego se fusionan con la regién
Fcde unalgGl humana [28]. Dado que VEGFR-1 posee una mayor afinidad por VEGF que VEGFR-2, los desarrolladores

de farmacos han utilizado sus secuencias de unién para VEGF Trap-eye.

Una diferencia funcional clave entre Aflibercept® y otros farmacos anti-VEGF actualmente en uso es su
capacidad para unirse e inhibir no solo a VEGF-A, sino también a PIGF-1, PIGF-2 y VEGF-B, factores que también estan
implicados en el remodelado vascular patolégico (Tabla 1). Esta accidn bloquea la interaccidn de los ligandos con los

receptores VEGFR-1 y VEGFR-2, suprimiendo la neovascularizacion y reduciendo la permeabilidad vascular.
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La evidencia experimental espalda que la inhibiciéon simultdnea de VEGF-B y PIGF reduce la
neovascularizacion coroidea (CNV) y sugiere que el PIGF actia de manera sinérgica con VEGF en la promocién de la

patologia vascular en la DMAE humeda [47].
3.4. Brolucizumab®

Brolucizumab® es un fragmento variable de cadena simple (scFv) humanizado que actia como un potente
inhibidor del VEGF-A (Tabla 1). Este scFv comprende los dominios de las cadenas ligera y pesada variables de un
anticuerpo monoclonal, unidos por un enlace flexible. Este tamafio reduce la inmunogenicidad, aumenta la

biodisponibilidad y permite mejor penetracidn en los tejidos oculares. [28].

Se trata de un inhibidor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) que actua sobre las principales
isoformas del VEGF-A. La inhibicion de estas isoformas reduce la proliferacién de células endoteliales, la

vascularizacién del tejido y la permeabilidad de los vasos sanguineos.

Fue creado mediante ingenieria farmacéutica a partir de fragmentos de anticuerpos de cadena simple (scFv)
completamente humanos, obtenidos de ADNc de bazo humano. Estos scFv demostraron ser altamente estables y
solubles. Posteriormente, se modificaron insertando regiones determinantes de complementariedad (CDR) derivadas
de un anticuerpo anti-VEGF de conejo, lo que permitié generar un scFv humanizado con alta afinidad por VEGF. El
resultado es Brolucizumab®, una molécula con un peso molecular de aproximadamente 26 kDa, siendo el anticuerpo

anti-VEGF mas pequefio evaluado en humanos [48].
3.5. Faricimab® (RG7716)

Faricimab® es el primer anticuerpo monoclonal biespecifico disefiado para uso intravitreo (Tabla 1), con un
peso molecular de 150 kDa y desarrollado mediante la tecnologia CrossMAb CH1-CL, que utiliza un mecanismo de
ensamblaje tipo "knob and hole" para permitir la correcta unién entre cadenas pesadas heterodiméricas. A diferencia
de los anticuerpos monospecificos tradicionales, Faricimab® cuenta con cadenas ligeras distintas en cada region Fab,

lo que le permite unirse simultdneamente a dos dianas terapéuticas: el VEGF-A y la angiopoyetina-2 (ANG-2).

Esta doble especificidad permite neutralizar y agotar de forma eficiente ambos factores proangiogénicos,
cuya coexpresion estd fuertemente implicada en la fisiopatologia de las enfermedades vasculares retinianas. El
bloqueo conjunto de VEGF-A y ANG-2 ha demostrado ser mas eficaz que la inhibicion individual, ya que reduce de
manera mas significativa el nimero de lesiones vasculares, la permeabilidad vascular y el edema retiniano y la pérdida

neuronal en modelos experimentales de neovascularizacion coroidea (CNV) [49].
3.6. Abicipar pegol® (AGN-150998)

Abicipar® es una proteina recombinante de la familia DARPin (Designed Ankyrin Repeat Protein) de 14 kDa

acoplada a una moiety de polietilenglicol (PEG) de 20 kDa, lo que da lugar a una molécula de 34 kDa (Tabla 1). Las
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proteinas DARPin se basan en repeticiones de anquirina presentes de forma natural en proteinas multifuncionales,
conocidas por su capacidad de interaccidon con multiples moléculas. En el caso de Abicipar®, su disefio incluye una
pila de repeticiones internas, flanqueadas por repeticiones terminales (N- y C-Caps) que estabilizan el ntcleo
hidrofébico de la proteina. La disposicidén especifica de aminoacidos en la superficie de estas repeticiones internas
forma un paratopo que permite la unidn altamente especifica y con gran afinidad a su proteina diana [50]. Esta
estructura, le permite unirse y neutralizar eficazmente al VEGF-A, en particular a VEGF-A1es, con una con una afinidad
y potencia comparables a las de Aflibercept®y superiores a las de Ranibizumab®y Bevacizumab®. Ademas, Abicipar
bloquea eficazmente tanto la angiogénesis como la permeabilidad vascular. Estos datos respaldan su uso como

tratamiento para enfermedades retinianas caracterizadas por neovascularizacion y fuga vascular. [51].

Tabla 1. Caracteristicas comerciales de los principales farmacos anti-VEGF A.

