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con él conquistaras al
mundo”.
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Resumen

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo progresivo que
comienza con un ligero déficit de memoria a corto plazo y culmina en la pérdida total de las
funciones cognitivas y basicas (Pimplikar, et al., 2010). Actualmente no hay un tratamiento
disponible que disminuya o detenga la EA. Sin embargo, los investigadores de todo el mundo
se encuentran estudiando decenas de estrategias de tratamiento que pueden tener el
potencial de cambiar el curso esta enfermedad (Thies y Bleiler, 2012). Patolégicamente, las
tres caracteristicas de la EA son las placas extracelulares amiloides compuestas de
agregados del péptido Beta-amiloide (BA), las maranas neurofibrilares (NFT) intracelulares
compuestas de agregados de proteina tau hiperfosforilada, y pérdida de la sinapsis neuronal
(Newell, et al., 1999).

Las principales variantes de BA detectadas en el cerebro humano son BA1-40 y BA1-
42, y ademas una proporcion significativa de BA en la EA también se compone de especies
truncadas modificadas en el extremo amino (NH2) conocidas como amino-truncadas
(GUntert, Dobeli, et al., 2006; Hasegawa et al., 1992; Saido et al., 1995; Schilling, Appl, et
al.,, 2008). Entre todas las especies amino-truncadas los péptidos BA piroglutamados-
modificados (BA[pE]) han demostrado ser los componentes mas predominantes en los
cerebros de pacientes con la EA. Estudios sobre las propiedades biofisicas de los péptidos
BA piroglutamados demostraron que forman una estructura de B-plegada con mayor
facilidad que los péptidos BA de longitud completa, sugiriendo que éstas especies
posiblemente actlen como semillas de agregacion para la formacion de agregados
amiloides (He & Barrow, 1999). Por todo lo anterior los péptidos BA [pE]) se han convertido

en un blanco para la Inmunoterapia.

Adicionalmente, el grupo de investigadores al que pertenezco, desarrollaron
anticuerpos policlonales en conejos anti-AB11-42[pE] e identificaron dos epitopos de células
B, que reconocen estos anticuerpos. El anticuerpo policlonal de conejo anti-BA11-42[pE]
reconoce la parte central del péptido AR y es capaz de reconocer al péptido completo BA-1-

42, asi como también a los péptidos amino-truncados BA-3-42[pE] y BA-11-42[pE]. Estos



resultados son importantes para el desarrollo de inmunoterapéuticos dirigidos hacia
diferentes variantes del BA (Perez-Garmendia et al., 2010).

En el presente estudio se evalu6 la capacidad protectora de los anticuerpos anti-
AB11-42[pE] considerando dos esquemas de tratamiento: a) Terapéutico y b) Profilactico.
Cada esquema se llevd a cabo por inmunizacion pasiva mediante la administracion
intravenosa de los anticuerpos. Asi mismo se demostrd6 que cuando los anticuerpos son
administrados via intravenosa estos permanecen en plasma hasta 14 dias después de una
dosis Unica permitiéndonos una inmunizacion cada 10 dias. También se demostré que los
anticuerpos anti-AB11-42 [pE] tienen un efecto moderado en la carga del amiloide en los
ratones 3xTg-AD en los protocolos de tratamiento profilactico. No se observo ningun efecto
cuando el anticuerpo se administra en ratones 3xTg-AD de edad avanzada como tratamiento
terapéutico. Los resultados obtenidos sugieren que el anticuerpo anti-AB11-42 [pE] podria
tener un efecto positivo ralentizando la progresion de la enfermedad si se es administrado
como tratamiento preventivo. También se demostré que la presencia de microhemorragias
en ratones 3xTg-AD inmunizados con el anticuerpo anti-AB11-42 es mayor en comparacion
con ratones 3xTg-AD sin tratamiento y con ratones no-transgénicos. Esto sugiere que el
anticuerpo anti-AB11-42 podria estar causando un efecto adverso cuando se administra via

intravenosa.
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Alots Alzhetmer y Auguste Deter

Alois Alzheimer naci6 el 14 de Junio de 1864, en Markbreit, Alemania. Estudié medicina en
las universidades de Berlin, Tiibingen, y Wiirzberg, en donde escribi6 su tesis doctoral Uber
die Ohrenschmalzdriisen (En las Glandulas Ceruminales del Oido) en 1887. En diciembre de
1888, comenz6 su carrera como médico residente en el Hospital para Enfermos Mentales y
Epilépticos, Frankfurt am Main, y posteriormente fue promovido a médico en jefe (Maurer, et
al., 1997).

