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Resumen

Las enfermedades neurodegenerativas suponen un gran problema de manera global, no existiendo
tratamientos efectivos para su tratamiento. Estas enfermedades generalmente se encuentran ligadas a la
edad, siendo uno de los principales factores de riesgo de estas. Cada vez nos encontramos con una
poblacion méas envejecida globalmente gracias a los avances en Medicina, y la prevalencia de estas
patologias aumenta a un ritmo desorbitado. Una de las principales enfermedades dentro de este grupo es
el Alzheimer. Esta patologia supone un gran costo social (por la incapacidad que produce) y sanitario (por
el cuidado y tratamiento de estos pacientes) y algunos autores la consideran la gran pandemia del siglo
XXI (con 5-7 millones de nuevos casos al afio y 44 millones de personas afectadas). El Alzheimer afecta
al SNC, caracterizada por la pérdida de sinapsis y de memoria de forma progresiva. Sin embargo, el
mayor problema actual es que no existen técnicas que nos ayuden al diagnéstico precoz ni se conoce su
etiologia. Pese a que se han planteado numerosas hipotesis para explicar su origen (destacando la
hipétesis Tau, amiloide y colinérgica), ninguna de ellas ha podido explicar la etiopatogenia real de la
enfermedad. Tras un estudio exhaustivo de las vias y rutas de sefializacién implicadas en el Alzheimer,
nuestro grupo ha decidido, de manera totalmente novedosa, abordar el tratamiento de esta enfermedad
desde dos puntos distintos, realizando un estudio tedrico del resultado de la terapia combinada y
presentando el disefio experimental a seguir para el desarrollo de un nuevo farmaco que ayude a estos
pacientes. Nuestra estrategia es el disefio de péptidos analogos al reticuléon 3 (RTN-3), el cual es una
proteina poco estudiada cuya funcién es la unién a la B-secretasa (BACE-1, responsable de la formacion
de las placas amiloides que dafan el tejido neuronal y que se encuentra sobreexpresada en esta
patologia) e inhibirla. La otra protagonista de la terapia combinada es una molécula inhibidora de GSK-3f3
de forma ATP no competitiva (enzima causante de la fosforilacién de Tau y su agregacioén, formando los
ovillos neurofibrilares caracteristicos del Alzheimer). En nuestro trabajo se muestra detalladamente el
proceso de cribado (High Throughput Screening) a seguir, con todas las técnicas a emplear, para el
desarrollo del péptido analogo al RTN-3, de manera totalmente cientifica, documentada y analizada tras
revisar la literatura, aplicando técnicas de Biologia celular, molecular y ensayos en animales, presentando
los resultados esperados de manera tedrica, y mostrando el proceso de seleccion de lineas celulares,
modelos animales, técnicas, instrumentos y moléculas de forma veraz y totalmente analoga a la realidad.
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Introduccién

La enfermedad del Alzhéimer (EA) es la principal enfermedad neurodegenerativa mas prevalente, siendo
la causa mas comun en demencia y diagnosticada en el 80% de los casos de demencia [1]. Existen
diferentes factores que influyen en el desarrollo de demencia, conllevando a su evolucion hacia EA;
como, por ejemplo, tabaquismo, hipertension, estilo de vida; pero los factores principales son la
predisposicion genética, el estrés y la edad, cuya incidencia aumenta en la poblacion mayor de 65 afios,
afectando mas a las mujeres que a los hombres [2].
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Fisiopatologia

Se han determinado varias hipotesis a través de las cuales se plantea este trastorno multifactorial, como
son las hipotesis relacionadas con dos lesiones cerebrales caracteristicas de la EA: los ovillos
neurofibrilares (NFTs) y placas seniles (Figura 1); y la hipotesis colinérgica [3].

Al comienzo de los primeros sintomas, principalmente se lleva a cabo el analisis de los biomarcadores
relacionados con las dos hipdtesis iniciales, como son la proteina Tau y péptido B-amiloide (AP),
respectivamente. Pero atn no se ha determinado con exactitud la etiologia para el desarrollo de
tratamientos eficaces contra esta enfermedad [1, 4].
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Figura 1: Esquema de las dos hipdtesis principales que estan involucradas en el desarrollo de la
enfermedad del Alzheimer (EA). Hipoétesis Tau en el que se produce una hiperfosforilacion de la
proteina Tau conllevando a su agregacion dando lugar a los filamentos neurofibrilares (NFTs).
Hipotesis de las placas seniles producidas por la agregacion de B-amiloide (AP), procedente de la
protedlisis de la proteina precursora amiloide (APP) llevado a cabo por la enzima B-secretasa, en
especial, BACE-1. Ambos procesos conllevan a una muerte neuronal.