Frecuencia

. Mecanismo Perfil de . . Fase .
Farmaco de accién de sezuridad Ventajas Desventajas clinica Laboratorio
aplicacion 8
Anticuerpo Endoftalmitis Buen control Costoso,
. ® P (0.1-1.4%), . requiere Novartis,
Ranibizumab fragmentado Mensual ", visual a corto . . Aprobado
contra VEGE-A uveitis (O- lazo inyecciones Genentech
1.3%) P frecuentes
, R ’ Ri d
Proteina de Cada 8 Baja incidencia Intervalos ;\elsei(:c)se
fusién que de eventos mas largos " Regeneron
i ® ,
Aflibercept inhibe VEGF-A, s;n;izj;o tromboticos entre tror:ft;cc)rl(:’cos, Apgobado Bayer
VEGF-By PIGF (0.7-2.6%) inyecciones
temporal
Mayor
incidencia de
Anticuerpo . | ne, No aprobadlo L.
) R momcional enstfa o adversos Costo mis para'uso ocular, probado
Bevacizumab ant-VEGE-A segun sistémicos bajo posible menor (uso off- Genentech
(uso off-label) necesidad (24.1% vs 19% con5|stenc!23 en label)
formulacion
en
Ranibizumab®)
Fragmento de I.nﬂamaaon .
anticuerpo Cada 12 intraocular Mejor Alta incidencia
. ® . P semanas (4.7%), penetracion . - .
Brolucizumab anti-VEGF-A . ., X de inflamacion Aprobado Novartis
. después de oclusion enretinay .
(baja masa A . intraocular
molecular) dosis de carga vascular coroides
retiniana
Ri
Anticuerpo Baja incidencia Tratamiento otelrfziga(? de
L. ® biespecifico Cada 12-16 de inflamacion . p L Roche,
Faricimab . mas inflamacion Aprobado
contra VEGF-A semanas intraocular duradero ocular, aunque Genentech
Ang-2 1.2-2.09 !
y Ang ( %) bajo
Proteina Alta incidencia Menor Alta Fase Il
. Cada 6-8 de infl i6 f i infl i6
Abicipar® DARPIn que ada g inflamacion recuencia inflamacion (rechazada Allergan
inhibe VEGE-A semanas intraocular de ocular, rechazo or FDA)
(8.9%-15.4%) inyecciones por FDA P

4. Docking molecular

El docking molecular es uno de los métodos in silico basados en la estructura mas populares y exitosos

utilizado el disefio racional de farmacos, especialmente en las etapas iniciales del descubrimiento. Este enfoque,

17



permite identificar nuevos compuestos de interés terapéutico, asi como predecir cémo se posicionan e interaccionan

ligandos en los sitios activos de macromoléculas diana.

En la industria farmacéutica, su uso se ha consolidado como una de las metodologias mas potentes de la
quimica medicinal moderna, no solo para analizar relaciones estructura-actividad (SAR), sino también para
determinar datos farmacodindmicos (como la potencia, afinidad, eficacia y selectividad) y propiedades

farmacocinéticas (ADMET: absorcidn, distribucion, metabolismo, excrecién y toxicidad) [52].

Ademas de estas aplicaciones mas tradicionales, el docking se ha integrado en flujos de trabajo mas
complejos que incluyen dindmica molecular o inteligencia artificial. lo que amplia su utilidad en la prediccién de
efectos adversos, el disefio de compuestos multitarget y la identificacién de nuevos usos terapéuticos para moléculas

conocidas [53].

Sin embargo, es especialmente importante destacar el papel del docking molecular como paso previo
fundamental antes de llevar a cabo ensayos in vitro e in vivo. Esta técnica permite evaluar y priorizar compuestos en
funcién de su afinidad de unidn al ligando objetivo, descartando asi aquellos con baja probabilidad de éxito y
optimizando los recursos destinados al desarrollo experimental. En este contexto, el docking no solo orienta la sintesis

de nuevos candidatos, sino que valida estructuralmente su viabilidad como futuros agentes terapéuticos [54].
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ANTECEDENTES

Actualmente, la pérdida irreversible de la visidn representa uno de los principales desafios globales, no solo
desde el punto de vista médico, sino también socioecondémico. La degeneracidon macular asociada a la edad (DMAE)
ocupa el tercer lugar entre las causas mas comunes de ceguera a nivel mundial, después de las cataratas y el
glaucoma, y su prevalencia continia en aumento [55]. En 2020, se estimaba que 196 millones de personas padecian
DMAE, y se proyecta que esta cifra alcanzara los 288 millones para el afio 2040 [35]. Frente a este panorama, el

desarrollo de tratamientos eficaces constituye una prioridad urgente en el ambito de la salud publica.

El primer enfoque terapéutico propuesto, en la década de 1980, fue la fotocoagulacidon con laser, un
procedimiento que, si bien ofrecia cierto control de la enfermedad, conllevaba efectos secundarios severos.
Afortunadamente, a partir del siglo XXI, el descubrimiento de nuevas dianas moleculares y la validacién de agentes

terapéuticos innovadores han impulsado de forma significativa la evolucién del tratamiento de la DMAE [4].

En este contexto, dada la alta prevalencia de la enfermedad y la necesidad creciente de terapias mas eficaces
y seguras, el uso de herramientas computacionales como el docking molecular y otras técnicas de modelado
estructural se ha consolidado como una estrategia fundamental en las etapas iniciales del desarrollo farmacoldgico.
Estas metodologias permiten predecir, de manera rapida y rentable, la interaccion entre farmacos candidatos y sus
dianas moleculares, facilitando la seleccién racional de compuestos con mayor potencial terapéutico antes de avanzar

a estudios in vivo.

Actualmente, numerosos estudios han incorporado estas herramientas en sus metodologias con el objetivo
de predecir la eficacia de diferentes compuestos con potencial terapéutico en el tratamiento de diversas
enfermedades de elevada incidencia en la sociedad, como la tuberculosis [56] o el cancer [57]. Ademas, el uso de
estos enfoques permite encontrar las dianas moleculares correspondientes a diversos compuestos bioactivos, [58]
[59], asi como determinar su mecanismo molecular [60] [61]; lo cual puede ayudar en la creacién de nuevas terapias
especificas para distintas enfermedades. Por otro lado, en el campo de la nanotecnologia, avances recientes en
técnicas de modelado molecular, han permitido predecir la interaccién entre nanoparticulas como ZnO, CuO, Ag y Au

y macromoléculas de origen bioldgico [62]
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OBIJETIVOS

General:

Comparar las interacciones proteina-proteina entre distintos farmacos anti-VEGF y la proteina VEGF-A, mediante
técnicas de modelado estructural y acoplamiento molecular, con el fin de evaluar diferencias en afinidad, estabilidad
y caracteristicas estructurales que puedan influir en su eficacia terapéutica en el tratamiento de la degeneracion

macular asociada a la edad en su forma humeda (DMAE himeda).
Especificos:

- Obtener y preparar las estructuras cristalograficas de proteinas anti-VEGFA a partir del Protein Data Bank

(PDB), empleando herramientas de modelado estructural para su posterior analisis.

- Predecir la estructura tridimensional de proteinas anti-VEGFA no resueltas por cristalografia de rayos X,

utilizando la plataforma SWISS-MODEL.

