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Resumen  
Pocos diagnósticos causan tanta angustia como ser diagnosticado con la enfermedad de 
Alzheimer.  Esta es un desorden neurodegenerativo y mortal que se caracteriza clínicamente por 
un proceso demencial progresivo, donde el individuo que la padece pierde gradualmente la 
memoria, la capacidad de aprendizaje, el lenguaje y la autovalía.   Actualmente la enfermedad 
de Alzheimer afecta a más de 35 millones de personas en el mundo y está proyectada a 
cuadruplicarse para el año 2050.  Esto la convierte en un problema social y económico de 
importantes dimensiones.   
Una de las cuestiones esenciales ha sido determinar su causa. La evidencia a la fecha señala que 
la enfermedad de Alzheimer es un desorden de origen proteico.  Particularmente, el péptido βA 
se ha colocado como agente central en la etiología de la enfermedad de Alzheimer, sustentando 
en evidencias genéticas, bioquímicas y celulares, por lo que gran parte de las estrategias 
terapéuticas para la enfermedad de Alzheimer se han enfocado en reducir la acumulación y 
evitar la agregación del péptido βA en el cerebro.  Una de las estrategias terapéuticas para tratar 
la enfermedad de Alzheimer que más atención ha recibido es la inmunoterapia.  Una amplia 
gama de estudios in vitro e in vivo en modelos animales ha demostrado que la inmunoterapia es 
efectiva para reducir los niveles del péptido βA, neutralizar sus efectos tóxicos y mejorar el 
desempeño en pruebas cognitivas en modelos murinos.  
 
Históricamente, el foco de interés para la inmunorerapia ha sido el péptido βA1-42.  Sin 
embargo se ha encontrado que las especies dominantes de βA en cerebros de pacientes con EA 
corresponden a péptidos βA amino-truncados piroglutamados, entre los cuales destaca el 
péptido βApE3-42 por su toxicidad, su tendencia a la oligomerización, su acumulación progresiva 
en etapas tempranas de la EA y su capacidad de actuar como semilla de agregación.  Dado su 
papel emergente en la etiología de la EA es importante considerar al péptido βApE3-42 en el 
diseño de futuros inmunoterapéuticos, ya que hasta el momento, la mayor parte de los 
tratamientos están basados en un epítopo inmunodominante amino-terminal de βA1-42, que no 
se encuentra en los péptidos piroglutamados.    Uno de los retos de la inmunoterapia es 
desarrollar inmunoterapéuticos más seguros (que no induzcan una respuesta inmune en 
detrimento del paciente) y eficaces. Una propuesta para lograr lo anterior es identificar los  
epítopos o mimótopos de moléculas involucradas en la patogénesis de la EA, ya que esto 
permitiría desarrollar tratamientos novedosos como vacunas basadas en epítopos/mimótopos.  
 
Con el fin de identificar epítopos del péptido βApE 3-42 que pudieran ser relevantes para la 
inmunoterapia de la enfermedad de Alzheimer, se realizó una bioselección mediante la técnica 
de despliegue en fago usando una biblioteca comercial de péptidos de siete aminoácidos.    En el 
presente trabajo se demostró que el suero policlonal de ratón obtenido a partir de la 
inmunización con una preparación de oligómeros de βApE3-42 puede unirse a péptidos no-
homólogos a la secuencia de βA pero que imitan epítopos conformacionales del péptido.  Estos 
mimótopos  son capaces de inhibir la interacción de los anticuerpos anti- βApE3-42 con el 
antígeno, lo cual indica que son relevantes en el reconocimiento antigénico.  La obtención de 
mimótopos no homólogos a la secuencia lineal de βA indica que los anticuerpos en el suero anti 
βApE3-42 reconocen epítopos conformacionales en βApE3-42. 
Adicionalmente, en este trabajo se confirmaron hallazgos previamente reportados en nuestro 
grupo de trabajo, donde el suero anti βApE3-42 reconoce exclusivamente a βApE3-42 sin tener 
reacción cruzada con otras especies de βA.  Con base en lo anterior, se plantea que el epítopo 
presente en βApE3-42 es de tipo conformacional e involucra al piroglutamato en la región N-
terminal.  
Estos resultados son importantes puesto que los mimótopos encontrados en este trabajo pueden 
ayudar a diseñar inmunógenos que induzcan anticuerpos que mimeticen el efecto neutralizante 
de los anticuerpos anti- βApE3-42 reportados en la literatura.
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2. Introducción 

 
Características generales de la enfermedad de Alzheimer 

 
Se le denomina demencia senil a la pérdida progresiva de las capacidades cognitivas que no 

es causada por el envejecimiento sino por algún trastorno cerebral (Nowotny et al., 2001). 

Las alteraciones en estas capacidades llegan a ser tan severas que interfieren con las 

actividades cotidianas del individuo, a menudo volviéndolo completamente dependiente de 

los cuidados de terceras personas (Holtzman et al., 2011).    

La causa más común de demencia en adultos mayores es la enfermedad de Alzheimer. Se 

estima que entre el 60%-70%  de los casos de demencia senil son atribuibles a este mal 

(Castellani et al., 2010; Holtzman et al., 2011).  

 

Descrita por primera vez en 1907 por el médico alemán, Alois Alzheimer, la enfermedad de 

Alzheimer, la enfermeda de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo del sistema 

nervioso central.  Clínicamente se caracteriza por deterioro cognitivo de progresión gradual 

pero implacable, y a nivel histopatológico por la presencia de agregados amiloides 

extracelulares en el parénquima cerebral, marañas neurofibrilares intracelulares, pérdida 

neuronal y de sinapsis (Castellani et al., 2010).  Aunque no es la única causa de demencia, 

sí es la más común, y se distingue de otras demencias por los marcadores histopatológicos 

mencionados, su patrón de desarrollo y sus causas.   

 

Aunque su etiología aún no está completamente establecida, la evidencia a la fecha indica 

que la EA es  un desorden de origen proteico que involucra a dos proteínas:  beta-amiloide 

(péptido βA) y tau. Estas son proteínas que se encuentran de forma regular en el cerebro, 

pero por razones que aún no están del todo claras, en la Enfermedad de Alzheimer se 

acumulan como agregados extracelulares insolubles llamados placas amiloides (beta-

amiloide) o marañas neurofibrilares al interior de las neuronas (tau).  En años recientes se 

ha encontrado que βA también se acumula al interior de las neuronas  (Wirths y Bayer, 

2012) y en la vasculatura cerebral (Castellani et al., 2010).   

 

La síntesis de investigaciones en el área señalan al péptido βA como agente causal de la 

EA.  El péptido βA es un producto proteolítico de la proteína precursora amiloide (APP).  

Si bien es un producto metabólico celular normal (Castellani et al., 2009), en la EA se 

presenta una acumulación y agregación anormal del péptido βA en el cerebro.  Esto 
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desencadena una serie de respuestas celulares que culminan en neurodegeneración, muerte 

neuronal y el declive en capacidades cognitivas asociado a la EA (Ling et al., 2003; 

Salloway et al., 2008).  De acuerdo con esta propuesta, conocida como hipótesis de la 

cascada amiloide (HCA), la formación de marañas neurofibrilares, daño vascular y pérdida 

neuronal caracterísiticos de la EA son un efecto directo de la cascada de eventos 

neurodegenerativos causada por la acumulación de βA (Delacourte, 2006; Medeiros et al., 

2012).  La HCA se sustenta en una diversidad de hallazgos genéticos, celulares, 

patológicos, biofísicos y de modelos animales, que de forma colectiva demuestran que la 

acumulación y agregación del péptido βA son eventos asociados a la patogénesis de la EA 

(Hardy y Selkoe, 2002).  La presencia de intermediarios solubles neurotóxicos del péptido 

βA (Dahlgren et al., 2002; Manzoni et al., 2011) y la asociación entre la acumulación 

intraneuronal de βA y muerte celular (Gouras et al., 2010) han reforzado la implicación de 

βA como agente central en la patología de la enfermedad.   

Cabe mencionar que las estrategias terapéuticas dirigidas a la reducción en la acumulación 

o agregación de βA en estudios pre-clínicos tienen potencial protector (Lemere y Masliah, 

2010).  

 

En años recientes, además de la implicación de las proteínas βA y tau en la etiología de la 

enfermedad, se han destacado otras vías celulares que también son importantes en la 

patogénesis de la EA (ver Pimplikar et al., 2010 para una revisión del tema) por lo que esta 

devastadora enfermedad tiene un origen complejo que se desarrolla en el marco de un 

proceso intrincado como es el envejecimiento.  

 
Manifestación clínica de la enfermedad 

 
La enfermedad de Alzheimer tiene un desarrollo lento pero irreversible y es mortal en todos 

los casos.  Quienes la padecen viven en promedio entre 7-10 años después del diagnóstico 

aunque hay quienes llegan a vivir hasta 20 años (Holtzman et al., 2011).     

 

La página de la Asociación de Alzheimer (Alz.org) distingue 3 etapas clínicas que 

describen la progesión de los síntomas de la EA:   

• EA temprana  

• EA leve a moderada  

• Demencia severa por EA 
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El progreso de la enfermedad es implacable.  La patología protéica comienza en áreas muy 

específicas del cerebro, cuyo deterioro se refleja en los síntomas del paciente (Castellani et 

al., 2009; Holtzman et al., 2011).  Los déficits cognitivos asociados a la enfermedad en 

cada etapa corresponden a las áreas del cerebro progresivamente afectadas durante el curso 

de la enfermedad (Fig. 1).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los primeros síntomas se presentan como pérdida de memoria episódica, dificultad para 

encontrar palabras adecuadas para describir un evento y capacidad de juicio disminuido. A 

nivel del cerebro, las áreas afectadas son la corteza entorrinal, el hipocampo y la corteza 

prefrontal (Fig. 1A).  Al progresar la enfermedad, empeora la pérdida de memoria y se 

presentan trastornos de personalidad así como dificultad para organizar los pensamientos.   

 

En la etapa moderada (Fig. 1B), el paciente está constantemente confundido, puede perder 

por completo la noción del día o lugar en que se encuentra, pierde la capacidad de 

reconocer sus pertenencias, comienza a confundir a familiares o amigos cercanos, sufre 

cambios profundos en personalidad y puede presentar también alucinaciones.  Experimenta 

también dificultades para ubicarse en relación a su entorno (problemas visuoespaciales). La 

pérdida de memoria declarativa es más drástica, así como la dificultad en comunicarse.  

Estas deficiencias comienzan a afectar su desempeño cotidiano.   

 

La demencia severa (Fig. 1C) se caracteriza por la completa inhabilidad de las personas 

afectadas de cuidarse por sí mismos, requiriendo asistencia de tiempo completo. Sufren de 

C	
  

Figura 1.  Áreas del cerebro progresivamente afectadas por la enfermedad de Alzheimer. Los déficits cognitivos 
asociados a la enfermedad en cada etapa corresponden a las áreas del cerebro afectadas durante el curso de la 

enfermedad.  A. la EA comienza por afectar el hipocampo y la corteza entorrinal, áreas implicadas en la 
memoria.  B. EA moderada: las áreas afectadas ahora incluyen también las áreas de la corteza temporal 

relacionadas con el lenguaje y emociones y la patología se extiende al lóbulo occipital afectando las áreas 
relacionadas a la percepción. C. Alzheimer severo, la patología se expande por la corteza frontal, afectando la 

corteza primaria motora, sensorial y el área neocortical.   Imagen modificada de www.alz.org 

A	
   B	
  

C	
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pérdida de memoria tanto declarativa como no-declarativa, y finalmente, su balance, 

coordinación y funciones regulatorias como el control de esfínteres y la respiración también 

son afectados.  Los pacientes suelen morir de fallo respiratorio o por alguna infección.   

 
Incidencia de la enfermedad de Alzheimer 

 
Se estima que en la actualidad más de 30 millones de personas en el mundo padecen EA, un 

número que puede considerarse subestimado ya que sólo incluye a las personas que 

presentan un cuadro clínico de demencia, y no aquellas en las primeras etapas asintomáticas 

de la enfermedad (Alzheimer’s Disease International, 2010). Conforme aumenta la 

esperanza de vida y la población mundial, se estima que para el 2050 el número de 

afectados se cuadruplique (Holtzman et al., 2011).  

 

De acuerdo a un reporte del 2010, (Alzheimer Disease International, 2010), ese año se 

invirtieron aproximadamente 600 billones de dólares en cuidados para pacientes con EA , el 

equivalente al 1% del PIB mundial. Es el tercer problema de salud en países desarrollados, 

superado solamente por enfermedades cardiovasculares y cáncer.   

Además del enorme costo económico, esta enfermedad tiene un impacto emocional fuerte 

en los familiares de los enfermos por la progresión irreversible de la misma. A pesar de las 

investigaciones en el área, aún no hay un método de diagnóstico definitivo en vida, ya que 

hasta la necropsia puede confirmarse si el paciente padeció Alzheimer.  Tampoco hay 

tratamientos efectivos para prevenir o mejorar de manera definitiva la calidad de vida de 

quienes padecen esta enfermedad.   

 

En México no se cuenta con un número exacto de afectados.  Sin embargo, el Instituto de 

Psiquiatría y Salud mental estima que en el 2010 al menos 350, 000 personas padecían esta 

enfermedad (www.innn.salud.gob.mx) De nuevo, este número está probablemente muy 

subestimado.  

Características patológicas 
 

Características macroscópicas 

A nivel macroscópico el cerebro de pacientes que padecieron una demencia severa por EA 

presenta atrofia evidente.  Esta se caracteriza por una disminución en el espesor de las 

circunvoluciones, aumento en la profundidad de los surcos, dilatación del sistema 

ventricular y reducción en el peso y el volumen comparación con personas sanas de la 

misma edad (Castellani et al., 2010).  El lóbulo frontal, temporal y gran parte de la corteza 
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de asociación están especialmente afectados en comparación a cerebros de individuos de la 

misma edad que no padecieron EA (Pul et al., 2011).  La reducción de tamaño en las áreas 

afectadas se debe a muerte neuronal y sinapsis degenerada (Figura 2).    

 

 

 

 

 

 

 

A nivel histopatológico la EA se distingue por la presencia de placas amiloides y marañas 

neurofibrilares. La presencia de estas dos lesiones características da el diagnóstico post-

mortem definitivo de que un individuo padeció la enfermedad de Alzheimer. 

 

Marañas neurofibrilares   

Esta lesión  se refiere a la presencia de estructuras filamentosas intracelulares (denominadas 

neurofibrillas o marañas neurofibrilares) conformadas por agregados de la proteína tau en 

estado hiperfosforilado (Fig. 3).  La degeneración neurofibrilar se presenta tanto en el soma 

como en los axones neuronales. Morfológicamente las marañas están formadas por pares de 

filamentos helicoidales de aproximadamente 10 nm de diámetro cada uno (Wisniewski et 

al., 1976).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El principal componente de las marañas es la proteína tau en estado hiperfosforilado. En su 

forma no hiperfosforilada, tau se asocia a los microtúbulos, brindando estabilidad 

Figura 2. Comparación del cerebro de un individuo sin EA (izquierda) con uno afectado por la EA (derecha).  La atrofia 
cerebral es evidente en la reducción del tamaño y el aumento en la profundidad de los surcos. 

Figura 3.  Marañas neurofibrilares. La flecha señala tau hiperfosforilada, proteína acumulada dentro 
de la neurona.  200X Tinción de inmunohistoquímica con un anticuerpo específico contra tau 

hiperfosforilada.   Imagen tomada de Holtzman et al., 2011. 
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estructural al citoesqueleto, por lo que su papel está directamente relacionado con la 

integridad del sistema de transporte neuronal (Davies, 1994).  En la EA, por un mecanismo 

que aún se desconoce, tau se hiperfosforila. La hiperfosforilación de tau altera sus 

propiedades de unión a los microtúbulos, favoreciendo su disociación de los mismos, así 

como su agregación, lo cual induce la formación de las marañas neurofibrilares (Medeiros 

et al., 2012).  La pérdida de la función normal de tau compromete el transporte axonal y 

contribuye a la degeneración neuronal, que culmina en la muerte celular (Praprotnik et al., 

1996).   

 

Aunque la tauopatía es un evento asociado a otras enfermedades neurodegenerativas (Lei et 

al., 2010), en la EA se distingue por su patrón de desarrollo y las isoformas de tau 

comúnmente involucradas (de las 6 isoformas de tau presentes en humano, las marañas 

neurofibrilares están compuestas predominantemente por tau 3R y 4R) (Castellani et al., 

2009).   

 

La progresión de la degeneración neurofibrilar ocurre a lo largo de una vía específica de 

conexiones neuronales, con un orden espacio-temporal que se correlaciona con el avance de 

los síntomas de la EA.  El grupo de trabajo de Delacourte (2006) a través de estudios 

bioquímicos e histológicos encontraron que en la EA, la patología de tau siempre se 

extiende a lo largo de diez etapas, que corresponden a áreas cerebrales afectadas de forma 

sucesiva.   Las primeras áreas afectadas comprenden la corteza entorrinal y el hipocampo.  

Posteriormente la corteza temporal, las áreas de asociación polimodal y finalmente, las 

áreas neocorticales presentan neurodegeneración fibrilar (Delacourte, 2006).  En pacientes 

mayores a 75 años pero sin EA también se ha encontrado neurodegeneración fibrilar en 

cantidades variables en la región entorrinal e hipocampal.  Esto no indica que la patología 

de tau es un proceso neurodegenerativo inevitable por la edad, sino que hay poblaciones 

neuronales especialmente vulnerables a ser afectadas por tau, ya que no todos los individuos 

mayores a 75 años presentan marañas neurofibrilares.  Sin embargo, cuando las marañas se 

encuentran en corteza y áreas polimodales también están presentes agregados de βA, como 

si su presencia fuera necesaria para la progresión de la tauopatía (Delacourte, 2006).    

 

Placas amiloides 

Las placas amiloides son agregados de origen protéico que se ubican en el espacio 

extracelular de las neuronas. Estas lesiones miden entre 10-200 μm de diámetro (Castellani 

et al., 2010) y suelen tener una forma esférica.      
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 En pacientes con EA las placas son abundantes en el sistema límbico (específicamente en 

la corteza entorrinal, el hipocampo, la amígdala) y la corteza cerebral (Musiek y Holtzman, 

2012).     

Las placas amiloides (Fig. 4) están compuestas principalmente por agregados del péptido 

beta-amiloide (βA). Análisis bioquímicos detallados han descrito la presencia de una 

variedad de especies amiloides, que difieren en su longitud (entre 38-43 aminoácidos), en 

su integridad (péptidos amino-truncados) o en sus modificaciones (péptidos 

piroglutamados) (Castellani et al., 2010).  Estas diferencias se discutirán más tarde al 

abordar en detalle el procesamiento de APP, ya que las diferentes variantes amiloides 

poseen propiedades particulares que son importantes en el proceso patológico en el que está 

implicado βA.   

 

  

 

 

 

 

 

 

Las placas amiloides también están asociadas a otros componentes como lípidos, colesterol, 

apoE, metales como Zn y Cu (Jomova et al., 2010) y elementos de la matriz extracelular.   

 

Cuando las placas amiloides están asociadas a neuritas inflamadas y distróficas se les 

denomina placas neuríticas. Este tipo de placas presentan un depósito focal o núcleo 

conformado por agregados de beta-amiloide.  El depósito focal se encuentra a menudo 

rodeado por microglía activada y βA soluble  (Duyckaerts et al., 2009).   

Alrededor de las placas neuríticas también se observa gliosis reactiva, caracterizada por 

hipertrofia y alteración en la morfología de astrocitos y microglía, lo cual es indicativo de 

una respuesta inflamatoria (Weiner y Frenkel, 2006).   

 

Figura 4. Placas amiloides y placas neuríticas.  Izquierda.  Una tinción inmunohistoquímica  del cerebro de un paciente 
que padeció EA revela la presencia de placas amiloides difusas (flecha larga), placas compactas (flecha mediana) y 

angiopatía cerebral amiloide (flecha pequeña) 100X.  Derecha.  Microfotografía de una placa neurítica (círculo 
punteado).  Las neuritas distróficas están señaladas con la flecha negra, y marañas neurofibrilares señaladas con la 

flecha blanca.  400X.  Imágenes tomadas de Holtzmann et al., 2011). 
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Dependiendo del estado de agregación de βA en las placas y la estructura secundaria que 

adopte, las técnicas de tinción permiten diferenciar placas compactas o difusas Las placas 

compactas miden entre 10-50 μm de diámetro y predomina la forma fibrilar del péptido que 

adopta una conformación de beta-plegada, lo cual le permite interactuar y ser detectada por 

reactivos como rojo de congo y Thioflavina S (ThioS) (Castellani et al., 2010).  Las placas 

difusas no adoptan una conformación β-plegada y no tiñen con estos reactivos.    

 
β-amiloide intracelular 

Además de los depósitos extracelulares hay acumulación y agregación de βA al interior de 

las neuronas, principalmente en neuronas piramidales del hipocampo, así como neuronas de 

la corteza entorrinal (Gouras et al., 2012; Wirths y Bayer, 2012).   

 

Por Western Blot, inmunohistoquímica y microscopía se ha determinado que el βA 

intraneuronal en condiciones de EA tiene una acumulación aberrante en endosomas en 

axones, dendritas y los compartimentos post y pre-sinápticos de las neuronas.  Así mismo, 

se ha reportado pérdida de marcadores sinápticos como la sinaptofisina, la cual se ha 

asociado a degeneración de sinapsis inducida por la acumulación intraneuronal de βA 

(Medeiros et al., 2012).  Se ha reportado también que las neuronas donde se encuentra βA 

intracelular son las que desarrollan marañas neurofibrilares (Oddo et al., 2003; Delacourte, 

2006).   

Es importante señalar que la acumulación intraneuronal es un evento temprano en la EA.  

Evidencia creciente señala que este evento es uno de los motores patológicos de la 

enfermedad, involucrando especies amiloides tóxicas y disfunción en la degradación de 

monómeros de βA (Wirths y Bayer, 2012).   

 

Angiopatía amiloide  

Además de acumularse extracelular e intracelularmente, βA también se deposita en vasos 

sanguíneos cerebrales.  La angiopatía amiloide es consecuencia de la acumulación del 

péptido beta-amiloide en la vasculatura cerebral (Gouras et al., 2005). La afección se 

desarrolla en arteriolas, vénulas y capilares.  La acumulación de βA induce anomalías 

estructurales en los vasos capilares, de tal manera que las células musculares de la 

vasculatura mueren y la pared arterial es completamente reemplazada por el péptido 

acumulado (Biron et al., 2011).  Como consecuencia de esto se desarrollan en el cerebro 

hemorragias lobulares e infartos corticales (Vinters, 1987). 

Cabe destacar que no todos los pacientes que padecen EA desarrollan angiopatía amiloide, 
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ni todos los pacientes que padecen angiopatía amiloide padecen esta enfermedad (Castellani 

et al., 2010).   

 

Pérdida de sinapsis   

Mediante el uso de marcadores sinápticos (como la sinaptofisina) y métodos de 

cuantificación por microscopía electrónica e inmunohistoquímica, se ha documentado una 

pérdida en densidad sináptica principalmente en la corteza de asociación y el hipocampo en 

pacientes que padecieron EA, donde la pérdida de densidad sináptica se correlaciona con el 

grado de demencia (Walsh y Selkoe, 2004).  

 

La pérdida neuronal en regiones especialmente afectadas como el hipocampo puede llegar 

hasta un 60%.  Sin embargo, en comparación a la pérdida de neuronas por muerte neuronal 

en áreas como la corteza de asociación, hay una mayor pérdida de densidad sináptica, lo 

que sugiere que hay un proceso neurodegenerativo que afecta a las sinapsis previo a la 

pérdida de las neuronas en su totalidad (Dekosky y Scheff, 1990).  

 

Cabe destacar además que las deficiencias en marcadores como la sinaptofisina se han 

observado incluso antes de la aparición de placas neuríticas.  

 
Bases Genéticas de la Enfermedad de Alzheimer 

 

La EA es una condición heterogénea, que difiere en la edad de inicio, sintomatología 

clínica, extensión y distribución de los cambios patológicos, presencia o ausencia de 

mutaciones germinales, o de otros muchos factores de riesgo (Castellani et al., 2009). 

 

De todos los casos reportados de EA, aproximadamente el 5% (Bali et al., 2012) presentan 

un patrón de herencia autosómico dominante y la enfermedad se desarrolla generalmente 

entre los 30 y 65 años (Kehoe, 2008). A este subtipo se le conoce como Enfermedad de 

Alzheimer familiar (EAF).  Sin embargo, la mayoría de los casos no presentan un patrón 

claro de herencia, por lo que se le ha denonimado a esta condición Enfermedad de 

Alzheimer esporádico (EAE) (Bali et al., 2012).  Sin embargo, por las similitudes clínicas e 

histológicas entre la forma familiar y esporádica de la EA se plantea que hay una vía común 

de neurodegeneración (Nowotny et al., 2001).  
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Hay tres genes cuyas mutaciones están directamente involucradas en el desarrollo del 

subtipo de Alzheimer familiar (EAF) :  el gen de APP, el gen PSEN1 y PSEN2 (Medeiros et 

al., 2012). 

El gen de APP (cromosoma 21) codifica para la proteína precursora amiloide (APP) cuya 

proteólisis por la vía amiloidogénica genera al péptido βA.  Las mutaciones en APP 

relacionadas con la EA consisten en cambios en los aminoácidos alrededor de los sitios de 

corte de las enzimas proteolíticas.  Estos cambios provocan un aumento en el procesamiento 

amiloidogénico de APP (es decir, que se produzca más βA) o que las variantes de βA 

generadas sean más propensas a formar agregados amiloides (Selkoe, 2001).    

 

PSEN1 y PSEN2 son genes que codifican para las presenilinias 1 y 2, respectivamente, que 

están involucradas directamente en el procesamiento proteolítico de APP (Kehoe, 2008).  