En relacion con la hipotesis NFTs, relacionada con la proteina Tau. La proteina Tau interviene en la
estabilizacion de los microtibulos, contribuyendo a la formacion del axén neuronal y tenga lugar la
transmision del impulso nervioso. Tau presenta distintos sitios de fosforilacion/desfosforilacion para su
correcto funcionamiento participando una serie de quinasas (GSK-3p) y fosfatasas (PP2A) estabilizando o
desestabilizando los filamentos de tubulina. Como consecuencia de una hiperfosforilacion o inactivacion
de las fosfatasas provoca una inestabilidad de estos filamentos, provocando que Tau pueda agregarse
formando oligdbmeros neurotoxicos y den origen a los NFTs. Pero no unicamente se ha visto que
interviene en EA, sino que participa en otra serie de trastornos proteopaticos [1].

Por otro lado, estaria la hipotesis de las placas seniles, en el que juega un papel el péptido - amiloide
(AB). AP es un fragmento peptidico de 39-43 aminoacidos que procede de la proteolisis de la proteina
precursora amiloide (APP). Esta APP es una macromolécula intramembranosa neuronal la cual sufre una
protedlisis generalmente por la a-secretasa, pero en ocasiones puede estar inducida por B-secretasa y y-
secretasa. Una de las principales B-secretasas que se ha estudiado es BACE-1, llevando a cabo el primer
corte de la APP, seguido de la y-secretasa [5]. Como consecuencia de una produccidon excesiva de AP
provoca que se agregue formando fibras insolubles, las cuales son expulsadas por exocitosis, originando
placas extracelulares [1, 3, 4].

Por ultimo, la hipotesis colinérgica. La acetilcolina (Ach) sintetizada por las neuronas colinérgicas es el
principal neurotransmisor cuya actividad se centra en la corteza, ganglio basal y basal cerebro anterior. La
colina es el principal sustrato para la sintesis de Ach llevada a cabo por la colina acetiltransferasa, la cual
es liberada a la hendidura sinaptica provocando la activacion de la neurona postsinaptica, permitiendo asi
la transmision del impulso nervioso. La Ach interviene en funciones esenciales como la neuroplasticidad,
conectividad de la red y sincronizacion de la actividad neuronal. En el caso de haber un exceso de Ach en
la hendidura interviene la acetilcolinesterasa que permite el reciclaje de colina. La pérdida colinérgica
esta relacionada con la degeneracion de las neuronas colinérgicas provocado por fallos en los receptores



nicotinicos y muscarinicos sobre los cuales actlia la acetilcolina, como consecuencia de un exceso de la
actividad acetilcolinesterasa o deficiencia en la liberacion de Ach [6].

El diagnostico clinico resulta dificil de determinar, asi como su causa, requiriendo una evaluacion post-
mortem del tejido cerebral a través de dos técnicas: fluido cerebroespinal (CSF) y tomografia de emision
de positrones (PET) en combinacion con el estudio de biomarcadores mencionados anteriormente [7].
Para su determinacion y seguimiento de su evolucion a través de un neurdlogo analiza cambios en el
comportamiento, habilidades y cognitivos, realizacién de pruebas cognitivas, fisicas y neurologicas,
analisis de sangre y escaneo cerebral [2, 7].

Sintomatologia

El ritmo en el que avanza dicha enfermedad varia segin la persona que la padece. Esta patologia puede
dividirse en una serie de fases en las que segliin avance dicha enfermedad se van observando distintos
sintomas [2].

La primera fase del Alzheimer es la fase leve. Se caracteriza por un deterioro en la memoria episodica en
el que se produce olvidos de eventos recientes, desorientacion de lo que le rodea, disminucion de la
concentraciéon y una fatiga mas acentuada. A estas personas que se encuentran en esta fase pueden
experimentar cambios en el comportamiento, mostrandose inquietas y con ansiedad. Mientras que las
habilidades motoras y el habla se mantienen, ya que son capaces mantener una conversacion normal.