- Ensamblar dominios estructurales de proteinas anti-VEGFA modeladas por homologia, asegurando la

integridad conformacional para su aplicacidn en estudios de acoplamiento molecular (docking).

- Detectarresiduos activos implicados en interacciones proteina-proteina mediante el software de aprendizaje

automatico P2Rank, con el fin de predecir sitios potenciales de unién.

- Analizar las interacciones proteina-proteina entre farmacos anti-VEGF y la proteina VEGF-A utilizando

HADDOCK, evaluando afinidad, estabilidad y propiedades estructurales de los complejos generados.
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MATERIALES Y METODOS

1. Bases de datos y seleccion de estructuras.

Se realizo la busqueda y seleccidn de las estructuras correspondientes a cada uno de los farmacos a analizar,
asi como de la proteina VEGF-A. Para ello, se utilizé |a base de datos Protein Data Bank (PDB, RCSB, Rutgers University,

NJ, USA) (https://www.rcsb.org/ accedido el 14 de octubre 2024) [63], desde la cual se descargaron las estructuras

completas de Bevacizumab® (PBD: 7V5N) y al VEGF-A (PDB: 1VPF) en formato .pdb (ver Tabla 2).

En el caso del resto de los fdrmacos, no se encontraron disponibles sus estructuras cristalograficas completas

en dicha base de datos. Por ello, fue necesario recurrir a enfoques alternativos para la obtencién de sus modelos.
2.  Obtencién de secuencias para modelado por homologia con SWISS-MODEL

Se obtuvieron las secuencias en formato FASTA correspondientes a los farmacos anti-VEGF con el fin de

realizar un modelado por homologia utilizando el servidor SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) [64], lo

que permitié generar sus respectivas estructuras tridimensionales en formato .pdb. Las secuencias fueron obtenidas,
por un lado, para Ranibizumab® (DB01270), desde la base de datos DrugBank (University of Alberta, Edmonton,
Canada) (https://go.drugbank.com/ accedido el 2 abril 2025) [65], y por otro para Brolucizumab® (D11083) y Abicipar

pegol® (D11517) a partir de la base de datos Kegg (Kyoto University Bioinformatics Center, Kyoto, Japan)
(https://www.genome.jp/kegg/ accedido el 13 Abril 2025) [66] (Tabla 2).

3. Modelado por fragmentos para la obtencion de Aflibercept®y Faricimab®

Como alternativa a las metodologias previamente descritas, se recurrié al modelado por fragmentos para los

farmacos Aflibercept®y Faricimab®.

En el caso de Aflibercept®, su estructura completa no se encuentra disponible en la base de datos Protein
Data Bank. Aunque su secuencia en formato FASTA esta registrada en DrugBank (DB08885), al introducirla en el
servidor SWISS-MODEL, ninguno de los modelos generados mediante modelado por homologia logré representar la
secuencia completa. Por esta razon, se optd por el modelado por fragmentos. Para ello, se consideré que Aflibercept®
es una proteina de fusidn recombinante completamente humana, compuesta por el segundo dominio de unidn del
receptor VEGFR-1, el tercer dominio de uniéon del VEGFR-2, y la region Fc de una inmunoglobulina G1 (IgG1) humana.

Con base en esta informacion, se procedid a buscar por separado la estructura de cada uno de sus componentes.

El dominio de unién 2 del VEGFR-1 (PDB: 5ABD) y la regidén Fc de una IgG1l humana (PDB: 5VGP) se
obtuvieron en formato .pdb desde la base de datos Protein Data Bank. En cuanto al dominio de unién 3 del VEGFR-2,
se extrajo su secuencia a partir de la proteina completa (P35968) disponible en UniProt (UniProt Consortium,

European Bioinformatics Institute, Hinxton, UK) (https://www.uniprot.org/ accedido el 4 de mayo 2025) [67]. Esta

secuencia, en formato FASTA, fue luego introducida en SWISS-MODEL para generar su estructura tridimensional.
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Por otro lado, para el caso de Faricimab®, tampoco se dispone de su estructura completa en la Protein Data
Bank. Si bien su secuencia en formato FASTA esta registrada en KEGG (D11516), los modelos obtenidos mediante
SWISS-MODEL tras introducir la secuencia completa sélo cubrian una porcidon muy limitada del total. Por ello, al igual
que con Aflibercept®, se opté por el modelado por fragmentos. En este caso, se contd con la secuencia individual en
formato FASTA de cada una de las cuatro cadenas que conforman el farmaco: cadena A (cadena pesada anti-VEGF),

cadena B (cadena pesada anti-Ang2), cadena C (cadena ligera anti-VEGF) y cadena D (cadena ligera anti-Ang2).
4. Refinamiento de estructuras y ensamblaje de dominios.

Se llevd a cabo un proceso de depuracidn estructural en algunas de las moléculas previamente obtenidas,
especificamente en aquellas descargadas directamente en formato .pdb desde la base de datos Protein Data Bank.
En muchos de estos archivos, ademas de la molécula de interés, se incluyen otras entidades (como ligandos, iones o
solventes cristalograficos) que pueden interferir en los analisis posteriores de interaccion molecular. Para la limpieza

de estas estructuras se utilizd el software Swiss-PDB Viewer (https://spdbv.unil.ch/) [68], una herramienta que

permite visualizar, editar y analizar estructuras en formato .pdb.

En el caso de Bevacizumab®, la estructura obtenida de la Protein Data Bank correspondia a un complejo con
un aptdmero de ADN. Por ello, se elimind la cadena correspondiente al aptdmero, asi como otras moléculas presentes
en el cristal, incluyendo 1,2-etanoediol, iones sulfato, imidazol y moléculas de agua (ver Tabla 2). Asimismo, se
limpiaron las estructuras correspondientes al dominio de unién 2 del VEGFR-1 (PDB: 5ABD vy a la regién Fc de I1gG1
humana (PDB: 5VGP), ambas también descargadas desde la Protein Data Bank y destinadas a la posterior construccién
del modelo de Aflibercept®. En estos casos, se eliminaron iones de sodio, cobre y sulfato en el dominio de union 2 del

VEGFR-1, asi como los oligosacéridos presentes en la Fc de la IgG1 humana.