Mutaciones en PSEN1 representan la mayor parte de los casos del subtipo familiar de 

Alzheimer (40%) y son responsables de las formas más severas de la enfermedad.  La gran 

mayoría de estas mutaciones se deben al cambio de una base en el genoma que da lugar a 

un cambio de aminoácido en la proteína.   Las mutaciones en PSEN2 son menos frecuentes 

(Rogaeva et al., 2006).  Las mutaciones en APP asociadas a la EAE pueden acelerar su 

agregación o aumentar la producción de especies amiloidogénicas de βA.  En cuanto a las 

mutaciones para PSEN1 y PSEN2 sólo se han encontrado mutaciones que aumentan la 

producción de especies amiloidogénicas (Tanzi y Bertram, 2005).    

 

Recientemente también se ha reportado que las mutaciones en PSEN1 pueden afectar el 

metabolismo de βA por mecanismos no proteolíticos.   Las presenilinas endógenas juegan 

un papel en la autofagia, mecanismo esencial de degradación de proteínas agregadas y 

organelos dañados (Pimplikar et al., 2010).  Mutaciones en PSEN1 relacionadas también 

con la EA  inducen una desregulación en el sistema autofágico lisosomal, que exacerba la 

acumulación de βA (Medeiros et al, 2012).     

 

Factores de riesgo 
 

En el subtipo de EA esporádico (EAE) no se han reportado mutaciones que puedan 

asociarse directamente al desarrollo de la enfermedad como en el caso del subtipo familiar, 

pero se han detectado factores genéticos que predisponen a quien los posee a padecer EA.   

El más destacado de estos factores de riesgo es poseer el alelo !4 de la Apolipoproteína E 

(ApoE).  Se ha estimado que los homocigotos para el alelo !4 representan sólo entre el 1-
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2% de la problación mundial, mientras que los heterocigotos para el alelo !4 componen 

aproximadamente el 30% de la población (Golde et al., 2011).    Poseer una copia de este 

alelo aumenta tres veces el riesgo de padecer EA; poseer ambas copias de este alelo lo 

aumenta hasta doce veces (Hashimoto et al., 2012), hallazgo que se sostiene a nivel de la 

población humana (Tanzi y Bertram, 2005).   Poseer esta isoforma también reduce la edad a 

la que se presenta la demencia por EA hasta en 20 años (Holtzman et al., 2011). 

 

ApoE es la apolipoprotéina predominante en el sistema nervioso central (SNC), producida 

mayormente por astrocitos. Está involucrada en el metabolismo del colesterol: 

específicamente regula la distribución y homeostasis del colesterol en el SNC, actividades 

esenciales para mantener estructura, integridad y función de las membranas celulares y 

sinapsis (Mahley et al., 2009; Lee et al., 2012).  

 

En el humano, ApoE se presenta en tres isoformas:  apoE!2, apoE !3 y apoE!4, que 

difieren solamente en dos residuos de aminoácidos (Lee et al., 2012).     

El mecanismo molecular mediante el cual apo!4 está implicado en la patogenia de la EA no 

ha sido del todo esclarecido, pero se ha establecido experimentalmente tanto in vitro como 

in vivo que Apoe influye en el metabolismo de βA (Cramer et al., 2012).  Es capaz tanto de 

interactuar directamente con el péptido (Hashimoto et al., 2012) como de influir en su 

proteólisis de manera indirecta a través de la regulación de los niveles de colesterol celular 

(Lee et al., 2012; Cramer et al., 2012;). La interacción directa es dependiente de la 

isoforma, donde apo!4 presenta una mayor capacidad de interactuar con βA (Holtzman et 

al., 2011) y menor capacidad de promover su degradación (Lee et al., 2012)   De hecho, los 

pacientes que poseen uno o dos alelos de apo!4 poseen hasta 2.7 veces más βA solubles que 

los pacientes que poseen cualquiera de las otras dos isoformas (Hashimoto et al., 2012).   

 

Además se ha observado que estos mismos pacientes tienen niveles más altos de βA en 

forma oligomérica. Los oligómeros de βA  a su vez han sido asociado a perturbaciones de 

la función sináptica y actividad neuronal (Cramer et al., 2012).   

Por lo anterior se ha propuesto que apo!4 fomenta la formación de oligómeros y una vez 

formados los estabiliza.  Además al unirse con βA los oligómeros formados pueden escapar 

a la proteólisis o fagocitosis (Hashimoto et al., 2012).  Por el contrario, la isoforma apo!2 

facilita la degradación de βA y se considera que es un alelo protector (Poirier, 2006).    Sin 

embargo, se ha estimado que sólo el 50% de los pacientes que padecen Alzheimer presentan 
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el alelo apo!4, por lo cual presentar esta isoforma no es factor suficiente o necesario para 

inducir la EA.   

 

El factor de riesgo demográfico más imporante es la edad- después de los 65 años la 

probabilidad de padecer EA se duplica cada 5 años, de manera que las personas mayores de 

85 años tienen una probabilidad del 40% de presentar la enfermedad, lo que sugiere que  

hay un proceso relacionado directamente con el envejecimiento en el desarrollo de la EA 

(Castellani et al., 2010).  

 

Además de los factores mencionados anteriormente, también se han asociados factores de 

riesgo no genéticos a la enfermedad.  Traumatismo craneal, consumo de dietas altas en 

colesterol, metabolismo desregulado del colesterol, obesidad, padecer diabetes tipo II, 

exposición a ciertos metales como el cobre y el fierro e incluso tener un estilo de vida 

sedentario (Mayeux, 2003).  

 
 

Procesamiento de APP y generación de β-amiloide 
 

Como se mencionó anteriormente, en la EA hay una acumulación específica de especies 

tóxicas del péptido βA, que derivan de la proteína precursora amiloide, APP.   

 

APP es una glicoproteína integral de membrana tipo I de 120 kDa, codificada en el exón 19 

del cromosoma 21.  La proteína completa tiene una porción N-terminal extracelular 

relativamente grande, una porción transmemebranal y un dominio C-terminal citoplásmico  

(Castellani et al., 2009).  Esta proteína está altamente conservada filogenéticamente y se 

expresa de manera constitutiva en plaquetas, linfocitos periféricos, leucocitos, células 

endoteliales, músculo liso, astrocitos, microglía y neuronas (Holtzman et al., 2011).   

 

La APP tiene al menos un sitio de unión de alta afinidad a heparina en la porción N-

terminal (Multhaup et al., 1995), un sitio de unión a colágeno, un motivo de unión a 

integrina (Ghiso et al., 1992) así como la capacidad de unirse a laminina, colágeno y a 

proteoglicanos heparán-sulfato (Breen et al., 1991).   

 

Entre las funciones reportadas para APP se le ha implicado como promotor de adhesión 

celular (Schuber et al., 1989) y en la migración de neuronas recién diferenciadas a corteza 

cerebral (Weiner y Frenkel, 2006).  La similitud entre APP y receptores de superficie 
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celular (Kang et al., 1987) sugieren que APP podría fungir como receptor en el transporte 

intracelular de vesículas sinápticas a través de la interacción con kinesinas y microtúbulos 

(Kamal et al., 2001).   

 

Existen varias isoformas de APP generadas por splicing alternativo, donde los transcritos 

más comunes son APP751, APP770 y APP695 (Castellani et al. 2009).  Este último es la 

isoforma predominante en las neuronas, y a diferencia de las otras dos isoformas no posee 

el dominio KPI que corresponde a un inhibidor de serín-proteasas (Ling et al., 2003).  Sin 

embargo, el análisis de cerebros de pacientes que padecieron EA ha encontrado que las 

isoformas con dominio KPI son más abundantes y que estas isoformas son más 

amiloidogénicas que APP695 (Ling et al., 2003;) 

  

Hay dos vías para el procesamiento de APP:  la vía amiloidogénica y la no-amiloidogénica, 

que difieren en las enzimas de corte y los productos de la proteólisis (Fig. 5).  

 

En la vía no amiloidogénica APP es cortado por α-secretasa y libera dos fragmentos: el 

fragmento N-terminal soluble llamado sAPPα y un péptido denominado C83. La vía 

amiloidogénica involucra a la aspartil-proteasa BACE-1 (también llamada β-secretasa), 

cuyo corte libera sAPPβ (fragmento soluble N-terminal) y al péptido C99.  β-secretasa es la 

enzima limitante para la generación de βA (Ling et al., 2003).  

 

Los péptidos generados a partir del primer corte son procesados por ɣ-secretasa, una enzima 

multimérica cuya composición incluye a PS1/PS2, nicastrina, APHI y PEN2 (Tanzi y 

Bertram, 2005).  El procesamiento de C83 por ɣ-secretasa  genera al péptido p3, mientras 

que el corte de C99 por la misma enzima genera al péptido βA (Golde et al., 2000).  

Dependiendo del sitio de corte de la ɣ-secretasa  en C99, se producen fragmentos de βA de 

diferentes longitudes (entre 38 y 43 aminoácidos), donde el fragmento fisiológico 

dominante en personas sanas es Aβ1-40, al cual se le han atribuído propiedades 

antioxidantes (Castellani et al., 2009).    
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Figura 5. Representación esquemática del procesamiento de APP por la vía no-amiloidogénica y amilodogénica.  Modificado de 

LaFerla, 2008. 

No se sabe con seguridad qué es lo que determina que APP se procese por una u otra vía, 

pero se ha asociado a las caveolinas con esta determinación (Ikezu et al., 1998):  El bloqueo 

de la expresión de caveolina-1 inhibe el corte por α-secretasa, mientras que la sobre-

expresión de caveolina-1 promueve el procesamiento de βA por la vía no-amiloidogénica 

(Ikezu et al., 1998; Ling et al., 2003).   

 

El corte por ɣ-secretasa libera también un dominio intracelular, AICD que forma un 

complejo multimérico con la proteína adaptora nuclear Fe65 y la histona acetil-transferasa 

TIP60 (Ling et al., 2003).  A este complejo se le ha implicado en la inducción de la 

expresión de diversos genes (p53, glicógeno sintetasa, neprilisina, ACE1, ACE2 y LRP1, 

reportados por McLean y colaboradores (1999) y vías de señalización celular mediadas por 

Ca2+(De Kimpe et al., 2012)  

 

También se han reportado que el fragmento sAPPα tiene posibles papeles fisiológicos en 

las terminales presinápticas en respuesta a la actividad eléctrica, ya que reportes indican que 

puede estar involucrado en la regulación de la excitabilidad neuronal, la plasticidad 

sináptica y procesos como el aprendizaje y la memoria, posiblemente a través de unión a 

receptores de superficie celular que modulen la actividad de canales de potasio y activen la 

transcripción del factor NF-κB (Scheuner et al., 1996).   

Sin embargo, a pesar de los diversos trabajos en el área, aún no está claro el papel 

fisiológico que estos productos de la proteólisis de APP puedan tener en el organismo 

(Ling, 2003).  

  
Péptido β-amiloide y sus implicaciones en la EA 

 
Péptido β-amiloide de longitud completa  

βA es un péptido anfifílico de 4 kDa, entre 38-43 aminoácidos de longitud (Castellani et al., 

2009).  La generación de péptidos de distintas longitudes depende del corte enzimático de la 
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ɣ-secretasa.  βA se encuentra a concentraciones entre 1-10 nM como un componente 

normal de fluídos biológicos como fluído cerebroespinal y plasma.  Las variantes que se 

producen predominantemente en condiciones normales son βA1-40 y βA1-42:  en personas 

sanas (sin demencia por Alzheimer), aproximadamente el 90% del βA en circulación es la 

variante βA1-40, que es una variante más soluble.  El 10% restante corresponde a βA1-42 

(Sinha y Lieberburg, 1999).   

 

En estado monomérico, a βA se le ha implicado en diversas funciones biológicas como 

promover la adhesión celular, fungir como neurotrófico y neuroprotector y como regulador 

negativo de la transmisión sináptica excitatoria (Giuffrida et al., 2010).  Se ha encontrado 

que también presenta actividad antioxidante y como quelante de iones metálicos tóxicos, ya 

que posee la capacidad de actuar como un secuestrador de radicales libres y unirse a iones 

metálicos. (Kontush et al., 2001). 

 

El extremo C-terminal de βA es rico en aminoácidos hidrofóbicos, mientras que el extremo 

N-terminal tiene aminoácidos principalmente hidrofílicos (Perchiacca et al., 2012).  Este 

péptido puede asumir una amplia variedad de estados conformacionales. 

 

Estados de agregación de β-amiloide  

Por resonancia magnética nuclear se ha logrado obtener la estructura tridimensional de la 

conformación nativa del péptido βA (Fig. 6):  Los residuos 1-9 poseen un arreglo lineal o 

extendido; los residuos 10-26 presentan alfa-hélice, hay giro beta (reverse turn) en los 

residuos 27-30 y de nuevo alfa-hélice en los residuos 31-39) (Castellani et al., 2009). 

 

	
  
	
  

	
  

	
  
	
  
	
  
	
  

Figura 6.  Secuencia y estructura tridimensional de βA1-42.  Imagen de estructura tridimensional basada en datos de Protein 
Data Bank (PDB_ID 1IYT). 

Bajo ciertas condiciones, la conformación nativa de βA se modifica a una estructura 

diferente, es decir que ocurre un proceso de mal plegamiento o desplegamiento.  Se ha 

propuesto que bajo estas condiciones, la estructura de la alfa-hélice en la porción N-
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terminal se desestabiliza por interacciones electrostáticas no favorables. Esta inestabilidad 

facilita la asociación entre otros monómeros mal plegados de βA (Di Carlo, 2010) lo que 

genera agregados del péptido (Fig. 7). El proceso de asociación intermolecular genera 

agregados altamente ordenados en estructura de β-plegada denominados fibrillas, que son la 

estructura dominante en las placas amiloides (Tycko, 2003).  A este proceso se le denomina 

fibrilización.    

	
  
Figura 7.  Representación esquemática del proceso de fibrilización de βA , indicando los estados de agregación intermedios en 
la formación de fibrillas. Las flechas indican que el equilibrio de formación de agregados es dinámico.  Modificado de Makar et 

al., 2011.  

En el proceso de fibrilización de βA pueden destacarse los siguientes eventos:  ocurren 

cambios conformacionales que promueven la interacción entre monómeros, lo cual conlleva 

a la oligomerización del péptido, seguido por procesos de nucleación, elongación y 

ramificación (Di Carlo, 2010).     

El primer estado de agregación de βA  son los oligómeros. Estos son complejos 

multiméricos que pueden ser de bajo (dímeros, trímeros, tetrámeros) o alto peso molecular  

(dodecámeros).  Poseen alto grado de polimorfismo y representan los intermediarios más 

tempranos en el proceso de fibrilización.  

En imágenes de microscopía electrónica (ME), los oligómeros parecen esféricos (Fig. 8) Se 

han propuesto diversos modelos para la estructura de los oligómeros, aunque aún no hay un 

consenso con respecto a la forma tridimensional de estos.  La dificultad radica en que 

caracterizar la estructura de un estado conformacional por métodos tradicionales como 

NMR o cristalografía es complicado por su labilidad y su heterogeneidad, ya que la 

incubación de monómeros genera una variedad de oligómeros e intermediarios (Fändrich, 

2012).  

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Imágenes de microscopía electrónica de diferentes estados de agregación del péptido 
βA.  Barra de escala representa 200 nm.  Tomado de Fändrich, 2012.   

Oligómeros	
  	
   	
   Protofibrillas	
   	
   Fibrillas	
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De acuerdo a estudios de espectroscopía realizados por Ahmed y su grupo (2010), la 

estructura de los oligómeros de βA1-42 corresponde a pentámeros discoides y decámeros, 

donde el extremo hidrofóbico C-terminal se encuentra orientado hacia el centro del 

oligómero.  Estos pueden continuar asociándose entre ellos y formar complejos 

multiméricos como decámeros y dodecámeros (Ahmed et al., 2010).   

 

En contraste, se ha encontrado que las fibrillas poseen una estructura de β-plegada 

altamente ordenada.  De acuerdo a los datos de diversos grupos de trabajo (Ahmed et al., 

2010; Fändrich, 2012; Perchiacca et al., 2012), para la que los oligómeros formen fibrillas 

debe haber rearreglos estructurales significativos, involucrando a otros intermediarios.   

 

Los intermediarios estructurales más cercanos a las fibrillas son las protofibrillas. En 

imágenes de ME se distinguen de los oligómeros por su forma elongada y linear (Fig. 7).  

Presentan cierto nivel de estructura de β-plegada.  Se ha propuesto que las protofibrillas 

pueden fungir como núcleos de agregación para la formación de fibrillas.  En solución se 

forman lentamente, pero desaparecen con rapidez para originar fibrillas.  Sin embargo, por 

la naturaleza dinámica de la agregación de βA, las protofibrillas también pueden disociarse 

en oligómeros (Morgado y Fändrich, 2011).   

 

Las fibrillas que conforman las placas son el último estado de agregación de βA.  Son 

estructuras altamente ordenadas, formadas por láminas beta-plegada acomodadas en 

paralelo al eje fibrilar.    En esta estructura, las subunidades de la fibrilla se doblan sobre su 

extremo C-terminal (hidrofóbico) para adoptar una conformación de β-giro-β (Ahmed et 

al., 2010) Estas subunidades se polimerizan de forma paralela en las fibrillas, que son el 

componente principal de las placas neuríticas.   

 

Diversos trabajos han encontrado que los agregados (particularmente los oligómeros) se 

forman preferencialmente al interior de la célula en procesos neuronales y sinapsis.  Es 

posible que las condiciones favorables para la formación de agregados ocurra al interior de 

las células, ya que se ha encontrado que βA tiende a acumularse en endosomas y otros 

comparimentos intracelulares (Walsh et al., 2004; Wirths et al., 2009).    

 

Se han reportado además diferencias en la capacidad de agregación de las variantes más 

largas y amino-truncadas de βA, lo cual influye en sus propiedades (Jawhar et al., 2011; 
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Manzoni et al., 2011). En estudios recientes se ha demostrado que los oligómeros tienen un 

papel central en la perturbación de la función sináptica, son significativamente más tóxicos 

que las fibrillas para las neuronas, y que la toxicidad de βA se reduce conforme se forman 

fibrillas (Ahmed et al., 2010).    

 

Es importante recalcar que la conformación de βA varía en función de su estado de 

agregación, y que a su vez, la toxicidad del péptido depende del estado de agregación 

(Manzoni et al., 2011).    

Por ello, a pesar de la complejidad involucrada en determinar su estructura, datos precisos 

sobre la conformación espacial de los distintos estados de agregación de βA es deseable 

para entender las propiedades biológicas de los oligómeros así como el diseño de ligandos 

específicos a la estructura de los oligómeros.  

 
Implicaciones de β-amiloide en la EA- Hipótesis de la cascada amiloide  

La producción de βA es un proceso fisiológico normal; puede detectarse el péptido tanto en 

plasma como en fluido cerebroespinal en controles sanos y en pacientes con EA (Castellani 

et al., 2009).   

 

Sin embargo, en la EA hay una acumulación anómala y patológica de βA en el parénquima 

cerebral.  La síntesis de las investigaciones en el área han llevado a proponer que la 

acumulación de βA en el cerebro induce una cascada de eventos neurodegenerativos que 

incluyen neuroinflamación crónica, muerte neuronal y un declive gradual pero progresivo 

de las capacidades cognitivas (Golde et al., 2011).   

 

La identificación de βA como el principal componente de las placas amiloides en pacientes 

que murieron por EA, así como la asociación de las placas con neuritas distróficas en 

estudios histopatológicos fueron los primeros indicadores de la asociación de la EA y el 

péptido βA (Verdile et al., 2004).   

 

Posteriores evidencias genéticas contribuyeron a la implicación de βA como factor cardinal 

en el desarrollo de la EA.  La trisomía 21 (o síndrome de Down) es una condición donde el 

individuo hereda una copia extra del cromosoma 21.  APP está localizada en este mismo 

cromosoma (loci 21q), y los pacientes con SD presentan una patología tipo EA de manera 

prematura- a los 35 años exhiben una marcada acumulación de βA cerebral, y en promedio 

a los 50 años desarrollan demencia (Holtzman et al., 2011).   
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Curiosamente, se reportó el caso de una paciente con SD que presentaba una ruptura en el 

brazo largo del cromosoma (21q) donde se encuentra codificada APP.  Esta paciente no 

desarrolló ninguna patología tipo Alzheimer (Prasher et al., 1998).  

 

Las mutaciones genéticas asociadas a la forma familiar de la EA están en su mayoría 

implicadas en la alteración de la producción o las propiedades de βA y ocurren 

directamente en APP o en las enzimas asociadas a su procesamiento proteolítico:  La 

mutación APP Swe (Lys 595/Met 596 Asn/Leu) promueve el corte de APP por la β-

secretasa, mientras que las mutaciones en PSEN1 y PSEN2 generan niveles más altos de 

Aβ1-42 (péptido más fibrilogénico) (Gouras et al., 2010).   

 

Otras mutaciones asociadas a la forma familiar de la enfermedad ocurren a nivel de βA, no 

del proceso proteolítico.  Se han encontrado mutaciones C-terminales que aumentan la 

propensión de βA a oligomerizarse, fibrilizarse o ser más resistente a la degradación 

(Holtzman et al., 2011), por ejemplo, se ha reportado que la mutación V717F en APP 

genera oligómeros estables tanto intracelular como extracelularmente (Walsh y Selkoe, 

2004).   

 

El estudio de estas mutaciones ha permitido el desarrollo de modelos transgénicos murinos 

que desarrollan una patología similar a la EA, incluyendo los marcadores histopatológicos 

característicos de la enfermedad, disfunción neuronal y déficits cognitivos progresivos 

conforme avanza la patología amiloide, cambios reminiscentes de la EA en humanos 

(Walsh y Selkoe, 2004).     

En estos modelos, las estrategias dirigidas a reducir la carga amiloide han reportado mejoras 

cognitivas en general (Lemere y Masliah, 2010), lo cual apoya también el papel central de 

βA.   

Otras evidencias que ubican el péptido βA como agente central de la EA es que las 

estrategias dirigidas a disminuir la acumulación de βA disminuyen también la cantidad de 

marañas neurofibrilares y otras alteraciones neuronales propias de la EA (Medeiros et al., 

2012). Más aún, las estrategias dirigidas a disminuir la fosforilación de tau no afectan a los 

agregados amiloides u otras características patológicas de la enfermedad.   

 

Los primeros estudios in vitro que evaluaron la toxicidad del péptido en cultivos neuronales 

(Hardy y Higgins, 1992) trabajaron con βA en su conformación fibrilar, ya que esta es la 
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conformación predominante en las placas neuríticas, y encontraron evidencias de 

neurotoxicidad del péptido.   

 

Las anteriores resultados llevaron  al grupo de trabajo de Hardy y Higgins en 1992 a 

proponer la hipótesis de la cascada amiloide.  De acuerdo a esta hipótesis, la acumulación 

extracelular de βA fibrilar inducía la cascada de eventos neurodegenerativos asociados a la 

EA (Hardy y Higgins, 1992).   Sin embargo, estudios posteriores tanto en modelos animales 

como en humanos no lograron establecer una correlación clara entre el la cantidad de placas 

con el progreso de la enfermedad, e incluso en pacientes cognitivamente intactos podían 

apreciarse placas amiloides de tipo difusas (Golde et al., 2011).  También se encontró que 

las alteraciones fisiológicas y neuríticas (como la pérdida de marcadores sinápticos) están 

presentes desde antes de la formación de agregados extracelulares, por lo que no podía 

atribuírseles la etiología de la EA como proponía la hipótesis original.  Posteriormente se 

encontró que no eran las placas amiloides, sino la cantidad de oligómeros solubles de βA 

que se correlacionaban con la  severidad de la enfermedad (Selkoe, 2008).   

 

Aunque las fibrillas ya no se consideran la causa de la neurodegeneración como proponía la 

hipótesis amiloide original, esto no quiere decir que las placas amiloides no estén 

involucradas en el proceso patológico de la EA (Fändrich, 2012).  Alrededor de las placas 

neuríticas se ha encontrado microglía activada, lo cual es indicativo de una respuesta 

inflamatoria.    La inflamación crónica observada en pacientes con EA es un fenómeno 

cuyos efectos pueden ser tanto beneficiosos como perjudiciales dependiendo de la 

cronología (Castellani et al., 2010).    

 

Se ha encontrado que las placas inducen la activación de la cascada de complemento 

(Weiner y Frenkel, 2006), lo cual puede tanto reclutar células de la microglía para degradar 

las placas, así como activar el complejo de ataque a membrana, lo que puede afectar a las 

neuronas.  Asímismo, la activación de microglía por citosinas proinflamatorias puede 

ayudar a degradar las placas amiloides, pero una liberación excesiva y una inflamación 

crónica contribuyen a la neurodegeneración.  También se ha reportado en experimentos in 

vitro que la microglía activada por la presencia de βA puede inducir un aumento en la 

producción de ROS (Coraci et al., 2002).   

 

Aunque se ha modificado a la luz de estos hallazgos, la idea esencial de la hipótesis de la 

cascada amiloide permanece igual, en el sentido de que la acumulación de βA induce una 
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cascada de eventos neurodegenerativos que generan déficit cognitivo progresivo (Walsh y 

Selkoe, 2004), ya que la evidencia reciente señala que la patogénesis de la EA inicia al 

interior de las neuronas y depende del estado de agregación de βA.   

 

β-amiloide intracelular y oligómeros de β-amiloide  

El refinamiento de métodos de visualización por inmunohistoquímica permitió observar la 

acumulación intraneuronal de βA en pacientes con EA, SD y modelos murinos (LaFerla et 

al., 2007).  En pacientes con SD la acumulación intraneuronal de  βA antecede a la 

formación de placas amiloides (Gyure et al., 2001), cronología que también se ha reportado 

para modelos murinos de la EA (Medeiros et al., 2012).  