La segunda fase es moderada, en la que todo aquello relacionado con la memoria empieza a fallar,
detectandose alteraciones en el lenguaje, funciones aprendidas y reconocimiento. Presentan dificultades a
la hora de comunicarse y de expresarse, necesitan ayuda externa para el desarrollo de procesos cotidianos
como vestirse, alimentarse; asi como agnosia. Pero esta pérdida no es total, sino que pueden reconocer
aun ambientes familiares.

Por ultimo, la fase grave donde los sintomas cerebrales se agravan. Padecen temblores, pudiendo
conllevar a tener una crisis epiléptica. Los pacientes que se encuentran dentro de esta fase no reconocen a
sus familiares, e incluso puede que no se reconozcan asi mismos. Asi como se producen incontinencias
urinarias y fecales [2].

Dianas terapéuticas

Ante el gran problema que supone esta patologia como se ha expuesto anteriormente, los antecedentes
terapéuticos se han enfocado en el tratamiento de una sola hipoétesis, teniendo estos farmacos poco
éxito. En el presente trabajo se pretende proponer una terapia combinada de ambas hipdtesis. A
continuacion, se analizaron y estudiaron diferentes dianas terapéuticas, asi como de sus inconvenientes y
se eligieron las dianas mas adecuadas para el tratamiento propuesto en este trabajo.

En relacion con la hipétesis NFTs, se propuso abordar la diana Tau de diferentes maneras:

En primer lugar, se propuso inhibir la agregacion de Tau-P. Para ello, se planted el disefio de un
anticuerpo especifico que provocase la eliminacion por el propio sistema inmune. Sin embargo, el uso de
esta terapia promoveria la inflamacioén del tejido nervioso, pudiendo dafiar las neuronas debido a los
distintos compuestos liberados durante este proceso fisiologico (citoquinas, quimioquinas), asi como a la
migracion de diversos tipos celulares (macréfagos, linfocitos) que pueden, del mismo modo, causar la
destruccion neuronal, por lo que se descartd esta opcion.

En segundo lugar, se propuso aumentar la actividad de la fosfatasa de Tau. Evitando de esta manera su
agregacion y la neurotoxicidad que provoca precipitacion de Tau en forma de ovillos neurofibrilares. Sin
embargo, esta idea se descart6 ante la dificultad de activar una proteina frente a su inhibicion, ademas de
ser un método potencialmente inespecifico, pudiendo provocar numerosos efectos secundarios.

Por ello, se decidi6 que la diana adecuada con respecto a la hipdtesis NFTs es GSK-3f3, para la cual
pueden emplearse inhibidores ATP competitivos o0 no competitivos, siendo éstos ultimos los que mejor
resultado han ofrecido, ademas de provocar menos toxicidad y efectos secundarios gracias a su mayor
especificidad.

En relacion con la hipétesis de las placas seniles, con el fin de evitar la formacion de la proteina Ap-42 y
su posterior agregacion y precipitacion se plantearon las siguientes dianas:

Sobreactivacion de a-secretasa. La cual se descartd como posible diana debido a la complejidad de su
activacion. Asi como de la incertidumbre de que su sobreactivacion sea relevante respecto a la actividad
de la B-secretasa a la hora de la formacion de los agregados.

Inhibicion de la y-secretasa. Ya que actla tanto en la via amiloidogénica como en la no amiloidigénica, no
siendo una buena diana farmacoldgica en esta patologia [8].
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Por tanto, se llegd a la conclusion de que la diana Optima en este proceso patologico es la B-secretasa
(BACE-1). BACE-1 es responsable del corte especifico de APP, generando el péptido AP y aumentando
sus niveles. Para inactivar esta enzima se plantearon varias opciones. Se planted el disefio de un
anticuerpo especifico que provocase la eliminacion por el propio sistema inmune, pero como se menciond
anteriormente, esto provoca inflamacion neuronal. También se planted emplear un inhibidor frente a esta
enzima, pero la bibliografia muestra numerosos fracasos y la inexistencia de farmacos eficientes contra la
actividad de dicha proteasa [9]. Por tltimo, se observo en la bibliografia una proteina que inhibe BACE-1
por interaccion directa, el reticulén 3 (RTN-3). Sin embargo, se trata de una proteina que no estd muy
bien estudiada y todavia se desconoce mucho [10, 11].