Una vez completada la limpieza estructural, se procedid al ensamblaje de las cadenas constituyentes de
Faricimab®y de los dominios que componen Aflibercept®. Para ello, se utilizd6 PyMOL, un software de visualizacion y

edicidn de estructuras moleculares de cddigo abierto (https://www.pymol.org/) [69].

Durante este proceso, se observé que algunas cadenas parecian superponerse espacialmente al ser cargadas
en PyMOL. Esta situacién es comun en el modelado por fragmentos, ya que las coordenadas atdmicas de las
estructuras generadas por separado suelen estar centradas en el origen del sistema de coordenadas tridimensional
(0,0,0). Como resultado, al importar multiples cadenas independientes sin ajustes previos de orientacidn o posicidn
relativa, estas se visualizan solapadas. Este fendmeno es esperable y se resuelve posteriormente mediante

alineamiento y ensamblaje estructural adecuados.

Ante este problema, la mejor opcidn es alinear las cadenas segln una plantilla. Para ello se emplearon las

siguientes estructuras descargadas del Protein Data Bank como plantillas para modelar el Faricimab® [49]:

- (PDB: 4IML): Estructura de CrossFab anti-Ang2, que representa la porcidn de unién a Angiopoyetina-2.
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- (PDB: 1CZ8): Estructura de un Fab anti-VEGF, correspondiente a la porcion de unidn a VEGF-A.

- (PDB: 1HZH): Estructura de una IgG1 completa, utilizada para modelar la regidn Fc.

Estas estructuras se limpiaron empleando el programa Swiss-PDB Viewer y eliminando los oligosacaridos que
aparecen en el archivo (PDB: 1HZH) vy los ligandos que aparecen en los archivos (PDB: 1CZ8) y (PDB: 4IML). A
continuacidn, se cargaron todos los archivos (los correspondientes a las cadenas y a las plantillas) en Pymol, (my_A,
my_B, my_C, my_D, ref_Ang2, ref VEGF, ref_IgG) y se asignaron nombres de cadena Unicos a los modelos, para que

cada cadena esté representada por una Unica letra. Tras esto, ya se puede pasar al alineamiento de las estructuras.

En primer lugar, se selecciond una de las plantillas como referencia central para alinear las cadenas y el resto
de plantillas respecto a esta. La plantilla elegida como referencia fue la correspondiente a la estructura de la IgG1
(PDB: 1HZH), ya que contiene la regidén Fc completa y ademas es ideal como base para construir la geometria global
del anticuerpo. Una vez hecho esto, primero se alinearon las dos plantillas restantes: ref_Ang2 (PDB: 4IML)y ref VEGF
(PDB: 1CZ8) a la de referencia ref_IgG (PDB: 1HZH) y en segundo lugar las cadenas modelo (my_A, my_B, my_C, my_D)
a las plantillas ya alineadas. Para realizar este segundo paso, se deben de tener en cuenta las cadenas pesadas y
ligeras de cada plantilla para poder llevar a cabo el alineamiento correctamente. Tras esto, se obtuvo la estructura

final de Faricimab® (Tabla 2).

Por otro lado, en el caso de Aflibercept® se cargaron las estructuras correspondientes al dominio de unién 2
del VEGFR-1 (PDB: 5ABD), dominio de unién 3 del VEGFR-2 y Fc de una IgG1 humana (PDB: 5VGP) en el programa

UCFS Chimera (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) [70], donde teniendo en cuenta los residuos terminales de las

misma se llevd a cabo el ensamblaje de la estructura final (Tabla 2).

Tabla 2. Estructuras finales representativas de cada uno de los farmacos involucrados en el estudio, asi como
de su diana molecular, el VEGF-A. Representaciones en “cartoon” (a la izquierda) y “surface” (a la derecha), obtenidas

empleando el sistema de visualizacién y edicidn de estructuras moleculares PyMOL (https://www.pymol.org/) [69].

Bevacizumab®

(PBD: 7V5N)

Ranibizumab®

(DB01270)
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Aflibercept®

Brolucizumab®

(D11083)

Abicipar®
(D11517)

Faricimab®

VEGF-A \\?"-i\\ ){ﬂ&,
\

(PDB: 1VPF) N j}

5. Identificacion de residuos activos de las proteinas con el software P2RANK.

Se llevod a cabo la identificacion de residuos activos de cada una de las moléculas empleando la herramienta

basada en aprendizaje automatico P2RANK (https://prankweb.cz/ accedido el 7 de mayo 2025) [71], el cual predice
lugares de unién a ligandos en las proteinas. Tras el andlisis de cada una de las estructuras se generan una serie de

archivos, de los cuales nos centramos en aquel con formato “.pdb_predictions.csv”. Este archivo contiene una tabla
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de todos los sitios de union predichos (pockets), de los cuales nos quedaremos con el que presenta rank = 1 y mayor
puntuacidn (score), ya que se trata del sitio activo mas probable. Ademas, en la tabla, aparecen indicados los residuos
involucrados en dicho sitio activo (residues), que es lo que nos interesa para posteriormente poder realizar el analisis

comparativo de interacciones proteina-proteina.
6. Analisis comparativo de interacciones proteina-proteina entre VEGF-A y farmacos anti-VEGF.

Para llevar a cabo el analisis de interacciones proteina-proteina entre el VEGF-A y los diferentes farmacos se

empled HADDOCK (https://rascar.science.uu.nl/haddock?2.4/ accedido el 20 mayo 2025) [72], un software de docking

informatico que predice cdmo 2 o mas moléculas interactian entre si. Se usaron para ello los pardmetros por defecto.

Cabe destacar que el programa funciona en tres etapas principales:

- It0 (Docking rigido): las moléculas se tratan como cuerpos rigidos. Se generan 1000 complejos iniciales

con y se prueban diferentes orientaciones entre las moléculas

- itl (Refinamiento semiflexible): se permite cierta flexibilidad en la zona de interaccidn. Se seleccionan

las 200 mejores para esta etapa
- itw (Refinamiento en agua): se refinan los 100 mejores modelos en entorno acuoso.