 Al interior de las neuronas βA es capaz de oligomerizarse (Walsh et al., 2000), por lo cual 

se ha sugerido que oligomerización intraneuronal de βA es un evento temprano en la EA 

(Gouras et al., 2010).  Los oligómeros se han detectado principalmente en neuronas de la 

corteza de asociación e hipocampo, áreas especialmente afectadas en la EA (Walsh y 

Selkoe, 2004).   

 

Estudios in vitro con cultivos neuronales han encontrado que las formas oligoméricas del 

péptido βA son más tóxicas para las neuronas que las fibrillas (Selkoe, 2008).  En un 

experimento llevado a cabo por el grupo de Selkoe y colaboradores, se administraron 

pequeñas cantidades de oligómeros de βA de origen celular (es decir, no sintético) 

intraventricularmente a ratas adultas sanas, y se encontró que exclusivamente la 

administración de oligómeros interfería con la potenciación a largo plazo (LTP), 

mecanismo críticamente involucrado en aspectos del aprendizaje y la memoria (Walsh et 

al., 2002).  

 

Pruebas bioquímicas y conductuales permitieron concluir a este grupo de trabajo que los 

oligómeros de βA inducen alteraciones estructurales de la sinapsis al reducir la densidad de 

espinas dendríticas (lo cual se refleja como una pérdida de sinapsis excitatoria) y alteran la 

señalización glutamaérgica en neuronas del hipocampo, a través de la interacción de βA con 

el receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) (Walsh et al., 2002).  Este es un receptor 

ionotrópico específico para el glutamato, y se piensa que es el principal regulador de la 

plasticidad sináptica y la memoria (Hunt y Castillo, 2012). Los oligómeros de βA son 

capaces de reducir el flujo de Ca2+ a través del NMDAR (Bloodgood y Sabatini 2007), lo 

cual se ha asociado depresión a largo plazo (LTD) por una vía dependiente de calcineurina 

(Mulkey et al., 1994; Cummings et al., 1996).  La activación crónica de LTD por la 
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presencia de oligómeros de βA puede inducir la disfunción sináptica tan característica de la 

EA, dado que este mecanismo promueve la reducción y retracción de espinas dendríticas, lo 

cual a su vez promueve la pérdida progresiva de sinapsis glutamatérgicas (Zhou et al., 

2004; Shankar et al., 2007). 

 

Pruebas con anticuerpos contra epítopos conformacionales dirigidos específicamente contra 

los oligómeros de βA1-42 evitan la pérdida de sinapsis por los mecanismos anteriormente 

mencionados (Selkoe, 2008), lo cual indica dos cosas:  que los oligómeros tienen efectos 

perniciosos para la función sináptica, y que los anticuerpos contra epítopos 

conformacionales de oligómeros de βA son vías terapéuticas potenciales.   

De hecho, uno de los agentes aprobados para el tratamiento de la EA, la memantina, es 

antagonista de los receptores NMDA.  Se ha propuesto que sus mecanismos de acción 

incluyen mitigar la excitotoxicidad celular mediada por glutamato así como bloquear la 

interacción de βA y por tanto los efectos de la depresión a largo plazo (Shankar y Walsh, 

2009).  

 
Figura 9 Representación esquemática de la acumulación intraneuronal de βA.  A este evento se le ha asociado con una 

morfología alterada de neuritas y sinapsis, que induce disfunción.  Se ha encontrado que los oligómeros interactúan con la 
membrana neuronal, formando poros que rompen la homeostasis iónica.   Tomado de Gouras et al., 2010.   

 

Se ha encontrado evidencia que los oligómeros de βA pueden forman poros en la membrana 

lo cual rompe la integridad membranal y la homeostasis iónica (Kagan et al., 2002).  

Asímismo, los oligómeros de βA aumenta la permeabilidad de la membrana lisosomal, 

provocando que βA salga de la vesícula a citoplasma, junto con el contenido del lisosoma 

induciendo muerte celular  (Umeda et al., 2011).   

 

De manera reciente se ha implicado también a la mitocondria en un proceso apoptótico 

mediado por la interacción de βA con la etanol-deshidrogenasa (ABAD por sus siglas en 

inglés), proteína encargada de descomponer el etanol.  Los experimentos realizados por el 

grupo de investigación de Lustbader y colaboradores encontraron que la interacción entre 
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ABAD y βA promueve la producción de radicales libres en las neuronas, induciendo estrés 

oxidante (Lustbader et al., 2004).   

El mismo grupo de investigación empleó un modelo murino transgénico para la EA que 

sobre-expresa ABAD (mAPP/ABAD) para evaluar el desempeño de este modelo en 

pruebas conductuales comparado a ratones mAPP, ABAD o no transgénicos.  Encontraron 

que mAPP/ABAD presenta déficits severos en memoria espacial y temporal en 

comparación a los otros modelos, atribuible a una mayor interacción entre βA y ABAD, ya 

que la inhibición de esta interacción introduce mejoras cognitivas en el modelo (Lustbader 

et al., 2004).  

 

Además de inducir estrés oxidante por su interacción con ABAD, βA también potencia la 

producción de radicales libres por su capacidad de unirse a metales reactivos como el cobre 

y el zinc (Jomova et al., 2010).  Se ha encontrado que el estrés oxidante inducido por βA1-42 

estimula la expresión de proteínas que inhiben la actividad de fosfatasa sobre la proteína tau 

y aumenta la expresión de cinasas de tau, conectando así los dos eventos 

neurodegenerativos  en la EA (Lloret et al., 2011).   

 

En línea con el papel crucial de los oligómeros de βA en la patogénesis de la EA se reportó 

una mutación conocida como E693delta, cuyo fenotipo clínico corresponde al desarrollo de 

la EA sin que se presenten placas amiloides, pero sí una acumulación de βA intraneuronal y 

una mayor cantidad de oligómero (Nishitsuji et al., 2009).  Adicionalmente, se ha reportado 

que la formación de oligómeros está favorecida en compartimentos intracelulares como 

vesículas endosómicas, lo cual facilitaría la interacción de oligómeros intraneuronales con 

tau y otras proteínas (Medeiros et al., 2012).        
 

Aunque los trabajos anteriormente descritos trabajan principalmente con oligómeros de las 

variantes βA1-40 y βA1-42, el péptido βA está lejos de ser un producto proteolítico 

homogéneo, ya que presenta variaciones tanto C-terminales (péptidos  βA que difieren en 

longitud) como N-terminales (como los péptidos amino-truncados y/o modificados).  Estas 

diferencias son relevantes para la patología de βA, ya que además de estados 

conformacionales tóxicos, en años recientes han emergido nuevos blancos terapéuticos para 

la EA a partir del estudio de extractos cerebrales de pacientes con EA.   
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Péptidos amino-truncados piroglutamados:  moléculas emergentes en la patogénesis 
de la Enfermedad de Alzheimer 

 

Mientras que βA 1-40 y βA 1-42 son productos metabólicos normales, análisis bioquímicos y 

proteómicos de cerebros de pacientes con EA y SD han revelado la presencia de péptidos 

con modificaciones N-terminales, entre los cuales destacan los péptidos truncados 

piroglutamados (pEβA) (Piccini et al., 2005).  Los cerebros de estos pacientes se 

encuentran enriquecidos con estas especies truncadas-modificadas, y un cuerpo creciente de 

evidencias señalan que están fuertemente implicadas en la patología de la enfermedad 

(Acero et al., 2009; Gunn et al., 2010; Jawhar et al., 2011; Wittnam et al., 2011, Perez-

Garmendia y Gevorgyan, 2013).    

 

El estudio comparativo de la composición de las placas amiloides en pacientes con EA e 

individuos sin deterioro cognitivo reveló que estas difieren considerablemente:  Las placas 

neuríticas de pacientes con EA están conformadas hasta en un 51% por péptidos N-

truncados modificados (Kuo et al., 1997), mientras que más del 60% del βA total en estos 

mismos pacientes corresponde a péptidos N-truncados (Sergeant et al., 2003).  En los 

cerebros de pacientes sin déficit cognitivo, las placas son de tipo difusas y la proporción de 

péptidos truncados-modificados es mínima.  A partir de este y otros trabajos se estableció 

que hay una correlación positiva entre la cantidad de especies N-truncadas con la severidad 

de la demencia en pacientes con EA (Guntert et al., 2006), así como con la neurotoxicidad 

de los agregados (Russo et al., 2002).   

 

La modificación más frecuente de estos péptidos amino truncados es la formación de un 

péptido piroglutamado.  Un péptido piroglutamado se forma por acción de la enzima 

glutaminil-ciclasa, que cataliza la formación de un anillo pirrólico (piroglutamato) amino-

terminal por deshidratación del residuo glutamato.  Por lo anterior, un requisito para la 

formación de péptidos piroglutamados es tener expuesto el glutamato (Jawhar et al., 2011).   

La secuencia de βA presenta dos glutamatos en la posición 3 y en la 11, por lo que pueden 

formarse péptidos βAN3(pE) o βAN11(pE).  

   

En el caso de βAN3(pE) (Fig. 10) se piensa que la exposición del glutamato ocurre después 

del procesamiento proteolítico de APP, por acción de aminopeptidasas, mientras que el 

péptido βAN11(pE) se genera cuando β-secretasa corta en el sitio alternativo B’, entre Tyr10 

y Glu11, liberando el fragmento βAN11 (Jawhar et al., 2011)  
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Algunos estudios han propuesto que la generación de péptidos amiloides truncados puede 

ocurrir también por procesos no enzimáticos como el ataque de especies reactivas de 

oxígeno (ROS), donde la interacción del péptido de longitud completa con metales 

reactivos como el Cu provocan la ruptura de enlaces peptídicos, generando las especies N-

truncadas (Kowalik-Jankowska et al., 2004).    

 

La conversión de βAN3(pE) o βAN11(pE) a péptidos piroglutamados depende de la acción 

de la enzima glutaminil-ciclasa.  La glutaminil-ciclasa (QC) se expresa de forma abundante 

en cerebros de mamíferos.  Su función es catalizar la conversión de los residuos de 

glutamina amino-terminales en piroglutamatos, y tiene por sustratos diversas hormonas 

importantes como la orexina A, gastrina, gonadotropina y neurotensina (Hartlage-

Rübsamen et al., 2011).  Se ha propuesto que esta conversión es necesaria para la actividad 

biológica de algunas proteínas (Pohl et al., 1991) o bien como una modificación para 

estabilizar las proteínas y evitar su degradación por aminopeptidasas (Rink et al., 2010).   

 

Se ha encontrado que en individuos con EA la QC se expresa en niveles más altos en 

comparación a pacientes no-enfermos, correlacionándose el nivel de expresión de esta 

enzima con la severidad de la demencia (De Kimpe et al., 2013).  En ratones bigénicos 

5XFAD/hQC se encontraron niveles de βAN3(pE) más altos que en ratones 5XFAD, así 

como un déficit cognitivo y motoro más severo (Jawhar et al., 2011) 

Por inmunohistoquímica se ha colocalizado a βA y QC en vesículas secretoras acídicas, lo 

cual sugiere que la conversión de péptidos N-truncados a piroglutamados es favorecido en 

compartimentos intracelulares (Cynis et al., 2008).   

 

La pérdida de cargas (3 cargas en el caso de βAN3(pE) y 6 cargas en el caso de 

βAN11(pE)) induce cambios en las propiedades bioquímicas de estos péptidos, 

principalmente en sus propiedades de agregación y la estabilidad de los mismos (Gunn et 

al., 2010).  Los péptidos piroglutamados forman agregados más rápidamente y a una 

concentración 10 veces menor de monómeros en comparación a βA1-42.   

Se piensa que este aumento en la estabilidad y en su propensión a agregarse y formar 

oligómeros se ve favorecido por la pérdida de cargas, que reduce la repulsión entre 

monómeros.   
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La presencia del anillo pirrol en el extremo amino les confiere resistencia a la degradación 

por peptidasas, lo que hace que estos péptidos permanezcan más tiempo sin degradar en el 

tejido cerebral (Gunn et al., 2010; Jawhar et al., 2011). 

 

Su toxicidad en comparación a oligómeros del péptido βA1-42 es controversial, ya que 

algunos estudios señalan que tienen igual o mayor toxicidad que este último (Gunn et al., 

2010)  Sin embargo, cabe recordar que por la resistencia a la degradación que les confiere el 

anillo pirrólico estos péptidos están en contacto por más tiempo con los componentes 

neuronales.   

 

β-amiloide piroglutamado 3-42 (βApE3-42) 

De los péptidos piroglutamados, βApE3-42 es la especie más abundante.  Representa la 

fracción dominante tanto en βA soluble (es decir que no se encuentra en placas) (Russo et 

al., 1997) como en las placas neuríticas (Saido et al., 1995; Lemere et al., 1996), por lo que 

esta variante de βA es la más abundante de todas las especies de βA.    

 

Figura 10 Formación del péptido βAN3 piroglutamado.  El glutamato queda expuesto en la posición 3 del extremo N-
terminal.  La enzima QC cataliza la conversión del glutamato a piroglutamato por deshidratación.  Ocurre la misma 
reacción en el caso de βAN11, sólo que el glutamato expuesto se encuentra en la posición 11 del péptido βA.   Las 

propiedades bioquímicas del péptido se ven afectadas con severas consecuencias patológicas.  Modificado de Jawhar 
et al., 2011. 
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El análisis detallado de tejidos cerebrales de pacientes con SD y EA esporádico reveló que 

el depósito focal de las placas neuríticas de estos pacientes estaba formado principalmente 

por el péptido βApE3-42 (Sullivan et al., 2011) 

Se encontró además que los casos de EAF con una mutación en la PS1 asociado a un 

fenotipo clínico severo de la EA, generaba una mayor proporción entre las especies 

piroglutamadas en comparación con los casos de EA esporádica de edad similar (Russo et 

al., 2000) 

 

En modelos murinos, la aparición de oligómeros de βApE3-42 se han detectado al mismo 

tiempo que el inicio de cambios de comportamiento que indican déficit cognitivo (Bayer y 

Wirths, 2011). Adicionalmente, se ha co-localizado a βApE3-42 con sinaptofisina en tejidos 

post-mortem de personas que padecieron EA (Mandler et al., 2012).   

Estos hallazgo y el análisis de la progresión de la acumulación de βA en pacientes con 

síndrome de Down (Saido et al., 1995; Sergeant et al., 2003) sugiere que βApE3-42 se 

acumula de manera progresiva en las etapas más tempranas de la EA, antes de la aparición 

de síntomas clínicos, por lo que se ha propuesto que puede fungir como una semilla de 

agregación (Schilling et al., 2006) y que está involucrado en procesos neurodegenerativos 

tempranos como la disfunción sináptica por interacción con proteínas presinápticas como la 

sinaptofisina.    

 

Estructura y agregación de βApE3-42 

La pérdida de tres cargas asociadas a la formación del anillo de piroglutamato aumentan la 

hidrofobicidad de βApE3-42.    

Estudios realizados sobre las propiedades biofísicas de estos péptidos indican que tienen 

una mayor tendencia a formar agregados a menor concentración y a mayor rapidez que 

otras variantes de βA (D’Arrigo et al., 2009), por lo cual se ha sugerido que pueden fungir 

como un núcleo de agregación.  Esta propuesta es también apoyada por la evidencia 

mencionada anteriormente, que los núcleos de las placas neuríticas están formados 

predominantemente por βApE3-42.    

   

Uno de los pocos estudios que se ha realizado con respecto a la estructura de los péptidos  

βAN3(pE) (Sun et al., 2012) señala que la modificación N-terminal  tiene un efecto 

significativo en la propensión del péptido a formar estructuras secundarias no helicoidales 

en condiciones fisiológicas, es decir que βAN3(pE) tiende a formar agregados con 

estructura de β-plegada.   
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Los agregados de βApE3-42 se han localizado principalmente en lisosomas y células gliales, y 

se ha encontrado, además, que estos agregados se forman de manera temprana y que su 

cantidad aumenta con la edad (De Kimpe et al., 2013).  Cabe recordar que la edad es el 

principal factor de riesgo para padecer EA. 

 
 
Efectos de βApE3-42 en las células 

Se ha reportado que βApE3-42 es capaz de interactuar con βA1-42, favoreciendo el mal 

plegamiento de los péptidos con los que interactúa y promoviendo la formación de 

oligómeros (Nussbaum et al., 2012).   Adicionalmente, se encontró que βApE3-42  también es 

inhibidor de la fibrilogénesis de  βA1-42.  Se ha sugerido que esto puede tener el efecto de 

mantener a los péptidos en conformación oligomérica y prefibrilar, potenciando los efectos 

tóxicos de estas estructuras.   

El grupo que realizó estos experimentos (Nussbaum et al., 2012), sugiere que la 

potenciación de los efectos tóxicos de βA1-42 al interactuar con βApE3-42 es reminiscente de 

un mecanismo tipo prión, dado que βApE3-42  fomenta el mal plegamiento de los péptidos 

βA1-42 con los que interactúa, promoviendo la formación de oligómeros híbridos. En los 

experimentos de este trabajo, se demuestra que los oligómeros híbridos de βApE3-42/ βA1-42, 

junto con los oligómeros de βApE3-42 inhiben el proceso de LTP en un modelo murino y 

poseen una mayor toxicidad que los oligómeros de βA1-42 (Nussbaum et al., 2012).   

  

Experimentos realizados con cultivos neuronales para evaluar la toxicidad de  βApE3-42 

encontraron que estos inducen una liberación entre el 30-40% de LDH, lo cual es indicativo 

de lisis membranal, por lo que se propone que βApE3-42 comparte mecanismos de 

citotoxicidad similares a βA1-42,, cuyos oligómeros también afectan la integridad de la 

membrana (Russo et al., 2002)  

 

Otros efectos que se han reportado in vivo e in vitro del péptido βApE3-42 incluyen:  

activación de apoptosis por vías proinflamatorias dependientes de ácido araquidónico 

(Youssef et al., 2007), inducción de la externalización de fosfatidil-serina por daño 

membranal (Acero et al., 2009), inhibición de procesos de potenciación a largo plazo (LTP) 

(Schlenzig et al., 2012) y permeabilización de la membrana de lisosomas, liberando sus 

contenidos al citoplasma (De Kimpe et al., 2013).   
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βApE3-42 en modelos murinos  
 
Existe una diversidad de modelos murinos transgénicos para diversas mutaciones humanas 

en APP y/o presenilinas, que les inducen cambios patológicos reminiscentes de la EA, 

aunque ninguno de ellos recapitula en su totalidad el progreso de la enfermedad.  Una de las 

observaciones que se había hecho en estos modelos es que a pesar del desarrollo abundante 

de agregados extracelulares e incluso la presencia de marañas neurofibrilares acoplados a 

déficits cognitivos, en estos ratones no se reportaba pérdida neuronal, como en el caso de 

pacientes con EA.   

 

Un estudio comparativo de las variantes de βA en ratones transgénicos de la cepa APP23 

(mutación Swedish KM670/671NL)  y humanos (Schieb et al., 2011) reportó que hay 

diferencias sustanciales en las abundancias relativas de las variantes de βA.  

Particularmente, se reportó que los péptidos N-truncados modificados conformaban más del 

60% en humanos, mientras que en modelos murinos transgénicos, incluso en los de edad 

avanzada que presentaban una mayor patología amiloide, conformaban una fracción muy 

pequeña del βA total, menor al 1%.  Otros grupos de trabajo caracterizaron distintas cepas 

de ratones transgénicos para la EA, y encontraron que en general, una fracción mínima 

cercana al 5% en algunos casos, correspondía a péptidos piroglutamados (Gunn et al., 

2010).   

 

Posteriormente se encontró que los modelos murinos que producen mas βApE 3-42  con 

respecto a otras variantes, desarrollan deficiencias neurológicas, pérdida neuronal y una 

patología tipo Alzheimer más severa que modelos murinos que expresan péptidos intactos 

en su extremo amino (Jawhar et al., 2011; Wittnam et al., 2012).  Un ejemplo de lo anterior 

es la cepa APPSLPS1K1, que presenta pérdida neuronal en la región CA1/CA2 del 

hipocampo a los 6 meses de edad, lo cual coincide con la aparición del péptido 

piroglutamado β-amiloide 3-42 (Casas et al., 2004).    

 

Estas diferencias en abundancias de péptidos piroglutamados entre ratones transgénicos y 

humanos se postularon como una posible explicación a la ausencia de pérdida neuronal 

generalizada en los modelos murinos para la EA, dada la baja presencia de péptidos 

piroglutamados (Kawarabayashi et al., 2001).  Con el fin de evaluar el efecto directo de una 

expresión alta de βApE 3-42  en un modelo murino de la EA, el grupo de Thomas Bayer 

(Wittnam et al., 2012) generó un nuevo transgénico, TBA42, que produce cantidades de 

βApE 3-42  mayores a las de cualquier otro modelo transgénico.   En sus resultados reportan 
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que TBA42 desarrollan de forma temprana deficiencias sinápticas y conductuales, 

microgliosis, astrocitosis, atrofia del hipocampo y pérdida neuronal, que se correlaciona con 

la cantidad de βApE 3-42  soluble y en agregados, lo que corrobora la naturaleza tóxica de los 

péptidos piroglutamados in vivo.  

Los resultados en estos modelos animales, aunada a la acumulación en etapas tempranas de 

la EA de βAN3(pE) (Saido et al., 1995; Sergeant et al., 2003)    y sus efectos tóxicos en las 

neuronas (Russo et al., 2002; Nussbaum et al., 2012), postulan a esta especie como un 

objetivo terapéutico potencial (Jawhar et al., 2011; Wirths et al., 2010, Pérez-Garmendia y 

Gevorkian, en imprenta).    

 
Diagnóstico de la enfermedad de Alzheimer 

 
El diagnóstico en vida de la EA consiste en una serie de pruebas neuropsicológicas y 

revisión del historial clínico del paciente.  Estas pruebas son de exclusión, y establecen si el 

paciente tiene probable, posible o definitivamente Alzheimer, cuando todas las demás 

causas de demencia se han excluído (Nowotny, 2001).  

La única manera de diagnosticar con certeza si un paciente padeció Alzheimer es el análisis 

post-mortem de cerebro, donde la presencia de marañas neurofibrilares, placas amiloides y 

atrofia cerebral dan el diagnóstico certero.  

En años recientes la búsqueda de biomarcadores que puedan servir de diagnóstico 

complementario a las pruebas neuropsicológicas es un campo activo.  

 

El amiloide agregado en placas puede visualizarse in vivo con un compuesto llamado PIB 

(Pittsburg Compound B), una forma modificada de thioflavina-T que cruza la barrera 

hematoencefálica (BHE) y se une a βA en conformación fibrilar (Jawhar et al., 2011).  

Actualmente se está evaluando su uso como herramienta de diagnóstico de la EA.  Sin 

embargo, este compuesto no puede unirse a agregados no-fibrilares, lo cual algunos autores 

señalan que puede generar falsos positivos, además de que se cuestiona su utilidad como 

marcador de etapas tempranas de la EA (Castellani et al., 2010).   

 

Uno de los biomarcadores que se ha propuesto como un marcador temprano de la EA es el 

nivel de βA1-42 en fluído cerebroespinal.  Investigaciones señalan que uno de los mejores 

predictores para determinar la conversión de déficit cognitivo moderado a EA es un 

decremento en los niveles de βA1-42 en el fluído cerebroespinal (Fagan et al., 2006) .   
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De forma complementaria se han propuesto que mediciones de tau en el líquido 

cefalorraquídeo y análisis de neuroimagen, junto con biomarcadores de niveles de βA1-42 

podrían dar un diagnóstico en vida de la EA (Holtzman et al., 2011).   

Sin embargo, estos biomarcadores aún no se usan de forma rutinaria en el diagnóstico.   

 
Terapias para la enfermedad de Alzheimer 

 
Dado el impacto económico y social de la EA, se han dedicado muchos esfuerzos al 

desarrollo de terapéuticos que incidan en los síntomas y el progreso de la enfermedad. 

 

A la fecha, sin embargo, no se cuentan con medicamentos efectivos para tratar la 

enfermedad de Alzheimer.   

Las terapias disponibles para tratar la enfermedad pueden dividirse en dos grandes grupos:  

tratamientos sintomáticos y de progresión.   

 
Tratamientos sintomáticos 

Los terapéuticos de tratamiento sintomático consisten esencialmente en inhibidores de 

acetilcolinestara y memantina.   

Los beneficios de estos tratamientos son moderados a corto plazo en el mejor de los casos.  

Sus efectos consisten en aminorar los síntomas cognitivos, funcionales y de 

comportamiento de los pacientes, sin embargo, no impactan la progresión de la enfermedad 

(Galimberti et al., 2013).   

 
Aunque se desconoce la razón, el sistema colinérgico es especialmente afectado en la EA, y 

se han reportado pérdidas hasta del 60% en neuronas colinérgicas.   

Los inhibidores de acetilcolinesterasa son un tratamiento ampliamente usado dado que  

inhiben la degradación de la acetilcolina para prolongar su efecto (Nowotny et al., 2001).  

  

La memantina es un antagonista del receptor para glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA). 

Anteriormente (Ver Oligómeros de βA) se mencionó el mecanismo por el cual los 

oligómeros de βA induce LTD a través del receptor NMDA (Walsh et al., 2002), por lo 

cual la inhibición del receptor elimina los efectos de esta interacción, además de proteger a 

las células restantes de la citotoxicidad mediada por glutamato, rescatando por un tiempo 

funciones cognitivas de forma moderada.  Sin embargo es un recurso de última instancia 

por sus efectos secundarios (Shankar y Walsh, 2009).   
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Estos tratamientos tienen una eficacia moderada por un periodo entre 6-18 meses, posterior 

a los cuales los pacientes sufren de los mismos déficits cognitivos que los pacientes que no 

tuvieron tratamiento alguno. Los anteriores son los únicos medicamentos aprobados por la 

FDA para tratar la EA (Galimberti et al., 2013).    