Por lo que la idea propuesta fue la sintesis de un péptido analogo a esta proteina que simule al RTN-3,
inhibiendo BACE-1. Sin embargo, debido a la imposibilidad de atravesar la barrera hematoencefélica
(BHE) por su gran complejidad, se decidio sintetizar péptidos mediante quimica combinatoria de un
tamafio mucho menor (5-30 aa) del dominio de unién de RTN-3 con BACE-1, con el objetivo de que
alguno de ellos interaccione con la B-secretasa modulando su actividad, obteniendo una coleccion de
varios péptidos.

Por lo que, empleando un inhibidor ATP no competitivo de la GSK-33 y un péptido analogo al RTN-3, se
atacard tanto a la hipotesis NFTs como a la hipdtesis de las placas seniles (Figura 2).

Anti-amyloid (small

Neurotransmitter molecules &
based immunotherapy)

229, 25%

Figura 2. Principales dianas para el tratamiento de la EA.

Cabe mencionar que la enfermedad del Alzheimer es muy compleja y al desconocer el verdadero origen y
razén del inicio de la enfermedad, esta terapia combinada pretende evitar cualquier tipo de acimulo
proteico neurotoxico para tratar de mejorar la situacion del paciente. Por ello, el objetivo de este trabajo
es el desarrollo y demostracion de la eficacia de una terapia combinada.
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Figura 3. Centro catalitico de BACE-1.
En cuanto a BACE-1 cabe mencionar que es una proteasa cuyo centro activo consta de dos asparticos los
cuales a través de una molécula de agua catalizan el corte de APP (Figura 3) [12].

Disefio del HTS (High Throughput Screening)

Disefio de péptidos

Consideramos que la mejor opcion es sintetizar un péptido analogo al dominio RHD de RTN-3. Sin
embargo, este dominio consta de 235-250 aminoacidos (Figura 4), lo cual un péptido de tamafio completo
hace inviable su introduccion en un organismo vivo y su éxito terapéutico (no atravesarian la BHE). Por
ello, decidimos fragmentar el RHD en péptidos de 20 aminoacidos con la intencion de que alguno de ellos
interaccione con BACE-1 en su sitio alostérico.
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Se disefian los péptidos dividiendo el dominio RHD en péptidos de 20 aminoacidos realizando todas las
combinaciones posibles alterando el marco de lectura, generando una coleccion de 250 péptidos.

[
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Figura 4: Esquema del dominio RHD vy el disefio de péptidos analogos a sintetizar. Se disefian los
péptidos dividiendo el dominio RHD en péptidos de 20 aminoacidos realizando todas las
combinaciones posibles alterando el marco de lectura.

Sintesis asistida por polimeros (SOPS)

La fase solida (FS) es un polimero insoluble de alto peso molecular, al que se le afiade un linker, una
molécula que posee un grupo funcional que evita que se agregue el péptido que sintetizaremos a la matriz.
Con reacciones sucesivas conseguiremos sintetizar nuestro péptido

Estos péptidos se generaran mediante el método de matriz sélida en disolucion, generando los péptidos
disefiados de 20 aminoacidos (Figura 5). El método se basa en que la matriz sélida es enorme, un
polimero insoluble de alto peso molecular con un cross-linker (molécula) que posee un grupo funcional
que evite que se agregue el péptido soluble a la matriz. La primera reaccidon se basa en aprovechar ese
grupo reactivo/funcional del cross-linker para unir éste con el primer aminoacido del péptido que
queremos sintetizar. Posteriormente, dependiendo del aminoacido que queramos ir afiadiendo y el
aminoacido precedente, emplearemos reacciones bien estipuladas en la bibliografia, hasta conseguir
nuestro péptido analogo de 20 aminoacidos.

El Gltimo paso, se basa en un corte especifico para separar el péptido del linker (subida de pH, corte,
centrifugacion y filtracion).

aa

Figura 5: Esquema del proceso de sintesis asistida por polimeros (SOPS). FS: fase so6lida. GF: grupo
funcional. aa: aminoacido.