Previamente a la ejecucidn del programa se introdujeron para cada uno de los farmacos, los residuos
determinados por el programa P2RANK como los involucrados en el sitio activo mas probable, con el fin de restringir

el andlisis de interacciones. Tras esto, el programa genera valores para una serie de pardmetros entre los que estan:

- Puntuacion HADDOCK: es el principal criterio para seleccionar entre diferentes clisteres y modelos. En
su calculo se consideran la energia de Van der Walls, energia electrostatica, energia de desolvatacion y
penalizaciones por violacion de restricciones. Cuanto mas negativo, mas estable es el complejo.

- Tamafio del cluster: es el nimero de modelos similares agrupados en un mismo clister (basandose en
el RMSD estructural). Un cluster grande indica que ese modelo de acoplamiento se repite en varios de
los complejos generados por el programa, lo que sugiere que la solucion es mas confiable.

- RMSD de la estructura global de menor energia: se trata de la desviacidn cuadratica media respecto a la
mejor estructura del cluster. Cuanto menor es, mas parecidas son entre si las estructuras que del cluster.

- Energia de Van der Walls, electrostatica, de desolvatacidn y violacion de restricciones de energia:
parametros energéticos que nos dan una idea de la fuerza y tipo de interaccion predominante. Cuanto
menor sea su valor mas favorable es la interaccion.

- Areade superficie enterrada: es el area que queda oculta al formarse el complejo. Cuanto mas superficie
enterrada, mas fuerte y especifica suele ser la interaccion

- Zscore: mide cuan buena es una solucién en comparacién con las demdas. Cuanto mas negativo sea el

valor, mejor.
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RESULTADOS

1. Prediccion de sitios activos en las proteinas con el software P2RANK.

El anélisis con la herramienta basada en aprendizaje automatico P2RANK (https://prankweb.cz/) [71], nos

predice potenciales lugares de unidn a ligandos en las proteinas, y nos proporciona una serie de parametros de gran
utilidad, como n2 de sitios activos y el rank que ocupa cada uno de ellos considerando diferentes valores como la
probabilidad de que ese sitio de unidn sea real (derivada de aprendizaje automatico), la conservacién evolutiva
(valores mas altos indican que los residuos estan mas conservados entre especies, lo que sugiere importancia
funcional) o la puntuacidon obtenidas tras el anélisis (cuanto mayor sea, mas probable es que ese sitio sea funcional),
con el fin de estimar cual de ellos es el mas representativo. Aunque en el andlisis se identificaran varios sitios activos
para los diferentes farmacos, sdlo consideraremos los datos de los grupos de residuos activos con puntuaciones

considerablemente superiores al resto.

Tabla 3. Resultados obtenidos en el analisis de prediccion de sitios activos de los diferentes farmacos

empleando la herramienta basada en aprendizaje automatico P2RANK.

Farmaco N2 sitios activos Rank Puntuacion Probabilidad N2 residuos Conservacion
- 8.94 0.526 12 0.308
Ranibizumab® 7
2 4.23 0.186 11 0.266
- 2.43 0.065 10 1.199
Aflibercept® 3
2 2.02 0.043 10 1.007
- 8.74 0.514 11 0.358
Bevacizumab® 10
2 8.33 0.489 11 0.489
- 4.16 0.180 12 0
Brolucizumab® 5
2 2.24 0.055 10 1.341
Faricimab® 23 6.81 0.381 14 0.774
1.8 0.033 6 0.598
Abicipar® 2
2 0.98 0.006 7 0.465
VEGF-A® 9 - 6.69 0.371 17 2.485

En el caso de Bevacizumab® se identificaron 10 grupos de residuos activos, de los cuales solo se consideraron
los dos primeros en el rank, ya que el resto presentaron puntuaciones considerablemente bajas en comparacién con
la de los seleccionados (8.74 y 8.33 respectivamente). Estos sitios activos formados por 11 residuos cada uno (Tabla
4), obtuvieron unos valores de probabilidad de 0.514 y 0.489, y 0.358 y 0.489 de conservacidn respectivamente (Tabla
3). Ranibizumab® presentd una totalidad de 7 sitios activos, de los cuales se consideran 2 de ellos, con 12y 11 residuos
(Tabla 4) y puntuaciones de 8.94 y 4.23 respectivamente. Ademds, se obtuvieron para estos, valores de probabilidad

de 0.526 y 0.186 y de conservacion de 0.308 y 0.266 (Tabla 3). Siguiendo en esta linea tenemos a Brolucizumab®, con
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5 grupos de residuos activos identificados. Los 2 primeros, de 12 y 10 aminodacidos (Tabla 4), presentan puntuaciones
de 4.16 y 2.24 respectivamente, y valores de probabilidad fueron de 0.180 y 0.055. Por otro lado, no hubo
conservacién de los residuos en el sitio activo con rank 1, aunque si que la hubo para el restante (1.341) (Tabla 3).
Aflibercept® presento 3 sitios activos, donde 2 de ellos (formados por 10 residuos cada uno) (Tabla 4) obtuvieron una
puntuacion significativamente mas alta (2.43 y 2.02), asi como valores de conservacion (1.199 y 1.007). Los valores

de probabilidad registrados fueron de 0.065 y 0.043.

En el caso de Faricimab®, se identificaron 23 sitios activos tras el analisis, de los cuales, a 1 de ellos (de 14
residuos) (Tabla 4) se le otorgd una puntuacion considerablemente superior al resto (6.81 y 6.32). El valor de
probabilidad fue de 0.381, mientras que el de conservacién fue 0.774 (Tabla 3). Mientras tanto, para Abicipar® sélo
se identificaron 2 grupos de residuos activos de 6 y 7 aminoacidos respectivamente (Tabla 4) y puntuaciones bastante
bajas en comparacion con el resto de farmacos (1.8 y 0.98). En este caso los valores de probabilidad también fueron

bajos (0.033 y 0.006), mientras que la conservacion de los residuos activos fue mayor (0.598 y 0.465) (Tabla 3).

Finalmente, en la molécula de VEGF-A se identificaron 9 sitios activos diferentes de los cuales, solo
consideraremos el primero (formado por 17 residuos) (Tabla 4). Este presentd una puntuacién significativamente mas
alta que el resto (6.69), y un valor de probabilidad de 0.371. Por ultimo, cabe destacar que la molécula de VEGF-A

obtuvo el valor mas alto de conservacion (2.485) (Tabla 3).