 
Tratamientos de progresión  

Por el papel central del péptido β-amiloide  en la patología de la EA las investigaciones en 

el área se han enfocado principalmente a  terapias que tengan por objetivo reducir la carga 

amiloide (Weiner y Frenkel 2006; Wang et al., 2010; Medeiros et al., 2012). 

 

Dado que el péptido es generado por proteólisis, se ha propuesto que modular la producción 

de βA podría ser efectivo para tratar la EA.  Estos agentes tienen por blanco a las enzimas 

involucradas en el corte de APP o la degradación de βA.  Inhibidores de la β y ɣ secretasa 

se encuentran en ensayos clínicos (Salloway et al., 2008), aunque el desarrollo de 

moduladores efectivos y seguros no ha sido exitoso dada la variedad de sustratos de estas 

enzimas que pueden estar involucrados en procesos celulares importantes, como es el caso 

de la PS1 que se encuentra involucrada en la vía de señalización Notch, importante para 

definir el destino celular durante el desarrollo embrionario (Nowotny et al., 2001).   

 

Asimismo, se ha propuesto que promover la expresión de las enzimas degradadoras de βA 

podría tener un efecto benéfico.  La degradación de βA está mediada principalmente por 

dos metaloproteasas dependientes de zinc, la neprilisina y la IDE (enzima degradadora de 

insulina) (Wang et al., 2006).     

El sitio catalítico de la neprilisina es extracelular, por lo que se le ha propuesto como 

candidato para la degradación de agregados extracelulares (Wang et al., 2006) .  

La IDE degrada en general sustratos con tendencia a adoptar estructuras de β-plegada, y se 

le ha asociado particularmente a la degradación de formas monoméricas de βA, pero tiene 

otros sustratos fisiológicamente importantes como la insulina (Tanzi et al., 2004).  

En pacientes con EA, los niveles de ambas enzimas se encuentran subexpresados en 

comparación a controles sanos de la misma edad, particularmente en las áreas mayormente 

afectadas por la EA como el hipocampo y la corteza de asociación (Wang et al., 2006).  

Sin embargo, el diseño de agentes que modulen la expresión de estas enzimas es difícil 

dado que ninguna de estas enzimas es exclusiva para βA y se afectarían otras funciones, con 

posibles efectos no deseados.   
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Otra estrategia para estimular la eliminación de βA involucra modular la actividad de 

receptores de βA.  El receptor LRP (receptor de lipoproteína) y el p-gp medían el transporte 

de cerebro a plasma sanguíneo  de βA (Shibata et al., 2000; Lam et al., 2001).  Se ha 

encontrado que ambos se encuentran subexpresados en presencia de abundante βA cerebral 

(Vogelgesang et al., 2001; Deane et al., 2004).  En cambio, el receptor RAGE (receptor 

para productos de glicosilación avanzado) es capaz de unir βA en plasma y transportarlo a 

través de la barrera hematoencefálica (BBB) al cerebro (Deane et al., 2003); este receptor es 

regulado positivamente en presencia de βA y es capaz de reducir la expresión de LRP, 

aumentando los niveles de βA en cerebro (Deane et al., 2004).  Se han propuesto como 

estrategias terapéuticas el desarrollo de fármacos que bloqueen la interacción de βA con 

RAGE  o bien bloqueen la actividad de RAGE (Wang et al., 2006) para modular los niveles 

de βA en cerebro.  A pesar de que podría parecer un blanco atractivo, en 2011 se detuvo 

abruptamente un estudio clínico en fase II de un inhibidor de RAGE por la falta de 

evidencia que indicara un beneficio en los pacientes (Bonetta, 2011). 

   

Se ha encontrado que la inyección intravenosa de sustancias que tienen afinidad por  βA, 

aún sin que estas sustancias atraviesen la BHE, también inducen una reducción en los 

niveles de βA soluble cerebral, así como un aumento en los niveles de βA en plasma 

(Matsuoka et al., 2003; Yang et al., 2005), lo cual se ha atribuído a un mecanismo de 

‘sumidero periférico’, donde la administración intravenosa de sustancias  con afinidad por 

βA fungen como atractores periféricos capaces de alterar el equilibrio entre el βA en plasma 

y el βA cerebral, induciendo un eflujo de βA del cerebro a plasma disminuyendo así los 

niveles del péptido en cerebro (Salloway et al., 2008).   

 

También se están evaluando agentes que posean la capacidad de inhibir la agregación de βA 

mediante su interacción con el péptido, entre los cuales destaca el caso del tramiprosato 

(homotaurina, ALZHEMEDTM), un compuesto análogo a la taurina capaz de interactuar con 

βA (Aisen et al., 2011).    Aunque en ensayos preclínicos demostró capacidad de unirse a 

monómeros de βA e inhibir su agregación, en 2011 luego de llegar a la fase III de ensayos 

clínicos fue declarado ineficiente para mejorar los síntomas cognitivos de los pacientes con 

EA (Khairallah y Kassem, 2011).      

 

Además de los tratamientos mencionados, hay una gama de agentes que se han propuesto 

como estrategias auxiliares para la EA (ver apéndice A).   
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Inmunoterapia:  modulación, eliminación y desagregación 
 

Una de las estrategias que más atención ha atraído en los últimos años, tanto en el ámbito de 

investigación como en la industria farmacéutica, es la inmunoterapia para la EA.   

 

La inmunoterapia es el tratamiento de enfermedades mediante la inducción, estimulación o 

supresión de la respuesta inmune.   

La inmunoterapia para el EA consiste en la administración de anticuerpos específicos contra  

βA (inmunoterapia pasiva) o bien la inducción de anticuerpos anti-βA.  Estos anticuerpos 

son capaces de inhibir la agregación del péptido y prevenir la citotoxicidad celular asociada 

a los oligómeros de  βA (Pul et al., 2011; Weiner y Frenkel 2006).   

 

Una de las grandes ventajas de esta estrategia en comparación al desarrollo de 

medicamentos es que permitiría vacunar a la población en riesgo contra la enfermedad, lo 

cual hace de la inmunoterapia un campo de investigación activo.    

 
Las primeras investigaciones en el área comenzaron en los 90s, cuando el grupo de 

Solomon y colaboradores demostró por primera vez que anticuerpos anti-βA eran capaces 

de disolver agregados de  βA así como prevenir la agregación de los monómeros (Solomon 

et al., 1996).   

En 1999 el grupo de Schenk y colaboradores reportaron por primera vez que la 

inmunización de ratones transgénicos para APP humano (PDAPP) con el péptido βA1-42 

fibrilar en combinación con adyuvante inducía la producción de anticuerpos específicos 

contra βA. En este trabajo reportaron un reducción en las lesiones de origen amiloide en el 

parénquima cerebral y mejor desempeño en pruebas cognitivas en los ratones transgénicos 

inmunizados en comparación a los transgénicos que no habían sido tratados, iniciando así el 

campo de estudio de la inmunoterapia para la EA (Schenk et al., 1999).  A partir de estos 

hallazgos se decidió evaluar la inmunización activa con βA1-42 fibrilar en un ensayo clínico, 

luego de las mejoras que el grupo de Schenk había reportado.   

 

El primer ensayo clínico para evaluar el enfoque inmunoterapeútico para el tratamiento de 

la EA fue llevado a cabo por Elan Pharmaceuticals Inc, donde se administró péptido βA1-42 

sintético (denominado AN1792) junto con QS21 como adyuvante, vía intramuscular por 12 

meses (Lemere y Masliah, 2010).  Se reclutaron aproximadamente 300 pacientes con 

demencia por EA leve a moderada. Sin embargo, el estudio se detuvo luego de las primeras 

inmunizaciones cuando 6% de los pacientes desarrollaron meningoencefalitis.  
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Estudios longitudinales sobre el caso reportaron que no todos los pacientes tratados 

presentaban anticuerpos anti-βA en plasma. Se reportaron mejoras sólo un en subgrupo de 

30 pacientes, que había desarrollado un título alto de anticuerpos , donde estos perdieron 

menos volumen cerebral y además su declive cognitivo se estabilizó, pero estos resultados 

no pudieron sostenerse a nivel del ensayo clínico debido al reducido número de pacientes 

que respondió al tratamiento.  Los pacientes que no desarrollaron anticuerpos y fueron 

tratados tuvieron un desempeño aún peor que los pacientes no tratados  (Vellas et al., 2009).  

 

Análisis histopatológicos de los pacientes tratados encontraron zonas en la corteza con 

placas amiloides en recesión, rodeadas de abundante microglía activada.  

Los casos de meningoencefalitis fueron atribuídos a una infiltración de células T reactivas.  

QS21, el adyuvante empleado en este ensayo es un inductor de la respuesta Th1.  En los 

cerebros de los pacientes que padecieron meningoencefalitis se reportó la presencia de 

células T CD4+ y CD8+, de lo cual se concluyó  que sería más conveniente utilizar 

adyuvantes que indujeran una respuesta Th2 para evitar la respuesta pro-inflamatoria 

(Schenk et al., 2004).  Además, el péptido βA de longitud completa presenta epítopos para 

las células T en su porción central y carboxilo terminal, lo cual se cree que también pudo 

haber coadyuvado al desarrollo de meningoencefalitis en algunos pacientes (Monsonego et 

al., 2003), consideraciones que se volvieron muy importantes para el diseño de futuros 

inmunoterapéuticos.   

 

A pesar de los efectos secundarios, este estudio asentó las bases para la inmunoterapia para 

la EA, ya que demostró que βA es capaz de inducir una respuesta inmune y que los 

anticuerpos anti-βA tienen un efecto protector (Pul et al., 2011).  Estudios posteriores tanto 

de inmunoterapia pasiva (Bard et al., 2000; DeMattos et al., 2001; Dodart et al., 2002) 

como activa (Morgan et al., 2000; Janus et al., 2000) empleando una diversidad de modelos 

murinos transgénicos, adyuvantes e inmunógenos han reafirmado el potencial de la 

inmunoterapia para interferir con la formación de agregados de βA, la citotoxicidad 

asociada al péptido y atenuar el déficit cognitivo en estos modelos (Brody et al., 2008).   

 

Ensayos clínicos actuales con base inmunoterapéutica 

A partir del ensayo clínico de AN1792 se hicieron esfuerzos subsecuentes para diseñar 

vacunas de segunda generación cuyo blanco fuera el péptido βA, pero en las cuales se 

favoreciera la respuesta humoral y no celular con el fin de evitar los efectos adversos 

asociados.  
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La inmunoterapia activa tiene como ventajas el ser un tratamiento de larga duración, ya que 

es capaz de inducir memoria inmunológica una vez adminstrada.  Sin embargo, esta opción 

también tiene la posibilidad de estimular respuestas inmunológicas robustas que no se 

desearían en un paciente con EA.    

 

Entre las vacunas de segunda generación que se encuentran actualmente en ensayos clínicos 

encontramos a CAD106 (Novartis), vacuna que presenta múltiples copias de βA1-6 acoplado 

a una partículas tipo-virus (VLP’s), del bacteriófago Qβ.  En ensayos preclínicos se 

encontró que en los ratones tratados, había una reducción en carga amiloide cerebral.   

En la fase I del ensayo clínico se reclutaron pacientes con EA leve a moderada y se les 

administraron tres inyecciones vía subcutánea.  Aunque no se presentaron casos de 

meningoencefalitis, se reportaron efectos adversos en casi todos los pacientes, siendo los 

más comunes nasofaringitis y eritrema en el sitio de administración.  Sin embargo, más del 

50% de pacientes desarrollaron anticuerpos contra βA (Winblad et al., 2012).   

 

Otras vacunas que se encuentran en ensayo clínico incluyen a ACI-21 (AC Immune), que 

usa el fragmento βA1-13 embebido en membrana de liposoma y se encuentra en fase II y 

Affitope AD-02,  una vacuna de péptido de 6 aminoácidos dirigidos al extremo N-terminal, 

que se encuentra en fase II (Galimberti et al., 2013).   

 

La inmunización pasiva ofrece una solución alternativa para evitar la inflamación inducida 

por la activación de la respuesta celular.  Como ventajas sobre la inmunoterapia activa 

incluye que, de haber efectos adversos, sólo debe detenerse la administración de 

anticuerpos.  Sin embargo, es una opción a largo plazo y cabe la posibilidad que los 

pacientes desarrolen anticuerpos contra los anticuerpos terapéuticos e inhiban el efecto de la 

terapia (Lemere y Masliah, 2010).  

Bapineuzumab (Wyeth & Elan) es un anticuerpo monoclonal humanizado contra el extremo 

N-terminal de βA.  Se probó en un ensayo clínico fase II con 200 pacientes con EA leve-

moderado, donde se no se demostró una eficacia global, pero un subgrupo de pacientes (los 

que no portaban el alelo ApoE4) respondieron bien al tratamiento.   Recientemente la fase 

III del estudio, que evaluaba la eficiencia a largo plazo en pacientes con y sin el genotipo  

se detuvo dada la ausencia de resultados (Khorassani e Hilas, 2013).   

 

Solanezumab (Ely Lilly) es otro anticuerpo monoclonal humanizado, dirigido contra la 

porción central de βA que se encuentra en fase III, con pacientes con EA moderada.  Se 
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reportó que en los pacientes tratado había un aumento de βA (incluyendo péptidos 

truncados modificados) en sangre, lo cual es indicativo que el anticuerpo tiene la capacidad 

de cambiar el equilibrio de βA y actuar como un atractor en la periferia, como propuesto 

por la hipótesis del sumidero periférico (Lemere y Masliah, 2010).  Los resultados que se 

reportaron para la evaluación de la función cognitiva luego del tratamiento revelaron que el 

declive cognitivo en los pacientes tratados se estabilizó, pero no generó mejoras 

funcionales.  Este anticuerpo se encuentra actualmente en un ensayo clínico importante que 

incorpora a 1000 pacientes para probar su efecto en etapas pre-sintomática de la EA 

(Strobel y Zakaib, 2013).   

 
Se encuentran en ensayos clínicos también anticuerpos que están dirigidos contra estados de 

conformación de βA y otras regiones del péptido además de la N-terminal.  

Entre estos anticuerpos están:  MABT5102A (Crenezumab, Genetech) que se une con 

afinidad a monómeros, oligómeros y fibrillas (Adolfsson et al., 2012) y que actualmente se 

encuentra comenzando la fase II, después de haber evaluado su seguridad en la fase I; 

R1450 (Gantenerumab, Hoffman-LaRoche) que se une específicamente a placas amiloides 

con conformación fibrilar (Bohrmann et al., 2012) y cuya evaluación en fase III inició en 

2012.   

 

Tanto en pacientes con EA como individuos sanos se han detectado autoanticuerpos contra 

βA (nAbsβA) en el plasma sanguíneo. Curiosamente, en pacientes con EA estos 

autoanticuerpos se presentan en menor cantidad, y su nivel se correlaciona con la edad de 

padecimiento de la EA.  Se ha reportado además que estos autoanticuerpos están dirigidos 

de forma preferencial a  los oligómeros de βA y que son específicamente estos nAbsβA 

contra estados conformacionales los que se encuentran disminuídos en pacientes con EA 

(Wang et al., 2006).   

 
IVIg (Gammagard, Baxter Health Care) es un pool de inmunoglobulinas humanas que 

contiene nAbsβA.  Previamente se había evaluado la administración intravenosa de 

Gammagard en ocho pacientes, donde se encontró que declive cognitivo se estabilizó.  Sin 

embargo, el estudio en fase III que reclutó a 390 pacientes con Alzheimer moderado no 

encontró que su administración estabilizara el deterioro cognitivo ni funcional en estos 

pacientes en comparación al grupo que recibió placebo, por lo que Baxter detuvo los 

ensayos clínicos con Gammagard (Rogers, 2013).    
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Mecanismos de acción de los anticuerpos contra βA 

Se han propuesto tres mecanismos mediante los cuales los anticuerpos contra βA ejercen 

sus efectos  (Fig. 11)  (Weiner y Frenkel, 2006) 

 
Figura 11. Representación esquemática de los mecanismos de acción de los anticuerpos anti-βA.  a.  desagregación o 

neutralización mediada por interacción directa de anticuerpos con βA.  b.  Fagocitosis del complejo anticuerpo- βA mediada por 
el receptor Fc.  c.  Mecanismo del consumo o sumidero periférico.  Moléculas atractoras en la circulación inducen una salida de 

βA del cerebro al plasma.  Modificado de Weiner y Frenkel, 2006.    

• Por interacción o neutralización de las especies tóxicas de βA.  Los anticuerpos 

inhiben la fibrilogénesis y la formación de oligómeros, cambiando el equilibrio 

entre agregados y monómeros hacia monómeros, los cuales pueden ser más 

fácilmente degradados.  Este mecanismo está sustentado en evidencia experimental 

in vitro, donde la adición de anticuerpos anti- βA impide la agregación del péptido o 

bien revierte la agregación de fibrillas (Brody y Holtzman, 2008).  

• Por activación de microglía mediante el receptor Fc.  La microglía activa es capaz 

de fagocitar agregados amiloides extracelulares. Este mecanismo requiere que los 

anticuerpos lleguen al parénquima cerebral para activar la microglía residente.  Los 

anticuerpos con isotipo IgG2 poseen mayor afinidad por los receptores Fc, y se ha 

encontrado que promueven una mayor eliminación de los agregados extracelulares 

de βA (Burbach et al., 2007).   

• Mecanismo del sumidero periférico.  Este mecanismo se propuso luego de que la 

administración intravenosa de anticuerpos anti-βA indujo una mejora cognitiva y 

niveles de βA más altos en el plasma sanguíneo en el modelo murino PDAPP 

(DeMattos et al.,  2001).  Por las restricciones de la BHE, sólo el 0.1% de 

anticuerpos pasa a través de ella. A pesar de este porcentaje bajo, los anticuerpos 

anti- βA sin unirse a βA cerebral, medían un decremento en la carga amiloide en 

cerebro, por lo cual se le atribuye a los anticuerpos anti-βA un efecto atractor, como 
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el que se discutió previamente para las sustancias con afinidad por βA. La 

implicación de este mecanismo es que hay un equilibrio entre el βA en plasma y el 

βA cerebral.  

 
 
Lecciones aprendidas 
La revisión de la información disponible acerca de los ensayos clínicos de 

inmunoterapéuticos contra la EA muestra que la tendencia general de estos ensayos es que 

cuando se evalúan los efectos en la función cognitiva no hay una mejora en ésta, siendo el 

mejor de los casos una estabilización del declive, a pesar de los prometedores resultados 

que se obtienen en los ensayos preclínicos.  

 

En todos los ensayos, los pacientes reclutados ya presentan síntomas (Alzheimer leve o 

moderado), lo cual es inevitable en el sentido que gracias a los síntomas se diagnostica que 

el paciente tiene EA con alta probabilidad.  Sin embargo, de acuerdo con los 

descubrimientos de años recientes, los eventos que conducen a la neurodegeneración, como 

la acumulación de especies oligoméricas intracelulares que inducen pérdida de sinapsis y 

estrés oxidante, ocurren 10-20 años antes de la aparición de síntomas clínicos.  Esto quiere 

decir que los pacientes con EA leve o moderada ya presentan pérdida sináptica y otros 

eventos neurodegenerativos.  Más aún, en los pacientes que se ha reportado alguna 

estabilización del declive cognitivo, son pacientes que presentan Alzheimer leve 

(Galimberti et al., 2013).  

 

Atacar solamente a βA en etapas tardías o medias de la enfermedad puede ser inefectivo, 

porque en esa etapa ya se presenta pérdida neuronal y es posible que algunos eventos de la 

cascada neurodegenerativa se vuelvan independientes del estímulo inicial (acumulación de 

βA) y actúen en concierto con βA (Golde et al., 2011).   Por lo anterior, es evidente un 

desfase entre las terapias que buscan reducir la carga amiloide en etapas tardías de la 

enfermedad, si no se acopla este tratamiento a alternativas para restaurar o atenuar los 

efectos de la pérdida neuronal (Medeiros et al., 2012).   

 

De acuerdo a la progresión patológica de la enfermedad propuesta por la hipótesis de la 

cascada amiloide, la acumulación intraneuronal de βA es el estímulo que detona los eventos 

neurodegenerativos que resultan en la demencia asociada a la EA.  Por ello es razonable 

decir que los tratamientos contra βA deberían probarse en las etapas tempranas del curso de 

la enfermedad, lo cual implica que se requieren marcadores más precisos que permitan el 
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diagnóstico temprano de la EA, antes de que el daño neuronal sea irreversible (Galimberti 

et al., 2013). 

 
Otro punto a considerar para el diseño de futuras terapias es que la mayoría de los 

anticuerpos que se han probado en ensayos clínicos están dirigidos al epítopo 

inmunodominante en la porción N-terminal 3EFRH6 la cual no está presente en los péptidos 

N-truncados piroglutamados.  La presencia dominante de péptidos piroglutamados en 

pacientes con EA y las implicaciones que estos tienen  en la patogénesis de la enfermedad, 

sugiere que no debería subestimarse el papel de los péptidos amino-truncados 

piroglutamados en el diseño de futuros terapéuticos e incluso posiblemente de marcadores 

de diagnóstico, dada su acumulación en etapas tempranas de la EA.   

 

Existen dos grandes presiones en el campo de la investigación de la inmunoterapia para la 

EA, tanto por desarrollar nuevos inmunoterapéuticos efectivos que tengan el máximo 

beneficio con el mínimo efecto secundario, como por encontrar marcadores tempranos de la 

EA.  El cumplir estos dos objetivos implica que se requieren tomar en cuenta los hallazgos 

recientes sobre la enfermedad y enfocar los nuevos tratamientos a interrumpir los eventos 

patológicos tempranos de la EA, que involucran principalmente al péptido βA, antes que su 

acumulación conlleve a la cascada neurodegenerativa asociada a la EA.    

 

Para lo anterior, se requiere mejorar el entendimiento de los mecanismos moleculares que 

implican a βA en la disfunción celular temprana, así como caracterizar los determinantes 

antigénicos en las especies patogénicas relevantes para la EA con el fin de desarrollar 

inmunógenos capaces de reconocerlas e inducir una respuesta inmune protectora para su 

tratamiento.  Una herramienta importante para la caracterización de los determinantes 

antigénicos de las proteínas de interés es el mapeo de epítopos.   

 
Mapeo de epítopos 

 
Un epítopo o determinante antigénico de células B es la región de un antígeno que es capaz 

de estimular la producción de anticuerpos y de combinarse con los anticuerpos específicos 

producidos por dicha respuesta hacia ese epítopo particular.  Un mismo antígeno puede 

presentar más de un epítopo, que pueden clasificarse en dos grandes grupos:  epítopos 

continuos o discontinuos (Gershoni et al., 2007).  
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Un epítopo continuo está formado por aminoácidos adyacentes en la estructura primaria de 

la cadena polipeptídica.  Los anticuerpos específicos para un epítopo continuo reconocen 3 

ó 4 aminoácidos críticos que permiten la interacción específica entre epítopo/anticuerpo, y 

que se encuentran en secuencia lineal (Fig. 12).    

En cambio, los anticuerpos contra epítopos discontinuos reconocen una estructura en el 

antígeno.  La superficie de una proteína no es sólo una cadena de aminoácidos, sino que 

presenta estructura tridiminesional que está determinada por la interacción entre las cadenas 

laterales de los residuos de aminoácidos que conforman a la proteína (Moreau et al., 2006).    

Los epítopos discontinuos están compuestos por residuos de aminoácidos que están alejados 

en la estructura primaria de la proteína, pero que se encuentran en cercanía en la estructura 

tridimensional de esta, precisamente por los pliegues y bucles que presenta una proteína 

(Fig. 12).  

 

El mapeo de epítopos es el método mediante el cual pueden identificarse los determinantes 

antigénicos específicos de anticuerpos en la proteína contra la cual se desarrollaron.   

La identificación y caracterización de estos sitios de interacción antígeno/anticuerpo son 

importantes para el desarrollo de nuevos terapéuticos, vacunas y marcadores de diagnóstico 

(Gershoni et al., 2007), objetivos urgentes para la EA.   

 
Técnica de despliegue en fago filamentoso y selección por afinidad (biopanning) 

Una de las estrategias para llevar a cabo la identificación de epítopos es el proceso de 

bioselección con bibliotecas de péptidos expresados por despliegue en fagos filamentosos 

(Phage Display).  Esta es una técnica que permite expresar un conjunto de péptidos 

fusionados genéticamente a la proteína de superficie pIII del fago filamentoso M13, de 

manera que el inserto peptídico también se expresa en la proteína pIII.  Una de las ventajas 

de esta técnica es que pone a prueba insertos con millones de combinaciones de 

aminoácidos en un proceso de bioselección que permite recuperar aquellos fagos que 

Figura 12. Representación esquemática de un 
epítopo continuo y uno discontinuo en el mismo 

antígeno. 
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poseen los insertos con las características deseadas (Gershoni et al., 2007), lo cual se 

denomina biopanning o selección por afinidad. ya que la presión de selección está dada por 

la unión del inserto en los fagos a los anticuerpos que se usen en la bioselección.   

Los fagos que sobrevivan los ciclos de selección por su unión a los anticuerpos pueden ser 

posteriormente aislados para caracterizar el inserto que poseen (Inbar y Benhar, 2012).  

De esta forma, al finalizar los ciclos de selección se obtiene una población de fagos 

enriquecida en clonas con insertos específicos para la molécula blanco.  Generalmente se 

recomienda realizar entre 3 y 4 rondas de biopanning, ya que las secuencias se vuelven 

menos diversas en cada ronda, lo cual podría limitar el repertorio de resultados, pero menos 

rondas resultaría en muchos insertos con baja especificidad por los anticuerpos con los que 

se evalúe (Derda et al., 2011)  

 

Esta técnica se ha usado ampliamente para la identificación de epítopos, y es una alternativa 

importante contra otras técnicas costosas y laboriosas para el hallazgo de blancos 

terapéuticos.  Además, esta tecnología permite encontrar insertos peptídicos que mimeticen 

epítopos naturales del antígeno (mimótopos), así como caracterizar la especificidad de 

unión de péptidos (Mayrose et al., 2007).   