Ensayo de Transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET)

Posteriormente, se realizard un ensayo de actividad enzimatica mediante analisis de fluorescencia basado
en FRET. Se mezclaran en pocillos de placas automatizadas el péptido mimético, la B-secretasa y la APP,
en este orden (Figura 6A). Si el péptido ha tenido éxito en la inhibicion de BACE-1, no se generara Ap.

En el ensayo, se aprovechara la capacidad de los llamados tandems de FRET, en los cuales dos
compuestos, moléculas o proteinas fluorescentes interaccionan por sus espectros de excitacion y emision:
el espectro de emision de la molécula donadora solapa con el espectro de excitacion de la molécula
aceptora. En nuestro caso emplearemos el tindem CFP-YFP (cyan y yellow fluorescent protein (CFP y
YFP), respectivamente) (Figura 6B).

CFP se excita a 450 nm, emitiendo a 500 nm. Si YFP estd cercana, se excitara por solapamiento de los
espectros de emision y excitacion de estas proteinas, dandose el fendmeno FRET (transferencia de
energia) y emitiendo YFP a 530 nm.
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Se sintetizaran dos tipos de anticuerpos: uno contra el extremo C-terminal de APP y otro especifico que
reconozca la secuencia de corte reconocida por BACE-1, es decir, que reconozca el sitio de corte
especifico del péptido (Asp 671). Estos anticuerpos pueden ser obtenidos por varios métodos, como
originarse a partir de un animal y purificarse, a partir de vectores de expresion o consultar si existe algun
anticuerpo adecuado en el catalogo.

Si el péptido ha tenido éxito inhibiendo a BACE-1, el anticuerpo que reconoce a APP en el sitio de corte
se unird, alterando el color de emision que observaremos en la fluorescencia (Figura 6B, bl). Si el péptido
no ha conseguido inhibir a la enzima, ésta escindird a APP, no produciéndose el fenémeno de FRET entre
ambas moléculas (Figura 6B, b2). De este modo realizaremos un cribado primario de los péptidos de
nuestra coleccion, teniendo nuestros leads. Serian hits, pero hemos decidido no modificarlos ya que
consideramos con las pruebas posteriores encontraremos el péptido optimo que no requiera de
modificaciones que, por ejemplo, aumenten su solubilidad, y que ademas podrian afectar su unién con
BACE-1.
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Figura 6: Esquema y representacion del ensayo de FRET. A) Se muestran los componentes de la
reaccion en cada pocillo de la placa. B) Funcionamiento del fendémeno y emision de colores en cada
caso; bl. péptido inhibidor y b2. péptido no inhibidor. BACE: B-secretasa; APP: proteina precursora
amiloide; anti-CYN: anticuerpo Cyan, reconoce el C-terminal de APP; Anti-YLW: anticuerpo
Yellow, reconoce el sitio de corte de BACE-1.

Ensayo PAMPA/ Transwell

Para evaluar la capacidad de los péptidos seleccionados de atravesar la BHE (Figura 7) (solubilidad y
permeabilidad), se disefian ensayos PAMPA/ Transwell simulando la BHE In vitro (Figura 7B), mediante
el cultivo de células de varios tipos (endoteliales, pericitos y astrocitos) separadas en dos compartimentos
[13]. El ensayo se basa en medir la cantidad de péptido de cada tipo que ha sido capaz de pasar al
compartimento inferior.
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Figura 7: Representacion esquematica de la barrera hematoencefalica (BHE). A) In vivo y B) In vitro.

En este ensayo PAMPA/Transwell se evaluaran distintos métodos para mejorar la solubilidad y
permeabilidad de los péptidos por si solos:

En uno de ellos, se evaluara si el recubrimiento de los péptidos con liposomas recubiertos de transferrina
(descubiertos en el MIT en 2019) mejora el tropismo por la BHE, asi como el paso a su través (Figura
8B). En el otro, se afiadira el péptido recubierto con una proteina pridnica que mejore el tropismo por el
cerebro (Figura 8C)
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Figura 8: Métodos a testar en el ensayo PAMPA/ Transwell para medir la solubilidad de los péptidos
analogos. A) Péptidos, B) Liposomas recubiertos de transferrina con los péptidos en su interior y C)
Proteina pridnica unida a los péptidos analogos

Ensayos celulares

El siguiente paso consistira en realizar los ensayos celulares. Nuestro interés radica en emplear una linea
de neuronas humanas que sobreexpresen APP. La linea elegida es la SH-SYSY (Figura 9), una linea
comercial estable de neuronas dopaminérgicas humanas provenientes de neuroblastoma [15]. La
sobreexpresion de APP se lograra mediante la transfeccion con lentivirus y la introduccion de un vector
cuya expresion sea inducible por tamoxifeno (Figura 10).