Tabla 4. Izquierda: Estructuras de los diferentes farmacos involucrados en el estudio y del VEGF-A con los
principales sitios activos (pockets 1 y 2) identificados por P2RANK sefialados. Derecha: detalle de los residuos que
conforman cada sitio activo (rojo = pocket rank 1, amarillo = pocket rank 2, azul = residuos pertenecientes a ambos

sitios activos).
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2. Anadlisis interacciones proteina-proteina entre fairmacos anti-VEGF y VEGF-A con HADDOCK.

Considerando la notacién de los residuos que componen el sitio activo mds probable predicho por P2RANK

para cada uno de los farmacos, se ejecutd el software de docking informatico HADDOCK 2.4

(https://rascar.science.uu.nl/haddock2.4/) [72], con el fin de analizar las interacciones proteina-proteina entre cada

uno de estos y su diana molecular, el VEGF-A.

El andlisis con este software, el cual se basa en informacidn experimental y permite la simulacion fisica flexible, generd
una serie de resultados que nos permite deducir la calidad, estabilidad y confiabilidad del complejo formado, asi

como visualizar la orientacién relativa de las moléculas participantes, es decir, ver como se unen en un espacio 3D.

Para nuestros complejos fadrmaco anti-VEGF-VEGF-A, los resultados obtenidos en el andlisis para cada uno
de los parametros descritos previamente, se pueden ver reflejados a continuacion (Tabla 5). Cabe destacar que para

el estudio sélo se considera el cluster obtenido con HADDOCK score mas negativo para cada una de las interacciones.

Tabla 5. Valores obtenidos en cada pardmetro para las interacciones proteina-proteina entre cada uno de los

farmacos anti-VEGF y el VEGF-A, obtenidos mediante HADDOCK 2.4 (https://rascar.science.uu.nl/haddock2.4/) [72]

Abicipar ®- Aflibercept®  Bevacizumab®  Brolucizumab®  Faricimab®  Ranibizumab®
VEGF VEGF VEGF VEGF VEGF -VEGF
Puntuacion
-109.3 +/- 5.1 -93.4 +/-4.9 -114.7 +/-2.1 -88.2+/-3.3 -76.1+/-12.4 -103.6+/-7.5
HADDOCK
Tam?no el 89 21 20 168 4 19
claster
RMSD de la
estructura 29+/-03 10.4+/-0.4 23.1+/-0.3 9.0+/-0.5 0.9+/-0.5 0.8+/-0.5
global de
menor energia
Energia de Van
g -63.2+/-3.4 -58.8+/-4.3 -64.5+/-0.8 -50.7 +/- 5.0 -59.7 +/- 8.0 -60.2+/-7.9
der Waals
Energia
L. -190.2 +/-27.0 -347.7 +/-49.3 -213.4+/-29.0 -252.2+/-12.5 -233.2+/-19.7 -1873+/-7.8
electroestatica
HEE d_e, -14.4 +/-5.4 2.5+/-3.9 -18.1+/-2.7 -12.9+/-1.7 0.8+/-3.3 -19.9+/-3.4
desolvatacion
Violaciéon de
restricciones 63.3+/-27.2 324.5+/-21.4 106.0 +/-37.3 257.6 +/-52.9 294.7 +/- 62.6 140.2 +/- 34.5
de energia
Area de
superficie 2038.2 +/- 155.2 2366.3 +/- 82.6 2332.4 +/-90.0 1907.1 +/- 108.0 2065.2 +/- 65.2 2027.7 +/- 186.6
enterrada
Z-Score -1.1 -1.3 -1.7 -1.4 -1.4 -1.8
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En el caso de Abicipar® se obtuvieron 169 estructuras que se agruparon en 7 clusteres. De ellos, se
selecciond uno de 89 estructuras con una puntuacion HADDOCK de -109.3 +/- 5.1 y un RMSD de 2.9 +/- 0.3, lo que
sugiere poca diferencia estructural entre ellas. En cuanto a las energias, estas presentan valores bastante negativos,
donde predomina la energia electrostatica (-190.2 +/- 27.0) frente al resto. El valor asociado a la violacion de
restricciones de energia es 63.3 +/- 27.2, y el 4rea de superficie enterrada es de 2038.2 +/- 155.2. Finalmente, el valor

Z-score resultante del clister es de -1.1 (Tabla 5).

Para Bevacizumab® el software, generé 165 estructuras que se agruparon en 8 clusteres. Se selecciond en
este caso uno que agrupaba 20 estructuras con una puntuacion HADDOCK de -114.7 +/- 2.1 (la mayor de todos los
complejos estudiados), y un RMSD de 23.1 +/- 0.3. Al igual que en el caso de Abicipar®, los valores asociados a las
energias fueron bastante negativos, predominando también las energias electrostaticas (-213.4 +/- 29.0). El valor
asociado a la violacidn de restricciones de energia es de 106.0 +/- 37.3, y el rea de superficie enterrada es de 2332.4
+/-90.0, lo que nos sugiere que se trata de una interaccidn bastante fuerte y especifica. Finalmente, el valor Z-score

resultante del clUster es de -1.7 (Tabla 5).

Por otro lado, Brolucizumab® obtuvo 197 estructuras agrupadas en 3 clusteres diferentes, de los cuales se
tuvo en cuenta en el estudio uno conformado por 168 estructuras que presentd un valor de HADDOCK de -88.2 +/-
3.3, y un RMSD de 9.0 +/- 0.5. Al igual que en los casos anteriores, los parametros energéticos mostraron valores
significativamente negativos, predominando otra vez la energia electrostatica (-252.2 +/- 12.5). En este caso, el valor
asociado a la violacién de restricciones de energia es de 106.0 +/- 37.3 y el area de superficie enterrada es de 1907.1

+/- 108.0. Por Gltimo, el valor Z-score del clister fue de -1.4 (Tabla 5).