 
Anticuerpos contra epítopos lineales en β-amiloide 

 
βA presenta epítopos tanto para células T como para células  B:  la región N-terminal (a.a. 

1~15) presenta un epítopo inmunodominante para las células B, mientras que la región 

central (a.a. ~17~32) y C-terminal (a.a. ~32~42) presentan epítopos para las células T 

(Monsonego et al., 2001).  De acuerdo al sitio de unión de los anticuerpos anti-βA en la 

secuencia lineal de este péptido, los anticuerpos se han clasificado en tres grupos: N-

terminal (a.a1~15), anticuerpos contra la región central (a.a. ~17~32),   anticuerpos contra 

la región C terminal (a.a. ~32~42).  En general se ha encontrado que los anticuerpos 

dirigidos contra epítopos lineales de βA son capaces de reducir la patología amiloide 

mediante los mecanismos descritos anteriormente, aunque los resultados en ensayos 

clínicos no han logrado reproducir, a gran escala, los resultados pre-clínicos.    

A pesar de que el énfasis de los inmunoterapéuticos empleados en ensayos clínicos ha caído 

en anticuerpos dirigidos contra secuencias lineales, en desórdenes como la EA que implican 

proteínas mal plegadas (desórdenes conformacionales), tener anticuerpos que reconozcan 

estas conformaciones patológicas son invaluables para la investigación, el diagnóstico y el 

tratamiento, dada la relevancia de los oligómeros de βA en la patogénesis de la EA (Kayed 

y Glabe, 2006).  
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3. Antecedentes de Trabajo 
 

 
Cuando se realiza una identificación de epítopos por un proceso de bioselección por 

despliegue en fago, a menudo es posible mapear el epítopo a una región determinada del 

antígeno nativo, por comparación entre la secuencia del inserto expresada en las clonas con 

la secuencia del ligando natural, de manera que el motivo peptídico coincide con la 

secuencia lineal de los aminoácidos de la proteína nativa.  Sin embargo, el mapeo también 

puede revelar epítopos no-lineales.   

 

Se sabe que βA presenta diferentes estados de agregación con conformaciones distintas 

(Fändrich et al., 2011).  Esto implica que hay diferencias en la estructura de los múltiples 

estados de agregación de βA, y que según la conformación pueden estar expuestos distintos 

residuos, por lo cual estos estados de agregación presentan epítopos conformacionales 

particulares (Glabe, 2004).     

La generación de anticuerpos contra epítopos conformacionales, particularmente de 

oligómeros,  proporciona una herramienta para profundizar en los mecanismos de 

patogénesis en los que está implicado este estado conformacional, ya que permiten localizar 

y cuantificar los niveles de oligómeros (Kayed et al., 2003; Oddo et al., 2003), lo cual es 

importante para evaluar, por ejemplo, el efecto de tratamientos que tengan por blanco 

terapéutico a los oligómeros (Kayed y Gable, 2006).   

 

Evidencias experimentales indican que βA posee epítopos conformacionales que inducen 

una respuesta humoral; a partir de la inmunización con fibrillas (Gaskin et al., 1993; 

O’Nuallain y Wetzel, 2002; Miller et al., 2003; Gevorkian et al., 2004) u oligómeros (Yang 

et al., 1995; Lambert et al., 2001; Kayed et al., 2003) se han generado en modelos animales 

anticuerpos que reconocen a su respectivo estado conformacional.   

 

Trabajos con mapeo de epítopos de βA fibrilar u oligomérico han encontrado péptidos que 

pueden interactuar con los anticuerpos dirigidos contra dichos estados de agregación.  Estos 

péptidos imitan a los epítopos conformacionales de βA fibrilar u oligomérico, pero no 

presentan homología en su secuencia con βA (Gevorkian et al., 2004; Scheeberger et al., 

2009; Pérez-Garmendia et al., 2010; Wang et al., 2010), por lo cual se denominan 

mimótopos antigénicos.  El término mimótopo se usa para referirse a péptidos de tamaño 

pequeño que pueden unirse de forma específica al sitio de unión de su receptor sin coincidir 

con la secuencia del antígeno original (Geysen et al., 1984).  También llamados imitadores 
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antigénicos, los mimótopos son seleccionados por afinidad en la interacción 

antígeno/anticuerpos dada precisamente su capacidad de imitar al epítopo en estructura, aún 

si su secuencia primaria es distinta a la del epítopo (Moreau et al., 2006).  Si estos 

mimótopos son capaces de inducir anticuerpos que presentan reacción cruzada con el 

epítopo natural, entonces también son inmunogénicos.    

 

La identificación de mimótopos se ha usado en la investigación para el desarrollo de 

vacunas para diversas enfermedades (Wang et al., 2007; Wierzbicki et al., 2008; 

Knittelfelder et al., 2009), el diseño de moléculas agonistas o antagonistas para enzimas o 

receptores (Wang et al., 2004) y el desarrollo de marcadores de diagnóstico (Marston et al., 

2002; Beckmann et al., 2005).   

 

Para el caso de la EA, identificar mimótopos que induzcan la producción de anticuerpos 

contra oligómeros de βA proveería nuevos blancos moleculares que permitirían generar 

terapéuticos más eficientes, como vacunas de epítopos.  Las  ventajas de las vacunas de 

epítopos son el bajo costo de su manufactura, su baja toxicidad,  que generan anticuerpos 

que presentan reacción cruzada con el epítopo natural y además, al ser un antígeno no-

propio, se potenciaría la respuesta humoral, características deseables en un terapéutico 

(Gershoni et al., 2007).  Además, las vacunas basadas en epítopos podrían ayudar a reducir 

la producción de anticuerpos no efectivos y aumentar la actividad específica de los 

anticuerpos neutralizantes.   

 

Las variantes de βA que más ampliamente han sido investigadas para la inmunoterapia son 

βA1-40 y βA1-42, dada su prevalencia en las placas amiloides.  Sin embargo, en años 

recientes se ha encontrado que una porción significativa (más del 50%) del βA total en 

cerebros de pacientes con EA y SD corresponde a variantes amino-truncadas 

piroglutamadas del péptido βA, de las cuales el péptido βApE 3-42 es el más abundante (Saido 

et al., 1995; Sergeant, 2003).  En contraste, en pacientes con placas amiloides pero sin 

déficit cognitivo, la proporción de péptidos piroglutamados es mínima (Guntert et al., 2006) 

Se ha encontrado que los péptidos piroglutamados son más proclives a la agregación por su 

mayor hidrofobicidad (Schlenzig et al., 2009; Schlenzig et al., 2012), poseen resistencia a la 

degradación por aminopeptidasas (Drew et al., 2010) y sus agregados son altamente tóxicos 

para las neuronas (Piccini et al., 2005; Russo et al., 2002). 

Particularmente, el péptido βApE 3-42   se ha encontrado en los depósitos focales de las placas 

neuríticas, y se ha reportado también que sus niveles se correlacionan con la severidad de la 
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demencia (Sullivan et al., 2011).  

Se ha encontrado que la presencia de la modificación N-terminal en los péptidos 

piroglutamados promueve su agregación en oligómeros (Schilling et al., 2006; Schlenzig et 

al., 2010), que se consideran el estado de agregación patológico de βA en la EA (Haass y 

Selkoe 2007; Walsh y Selkoe, 2007).  

Un modelo murino transgénico que producen altas cantidades de  βApE 3-42  (en comparación 

a otras cepas) presenta pérdida neuronal y déficits cognitivos a las 8 semanas, que se 

correlaciona con los niveles de βApE 3-42  (Wirths et al., 2009) .   La administración 

intraventricular de agregados de βApE 3-42  en ratones C57BL/6 indujo deficiencias en el 

desempeño en pruebas conductuales para evaluar memoria en comparación al control 

(Youssef et al., 2007).   

Adicionalmente, βApE 3-42    es capaz de co-oligomerizar con βA1-42, formando oligómeros 

mixtos de bajo peso molecular que poseen una estructura distinta a los oligómeros de  βA1-

42  y presentan mayor citotoxicidad neuronal (Nussbaum et al., 2012).   

Los anteriores hallazgos han postulado al péptido βApE 3-42  como relevante en la patogénesis 

de la EA, reconociéndolo como un blanco terapéutico potencial (Gunn et al., 2010; Jawhar 

et al., 2011; Nussbaum et al., 2012; Pérez-Garmendia y Gevorkian, por publicar).   

 

Por la modificación N-terminal de βApE 3-42, los anticuerpos dirigidos contra el extremo 

amino intacto no reconocen a éste péptido piroglutamado.  Más aún, se ha reportado que los 

agregados formados por βApE 3-42 presentan una conformación distinta a los oligómeros de 

βA1-42 (Sun et al., 2010), por lo que los anticuerpos contra epítopos conformacionales de 

βA1-42 o βA1-40 tampoco reconocen los agregados de βApE 3-42 piroglutamado (Pérez-

Garmendia y Gevorkian, por publicar).   

 

La importancia emergente de los péptidos piroglutamados en la patogénesis de la EA ha 

interesado a algunos grupos de investigación, entre ellos el nuestro, para evaluar el 

potencial inmunoterapéutico de los péptidos piroglutamados.    

 

Se ha establecido experimentalmente que la inmunización con βApE 3-42 genera anticuerpos 

contra βApE 3-42   (Acero et al., 2009; Wirths et al., 2010; Sullivan et al., 2011; Frost et al., 

2012; DeMattos et al., 2012; Nava-Catorce, 2012).   

La evaluación in vitro de estos anticuerpos ha reportado que inhiben la agregación y efectos 

tóxicos de βApE3-42, por lo que puede considerarse que tienen un efecto protector (Wirths et 

al., 2010).  
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Distintos grupos de trabajo han desarrollado anticuerpos monoclonales contra βApE 3-42 que 

se han empleado en ensayos de inmunización pasiva.  En estos experimentos se ha 

encontrado que son capaces de reducir la cantidad de oligómeros intracelulares de βApE 3-42, 
reducir el déficit cognitivo, disminuir la carga amiloide total e incluso reducir la formación 

de placas amiloides en hipocampo y corteza cerebral sin efectos adversos (Wirths et al., 

2010; Frost et al., 2012).  La reducción en carga amiloide total es indicativo que βApE 3-42 

tiene efectos en otras variantes de βA, por lo cual puede ser un objetivo terapéutico 

estratégico (Bayer y Wirths, 2011).   

 

En un trabajo reportado en el 2009, Acero y colaboradores determinaron que los 

anticuerpos anti- βApE 3-42  inducidos en conejos reconocían de manera exclusiva a agregados 

oligoméricos del péptido, sin presentar reacción cruzada con otras variantes de βA (Acero 

et al., 2009).  Posteriores trabajos de este mismo grupo confirmaron el hallazgo (Nava-

Catorce, 2012) en ratones de la cepa Balb/c.   

El grupo de Wirths y colaboradores reportó en 2010 un anticuerpo monoclonal (9D5) 

desarrollado específicamente contra oligómeros de bajo peso molecular de βApE 3-42.  9D5 

presenta un patrón de inmunoreactividad diferente a anticuerpos dirigidos contra el extremo 

N-terminal de βApE 3-42 tanto  en tejidos de ratones transgénicos como de pacientes con EA.  

En este mismo trabajo encontraron que las placas en pacientes no-dementes no presentaban 

reacción con 9D5, mientras que los cerebros de los pacientes con EAF y EA sí presentaron 

inmunoreactividad, corroborando la presencia de oligómeros de βApE 3-42 en estados 

patológicos (Wirths et al., 2010).  Este anticuerpo monoclonal tampoco reconoce agregados 

de otras variantes.    

Se ha reportado que los oligómeros de βApE 3-42 se acumulan  al interior de las células en 

etapas tempranas del subtipo familiar de la EA (EAF) y en pacientes con SD (Huse et al., 

2002; Sergeant et al., 2003).  Tomando en cuenta su mayor propensión a formar agregados 

y los estudios anteriormente mencionados,  se ha propuesto que βApE 3-42   puede actuar como 

semilla de agregación en etapas tempranas de la EA (Schilling et al., 2006; Schlenzig et al., 

2010), por lo cual los oligómeros del péptido βApE 3-42    podrían servir como un marcador de 

diagnóstico temprano de la EA (Wirths et al., 2010).   

 

La especificidad de los anticuerpos anti- βApE 3-42  por el péptido βApE 3-42   sugiere que 

presenta epítopos particulares que no son reconocidos por anticuerpos desarrollados contra 

otras variantes de βA.  Considerando las implicaciones que tienen los oligómeros de βApE 3-

42   en la patogénesis de la EA y que estos no presentan el epítopo inmunodominante N-
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terminal EFRH, sería conveniente mapear sus epítopos para el diseño de terapéuticos 

específicos como vacunas de epítopos o bien para generar marcadores moleculares de βApE 

3-42  de diagnóstico.     

 

En nuestro laboratorio se han llevado a cabo estudios sobre la inmunogenicidad de βApE 3-42 

tanto en conejos (Acero et al., 2009) como en ratones (Nava-Catorce, 2012), donde se ha 

demostrado la capacidad de preparaciones oligomerizada de βApE 3-42 de inducir anticuerpos 

en ambas especies,  así como una respuesta tipo Th2 en ratones de la cepa Balb/c (Nava-

Catorce, 2012).  Asímismo, se realizó la identificación de epítopos (mediante la técnica de 

despliegue en fago filamentoso) para anticuerpos anti-βApE 3-42 producidos en conejo.  

(Acero et al., 2009).  Las clonas obtenidas por bioselección con base en su reactividad con 

el suero anti-βApE 3-42  presentaron una secuencia concenso homóloga (QFRH) que coincide 

con el motivo FRH presente en la secuencia lineal N-terminal de βA.  A pesar de esta 

homología, las clonas no fueron capaces de unirse a anticuerpos anti-βA1-42, lo cual indica 

que son específicas para   βApE 3-42 (Acero et al., 2009).      

 

No obstante los resultados obtenidos con suero de conejo, sería deseable realizar el mapeo 

de epítopos de βApE 3-42  empleando suero de ratón, no sólo porque gran parte de los trabajos 

experimentales pre-clínicos en el área de investigación sobre la EA se desarrollan 

empleando este modelo animal, sino porque las secuencias nativas de ambas especies βA 

difieren.  En el caso de los conejos la secuencia del βA es idéntica a la del humano, por lo 

que representa un autoantígeno ya que los péptidos empleados para inmunizar tienen la 

secuencia humana.  En los ratones la secuencia difiere en tres aminoácidos del extremo 

amino-terminal (Arg5-Gly, Tyr10-Phe e His13-Arg) (Jankowsky et al., 2007), por lo cual 

βA humano o de péptido sintético sería reconocido como no propio (Gevorkian et al., 

2004).   
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4. Planteamiento del Problema 

 

La enfermedad de Alzheimer se considera un enorme problema económico y de salud 

pública; sin embargo, no se cuenta con tratamientos eficaces para controlarla.   El reto que 

ha significado encontrar tratamientos efectivos para esta enfermedad radica en la 

complejidad de factores que afectan su desarrollo, que ocurre en el marco de un proceso 

complejo como es el envejecimiento y que hasta ahora no se cuenta con marcadores de 

diagnóstico efectivos que permitan identificar a la población en riesgo de padecer EA.  Esto 

es particularmente importante, debido a que se ha establecido que los cambios patológicos 

asociados al proceso neurodegenerativo que caracteriza a los pacientes con EA comienzan 

entre 10-20 años antes de la aparición de síntomas clínicos, por lo que las terapias evaluadas 

en etapas tardías pueden no ser efectivas en influir en su desarrollo.     

 

En cuanto al origen de la EA, la hipótesis dominante es la de la cascada amiloide, la cual 

propone  la acumulación anómala del péptido βA en el cerebro como el agente etiológico de 

la EA, por lo cual las investigaciones en el área se han enfocado en encontrar agentes 

capaces de reducir la carga amiloide en el cerebro.  La imunoterapia se ha posicionado 

como una estrategia con resultados prometedores en estudios pre-clínicos, donde se ha 

demostrado que tanto la imunoterapia activa como pasiva reducen la acumulación de βA en 

el cerebro, inhiben su agregación en estados conformacionales tóxicos y mejoran el 

desempeño en pruebas cognitivas en los modelos murinos que han sido tratados.  Sin 

embargo, en ensayos clínicos con imunoterapéuticos no se han logrado reproducir las 

mejoras cognitivas a gran escala.   

 

La especie de βA que más atención ha recibido en el diseño de inmunoterapéuticos es βA1-

42.  Sin embargo se ha encontrado que las especies dominantes de βA en cerebros de 

pacientes con EA corresponden a péptidos N-truncados piroglutamados, entre los cuales 

destaca el péptido βApE3-42 por su toxicidad, su tendencia a la oligomerización, su 

acumulación progresiva en etapas tempranas de la EA y su capacidad de actuar como 

semilla de agregación.  Asímismo, se ha demostrado que la reducción en niveles de βApE3-42 

cerebral también reduce la cantidad total de todas las especies de βA.  Las anteriores 

evidencias postulan al péptido βApE3-42  como un blanco terapéutico y un marcador 

diagnóstico potencial, por lo que es importante considerarlo en el diseño de futuras 

estrategias de inmunoterapia, ya que hasta el momento la mayor parte de los anticuerpos 
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desarrollados para el tratamiento inmunoterapéutico de la EA están basados en un epítopo 

amino-terminal del péptido de longitud completa (βA1-42) que no se encuentra presente en 

βApE3-42  dado su truncamiento en el extremo amino.   

 

Uno de los retos de la inmunoterapia es desarrollar inmunoterapéuticos más seguros (que no 

induzcan una respuesta inmune en detrimento del paciente) y eficaces.  Una propuesta para 

lograr lo anterior es identificar los  epítopos o mimótopos de moléculas involucradas en la 

patogénesis de la EA, ya que esto permitiría desarrollar tratamientos novedosos como 

vacunas basadas en epítopos/mimótopos.   

 

Dada la importancia emergente del péptido βApE3-42 y su potencial de uso tanto en 

inmunoterapéuticos como en el diagnóstico se propone realizar la identificación de 

epítopos/mimótopos en un modelo murino, ya que gran parte de los trabajos experimentales 

pre-clínicos en el área de investigación sobre el Alzheimer se desarrollan empleando este 

modelo animal.  
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6. Objetivos 

 
Objetivo General 

 Identificar epítopos del péptido βApE 3-42  reconocidos por un suero anti-βApE 3-42  de 

origen murino mediante un proceso de bioselección empleando la técnica de despliegue en 

fago filamentoso (Phage Display).   

 

Objetivos Particulares 

- Obtener un suero anti-βApE 3-42 mediante la inmunización de ratones BALB/C 

con una preparación oligomerizada del péptido βApE 3-42    

- Llevar a cabo el proceso de bioselección utilizando el suero anti-βApE 3-42  y una 

biblioteca de péptidos desplegados en fago filamentoso 

- Evaluar por ELISA la reactividad de las clonas obtenidas después de 3 rondas 

consecutivas de bioselección 

- Secuenciar y analizar los insertos de las clonas seleccionadas para identificar  

epítopos/mimótopos del péptido  βApE 3-42   

- Evaluar la especificidad de los insertos en las clonas seleccionadas en ensayos 

ELISA de competencia.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



51	
   	
  

 
7. Desarrollo Experimental 
 
Preparación de βA 3-42 piroglutamado en forma oligomérica 
 
Para preparar los oligómeros del péptido βApE3-42  se siguió el protocolo reportado por Klein 

(2002).  Primero se monomerizó el péptido sintético (AnaSpec, California EUA) a través de 

su dilución en 1,1,1,3,3,3-hexafluoroisopropanol (Sigma-Aldrich, Francia) a 4ºC a una 

concentración de 1 mM y se incubó a temperatura ambiente durante una hora.  Se evaporó 

toda la noche a temperatura ambiente en la campana de humos y se liofilizó por tres días. 

Para obtener los oligómeros, el péptido liofilizado se resuspendió en esterilidad con dimetil 

sulfóxido  (DMSO, Sigma-Aldrich, Francia) a una concentración de 5mM y se llevó a 230 

μM con una solución amortiguadora de fosfatos (PBS 1X) estéril.  Para formar los 

oligómeros se dejó la preparación a 37ºC toda una noche, posterior a la cual se incubó a 

4ºC.  

 

Obtención del suero anti-βA 3-42 piroglutamado.  
 
Todos los ratones usados en este trabajo se trataron de acuerdo a los lineamientos de 

manejo animal del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.   

Un grupo de ocho ratones machos de la cepa BALB/c de 9 semanas de edad se dividió en 

dos grupos: uno de cinco y otro de tres ratones.  El primer grupo se estableció como el 

experimental; estos ratones se inmunizaron con la preparación de βApE3-42, excipiente (PBS 

1X estéril) más adyuvante de Freund.  El grupo de tres ratones fue el grupo control y recibió 

PBS 1X estéril más adyuvante de Freund.  Este adyuvante potencia la activación y 

proliferación de linfocitos T CD4+ (Billiau y Matthys, 2001).   Los ratones en ambos grupos 

recibieron inyecciones de sus respectivos tratamientos por dos meses, de la siguiente 

manera: 

Cada ratón del grupo experimental se inmunizó con 20 μg de péptido βApE 3-42 emulsionado 

con adyuvante de Freund completo (Sigma-Aldrich, Francia), volumen 1:1 vía 

intraperitoneal.  Posterior a la primera inmunización se realizaron 4 refuerzos con 

adyuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich, Francia) a los 7, 14, 28 y 42 días 

posterior a la primera inyección.  A los ratones control se les administró, con el mismo 

esquema, únicamente PBS estéril 1X con adyuvante.  Previo al sangrado a blanco se 

verificó la existencia de anticuerpos contra βApE 3-42 por una prueba ELISA del suero de 

cada uno de los ratones en el grupo experimental.  El suero de cada grupo se colectó en un 

pool, el cual se dividió en alícuotas de 1.0 ml.    
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Titulación del suero inmune 
 
Para la titulación se realizaron diluciones doble seriales desde 1:100 a 1:12, 800 del suero 

inmune y del suero no-inmune (sólo adyuvante) como control negativo.   

Se sensibilizó una placa de microtitulación (Nunc Maxi Sorp, Dinamarca) con 0.2 μg por 

pozo de βApE3-42 preparado como se indicó en el primer apartado de la metodología, en un 

volumen final de 100 μL de buffer de carbonatos (pH 9.6), y se incubó toda la noche a 4ºC.   

Al día siguiente se lavó la placa en un lavador automático de 4 ciclos (WellWash, Thermo 

Electron Corporation, EUA) con PBS-Tween al 0.2%.  Luego del lavado se bloqueó la 

placa con 200 μL de PBS-Leche-TritónX-100 al 0.2% durante una hora a 37ºC.  Se lavó 

nuevamente la placa y luego se agregaron 100μL por pozo del suero anti-βApE 3-42  en 

diluyente (PBS-Leche-2% TritónX-100 al 0.2%), en las siguientes diluciones:  1:100, 

1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200, 1:6400 y 1:12, 800.  Se hizo lo mismo para el suero 

control. Se incubó por una hora a 37ºC y después del lavado, se agregó como anticuerpo 

secundario anti IgG total de ratón hecho en cabra, conjugado a la enzima HRP (Goat Anti-

Mouse IgG H+L horseradish peroxidase conjugate, Invitrogen, Oregon, EUA), diluido 

1:5000 en PBS-leche 2% TritónX-100 0.2%.  Se incubó durante una hora a 37ºC, posterior 

a la cual se lavó y se adicionaron 200 μL de sustrato para peroxidasa (ABTS single 

solution, Zymed, San Franciso, CA, EUA).  Se dejó reaccionar por aproximadamente media 

hora a 37ºC para acelerar la reacción.  Finalmente, se tomó la lectura de la placa en un 

lector de placas automático (Dynex, Virgina, EUA) a 405 nm.   

 
 
Reactividad del suero de ratón anti-pEβA3-42 contra diferentes especies de βA (βA 11-42, 
βA pE 11-42, βA 1-42, βA pE 3-42).   
 
Para determinar si el suero anti-βApE3-42 presentaba reactividad cruzada con otras especies 

de βA se sensibilizó una placa de microtitulación (Nunc Maxi Sorp, Dinamarca) con 0.2μg 

por pozo de diferentes especies de βA:  βA1-42, βApE3-42, βA11-42, βApE11-42 (AnaSpec, 

California EUA) en un volumen final de 100 μL de buffer de carbonatos (pH 9.6) por pozo 

y se incubó toda la noche a 4ºC.  Adicionalmente, como control negativo se empleó un 

péptido no relacionado (PNR).  Este péptido presenta una secuencia no relacionada con βA 

y fue generado en nuestro laboratorio.  A esta preparación se le incubó toda la noche a 4ºC.   

 

Al día siguiente se lavó la placa en un lavador automático de 4 ciclos (WellWash, Thermo 

Electron Corporation, EUA) con PBS-Tween al 0.2%.  Luego del lavado se bloqueó la 

placa con 200 μL por pozo de PBS-Leche-TritónX-100 al 0.2% durante una hora a 37ºC.  
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Se lavó nuevamente la placa y luego se agregaron 100μL por pozo del suero de ratón anti- 

βApE3-42 en diluyente (PBS-Leche-2% TritónX-100 al 0.2%) 1:100.   

Como control positivo se emplearon sueros inmunes contra cada uno de los péptidos 

evaluados:  anti-βA11-42, antiβApE11-42 y antiβA1-42, en dilución 1:100.  Estos sueros fueron 

obtenidos en nuestro laboratorio.   