Figura 9: Linea comercial de neuronas dopaminérgicas humanas SH-SYSY
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Figura 10: Vector de expresion inducible por tamoxifeno

Tras seleccionar aquellos péptidos que han tenido actividad inhibidora de BACE-1, se realiza el mismo
ensayo celular con la linea anteriormente empleada, pero afadiendo el inhibidor de GSK-3p y afiadiendo
acido ocadaico, el cudl es un agente fijador de neuronas que permite la entrada del inhibidor de GSK-3.

Este ensayo es necesario para seleccionar los péptidos que realmente posean sinergia con el inhibidor de
GSK-3f y no produzcan un efecto antagénico.

En los ensayos realizados en estas neuronas, emplearemos los Quantum Dots, nanoparticulas con un
nucleo de zinc y cadmio que nos permitiran observar los niveles de APP, Tau y p-Tau (Figura 11). Para
ello, se conjugara un anticuerpo a estas particulas mediante una proteina linker y se medird por
microscopia confocal la fluorescencia obtenida. Se seleccionaran aquellos péptidos en los cuales se
observe un aumento de APP y Tau, y que provoquen una disminucion de p-Tau. Ademas, se realizaran
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Western-Blots complementarios para medir los niveles de Tau soluble e insoluble de manera cualitativa y
para comprobar los datos obtenidos.

Quantum Dots

® & @
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Péptido
Inhibidor GSK-3B .
S—
[S- ]

Péptido + Inhibidor GSK-3B

]

Microscopia confocal

Figura 11: Representacion esquematica del uso de los Quantum Dots. Se utilizan 3 Quantum Dots
acoplados a un anticuerpo especifico para APP, Tau y p-Tau. Los Quantum Dots se afiaden a cada
una de las condiciones del ensayo celular: grupo control, grupo de péptidos leads, grupo con inhibidor
GSK-3B y grupo con el inhibidor GSK-3f y cada uno de los leads. Los resultados se observaran
posteriormente mediante microscopia confocal.

Ensayos animales

Posteriormente, se realizaran ensayos en animales de experimentacion para comprobar la toxicidad y
efectividad de los leads seleccionados. Para ello se escogera el modelo de raton APP23 (APP-Tg mouse
model), el cual es un modelo comercial capaz de expresar el APP humano de manera inducible [14]. Con
el empleo de los Quantum Dots frente a APP, Tau y p-Tau, se analizaran los niveles de dichas proteinas
tras introducir la mezcla del inhibidor de GSK-3f y el péptido mimético de RTN-3, de manera oral o
intravenosa.

Asimismo, para favorecer la absorcion de los péptidos y el paso por la barrera hematoencefalica, se
recubriran los mismos con liposomas asociados a transferrina o con PRNP en funcion de los resultados en
el ensayo PAMPA/Transwell, formando un complejo con tropismo por el tejido nervioso.

Durante todo el periodo del ensayo en animales, se les realizaran ensayos de comportamiento para
observar como van desarrollando la enfermedad hasta que se les introduce los distintos compuestos y,
posteriormente observar como evolucionan. Entre los diferentes estudios de comportamiento, se valorara
la memoria mediante el Test de laberinto acuatico (MWMT) y el movimiento mediante el Test de campo
abierto.

Posteriormente, se sacrificaran los animales y se analizara su corteza cerebral utilizando los QD,
observando el efecto in vivo de la terapia combinada previo al ensayo clinico en humanos de fase 1.

Resultados esperados
Los resultados que esperamos obtener son tanto a corto como a largo plazo.

A corto plazo esperamos inhibir la formacion tanto de ovillos neurofibrilares (NFTs) como de placas
amiloides mediante terapia combinada y poder demostrar la efectividad de la terapia “multi-target”.

A largo plazo, esperamos paliar los efectos de pérdida de memoria y neurodegeneracion progresivos
caracteristicos de la enfermedad de Alzheimer asi como llegar a mejorar la calidad de vida de los
pacientes.
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