Para el caso de Aflibercept®, el software generd 85 estructuras que fueron agrupadas en 10 clisteres. De
todos ellos se selecciond uno compuesto por 21 estructuras, con un valor de HADDOCK de -93.4 +/- 4.9 y un RMSD
de 10.4 +/- 0.4. En este caso los valores energéticos presentaron valores negativos, menos el correspondiente a la
energia de desolvatacion, que presentd un valor positivo de 2.5 +/- 3.9. Sin embargo, volvieron a predominar las
interacciones electrostaticas (-347.7 +/- 49.3). Por otro lado, tanto el valor asociado a la violacion de restricciones de
energia como de drea de superficie enterrada fueron bastante altos en comparacidn con los casos anteriores, siendo

estos de 324.5 +/- 21.4 y 2366.3 +/- 82.6 respectivamente. Finalmente, el Z-score para el cluster fue de -1.3 (Tabla 5).

En el analisis de Faricimab® se generaron 112 estructuras que se dividieron en 12 clusteres diferentes. En
este caso el cluster elegido presenté 4 estructuras, un valor de HADDOCK de -76.1 +/- 12.4 y un RMSD de 0.9 +/- 0.5,
lo que indica gran parecido entre las estructuras que conforman el clister, algo de esperar si tenemos en cuenta de
que se trata de una agrupacion pequena. Los valores energéticos, al igual que en el caso de Aflibercept®, presentaron
valores negativos, menos el correspondiente a la energia de desolvatacion, que presentd un valor positivo de 0.8 +/-
3.3, y volvié a predominar la energia electrostatica (-233.2 +/- 19.7). En cuanto al valor relacionado con la violacién
de restricciones de energia, también fue bastante alto, pero menor que en el caso de Aflibercept®. Finalmente, el

area de superficie enterrada fue de 2065.2 +/- 65.2 y el Z-score registrado de -1.4 (Tabla 5).
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Por ultimo, tenemos a Ranibizumab®, para el cual, el software generd 182 estructuras que fueron agrupadas
en 10 clusteres. El cluster seleccionado agrupd 19 estructuras, y presenté un valor de HADDOCK y un RMSD de -103.6
+/- 7.5y 0.8 +/- 0.5 respectivamente. Este Gltimo valor, al igual que en el caso de Faricimab®, nos indica gran similitud
entre las estructuras agrupadas. Los valores energéticos, como en el caso de Abicipar® Bevacizumab® y
Brolucizumab® fueron negativos, presentando predominancia de energias electrostaticas (-187.3 +/- 7.8). En cuanto
al valor asociado a la violacién de restricciones de energia fue de 140.2 +/- 34.5 y a la superficie enterrada de 2027.7

+/- 186.6. Finalmente, el Z-score resultante fue de -1.8, el menor obtenido de todos los analisis realizados (Tabla 5).

Ademas de los parametros expuestos hasta el momento, HADDOCK te proporciona la estructura
representativa asociada a cada uno de los clusteres generados tras el andlisis del complejo para poder visualizar como

interaccionan en el espacio tridimensional ambas proteinas (Tabla 6).

Tabla 6. Representacion grafica del complejo de interaccion formado entre los farmacos anti-VEGF
involucrados en el estudio y el VEGF-A obtenidas del software de docking informatico HADDOCK 2.4

(https://rascar.science.uu.nl/haddock2.4/) [72]. Visualizaciones en “cartoon” (izquierda) y “surface” (derecha)

realizadas con el sistema de visualizacién y edicién de estructuras moleculares PyMOL (https://www.pymol.org/) [69].

Abicipar®-VEGF

Abicipar Abicipar

Faricimab®-VEGF

Faricimab o
Faricimab
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Aflibercept®-VEGF

Aflibercept

Brolucizumab®-VEGF

Brolucizumab Brolucizumab

Bevacizumab®-VEGF

Bevacizumab
Bevacizumab

Ranibizumab®-VEGF

Ranibizumab Ranibizumab
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DISCUSION

Diversos estudios cientificos respaldan la terapia anti-VEGF como tratamiento de referencia para la
degeneracion macular humeda asociada a la edad [43]. En particular, el VEGF-A se reconoce como un factor clave en

la neovascularizacidn coroidea, constituyendo de esta forma, la principal diana terapéutica de estas estrategias [31].

En base a esto, y teniendo en cuenta el considerable aumento en la incidencia de la enfermedad en un futuro
cercano, continuamente surgen nuevos farmacos dirigidos contra diferentes formas de VEGF y otros factores
implicados en el desarrollo de la DMAE tipo humeda. En este contexto el uso de técnicas computacionales como el
docking molecular se ha convertido en una herramienta muy valiosa, sobre todo en las primeras etapas del desarrollo
farmacoldgico, ya que son capaces de predecir la interaccidn entre farmacos candidatos y sus dianas moleculares,
optimizando asi la seleccidn de compuestos con mayor potencial terapéutico y reduciendo la necesidad de ensayos

costosos en etapas clinicas tempranas.

Empleando estas técnicas in silico, se llevd a cabo un andlisis de las interacciones entre los farmacos anti-
VEGF mdas populares actualmente (Bevacizumab® Ranibizumab®, Aflibercept® Brolucizumab® Faricimab® y

Abicipar®) y su diana molecular, el VEGF-A, con el fin de predecir el candidato mas eficaz.

En un primer lugar en el andlisis de sitios activos mediante la herramienta P2RANK, las estructuras de
Bevacizumab® Ranibizumab® y VEGF-A presentaron puntuaciones notablemente superiores, seguidas de
Faricimab®, Brolucizumab®, Aflibercept® y Abicipar®. Estos valores elevados indican que los residuos identificados
conforman cavidades con caracteristicas estructurales similares a sitios de unién conocidos en proteinas cristalizadas
con ligandos. En consecuencia, estas regiones destacan como posibles zonas calientes de interaccion, lo que refuerza
su relevancia como dianas potenciales para la unién de ligandos de interés. En cuanto a la conservacién cabe destacar,
el caso de VEGF-A, en el cual la elevada puntuacion obtenida, junto con la alta conservacién de su sitio activo
(notablemente superior a la de los demas bolsillos identificados), podria reforzar su papel como diana terapéutica
universal para los farmacos anti-VEGF. Por otro lado, cabe destacar también el caso de Aflibercept®, el cual también
presento un alto grado de conservacion, lo cual podria correlacionarse con su capacidad de inhibir no solo VEGF-A,

sino también PIGF y VEGF-B, ampliando su espectro terapéutico.