 

 Se incubó por una hora a 37ºC y después del lavado, se agregó como anticuerpo secundario 

anti IgG de ratón hecho en cabra, conjugado a la enzima HRP (Goat Anti-Mouse IgG H+L 

horseradish peroxidase conjugate, Invitrogen, Oregon, EUA), dilución 1:5000 en PBS-leche 

2% TritónX-100 0.2%.  Se incubó durante una hora a 37ºC, posterior a la cual se lavó y se 

adicionaron 200 μL de cromógeno (ABTS single solution, Invitrogen, Oregon, EUA).  Se 

dejó reaccionar por aproximadamente 0.5 hora a 37ºC para acelerar la reacción.  

Finalmente, se tomó la lectura de la placa en un lector de placas automático (Dynex, 

Virgina, EUA) a 405 nm.   

 

Bioselección (Biopanning) 
 
Para identificar los epítopos del péptido βApE 3-42  se empleó una biblioteca comercial de 

péptidos de 7 aminoácidos (heptapéptidos) fusionados a la proteína pIII del fago 

filamentoso M13 (ver apéndice B) (New England Biolabs, Herfordshire, Inglaterra).  

 

La bioselección se realizó en una placa de microtitulación (Nunc Maxi Sorp, Dinamarca).  

Cuatro pozos de la placa se sensibilizaron con 0.2μg por pozo de anticuerpo anti-IgG de 

ratón hecho en cabra (Thermo Scientific, Rockford, Ilinois, EUA) en buffer de carbonatos 

(pH 9.6) para un volumen final de 100 μL por pozo.   

Se incubó durante una hora a 37ºC, posterior al cual se lavaron los pozos manualmente; 5 

lavados de 300 μl de PBS-Tween al 0.2% por pozo, a temperatura ambiente.  Luego del 

lavado se bloquearon las cuatro pozas con 200 μL cada una de PBS-leche 2% TritónX-100 

0.2% por una hora a 37ºC, posterior a lo cual se volvieron a lavar manualmente los pozos.  

Se agregó el suero de ratón anti βApE 3-42 en dilución 1:200, usando como diluyente PBS-

leche 2% Tritón-100 0.2% y se incubó por una hora a 37ºC.  Después de la incubación se 

volvió a lavar manualmente 5 veces.   

Después de los lavados, a cada una de las cuatro pozas se le agregaron 100 μl de la 

biblioteca comercial de péptidos expresados en fagos (New England Biolabs, 

Herdfordshire, Inglaterra), a una concentración de 2X1011/mL en PBS-leche (2%)-TritónX-

100(0.2%) y se incubó toda la noche a 4ºC (para un esquema del método ver apéndice C).   



54	
   	
  

- Elución de fagos de primera ronda  

Al día siguiente se lavaron manualmente los pozos diez veces con PBS-Tween 0.2%.  Para 

recuperar los fagos que se habían unido a los anticuerpos por afinidad al suero inmune, a 

cada pozo se añadieron 100  μl de Gly-HCl pH 2.2, y se dejó incubar 15 min a temperatura 

ambiente, y luego 10 min a 37ºC.  Posteriormente se colectó el volumen de las cuatro pozas 

(400 μL totales) en un microtubo estéril de 1.5 μL y se neutralizó con 60μl de Tris-HCl 1M  

pH 9.1.  Esta preparación se dejó a 4ºC toda la noche.   

Paralelamente, ese día se inoculó una colonia de TG1 (Escherichia coli) en 5 ml de medio 

de cultivo 2YT y se dejó toda la noche (TLN) a 200 rpm a 37ºC, para amplificar al día 

siguiente.  

 

- Amplificación: 

Obtención del primer amplificado 

Del cultivo de TG1 de TLN  se tomaron 500 μl y se diluyeron en 50 ml de 2YT (1:100) en 

un matraz estéril de 250 ml.   Se incubó por 45 minutos en agitación  (250 rpm a 37ºC), 

verificando la turbidez que corresponde a la fase de la media logarítmica de crecimiento 

D.O. 600 nm=0.5.  Posteriormente se realizó la infección con los fagos eluídos, empleando 

el volumen total que se obtuvo en la elución excepto 20 μl que se guardaron para titular el 

primer eluído.  Para permitir la expresión del pili, necesario para que el fago penetre a la 

bacteria, luego de la infección el matraz se incubó 15 minutos sin agitación a 37ºC.  

Pasado este tiempo, se incubó el matraz por 4.5 horas a 37ºC en agitación constante (250 

rpm).   

 

 El contenido del matraz se dividió en dos tubos de centrífuga (25 ml a cada uno), y se 

centrifugó a 10,000 rpm durante 10 min a 4ºC.  Se recuperó el sobrenadante que contenía 

los fagos, y se transfirió a un tubo fresco y estéril, al cual se le agregó 1/5 parte de su 

volumen en PEG/NaCl.  Se mezcló y se guardó toda la noche el contenido a 4ºC para 

favorecer la precipitación de los fagos.  

 

El precipitado de toda la noche se centrifugó a 10,000 rpm 10 minutos a 4ºC al día 

siguiente.  Se desechó el sobrenadante y se recuperó el pellet, que se resuspendió en 1.0 ml 

de TBS 1X estéril y se transfirió a un tubo estéril de 1.5 ml.  A esto se le agregaron 200 μl 

de PEG/NaCl.   Esta preparación se dejó enfriar una hora en hielo para promover la 

precipitación de los fagos.  Pasado este tiempo se centrifugó 10 min a 10,000 rpm a 4ºC.   
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El pellet obtenido de esta centrifugación se resuspendió en 200 μl de TBS 1X estéril.  Para 

deshacerse de los restos de bacterias que pudieron haber quedado, se volvió a centrifugar 

dos veces más por 10 min, a 10,000rpm 4ºC.   

Se recuperó el sobrenadante de estas centrifugaciones y se pasó a un tubo estéril, y esto 

constituyó el primer amplificado.   

 

- Titulación de eluído y amplificado  

Se sembró una colonia de E. coli TG1 en 10 ml de medio 2YT y se dejó toda la noche 

incubando a 200 rpm y 37ºC.  En tubos de 1.5 ml se colocaron 200 μl del cultivo 

bacteriano, que se infectaron con las diluciones apropiadas del eluído y el amplificado.  Las 

células se dejaron infectar por 20 minutos a 37ºC sin agitación.   

 

A cada tubo de infección (eluído y amplificado) se añadieron 10 μl de Xgal/IPTG, se agitó 

en vórtex y se tomó el volumen completo por cada tubo.  Este volumen se virtió en 4 ml de 

Top Agar en estado líquido.  A la mezcla se le agitó en vórtex y se vació en una caja Petri 

con 10 mL de LB agar.  Se repitió este paso para cada una de las diluciones.  Las cajas Petri 

se incubaron toda la noche a 37ºC.   

 

El título del eluído y el amplificado de la primera ronda se obtuvieron por el conteo del 

número total de placas presentes en las cajas de cada dilución, expresado como pfu/ml 

(unidades formadoras de placas por mililitro).  Cada placa corresponde a una clona 

individual, es decir, a un fago que expresa una secuencia particular de aminoácidos.  

 

Se realizaron 3 rondas más de bioselección; el procedimiento para la segunda y la tercera 

ronda fue el mismo que se describió para la primera ronda, empleando el eluído de la 

primera ronda para infectar a las bacterias de la segunda ronda, y el eluído de la segunda 

ronda para infectar a las bacterias de la tercera ronda.   

Se determinaron los títulos para los eluídos y amplificados de cada ronda.   

 

Luego de la tercera ronda de bioselección se picaron al azar 20 clonas individuales de la 

dilución apropiada en la titulación del tercer eluído, que fueron amplificadas y tituladas, y 

que se emplearon posteriormente para evaluar su reactividad contra el suero anti-βApE3-42 y 

determinar su secuencia.  
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Purificación de clonas individuales 

Cada clona picada se amplificó en 5 mL de medio 2YT en tubos de 15 ml en una dilución 

1:100 de bacterias E. coli TG1 crecidas toda la noche, y se incubó en agitación constante de 

250 rpm por 4.5 horas a 37ºC.   

Pasadas las cuatro horas, el amplificada obtenido de cada una de las clonas individuales se 

centrifugó a 4ºC por 10 min a 10,0000 rpm.  El sobrenadante recuperado por clona se 

dividió en dos alícuotas en tubos de 1.7 ml.  Uno de estos se usó para la purificación de 

fagos para su evaluación en ELISA y su titulación, y la otra para obtener ADN de cadena 

sencilla.  

 

Purificación de fagos por doble precipitación con PEG/NaCl 

Del sobrenadante obtenido del paso anterior se tomaron 1.2 ml y se le agregaron 200 μl de 

PEG/NaCl.  Este paso se repitió para cada una de las 20 clonas.  Los tubos se invirtieron 

para mezclar y se dejaron a 4ºC toda la noche.  

Al día siguiente se centrifugaron los tubos a 14,000 rpm 10 min a 4ºC.  Se desechó el 

sobrenadante y se resuspendió el pellet en 1 ml de TBS 1X estéril, se centrifugó 

nuevamente y el sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo estéril y se agregó 165 μl de 

PEG/NaCl.  Se invirtieron los tubos para mezclar y se dejó una hora en hielo.  

Posteriormente se centrifugó a 14,000 rpm por 10 minutos a 4ºC.   

Se descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 200 μl de TBS 1X estéril.  Se 

volvió a centrifugar a 14,000 rpm por 10 minutos a 4ºC.  El sobrenadante se recuperó y se 

transfirió a un tubo nuevo y estéril.  

Se obtuvieron 20 tubos que corresponden a cada una de las clonas obtenidas en el proceso 

de biopanning.  Los fagos purificados obtenidos en este proceso se titularon y se usaron 

para evaluar la reactividad de cada clona contra el suero inmune.   

 

Titulación de clonas obtenidas del biopanning  

Para determinar el título de cada una de las clonas se sembró una colonia de TG1 en 10 ml 

de medio 2YT a 200 rpm y 37ºC TLN.  

Al día siguiente, en un matraz con 50 ml de medio 2YT se tomaron 500 μl del cultivo de 

TLN, y se dejó crecer por 45 min.  De cada clona se hicieron tres diluciones en medio 2YT 

de la siguiente forma:  1:1000, 1:1000 y 1:100.  De esta última dilución se tomaron 100 μl 

para infectar 200 μl  de bacterias respectivamente.  Este proceso se repitió para cada una de 

las clonas.  Para la infección se dejaron los tubos 20 min a 37ºC.  Pasado este tiempo a cada 

tubo de infección se añadieron 10 μl de Xgal/IPTG, se agitó en vórtex y se tomó el volumen 
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completo por cada tubo.  Este volumen se virtió en 4 ml de Top Agar en estado líquido.  A 

la mezcla se le agitó en vórtex y se vació en una caja Petri con 10 mL de LB agar.  Se 

repitió este paso para cada una de las clonas.  Las cajas Petri se incubaron toda la noche a 

37ºC y a la mañana siguiente se contaron las unidades formadoras de placa.   

 

Obtención de ADN de cadena sencilla 

Del sobrenadante obtenido en el paso de purificación de clonas individuales se tomó 1 ml 

en un tubo de 1.7 ml para cada una de las clonas (20 en total).  A cada uno de los tubos se le 

agregaron 400 μl de PEG/NaCl, se invirtieron los tubos para mezclar y se dejaron toda la 

noche a 4ºC.   

Al día siguiente se centrifugaron los tubos a 14,000 rpm 10 minutos a 4ºC.  El sobrenadante 

se aspiró al vacío y se volvió a centrifugar el tubo rápidamente para retirar todo el 

sobrenadante remanente por aspiración.  

El pellet se resuspendió en 200 μl de buffer de ioduro de sodio y 500 μl de etanol absoluto 

(Baker, México).  Se dejó incubar a 10 minutos a temperatura ambiente.    

La preparación se centrifugó 10 minutos a 13,400 rpm (Minispin Eppendorf) a temperatura 

ambiente.  

Luego de centrifugar se desechó el sobrenadante por aspiración, asegurándose de retirar 

todo el sobrenadante, y se lavó el pellet en 200 μl de etanol 70%.  Se centrifugó 10 minutos 

a temperatura ambiente (Minispin Eppendorf) a 13,4000 rpm.  Se volvió a aspirar el 

sobrenadante a cada uno de los tubos, y se dejaron secar abiertos en la campana de flujo 

laminar por 10 minutos.   

Pasado este tiempo el pellet se resuspendió en 17 μl de H20 milliQ estéril.  

De este procedimiento se obtuvo ADN de cadena sencilla que se usaría para secuenciar las 

clonas.  El ADN purificado se guardó a -20ºC hasta su secuenciación.      

 
Evaluación de la reactividad de clonas individuales 
 
La reactividad de cada clona contra el suero inmune anti-βApE3-42 se evaluó mediante un 

ensayo de ELISA, con el fin de determinar su reconocimiento por el suero.  

 Para ello se sensibilizó una placa de microtitulación (Nunc Maxi Sorp, Dinamarca) con un 

anticuerpo monoclonal anti IgG de ratón hecho en cabra (Thermo Scientific, Rockford, 

Ilinois, EUA) en buffer de carbonatos pH 9.6 en una concentración de 5 μg/ml, con 100 μl 

por pozo.   

Se incubó la placa durante 1 hora a 37ºC, posterior al cual se lavó en un ciclo de lavado 4X 

con PBS-Tween al 0.2% en un lavador automático de placas (WellWash, Thermo Electron 
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Corporation, EUA).  Luego del lavado se bloquearon las pozas con 200 μL cada una de 

PBS-leche 2% por una hora a 37ºC, al término de la cual se lavaron de la forma 

anteriormente indicada.  

Posterior al bloqueo, en una mitad de la placa se agregó el suero de ratón anti-βApE3-42 en 

dilución 1:200, usando como diluyente PBS-leche 2% Tritón X-100 0.2% y se incubó por 

una hora a 37ºC.   Como control negativo, en la otra mitad de la placa se agregó el suero 

control (ratones a los que sólo se les administró adyuvante y PBS estéril) en la misma 

dilución. 

Mientras se incubaba el suero, por cada clona se preincubaron 405 ml de PBS-leche 2% 

Tritón X-100 0.2% en tubos de 1.5 ml  a los cuales se agregaron 45 μl de cada una de las 

clonas (dilución 1:10).    

Pasada la hora de incubación y luego del ciclo de lavados, a cada pozo se añadió, por 

duplicado, 100 μl de la preparación de clonas.  La placa se incubó toda la noche a 4ºC.    

Al día siguiente, después del ciclo de lavados se incubó la placa por una hora a 37ºC con 

una anticuerpo anti-M13 hecho en conejo (Invitrogen) en una dilución 1:2,000 con 100 μl 

por pozo, usando como eluyente  PBS-leche 2% Tritón X-100 0.2%.   

Pasado este tiempo se volvió a lavar la placa con PBS-Tween al 0.2%.  Posteriormente, se 

incubó la placa por una hora a 37ºC con un anticuerpo monoclonal anti-IgG de conejo 

hecho en cabra acoplado a peroxidasa (Goat Anti-Rabbit IgG H+L horseradish peroxidase 

conjugate, Invitrogen, Oregon, EUA), en una dilución 1:4,000 en PBS-leche 2% Tritón X-

100 0.2%, con 100 μl por pozo.   

Se realizaron nuevamente cuatro lavados con PBS-Tween al 0.2%.  Una vez lavado, a cada 

pozo se le agregaron 200 μl de ABTS (ABTS single solution, Invitrogen, Oregon, EUA) 

como cromógeno y  sustrato para la peroxidasa.  La placa se protegió de la luz directa y se 

incubó aproximadamente por 20 min a 37ºC, posterior a los cuales se leyó a una densidad 

óptica de 405 nm en un lector automático de microplacas (Dynex, Virgina, EUA).    

 

Secuenciación de las clonas individuales 
 
La secuenciación de ADN de cadena sencilla se realizó usando el primer 28 gIII incluído en 

el kit Ph.D. de New England Biolabs, con la secuencia 5’- HOGTA TGG GAT TTT GCT 

AAA CAA C –3’, 100 pmol, 1 pmol/μl.  Las secuencias se enviaron al secuenciador 

Genetic Analyser 3500 XL y se llevó a cabo con el kit Big Dye Terminator V3 (Applied 

Biosystems) en el Instituto de Biología de la UNAM.   
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Análisis de homología por BLASTp  
 
Se realizó una búsqueda de homología entre los insertos secuenciados de las clonas 

positivas y secuencias conocidas de proteínas haciendo uso del programa BLASTP  

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), ajustando los parámetros para una búsqueda usando 

secuencias pequeñas.     

 

ELISA de competencia  
 
Una placa de microtitulación (Nunc Maxi Sorp, Dinamarca) se sensibilizó con péptido  

βApE 3-42 en una concentración de 0.2 μg por pozo en 100 μl de buffer de carbonatos (pH 

9.6).  La placa se dejó sensibilizar a 4ºC toda la noche.  

Simultáneamente, en tubos independientes de 1.7 ml se preincubó el suero anti-βApE 3-42 en 

una dilución 1:800 en PBS-leche 2% TritónX-100 0.2%, con diluciones seriadas de 107, 108 

y 109 pfu/ml de los amplificados de las clonas positivas y se incubaron a 4ºC toda la noche.  

Además se incluyó un blanco sólo con suero y diluyente (dilución 1:800), un control 

negativo con M13 (109 pfu/ml) y como control positivo, tres tubos con suero, diluyente y 

péptido βApE 3-42 en las siguientes concentraciones:  0.5 μg/ml, 0.25 μg/ml y 0.125 μg/ml.   

 

Al día siguiente, después del lavado con PBS-Tween 0.2% con 4 ciclos de un lavador 

automático (WellWash, Thermo Electron Corporation, EUA), se bloqueó la placa con PBS 

1X-leche 2% durante una hora a 37ºC.  La placa se volvió a lavar automáticamente.   

Después se agregaron, a las pozas sensibilizadas y bloqueadas, los sueros preincubados con 

fago y los correspondientes controles descritos anteriormente por una hora a 37ºC.   

Pasado este tiempo, la placa se volvió a lavar y luego se incubó con el anticuerpo 

monoclonal anti-IgG de ratón hecho en cabra, acoplado a peroxidasa (Goat Anti-Mouse IgG 

H+L horseradish peroxidase conjugate, Invitrogen, Oregon, EUA) a una dilución 1:2500 en 

PBS-leche 2% TritónX-100 0.2% como diluyente por una hora a 37ºC.  Se realizaron cuatro 

lavados nuevamente, posterior a los cuales la placa se incubó por media hora con ABTS 

(ABTS single solution, Zymed, San Franciso, CA, EUA) como sustrato para la peroxidasa.  

La lectura se tomó a 405 nm en un lector automático de microplacas (Dynex, Virgina, 

EUA).   

 

Western Blot con sueros inmunes de conejo y ratón anti βA-pE3-42 
 
Este experimento se realizó para comparar el reconocimiento de βApE3-42 por sueros de 

conejo y de ratón inmunizados con este mismo péptido.   
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Se corrió un gel comercial en gradiente del 4-12% NuPage (Invitrogen, CA, EUA) con tres 

péptidos (βA1-42, βApE3-42 y βApE11-42) oligomerizados de acuerdo al protocolo anteriormente 

descrito (Klein, 2002). Por cada carril se cargó 1 μg de péptido, además de un marcador de 

peso molecular de 3.5-260 kDa (Novex) en una preparación que contenía buffer de carga 

(colorante, glicerol, Tris y SDS).   

El gel se corrió a voltaje constante de 200 V. Posteriormente se transfirieron los péptidos a 

una membrana de nitrocelulosa usando buffer de transferencia (Tris-glicina) en una cámara 

semiseca para transferencia (Bio-Rad, EUA) 1 hora a 25 V.   

Luego de transferir, se recuperó la membrana y se enjuagó con agua miliQ. La membrana 

se tiñó con rojo Ponceau para marcar las bandas de proteína y poder cortar las tiras en 

tripletes (βA1-42, βApE3-42 y βApE11-42) que se incubarían con los sueros.   

Las tiras de tripletes se colocaron en tubos de 50 ml, y se bloquearon toda la noche a 4ºC 

con PBS-leche 2%.  Posteriormente cada membrana se lavó con PBS-Tween al 0.2% cada 5 

minutos, con un total de 3 lavados. 

La incubación con los anticuerpos primarios se hizo de la siguiente forma:  una membrana 

con suero de conejo anti-βA-pE3-42 dilución 1:200, otra membrana con el suero de ratón anti-

βA-pE3-42  y como control positivo, se incubó la tercera membrana con BAM90, anticuerpo 

dirigido contra la región central de βA en dilución 1:1000.  Como diluyente se empleó PBS-

leche 2% Tritón X-100 0.2%.  La incubación se realizó toda la noche, a 4ºC. 

Al día siguiente se lavaron las membranas 4 veces por 5 minutos cada vez.  

Posteriormente, a la membrana que había sido incubada con suero de ratón, y la membrana 

incubada con BAM90, se le añadió un anticuerpo anti-IgG de ratón acoplado a HRP (Goat 

Anti-Mouse IgG H+L horseradish peroxidase conjugate, Invitrogen, Oregon, EUA) en 

dilución 1:5,000, y a la membrana con suero de conejo se le agregó un anticuerpo anti-IgG 

de conejo acoplado a HRP (Goat Anti-Rabbit IgG H+L horseradish peroxidase conjugate, 

Invitrogen, Oregon, EUA) a la misma dilución, usando como diluyente PBS-leche 2% 

Tritón X-100 0.2%.  Transcurrida la hora de incubación a temperatura ambiente la 

membrana se lavó nuevamente.  Finalmente, se usó el kit de quimioluminiscencia Pierce 

ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific, EUA) para revelar en placas 

fotográficas (Amersham Hyperfilm ECL, Buckinghamshire, Reino Unido), con un tiempo 

de exposición entre 3-5 segundos, dependiendo del bandeo y del fondo.    
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9. Resultados 

 

Titulación del suero anti-βApE 3-42 

Después del 4º boost los ratones fueron sangrados para determinar la presencia de 

anticuerpos en el suero de cada uno de ellos por un ensayo ELISA. Luego de evaluar que 

todos los ratones del grupo experimental presentaron anticuerpos contra βApE 3-42 se 

sangraron a blanco y se obtuvo el suero inmune.  Ninguno de los ratones del grupo control 

presentaron anticuerpos contra el péptido a ninguna de las diluciones, lo cual confirma que 

los anticuerpos producidos en el grupo experimental se indujeron por la presencia del 

inmunógeno.     

 

Con el fin de determinar el título de anticuerpos en el suero así como las diluciones a las 

cuales se mantiene un reconocimiento eficiente entre el suero y el péptido, se realizó una 

curva de titulación mediante una prueba ELISA.  Se evaluó el suero en las siguientes 

diluciones:  1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200, 1:6400 y 1:12800.   

En la Fig. 13 se muestra la curva de titulación resultante de 3 repeticiones de la prueba.   

Esta curva indica las diluciones a las cuales se observa un reconocimiento eficiente entre el 

suero y el péptido.  El título de anticuerpos en el suero corresponde a la dilución en donde 

se observa una diferencia aproximada de 0.2 unidades de D.O. (a 405 nm) con respecto al 

suero control correspondiente.  El título del suero anti- βApE 3-42 es 1:3,200.   

 
Figura 13 . Curva de titulación del suero inmune anti-AβpE 3-42.  Los valores del suero del grupo control se encuentran en la parte 
inferior de la gráfica. Para cada suero se realizaron tres repeticiones experimentales, por lo que la curva representa la media de 

los tres experimentos independientes con su desviación estándar. 
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Evaluación de la reactividad del suero contra diferentes especies de βA 

Para determinar si el suero anti-βApE3-42 puede reconocer a otras variantes de βA, se 

sensibilizó una placa de ELISA con diferentes especies de β-amiloide (βA11-42, βApE 11-42, 

βA1-42, βApE 3-42).  Se realizaron tres experimentos independientes.  La Fig. 14 muestra el 

promedio y la desviación estándar de los tres ensayos. 

Como control negativo, se usó un péptido no relacionado (PNR) que no fue reconocido por 

el suero βApE3-42.  Como control positivo se utilizaron sueros de ratones inmunizados con 

βA11-42, βApE 11-42 o βA1-42.  El valor de las unidades de D.O. obtenidas para los controles 

positivos indican que reconocen al antígeno con el que fueron generados estos sueros.  Esto 

nos permite aseverar que el suero anti- βApE3-42 únicamente reconoce a βApE3-42 y no a las 

otras variantes.   

 

La figura 14 también nos permite observar que a la dilución de suero a la que se realizó la 

prueba ELISA (1:100), el suero βA1-42 es el que presenta mayores valores de D.O., seguido 

por βApE3-42, βA11-42 y finalmente βApE 11-42.   

 

 
 
Figura 14. Reactividad del suero anti-βApE 3-42 frente a tres variantes del péptido βA:  βA1-42, βA11-42, βApE11-42.  Cada una de las 
barras representa el valor promedio de tres experimentos independientes con su desviación estándar.     Como control positivo 
se emplearon los sueros inmunes contra cada uno de las variantes de βA, y como control negativo un péptido no relacionado 

(PNR) evaluado en reactividad contra el suero anti-βApE 3-42. 
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Bioselección 

-Títulos de fagos obtenidos en las rondas de bioselección  

Para identificar los epítopos del péptido βApE3-42  reconocidos por el suero de ratón anti- 

βApE3-42 se utilizó una biblioteca comercial de péptidos de siete aminoácidos expresada en la 

proteína pIII del fago filamentoso M13 y el suero inmune anti-βApE3-42  . 

Un esquema del proceso de bioselección puede encontrarse en el apéndice D.   

 

Se realizaron tres rondas de bioselección, al final de las cuales se tituló la cantidad de fagos 

obtenida en cada una (Tabla 1).  El título, expresado en unidades formadoras de placas por 

mililitro (pfu/mL) refleja la eficiencia de cada una de las rondas de bioselección.   La tabla 

1 muestra los títulos de los fagos recuperados por elución (valores de salida) y el título del 

amplificado (valores de entrada) obtenidos en cada ronda.  

 

Tabla 1.  Títulos de los fagos obtenidos en cada ronda de bioselección 
 

Ronda de 
bioselección 

Título de entrada 
(pfu/ml) 

Título de salida 
(pfu/ml) 

 
1º 2x1013 8.35x105 

2º 3.16x1013 1.85x108 

3º 1.6x1014 1.7x1010 

 
 
 

El valor de entrada de la primera ronda corresponde al título de fagos en la biblioteca.  

Puede notarse que hubo una reducción de 8 órdenes de magnitud en el primer valor del 

título de salida en comparación con el valor de entrada.  Esto indica que hubo un proceso de 

selección donde se perdieron clonas de baja especificidad para el suero anti-βApE3-42.  Con 

cada ronda posterior, el título de salida aumenta.  Considerando el factor de selección por 

afinidad, puede decirse que al final de cada una de las rondas de amplificación se obtuvo 

una población de fagos enriquecida en clonas con insertos de heptapéptidos capaces de 

interactuar o ser reconocidos por el suero anti-βApE3-42.  Los valores del título de entrada de 

la 2º y 3º ronda nos indican que la amplificación aumentó el número de copias de los fagos 

que quedaron luego del proceso de bioselección.  
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Título de clonas anti-βApE3-42 

De la tercera ronda del proceso de bioselección (3º eluído) se picaron 20 clonas al azar del 

cultivo, las cuales se amplificaron, titularon y purificaron por doble precipitación con 

PEG/NaCl. La Tabla 2 muestra los títulos de cada una de las clonas.  Los valores se 

encuentran en el rango de 1010-1012 unidades formadoras de placas por mililitro, lo cual 

indica que cada clona se amplificó de modo exitoso.   

 

Tabla 2.  Título en pfu/ml de cada una de las clonas picadas en la 3º ronda de 
bioselección.  

Clona Título (pfu/ml) 
1 1.75X1011 

2 1.0X1011 

3 5.40X1011 

4 1.32X1012 

5 2.35x1011 

6 3.65x1011 

7 9.80X1011 

8 9.20X1011 

9 1.02X1012 

10 1.54X1011 
11 2.90X1011 

12 1.77X1011 

13 3.04X1011 

14 9.10X1010 

15 6.00X1011 

16 6.9X1010 

17 6.00X1010 

18 5.00X1011 

19 2.06X1011 
20 4.5X1012 
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Reactividad de clonas individuales 

Para determinar cuáles de las 20 clonas obtenidas tras las tres rondas de bioselección son 

reconocidas de manera específica por los anticuerpos en el suero anti-AβpE3-42 se realizó una 

prueba ELISA.   

En la Fig. 15 se muestra la reactividad de las clonas obtenidas por bioselección en 3 

ensayos de ELISA.  De las 20 clonas seleccionadas, un total de 11 fueron reconocidas por 

los anticuerpos del suero anti-βApE3-42 (clonas 1, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 14, 15 y 17), por sus 

valores de D.O>0.2 nm.  Este es un valor de corte que se determinó experimentalmente en 

nuestro laboratorio (ref), donde se estableció que con un valor de D.O. en ELISA <0.02 nm 

no hay diferencia con el fondo de reacción.  

Las clonas 2, 3, 4, 12, 13, 16, 18, 19 y 20 se consideraron negativas por su densidad óptica 

<0.2 nm, lo cual indica que no fueron reconocidas por los anticuerpos del suero anti-βApE3-

42.   El suero control no mostró reacción frente a las clonas.   

 
 

Figura 15.  Reconocimiento de las clonas obtenidas por bioselección por el suero anti-AβpE3-42 mediante ELISA.  Los datos 
mostrados representan la media de 3 experimentos independientes más su desviación estándar. 
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Secuenciación y análisis de las clonas positivas 
 
Después de haber determinado por la prueba ELISA qué clonas eran positivas, se realizó la 

purificación de ADN de caden sencilla de 11 clonas positivas (1, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 14, 15 

y 17) y 2 negativas (4 y 18), para enviarlas a secuenciar, con el fin de obtener la secuencia 

de aminoácidos del inserto peptídico expresado en la proteína de superficie pIII en el fago 

M13. Conocer la secuencia de estos insertos permite hacer el mapeo de epítopos e 

identificar insertos que imiten epítopos de  βApE3-42.   

 

En la Tabla 3 se muestra la secuencia de aminoácidos de los insertos de las clonas positivas 

(reconocidas por el suero anti-βApE3-42) y negativas,  así como la reactividad en ELISA de 

las clonas secuenciadas.  Los datos representan la media de tres experimentos 

independientes y su desviación estándar.  Las secuencias están ordenadas de mayor a menor 

D.O.   

Tabla 3.  Secuencias y densidad óptica de las clonas 
Clona I II III IV V VI VII D.O. 
9 H F S H N D F 1.2572±0.060 
15 H Y S H A H S 1.0970±0.112 
11 H Y S H A H S 1.0190±0.112 
17 H D L G L D W 0.9588±0.060 
5 H F W G M Y A 0.9273±0.159 
14 T V L F R K Y 0.9223±0.034 
1 H F W G M Y  A 0.9013±0.208 
7 E C F W G M C 0.8078±0.063 
8 G P F S H G G 0.8060±0.191 
6 H H L G M A A 0.8008±0.061 
10 F Y S A Q Q G 0.4163±0.034 
4 A S F L T H S 0.1200±.0256 
18 N L Q I Y A V 0.06466±0.048 

 
Las clonas 11 y 15 presentan la misma secuencia (HYSHAHS), al igual que las clonas 1 y 5 

(HFWGMYA).  La presencia de secuencias repetidas sugiere un enriquecimiento de clonas 

con insertos específicamente reconocidos por el suero anti-βApE3-42.   

 

Al comparar los aminoácidos en las secuencias de los insertos pueden formarse los 

siguientes grupos:   

Las clonas 1 y 5 (que son iguales), comparten los siguientes aminoácidos en la misma 

posición con la clona 6:  H(F,H,W,L)GM(Y,A)A.  La clona 7 comparte la secuencia 

(E,C)FWGM(C) con las clonas 1 y 5, aunque los aminoácidos no ocurren en la misma 

posición.  Lo mismo se presenta en las clonas 11 y 15 con la clona 9, que comparten 
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H(Y,F)SH(A,H,S,N,D,F).  La tirosina y fenilalanina son ambos aminoácidos aromáticos 

por lo cual se repite un motivo compartido entre estas clonas que puede escribirse como 

Histidina-Aromático-Serina-Histidina.   

La clona 8 comparte el motivo (G,P)FSH(G,G) con las clonas 11/15, que repite el patrón 

mencionado anteriormente, pero en una posición distinta en la secuencia (ver Tabla 3).     

Las tres clonas positivas restantes (TVLFRKY, HDLGLDW y  FYSAQQG) no pueden 

agruparse en función de motivos compartidos.  Cabe resaltar la importancia de los patrones 

compartidos en las secuencias, ya que estas similitudes podrían ser indicativas de la 

importancia de ciertos residuos para el reconocimiento molecular del epítopo del antígeno. 

Las clonas seleccionadas como negativas por su baja reactividad al suero, que indica poco 

reconocimiento, tampoco comparten los motivos de las clonas positivas.   

 

El análisis realizado en Blastp reveló que los insertos de las clonas positivas tienen 

secuencias que no presentan homología con la secuencia lineal de βA, lo que indica que son 

péptidos que imitan epítopos de βA, es decir que son mimótopos.  Sin embargo, la 

búsqueda de homología de las secuencias encontró similitud en la secuencia lineal de 

proteínas distintas a βA.  En la Tabla 4 se presentan algunos de los resultados obtenidos en 

Blastp para las secuencias de clonas positivas.  En negritas se marca la secuencia de la 

clona, y debajo de ella las coincidencias reportadas en la búsqueda.   Cabe resaltar que sólo 

se muestran los resultados para secuencias en humanos, ya que el alineamiento reportó 

homologías con proteínas de otros organismos.   

 

Tabla 4.  Resumen de resultados del análisis Blastp 

Secuencia y 
alineación 

ID en NCBI Función 

HFWGMYA 
HFWGM 
    
 
   FWGM 

FUCT1_HUMAN  
Transportador de GDP-
fucosa.   

Transportador de fucosa acoplada a GDP ubicado en la 
membrana de Golgi.  Involucrado en la regulación de la 
señalización de la vía Notch por fucosilación de EGF’s 
(Ishikawa et al., 2010).   

GPHRB_HUMAN 
Regulador de pH de Golgi  

Canal aniónico dependiente de voltaje requerido para la 
acidificación y funciones del aparato de Golgi (Maeda et 
al., 2008) 

FYSAQQG 
FFSAQQ 

NEP_HUMAN 
Neprilisina  

Enzima involucrada en la degradación de péptidos 
opioides y βA.  En la EA se ha encontrado que su 
expresión está disminuída (Wang et al., 2010).   

HDLGLDW 
      LGLDW 

PIDD_HUMAN 
Proteína inducida por p-53 
con dominio de muerte.   

Se asocia con CASP2, molécula reguladora de vías 
apoptóticas.  Su expresión es inducida por p53 e 
interviene en la activación de apoptosis en la vía de 
respuesta a daño o estrés al ADN (NCBI).   

HHLGMA 
HHLGLA 

RBGP1_HUMAN 
Proteína Rab activadora 
de GTP-asa 

Activación de GTP-asa.  Se ha encontrado que la 
expresión de esta proteína está reducida en el hipocampo 
de pacientes con EA (Yebra et al., 2004) 
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ELISAS de competencia 

Para confirmar el reconocimiento específico de las clonas positivas por el suero anti-βApE3-

42  se realizó un ELISA de competencia.  Este ensayo es un indicador de la capacidad de los 

insertos de las clonas obtenidas por bioselección de inhibir la interacción entre los 

anticuerpos del suero (anti-βApE3-42) y su antígeno (βApE3-42)  

 Como control del ensayo se usaron M13 y dos clonas negativas que no mostraron 

reactividad frente al suero a la misma concentración de fagos que las clonas positivas (109 

fagos).  Adicionalmente como control positivo se realizaron inhibiciones del suero anti- 

βApE3-42 con tres concentraciones de péptido βApE3-42:  0.125 μg/ml, 0.25 μg/ml y 0.5 μg/ml, 

cuyos resultados se muestran en la Tabla 5.   

Tabla 5.  Inhibición con tres concentraciones de péptido βApE3-42  

Concentración 
del péptido 
(μg/ml) 

% inhibición 

0.125 64.22%±3.457 
0.25 80.81%±1.854 
0.5 84.70%±1.478 

 

El porcentaje de inhibición es dependiente de la concentración del péptido, donde a mayor 

concentración hay mayor inhibición.  Los resultados son la media de dos experimentos ± 

desviación estándar.   

	
  
En la Tabla 6 se muestra el porcentaje de inhibición obtenido en los ELISA’s de inhibición 

comparado con la reactividad de la misma clona frente al suero (resultados presentados 

anteriormente en la Tabla 3), ya que se desea determinar si hay correlación entre la 

reactividad de la clona y su capacidad de inhibición.  Las clonas positivas están ordenadas 

de mayor a menor capacidad inhibitoria.  Los porcentajes de inhibición se tomaron respecto 

de la lectura del suero (dilución 1:800) sin fagos.  Las clonas con el signo (-) son negativas. 

Cada resultado de la tabla es la media de tres experimentos independientes con su 

desviación estándar.   
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Tabla 6.  Comparación de la reactividad de las secuencias obtenidas por bioselección con el 
porcentaje de inhibición obtenido en los ensayos de ELISA de competencia 

Nº de 
Clona 

Secuencia del 
inserto de la 

clona 

Reactividad 
ELISA  

% de inhibición 
(109 fagos) 

6 HHLGMAA 0.8008±0.061 49.89%±8.398 
1,5 HFWGMYA 0.91425±0.018 47.34%±9.120 
9 HFSHNDF 1.2572±0.060 45.76% ±9.688 
11, 15 HYSHAHS 1.058±0.055 43.98%±11.276 
10 FYSAQQG 0.4163±0.034 40.43%±8.618 
14 TVLFRKY 0.9223±0.034 33.90%±5.131 
8 GPFSSHG 0.8060±0.191 14.34%±6.121 
7 ECFWGMC 0.8078±0.063 13.31%±16.941 
17 HDLGLDW 0.9588±0.060 4.58%±15.257 
18 (-)NLQITAV 0.06466±0.048 8.03%±10.368 
4 (-)ASFLTHS 0.1200±0.0256 1.35%±10.091 
 M13  5.83%±2.666 

 
Encontramos que las clonas que comparten el motivo H(F,H,W,L)GM(Y,A)A presentan 

porcentajes de inhibición más altos, seguidas por las clonas que presentan el motivo 

H(Y,F)SH(A,H,S,N,D,F).  

Curiosamente, la secuencia ECFWGMC que comparte el motivo FWGM con una de las 

clonas con mayor capacidad de inhibición (HFWGMYA) y que presentó una reactividad de 

0.8060±0.191 con el suero anti-βApE3-42 no fue capaz de inhibir la interacción del suero con 

el péptido.  Llama la atención la presencia de dos cisteínas así como el cambio de una 

histidina por glutamato.  En comparación, las clonas con más reactividad así como las que 

mostraron mayor inhibición (excepto en el caso de la secuencia HDLGLDW) comienzan 

con una histidina, por lo que podría especularse que este residuo es importante en el 

reconocimiento del epítopo.  Asímismo, la presencia de dos cisteínas podría influir en la 

conformación de esta secuencia.   

Otra de las secuencias que mostró una alta reactividad pero una baja inhibición en ELISA 

es GPFSSHG.  Esta clona presenta el motivo F(S)SH pero en una posición diferente a las 

clonas con las cuales lo comparte.  Lo anterior podría implicar que el orden espacial de los 

aminoácidos en las secuencias influye en su capacidad de unirse al parátopo del anticuerpo 

e inhibir su interacción con el antígeno.  
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Comparación del reconocimiento entre suero de conejo y suero de ratón anti-βApE 3-42 

 

Adicionalmente, se evaluó el reconocimiento de βApE3-42 oligomerizado por parte de dos 

sueros anti-βApE3-42, uno hecho en conejo y el suero de ratón obtenido en este trabajo para 

determinar si reconocían los mismos agregados en una preparación de  βApE3-42 

oligomerizada. Asímismo, se evaluó la capacidad del suero anti- βApE3-42 para reconocer 

oligómeros de las variantes βApE11-42 y βA1-42. 

 

Para ello se realizó un WB y se comparó el reconocimiento de ambos sueros frente a tres 

preparaciones de oligómeros de βApE3-42, βApE11-42 y βA1-42.  Ambos sueros, tanto el de conejo 

como el de ratón, reconocen monómeros, dímeros, trímeros, tetrámeros y oligómeros entre 

40-60 kDa de βApE3-42 .  Sin embargo, ninguno de los dos sueros reconoce agregados de las 

otras variantes de βA.   

      

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 16  Comparación del los agregados BA reconocidos por sueros anti-BApE3-42 de conejo y de ratón.  
Ambos reconocen oligómeros de bajo peso molecular y de mayor peso molecular.  Nótese que no hay 

reconocimiento, en ninguno de los dos casos,  de agregados de las otras variantes de BA. 
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10. Discusión 
 
La enfermedad de Alzheimer es un problema mayúsculo de salud pública cuyo tratamiento 

efectivo aún no está resuelto.  Las investigaciones en el área apuntan a que la acumulación 

y agregación del péptido βA es un evento involucrado en la patogénesis de la enfermedad.  

Particularmente, se ha encontrado que los oligómeros de βA son capaces de interferir con la 

función sináptica y la integridad membranal de las neuronas y juegan un papel importante 

en la cascada de eventos neurodegenerativos característicos de la EA  (Haas y Selkoe, 

2007).   

 

Por el papel central del péptido βA en la EA, se han propuesto terapias enfocadas a reducir 

la carga amiloide (Weiner y Frenkel 2006; Wang et al., 2010; Medeiros et al., 2012). Una 

manera de lograrlo es a través de la inmunoterapia, que consiste en la administración de 

anticuerpos específicos contra βA o la inducción de anticuerpos anti-βA.  Ensayos 

preclínicos han encontrado que estos anticuerpos son capaces de inhibir la agregación de 

βA y prevenir la toxicidad celular asociada al péptido (Pul et al., 2011; Weiner y Frenkel 

2006).  La mayoría de los estudios y estrategias inmunoterapéuticas se han enfocado en el 

péptido de longitud completa βA1-42, sin embargo, en años recientes se ha encontrado que 

los cerebros de pacientes con EA y SD están enriquecidos con formas amino-truncadas y 

modificadas de βA, donde estas conforman más del 50% del βA total (Saido et al., 1995; 

Sergeant et al., 2003).  Estas variantes difieren del péptido intacto en que presentan 

modificaciones en la porción amino-terminal.    

 

Estudios previos han demostrado que estos péptidos son más resistentes a la degradación 

por aminopeptidasas (Drew et al., 2010), tienden a formar agregados rápidamente (He et 

al., 1999; Schlenzig et al., 2009), y son altamente tóxicos para las neuronas in vitro (Russo 

et al., 2002; Acero et al., 2009).   

El más abundante de los péptidos piroglutamados es βApE3-42.   Se caracteriza por la 

ciclización del glutamato en el extremo amino-terminal en la posición 3.  Los modelos 

murinos que producen niveles altos de βApE3-42 desarrollan deficiencias neurológicas, 

pérdida neuronal y una patología tipo Alzheimer más severa que modelos murinos que 

expresan primordialmente péptidos intactos en su extremo amino (Jawhar et al., 20011; 

Wittnam et al., 2012).  Se ha reportado también la presencia y agregación intracelular de 

βApE3-42 en etapas tempranas de la EA, y que su acumulación intraneuronal se correlaciona 

con la severidad de la demencia y la pérdida neuronal tanto en modelos animales como en 

humanos (Huse et al., 2002, Sullivan et al., 2012).  Este péptido actúa como semilla de 
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agregación para la formación de oligómeros, incluso a menor concentración que otras 

variantes de βA (Schilling et al., 2006; Schlenzig et al., 2010).  Además de su tendencia a 

formar oligómeros, βApE3-42  es capaz de interactuar con βA1-42, favoreciendo la formación de 

oligómeros y potenciado los efectos tóxicos de éste estado de agregación (Nussbaum et al., 

2012).   

 

La administración de anticuerpos dirigidos contra oligómeros de βApE3-42  así como la 

administración de inhibidores de la QC en modelos murinos redujeron la cantidad total de 

βA en cerebro, la formación de placas amiloides, gliosis reactiva y reportó una mejora en el 

desempeño en pruebas diseñadas para evaluar memoria contextual y pruebas de aprendizaje 

espacial (Schilling et al., 2008).  Estos resultados señalan que la reducción en especies 

piroglutamadas impacta la acumulación y agregación de otras variantes de βA.   

Por estas evidencias y debido a su alta proporción en cerebros de pacientes, se propone que 

βApE3-42  tiene un papel central en la patogénesis de la EA.   

 

Por la modificación N-terminal de βApE 3-42, los anticuerpos dirigidos contra el extremo 

amino intacto no reconocen a éste péptido piroglutamado.  

 Más aún, se ha reportado que los agregados formados por βApE 3-42 presentan una 

conformación distinta a los oligómeros de βA1-42 (Sun et al., 2010), por lo que los 

anticuerpos contra epítopos conformacionales de βA1-42 o βA1-40 tampoco reconocen los 

agregados de βApE 3-42 (Pérez-Garmendia y Gevorkian, en imprenta).   

Dada la relevancia del estado de agregación en la toxicidad del βA y la importancia 

emergente de los péptidos piroglutamados en la patogénesis de la EA, se propone que 

identificar epítopos o mimótopos de βApE 3-42 facilitaría desarrollar nuevos 

inmunoterapéuticos más eficientes que tengan por blanco a esta variante y sus estados 

conformacionales, así como marcadores de diagnóstico de la EA.     

 

La primera etapa para identificar epítopos relevantes para la inmunoterapia de la EA 

consiste en la obtención y caracterización de anticuerpos contra βA.  Esto a menudo se 

realizó induciendo una respuesta inmune humoral en animales de laboratorio, 

principalmente ratones.   

 

La secuencia nativa de βA en ratones difiere en tres aminoácidos a la del humano:  Arg5/Gly, 

Tyr10/Phe e Hist13/Arg (Jankowsky et al., 2007).  Estas diferencias se ubican en la región N-

terminal, por lo que sería razonable esperar que los anticuerpos producidos por los ratones 
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Balb/c contra el péptido βA estuvieran dirigidos predominantemente a la región N-terminal 

donde se encuentran las diferencias entre la secuencia nativa y la secuencia del humano, que 

permitirían reconocer al péptido como ajeno al ratón y por tanto inducir una respuesta 

inmune.  Lo anterior se reportó en el trabajo de Gevorkian y colaboradores (2004), donde se 

encontró que 4 cepas de ratones no transgénicos respondieron a la inmunización con βA1-42 

fibrilar produciendo anticuerpos dirigidos principalmente contra el epítopo lineal 3EFRH6  en 

la región amino-terminal.   

 

El reconocimiento preferente del epítopo 3EFRH6  también se ha reportado en humanos.  La 

identificación de epítopos de los anticuerpos generados en el ensayo clínico AN1792 

demostró  que los anticuerpos producidos reconocían primordialmente los residuos 3-6 de 

βA1-42. Un estudio  realizado por Dalgediene et al., (2013) encontró que los anticuerpos 

inducidos por la inmunización con oligómeros de βA1-42 estaban dirigidos primordialmente 

contra la región N-terminal en βA1-42.  Este mismo artículo plantea que la razón por la cual 

éste sea el epítopo inmunodominante para células B radica en su accesibilidad.  Los 

primeros 9 aminoácidos de βA no presentan estructura, de ahí que los epítopos en esa 

región sean lineales, independientes de la conformación o el estado de agregación (Lee, 

2005).   

 

Sin embargo, los péptidos piroglutamados, cuya importancia en la EA ya se ha discutido, no 

poseen este epítopo inmunodominante por ser péptidos truncados en el extremo amino.   

Está reportado además que la modificación N-terminal tiene un efecto significativo en el 

tipo de estructura que tienden a formar los oligómeros de βA (N3)pE en comparación a βA 

de término intacto (Sun et al., 2010).   

 

En el presente trabajo se obtuvo un suero de ratón de la cepa Balb/c generado contra 

oligómeros del péptido βApE3-42.  Este suero se utilizó en un proceso de bioselección con la 

finalidad de identificar los epítopos del péptido βApE3-42 oligomerizado que pudieran ser de 

relevancia para la inmunoterapia de la EA.   

 

El protocolo para la obtención de oligómeros del péptido βA (Klein, 2002) es empleado de 

forma rutinaria en nuestro laboratorio, y la caracterización por WB de las preparaciones de 

oligómeros del péptido βApE3-42 reporta la presencia de dímeros, trímeros, tetrámeros y 

oligómeros de alto peso molecular entre 30-160 kDa (ver apéndice D Fig. 19).    
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Todos los ratones inmunizados con la preparación de oligómeros generaron anticuerpos 

contra el antígeno, lo cual concuerda con resultados anteriormente reportados en nuestro 

grupo de trabajo donde se asienta que βApE3-42 en presencia de adyuvante de Freund es 

inmunogénico (Pérez-Garmendia, 2010; Nava-Catorce, 2012), e induce la producción de 

anticuerpos capaces de reconocer a  βApE3-42.   

 

El suero presentó un título de 1:3,200 (Fig. 13).  Este valor es un indicador de la 

inmunogenicidad del antígeno, ya que da la máxima dilución a la cual el suero es capaz de 

detectar el antígeno; una respuesta inmune alta genera un suero que puede diluirse en 

muchos factores, sin perder la reactividad.  Comparado a trabajos desarrollados en nuestro 

laboratorio, 1:3,200 es el título que se suele reportar para βApE3-42.  En comparación, sueros 

anti-βA1-42 tiene títulos de hasta 1:48,000, lo cual la hace la variante más inmunogénica 

(Nava-Catorce, 2012).  La inmunogenicidad es un factor importante, aunque no el único, 

que debe tomarse en cuenta para el diseño de inmunoterapéuticos, ya que el epítopo más 

inmunogénico no necesariamente es el más importante para inducir protección (Gershoni et 

al., 2007).  A pesar de que βA1-42 es más inmunogénico, los anticuerpos contra βA1-42  no 

reconocen a βApE3-42 en un modelo murino (Nava-Catorce et al., 2012) por lo cual sería 

improbable que puedan interferir con la agregación de este péptido o generar protección 

contra su toxicidad.   

 

La evaluación de la reactividad cruzada con otras variantes de βA por ELISA encontró que 

el suero anti-βApE3-42 no reconoce a βA11-42, βApE11-42 o βA1-42 (Fig. 14).  El mismo resultado 

se obtuvo en el WB (Fig. 16), donde tanto el suero murino como el suero de conejo anti-βA 

pE3-42 reconocen exclusivamente agregados de alto y bajo peso molecular del péptido βApE3-

42.  Esta especificidad de reconocimiento se había reportado anteriormente en el trabajo de 

Nava-Catorce (2012) con suero inmune de ratones de la cepa Balb/c.  En dicho trabajo se 

encontró que el suero anti-βApE11-42 podía reconocer oligómeros de bajo peso molecular de 

βApE3-42, βA1-42 y βApE11-42.  Sin embargo, el suero anti-βApE3-42 reconoció exclusivamente 

agregados del péptido βApE3-42.    

La misma especificidad de reconocimiento se observó en anticuerpos anti-βApE3-42 

inducidos en conejos, reportado en el artículo de Acero et al., (2009), de manera que los 

resultados presentados en la Fig. 14 y Fig. 16 son consistentes con lo reportado.   