Los resultados obtenidos empleando el software HADDOCK posicionaron a Bevacizumab®, Abicipar® y
Ranibizumab® como principales agentes anti-VEGF, al presentar una mayor afinidad predicha hacia VEGF-A. Esta
prediccion se basa en los valores HADDOCK mas negativos. Dichos valores se calculan en base a diversos parametros
energéticos como la energia de Van der Walls, electrostatica, de desolvatacién y penalizaciones por violacién de
restricciones. Lo que en su conjunto sugiere una fuerte estabilidad y complementariedad entre las moléculas
analizadas lo cual podria traducirse en una mayor eficacia inhibidora in vivo. No obstante, es fundamental considerar
que la potencia y estabilidad de unidn no siempre se correlaciona directamente con el perfil clinico éptimo, ya que

factores como la inflamacidn intraocular (elevada en Abicipar®, por ejemplo) o la frecuencia de administracion juegan
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un papel crucial en la practica médica. Ademas, cabe sefalar que una puntuacion HADDOCK score mds negativa, no
se traduce necesariamente en mejor eficacia clinica, ya que también se deben de tener en cuenta factores

farmacodinamicos, fisioldgicos e inmunoldgicos, por ejemplo.

En este contexto y considerando todo lo anterior, podemos deducir que los farmacos Bevacizumab® y
Ranibizumab® se posicionan como los mejores candidatos como agentes anti-VEGF para el tratamiento de la
degeneracion macular asociada a la edad, al presentar las mayores puntuaciones tanto en el analisis de sitios activos
con P2RANK como en el de interacciones con su molécula diana. Estos resultados concuerdan con diversos estudios
en los cuales se proponen estos farmacos como tratamientos eficaces y seguros. Estudios defienden que un protocolo
de tratamiento escalonado con Bevacizumab® es eficaz para el tratamiento a largo plazo de la DMAE neovascular[73].
Ademads, existe amplia evidencia que demuestra la igual eficacia del Bevacizumab® en comparacion con los agentes
aprobados por la FDA en el tratamiento de la DMAE neovascular (nAMD) [74][75]. En el caso de Ranibizumab®, su
eficacia y seguridad en el tratamiento de esta patologia ha sido demostrada en dos ensayos clinicos de fase lll,
prospectivos, multicéntricos internacionales: los estudios ANCHOR [76] (Anti-VEGF Antibody for the Treatment of
Predominantly Classic CHORoidal Neovascularization in AMD) y MARINA [77] (Minimally classic/occult trial of the
Anti-VEGF antibody Ranibizumab In the treatment of Neovascular AMD) [78], mientras que su eficacia a largo plazo

esta siendo evaluada actualmente a través del programa LUMINOUS [79].

Por su parte la elevada puntuacion de HADDOCK en el caso de Abicipar® se podria explicar por su
pertenencia a la familia de las DARPin, proteinas disefiadas artificialmente de tamafo considerablemente inferior a
los otros farmacos estudiados. Este menor tamafio podria facilitar su accesibilidad a los sitios activos, presentando
valores energéticos mas favorables, concretamente en el caso del valor asociado a violaciones de restricciones de

energia, en cuyo caso, es considerablemente inferior al resto de candidatos.

Por otro lado, hay que tener en cuenta que los resultados obtenidos mediante el docking molecular deben
de ser interpretados en el marco de sus limitaciones, ya que por ejemplo el modelado por fragmentos empleado en
Faricimab® y Aflibercept®, aunque era necesario dada la falta de estructuras cristalograficas completas, puede
introducir errores en la orientacion de los dominios o en las interacciones entre las diferentes cadenas que conforman
lamolécula. Por otra parte, la ausencia de simulaciones dindmicas limita la evaluacion de los complejos en un entorno

que simule las condiciones fisioldgicas.

Pese a todo esto, la aproximacién computacional resulta de gran valor predictivo y de gran importancia en
el disefio racional de farmacos. En este caso, el uso de metodologias como el aprendizaje automatico (P2RANK), el
docking flexible (HADDOCK) o el modelado molecular de estructuras, han permitido obtener una idea de la afinidad
entre el VEGF-A y diferentes farmacos anti-VEGF disponibles a dia de hoy, asi como de la estabilidad de los complejos
formados, con el fin de predecir la potencial eficacia terapéutica de los mismos. Estos resultados no solo pueden
contribuir a optimizar terapias existentes, sino también guiar el desarrollo de nuevos farmacos, mas eficaces y con

perfiles de seguridad mejorados.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, se plantean las siguientes conclusiones:

- Los analisis computacionales llevados a cabo permitieron predecir y comparar las interacciones entre
VEGF-A y diversos farmacos anti-VEGF. Entre estos, Bevacizumab® y Ranibizumab® se posicionaron
como los candidatos con mayor afinidad y estabilidad tedrica, al presentar tanto puntuaciones
HADDOCK mads negativas como residuos bien definidos y conservados, lo que respaldaria su eficacia

terapéutica.

- Elcaso de Abicipar® destaco por su elevado score HADDOCK pese a su baja puntuacion en el andlisis de
sitios activos con P2RANK, lo cual podria explicarse por su estructura tipo DARPin de menor tamafio y
elevada accesibilidad a la diana. Este es un ejemplo de la importancia de integrar los analisis

estructurales con el conocimiento del disefio molecular de cada farmaco.
Por otro lado, en cuanto a las perspectivas futuras:

- Los resultados obtenidos para Bevacizumab®, Abicipar® y Ranibizumab®, los cuales mostraron mayor
afinidad tedrica hacia VEGF-A, abren la puerta a futuros estudios centrados en simulaciones de dindmica
molecular y validacién experimental de estos complejos, con el objetivo de confirmar su estabilidad y
eficacia en un entorno fisioldgico. Ademas, la profundizacidn en el analisis estructural de los candidatos
restantes, que presentaron afinidades mas moderadas, permitiria identificar posibles limitaciones o

ventajas relacionadas con su disefio molecular o modo de interaccidn.

- La implementacién sistematica de estos enfoques in silico, podria acelerar el desarrollo racional de
nuevas terapias dirigidas contra VEGF, para el tratamiento de la DMAE tipo humeda, y otras dianas de
relevancia biomédica, optimizar recursos y fomentar una toma de decisiones mas informada y eficiente

en la investigacion farmacéutica.
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