 

La incapacidad del suero inmune anti-βApE3-42 de reconocer variantes de βA, a pesar de 

presentar esencialmente la misma secuencia (salvo la modificación N-terminal) sugiere la 



75	
   	
  

presencia de un epítopo en βApE3-42 que no está presente en las otras variantes.   

 

En el caso de este trabajo el objetivo fue identificar epítopos en el péptido βApE3-42 mediante 

un proceso de bioselección usando una biblioteca de heptapéptidos desplegada en la proteína 

III en el fago filamentoso M13. Esta técnica es útil para obtener mapear los epítopos 

inmunogénicos en el antígeno así como identificar péptidos que sirvan como epítopos por su 

capacidad de imitar al epítopo original (mimótopos), lo cual tiene aplicaciones de relevancia 

terapéutica para el diseño por ejemplo de vacunas de epítopos.    

 

Las secuencias obtenidas en este trabajo provienen de clonas seleccionadas en un proceso 

de biopanning por afinidad al suero anti-βApE3-42.  Además se determinaron las clonas que 

eran reconocidas por el suero mediante una prueba de ELISA (Fig. 15) y se encontró que 

algunas de ellas fueron capaces de inhibir la interacción entre los anticuerpos en el suero y 

el péptido βApE3-42 en ensayos de competencia hasta en un 49.89%(±8.398) (Tabla 5), 

indicando su especificidad por el mismo parátopo que reconoce al antígeno.  

 

Sin embargo, el análisis en Blastp no encontró homologías con las secuencias obtenidas por 

bioselección y la secuencia de βA (Tabla 4), por lo cual se concluye que estas secuencias 

corresponden a  mimótopos del péptido βApE3-42.  Es importante recalcar que los mimótopos 

imitan la estructura de los epítopos contra los que están dirigidos en función de las 

similitudes entre las propiedades fisicoquímicas y la disposición espacial de los 

aminoácidos en la secuencia de los insertos. 

 

El mapeo preciso de los epítopos en el antígeno a partir de un mimótopo es difícil por la 

discontinuidad del epítopo conformacional y la diferencia en la secuencia del mimótopo y 

el antígeno.  Actualmente, se cuenta con algunas programas que ayudan a analizar una serie 

de secuencias y guiar al usuario en la identificación de la región que los mimótopos imitan 

del antígeno, siempre y cuando se cuente con la estructura tridimensional del antígeno de 

interés (Mayrose et al., 2007), lo cual en este caso no es aplicable ya que las bases de datos 

de estructuras protéicas más extensas (como Protein Data Bank) sólo disponen de 

información tridimensional para βA1-42 en conformación monomérica nativa.     

 

Aunque no se cuenta con la estructura tridimensional del monómero o los agregados 

oligoméricos de βApE3-42 debido a las dificultades técnicas que esto implica, se ha reportado 

que los cambios en propiedades bioquímicas inducidos en el péptido BApE3-42 por la 
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formación del anillo piroglutamato inducen a su vez cambios en el plegamiento de los 

estados conformacionales.  Específicamente, el análisis estructural de oligómeros de 

AβN3(pE) encontró que la modificación N-terminal  tiene un efecto significativo en la 

propensión del péptido a formar estructuras secundarias no helicoidales en condiciones 

fisiológicas, es decir que βAN3(pE) tiende a formar agregados con estructura de β-plegada 

en comparación a βA de término amino intacto (Sun et al., 2010).  Estas evidencias dan 

sustento a que los cambios en estructura producto de la presencia del anillo piroglutamato 

exponen epítopos conformacionales particulares en comparación a βA1-42, cuyo  epítopo 

inmunodominante es 3EFRH6 y es independiente del estado de agregación.   

La especificidad de reconocimiento del suero anti-βApE3-42 por βApE3-42  es evidencia para la 

presencia de un epítopo particular en este péptido. La obtención de mimótopos no 

homólogos con la secuencia lineal de  βA indica que al menos la región inmunodominante 

(3EFRH6) no está presente en su totalidad (por el truncamiento del péptido) ni expuesta 

como en el caso de βA1-42, por lo que los anticuerpos más bien reconocen estructuras en 

βApE3-42. 

 

Con base en lo anterior, se plantea que el epítopo presente en βApE3-42 es de tipo 

conformacional e involucra a la modificación post-traduccional (i.e. modificación al anillo 

piroglutamato) en la región N-terminal.   El reconocimiento de este epítopo  le confiere el 

comportamiento específico al suero anti-βApE3-42 (que no presenta reacción cruzada con 

otras variantes de βA), dada la ausencia de este epítopo en las otras variantes.  

 

Esto tiene importantes implicaciones para la inmunoterapia, dado que la gran mayoría de 

ensayos clínicos se enfocan en el péptido βA1-42. Modificaciones en la estructura secundaria 

o terciara del péptido como las reportadas para βApE3-42 no permitirían la interacción entre 

un anticuerpo diseñado contra un epítopo lineal 3EFRH6.  Más aún, recientemente se ha 

descrito que los oligómeros de  βApE3-42 pueden inducir cambios en la estructura de 

agregados de βA1-42 al formar oligómeros mixtos que presenten epítopos conformacionales 

distintos a los que reconocerían los anticuerpos inducidos contra el extremo N-terminal de 

βA1-42 (Nussbaum et al., 2012),  por lo que identificar epítopos de  βApE3-42 que permitieran 

inhibir su agregación e interacción con βA1-42   es un objetivo deseable.  Por lo anterior, en 

trabajos posteriores sería importante evaluar la capacidad de anticuerpos derivados del 

suero βApE3-42 de interferir con la formación de oligómeros.   

 

La especificidad de reconocimiento de βApE3-42 lo posiciona como un candidato importante 
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para marcador diagnóstico de la EA.  Como se ha mencionado antes, la aparición de 

agregados de βApE3-42 al interior de las neuronas es un evento temprano en la EA (Wirths et 

al., 2010).  Podría aprovecharse el comportamiento específico de anticuerpos contra βApE3-42 

para detectar agregados oligoméricos en poblaciones en riesgo de padecer Alzheimer.   

Por las razones anteriores, en desórdenes de origen conformacional como la EA, contar con 

anticuerpos que permitan diferenciar entre proteínas nativas y mal plegadas es de suma 

importancia tanto para el diagnóstico como el tratamiento.  

 

Otros trabajos han reportado que la inmunización con fibrillas (Gevorkian et al., 2004)  u 

oligómeros (Wirths et al., 2010) de βA inducen anticuerpos que reconocen exclusivamente a 

los estados de agregación correspondientes.   

 

Es importante tomar en cuenta que en este trabajo se usó un suero policlonal para la 

identificación de epítopos  y que el antígeno empleado fue una preparación del péptido βApE3-

42 oligomerizado.  Como se muestra en la Fig. 19 (ver apéndice D), las preparaciones de este 

tipo presentan una mezcla heterogénea de agregados oligoméricos de βApE3-42 y monómeros 

del péptido, donde en proporción al monómero hay una mayor cantidad de distintos agregados 

oligoméricos (dímeros, trímeros, tetrámeros y oligómeros de mayor peso molecular).  Esto 

implica que el suero contiene anticuerpos dirigidos tanto contra monómeros como contra 

oligómeros de distintos pesos moleculares.  

 

 Por la composición de la preparación, es difícil determinar si la respuesta inmune fue 

inducida en mayor o menor forma por agregados particulares, es decir si hay oligómeros más 

o menos inmunogénicos.  Tampoco puede descartarse que haya habido clonas con insertos 

que reconocía parte del epítopo inmunodominante reportado para βA, y que estas 

simplemente se hayan perdido en las rondas de biopanning.   

Sin embargo, por la proporción total de oligómeros contra monómeros, es probable que las 

células de la respuesta inmune hayan tenido mayor exposición a neoepítopos de oligómeros, y 

que por esta razón las secuencias relevantes para la interacción entre el antígeno y el 

anticuerpo no coincidan con la secuencia de aminoácidos de su ligando natural, dado que se 

unen por reconocimiento estructural.   

 

Sin embargo, se ha reportado para βA1-42 que los oligómeros de menor peso molecular 

(dímeros, trímeros y tetrámeros) son más inmunogénicos (Dalgediene et al., 2013) que 

oligómeros de mayor peso molecular o monómeros.  Si esto se mantiene para βApE3-42, podría 
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suponerse que los mimótopos obtenidos están imitando principalmente epítopos 

conformacionales de oligómeros de bajo peso molecular.    

Esta hipótesis podría ponerse a prueba inmunizando a ratones con oligómeros de βApE3-42 de 

distinto peso molecular  y evaluando las subclases de inmunoglobulinas mediante una prueba 

ELISA.   

 

La identificación de epítopos del péptido βApE3-42  oligomerizado se había realizado en 

nuestro laboratorio anteriormente utilizando suero de conejo (Acero et al., 2009).  En ese 

trabajo se reportó que la mayoría de las clonas positivas (reconocidas por el suero anti- 

βApE3-42 hecho en conejo) obtenidas por biopanning presentaban una secuencia homóloga 

(QFRH) a la región N-terminal de βApE3-42:  los aminoácidos 4FRH6 forman parte de la 

secuencia lineal en la región amino-terminal del péptido βA, que es a su vez el epítopo 

inmunodominante en βA1-42.  

 

El mapeo de epítopos realizado en el presente trabajo con un suero anti-βApE3-42 inducido en 

ratón no reporta la secuencia QFRH (excepto en el caso de la secuencia TVLFRKY, donde 

aparece el motivo FR seguido de una lisina, aunque no puede descartarse que la presencia 

de este motivo sea azarosa ya que K no tiene propiedades similiares a H), sino que los 

péptidos obtenidos no son homólogos a la secuencia βA, pero imitan epítopos 

conformacionales en βApE3-42 oligomérico.   

 

A pesar de lo anterior, la comparación entre el reconocimiento de ambos sueros en WB  

indica que ambos reconocen esencialmente los mismos agregados de βApE3-42 (Fig. 16).   

La razón para esta diferencia en las secuencias de los mimótopos obtenidos para conejo y 

para ratón es incierta y amerita más investigación. Dos posibles explicaciones radican en las 

diferencias en la secuencia de βA entre ratón y conejo, así como las diferencias en el 

sistema inmune de ambos, sin embargo, esto es meramente especulativo.     

 

La inmunoterapia para la EA dirigida particularmente contra el péptido βA, es una 

propuesta atractiva que ha tenido resultados prometedores en modelos animales, 

particularmente en ratones transgénicos en estudios pre-clínicos.    

 

No obstante los resultados positivos obtenidos en estudios pre-clínicos, esto no se ha 

logrado reproducir en humanos.  Sin embargo, se han aprendido valiosas lecciones sobre la 

respuesta inmune de los pacientes hacia el péptido βA, principal agente implicado en la 
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patogénesis de la EA.  Esto ha redirigido la investigación a la búsqueda de terapias efectivas 

que no induzcan respuestas inmunes no deseadas como las observadas en el ensayo 

AN1792.  Además el descubrimiento en años recientes de estados de agregación tóxicos y 

variantes modificadas de βA más amiloidogénicas y con comportamiento priónico (βApE3-

42) han planteado nuevos blancos para el desarrollo de inmunoterapéuticos más efectivos 

para impactar en la progresión de la enfermedad de Alzheimer.   

 

La base de la inmunoterapia para la EA es la capacidad neutralizante de las propiedades 

tóxicas de βA que poseen los anticuerpos y la alta especificidad de la interacción antígeno-

anticuerpo.  Esta especificidad está mediada por el reconocimiento de epítopos en el 

antígeno por parte del anticuerpo.  La mayoría de los ensayos clínicos se basan en la 

inducción de anticuerpos contra βA o bien la administración de anticuerpos contra este 

péptido.  Sin embargo, puede irse en reversa y tomar a los anticuerpos más efectivos y 

determinar el epítopo que reconocen y que les confiere esas propiedades protectoras.   De lo 

anterior se deriva que la inmunización con un epítopo deseado (por ejemplo uno que 

estimule la producción de anticuerpos neutralizantes) inducirá la generación selectiva de 

anticuerpos contra este epítopo  (Gershoni et al., 2007).  

 

La posibilidad que ofrecen las vacunas de epítopos de enfocar la respuesta inmune es 

relevante si se toma en cuenta que no todos los epítopos de un antígeno son igualmente 

útiles en generar una respuesta inmunoprotectora.  Identificar los epítopos 

inmunorelevantes permitiría crear un coctel de epítopos definidos y eficientes que 

inducirían un repertorio de anticuerpos con propiedades protectoras.   

 

El primer requisito para la generación de vacunas de epítopos es desde luego la 

identificación del epítopo que induce los anticuerpos neutralizantes.  

Sin embargo, la gran mayoría de los epítopos para células B son discontinuos, por lo cual 

reconstituir al epítopo en un inmunógeno efectivo puede ser una tarea ardua.   

 

Una solución a la anterior complicación es el uso de mimótopos como inmunógenos.  Estos 

mimetizan propiedades de los epítopos sin ser homólogos en la secuencia de aminoácidos 

del antígeno.   

En este trabajo se obtuvieron mimótopos contra epítopos conformacionales de βApE3-42, los 

cuales sería interesante evaluar en un esquema de inmunización para determinar si son 
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inmunogénicos e inducen la producción de anticuerpos que mimeticen el efecto 

neutralizante de los anticuerpos βApE3-42 que se ha reportado en la literatura.   

 

Adicionalmente, el uso de mimótopos tendrían al menos dos ventajas importantes:  al ser no 

propios podrían potenciar la respuesta inmune, lo cual en conjunto con un adyuvante 

adecuado, es de suma importancia tener en cuenta para el tratamiento de la EA ya que la 

población afectada presenta también un deterioro progresivo dependiente de la edad de la 

respuesta inmune (inmunosensecencia).  

La inmunización con mimótopos evitarían además la activación de células T autoreactivas 

que se ha reportado como uno de los efectos secundarios no deseados de la inmunización 

con βA1-42.   

 

Uno de los aspectos que tendría que evaluarse al usar mimótopos como inmunógenos es la 

posibilidad de que la estructura imitada por el mimótopo se encuentre en proteínas distintas 

del antígeno y que sean biológicamente relevantes.  El análisis Blastp de los mimótopos 

obtenidos en este trabajo encontró coincidencias en la secuencia de aminoácidos de 

proteínas con funciones conocida en el humano (Tabla 4).    Sin embargo, es necesario 

hacer notar que incluso si los mimótopos coinciden con la secuencia, nada garantiza que 

esta no adopte una estructura distinta en la proteína donde se encuentra a la que reconocería 

el mimótopo, por lo cual se requerirían experimentos adicionales para evaluar el significado 

biológico de estos resultados, ya que no es posible asegurar o descartar una interferencia 

funcional con base en un alineamiento.     

 

La importancia de βApE3-42 en la patogénesis de la EA y las ventajas que ofrece la 

inmunización con mimótopos se está explorando ya en un ensayo clínico por la compañía 

Affiris.  AFFITOPE AD-03 es a la fecha el único inmunoterapéutico basado en mimótopos 

contra péptidos piroglutamados.  Actualmente se encuentra en fase II, habiendo aprobado la 

primera fase de evaluación de tolerancia y seguridad.  

 

Finalmente, es importante resaltar que se esperaría que los anticuerpos inducidos por los 

mimótopos obtenidos en este trabajo presentaran la misma especificidad por βApE3-42 que el 

suero anti-βApE3-42, lo cual les permitiría reconocer selectivamente a agregados de βApE3-42 

que se forman en etapas tempranas de la EA abriendo así la posibilidad de tener un 

marcador diagnóstico, que tanta falta hace para poder evaluar el potencial protector de 

inmunoterapéuticos en el progreso de la EA en etapas  previas a la neurodegeneración.  
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11. Conclusiones  
 
Oligómeros de βApE3-42 en presencia de adyuvante de Freund inducen la producción de 

anticuerpos en ratones de la cepa Balb/c que reconocen al monómero y oligómeros de bajo 

y alto peso molecular de βApE3-42 

 

Los anticuerpos anti- βApE3-42 no reconocen a βA1-42, βA11-42 o βApE11-42.   

 

El suero policlonal contra una preparación oligomerizada de βApE3-42 puede unirse a 

péptidos no homólogos con la secuencia de βA pero que imitan epítopos  conformacionales 

del péptido, de ahí que se denominen mimótopos.     

 

Los mimótopos son capaces de inhibir la interacción de los anticuerpos anti- βApE3-42 con el 

antígeno, lo cual indica que son relevantes en el reconocimiento antigénico.    

 

El epítopo para βApE3-42 se encuentra en la región N-terminal e involucra a la modificación 

piroglutamato.   

 

El uso de los mimótopos encontrados en este trabajo puede ayudar a diseñar inmunógenos 

que induzcan anticuerpos que mimeticen el efecto neutralizante de los anticuerpos anti- 

βApE3-42 reportados en la literatura con la ventaja ofrecida por las vacunas basadas en 

epítopos.   

 

Anticuerpos contra βApE3-42 pueden ser una herramienta importante de diagnóstico en etapas 

tempranas de la EA.  Por su reconocimiento exclusivo hacia monómeros y agregados de 

βApE3-42, puede permitir identificar las proteínas mal plegadas y distinguirlas de las 

proteínas con conformación nativa y función biológica.   
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12. Perspectivas 

 
Este trabajo es meramente un paso en un proceso de caracterización de la respuesta inmune 

hacia βApE3-42 y la evaluación de la capacidad protectora de los anticuerpos anti-βApE3-42. 

 

Una caracterización completa incluiría las siguientes propuestas:    

 

 Evaluar propiedades inmunogénicas de los mimótopos identificados en la bioselección para 

determinar si son capaces de desarrollar anticuerpos protectores contra los efectos de βApE3-

42.   

 

Evaluar si hay reacción cruzada de anticuerpos producidos por inmunización con 

mimótopos con otras variantes de βA o se mantiene la especificidad.  

 

Adicionalmente, sería interesante realizar la identificación de epítopos del péptido βA3-42 sin 

la modificación amino-terminal para determinar el papel del residuo de glutamato.  
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Apéndice A  
Estrategias auxiliares para el tratamiento de la EA 
 
Además hay una gama de agentes que se han propuesto como estrategias auxiliares para la 

EA.  Entre estos destacan los fármacos anti-inflamatorios no esteroideos (NSAIDS), dada la 

prevalencia de una neuroinflamación crónica en pacientes con EA.  El mecanismo de acción 

de estos fármacos es inhibir la enzima COX (ciclo-oxigenasa), que medía la conversión de 

ácido araquidónico a prostaglandinas.  En pacientes con EA hay una sobre-expresión de 

COX2, por lo cual se ha propuesto que los NSAIDS reducen la inflamación crónica 

(Weiner y Frenkel, 2006).   

Recientemente se ha descrito que estos medicamentos también tienen la capacidad de 

modular la actividad de la ɣ-secretasa de manera independiente a sus efectos anti-

inflamatorios, reduciendo así niveles de βA (Tanzi y Bertram, 2005).  A pesar de lo 

anterior, ensayos clínicos hasta ahora con NSAIDS no han reportado beneficios globales 

para pacientes con EA (Weiner y Frenkel, 2006).  

Algunos estudios sugieren que los efectos neuroprotectores de los NSAIDs ocurren antes de 

que la patología de las placas amiloides y las marañas neurofibrilares estén presentes 

(Potter, 2010), ya que estos marcadores se presentan cuando la pérdida neuronal es extensa.   

 

Se ha encontrado que βA también induce estrés oxidante al aumentar la producción de H2O2 

en las células así como la generación de radicales libres tanto por su capacidad de 

interactuar con metales reactivos como con ABAD (alcohol deshidrogenasa), interacción 

que medía directamente la disfunción mitocondrial observada en pacientes con EA 

(Lustbader, 2004). Por lo anterior se han incluido a quelantes metálicos y la ingesta 

periódica de antioxidantes como la vitamina E como estrategias para atenuar el estrés 

oxidante producido por βA (Engelhart et al., 2002).    

 

De estudios epidemiológicos se ha derivado que las mujeres en terapia de estrógenos tienen 

menor riesgo de desarrollar EA.  Entre los efectos del estrógeno destacan que aumenta los 

niveles de la enzima de síntesis, acetil-colintransferasa, así como promover el crecimiento 

de dendritas en neuronas dañadas, por lo que su uso como tratamiento para la EA también 

está siendo investigado, aunque hasta ahora los resultados son controversiales (Brinton, 

2004).   
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De igual manera, estudios epidemiológicos sugirieron una relación entre el consumo de 

estatinas y una disminución en el riesgo de desarrollar EA (Haag et al., 2009).  Las estatinas 

aparentemente promueven la degradación de βA extracelular por promover la secreción de 

IDE por microglía (Tamboli et al., 2010).  El ensayo clínico con atorvastatina produjo una 

mejora cognitiva en pacientes con EA moderada, pero no hubo impacto en pacientes con 

demencia severa por EA, lo cual sugiere que las estatinas podrían retardar el progreso de la 

neurodegeneración, pero no revertir la degeneración neuronal (Castellani et al., 2010) 

También se ha evaluado el uso de agentes neurotróficos y derivados naturales (Gingko 

biloba), pero ninguno ha reportado eficiencia para reducir el declive cognitivo (McCaffrey, 

2008).   
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Apéndice B 

Biología del fago M13  

El fago M13 es un bacteriófago filamentoso del género Inovirus.  Posee ADN de una sola 

cadena con 6,407 pares de bases, empacado en un cilindro protéico de 7 nm de ancho y 

900-2000 nm de largo.  El genoma codifica para 11 genes, de los cuales 5 son proteínas de 

la cápside (Böttger y Böttger 2009).   

La principal proteína de la cápside es pVIII, presente en al menos 2,700 copias, seguida por 

la proteína pVII que posee cinco copias en cada uno de los extremos del fago.  En el 

extremo proximal del fago, éste presenta entre 4 ó 5 copias de las proteínas pIII y pVI (Fig. 

13).    

	
  
Figura 17.  Representación esquemática del fago filamentoso M13.  La cápside protéica encapsula al DNA de cadena sencilla 

(ssDNA).  La cápside está compuesta por 5 proteínas:  pVIII, pIII, pVI, pVII y pIX.  El inserto peptídico está codificado en el DNA 
del fago, en la parte del genoma que corresponde a la proteína pIII.  Al expresarse esta proteína de superficie se expresa 

también el péptido insertado.  El fago filamentoso infecta a bacterias E. coli que poseen el plásmido F.  Modificado de Böttger y 
Böttger, 2009. 

Para infectar a las bacterias, el fago requiere que estas expresen un pili, ya que el proceso de 

infección ocurre a través de la interacción de la proteína pIII con el pili de la bacteria.   

El pili bacteriano es una estructura formada por polimerización de subunidades de pilina 

que se requiere para la transferencia por conjugación del plásmido F (o de DNA 

cromosómico que contenga al plásmido) a una bacteria receptora que no posea el plásmido 

(Inbar y Benhar, 2012).  

 

M13 es un fago que no lisa a la bacteria una vez infectada, sino que continua replicándose 

en ella y se libera de la membrana en múltiples copias, mientras la bacteria continúa 

diviéndose.   En la primera generación después de la infección hay un brote de 

aproximadamente 1000 partículas de fagos, y luego las bacterias producen cerca de 100 a 

200 partículas por generación.  El proceso continúa por varias generaciones, dando títulos 

entre 1010-1012 partículas virales por ml.   

 

Los fagos M13 son altamente inmunogénicos y se sabe que inducen respuestas inmunes de 

tipo humoral y celular dirigidas contra proteínas de la cápside (Böttger y Böttger, 2009).   
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Apéndice C 
Esquema metodológico del proceso de bioselección 
 
 

 
Figura 18.  Esquema metodológico del proceso de bioselección que se realizó para la identificación de epítopos del péptido 

βApE3-42 
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Apéndice D 

Caracterización por Western Blot de la preparación de oligómeros de βApE 3-42  usada 

para la inmunización  

 

Emplear oligómeros de βA como inmunogénos permite generar anticuerpos contra este 

estado conformacional (Lambert et al., 2001; Kayed et al., 2003).  Dada la importancia 

patológica de los oligómeros de βApE 3-42  en la EA (Russo et al., 2002; Acero et al., 2009; 

Schlenzig et al., 2012), la obtención del suero anti-βApE 3-42 se realizó empleando como 

inmunógeno una preparación de βApE 3-42 oligomerizado.  Los oligómeros se prepararon de 

acuerdo al protocolo de Klein (Klein, 2002).  descrito en los métodos. Éste es un protocolo 

ampliamente utilizado en nuestro grupo de trabajo y genera un patrón característico de 

agregados como el que se presenta en la siguiente figura 

 
Figura 19. Caracterización por Western Blot de la preparación de oligómeros de βApE 3-42.  Se prepararon los oligómeros a partir 

de monómeros de βApE 3-42 .  Se empleó suero de ratón anti-βApE 3-42 para detectar a los oligómeros en la preparación. Sobre la 

imagen se indican los agregados presentes de acuerdo a su peso molecular.  La imagen fue tomada del artículo de Pérez-

Garmendia et al., 2013 (en imprenta), con permiso de sus autores, para reproducirla en este trabajo como un ejemplo 

característico del bandeo obtenido al evaluar una preparación de oligómeros de βApE 3-42 con suero de ratón anti-βApE 3-42  como 

anticuerpo primario 

 

Evaluar la preparación por Western Blot nos permite determinar qué tipos de agregados 

presenta.   En este caso, las tres bandas que se detectan en la parte inferior corresponden a 

tetrámeros, trímeros y monómeros.  La banda prominente en la parte superior corresponde a 

oligómeros de mayor peso molecular (entre 30-160 kDa).  Esto confirma la presencia de 

oligómeros de alto y bajo molecular, así como monómeros de  βApE 3-42  en la preparación 

empleada para inmunizar. 
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