Los intereses de Alzheimer (ver Figura 1) para la investigacion fueron amplios y no
incluyeron soélo el origen la demencia degenerativa y
vascular (arteriosclerosis), sino también las psicosis, la
psiquiatria forense, la epilepsia y el control de la natalidad.
Su interés en la neuropatologia de trastornos demenciales
fue compartido por su colega Franz Nissl, que lleg6 a
Frankfurt en marzo de 1889. Nissl proporcioné a Alzheimer
nuevas técnicas histopatolégicas para el estudio de las

enfermedades nerviosas (Whitehouse y Maurer, 2000).

El 25 de Noviembre de 1901, Auguste Deter (ver

Figura 2) fue ingresada en el hospital de Frankfurt, donde

fue examinada por Alzheimer. Ella tenia un sorprendente Figura 1. Alois Alzheimer.
B . B o ) Fotografiado en Berlin antes
grupo de sintomas que incluian reduccidn de memoria Yy de irse a Breslau. Tomada de

comprension (por ejemplo: trastorno amnésico de escritura ver Vhitehouse & Maurer, 2000.

Figura 3), asi como afasia, desorientacion, comportamiento impredecible, paranoia,
alucinaciones auditivas, y deterioro psicosocial pronunciado. En 1903, Alzheimer parti6é de
Frankfurt, y después de una corta estancia en Heidelberg, se trasladé a la Clinica
Psiquiatrica Real, Manich, cuyo director era Emil Kraepelin. Alli, Alzheimer continué dandole
seguimiento al caso de Auguste D. hasta la muerte de ésta en Frankfurt el 8 de abril de
1906, tras lo cual se fue a estudiar las caracteristicas neuropatolégicas de la enfermedad

(Maurer et al., 1997).
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Poco antes de la muerte de Auguste D. su
expediente indicaba: “Tendencia al decubito desde
el comienzo de 1906. Desarrollo de Ulcera sacra y
trocantérea del lado izquierdo. Estado débil,
temperatura arriba de 40°C en los Ultimos dias.
Neumonia de ambos I6bulos inferiores”. La ultima
documentacion esta datada del 8 de Abril de 1906:

“Dentro de la manana, exitus letalis. Causa de la

muerte: Septicemia por declbito. Diagnostico
anatomico: hidrocefalia moderada interna y externa.
Atrofia Cerebral. Arterioesclerosis de los pequenos
vasos cerebrales. Neumonia en los dos I6bulos

inferiores. Nefritis” (Whitehouse & Maurer, 2000). Figura 2. Auguste D., fotografia datada de
Noviembre de 1902. Sacada de Maurer et al.,
1997.

El Eponimo de la Enfermedad de Alzheimer

En 1907 Alzheimer dio a conocer su publicacion “Una enfermedad grave caracteristica de la
corteza cerebral” en la 372 Conferencia de Psiquiatras Alemanes del Sudeste en Tubingen.
En su publicacion el describid las caracteristicas
psicologicas e histologicas de lo que con el tiempo
se convirtié en su caso No.1. A ésta publicacion le
siguieron la de Francesco Bonfiglio en 1908, la de
Gaetano Perusini en 1909 y la de Fisher en 1907 la
cual fue paralela a la primera publicacion de
Alzheimer. Sin embargo, en 1911 Alzheimer
describe su segundo caso de demencia (Johann F.).
En la discusion de ésa publicacion se encontraban
dibujos de los cambios tipicos en las neurofibrillas

de su primer caso Auguste D (Maurer et al., 1997).

En 1910 Kraepelin, el director de The Royal

Figura 3. Intentos de Auguste D. por Pychiatric Clinic, en su 82 Edicion de su Manual de
escribir su nombre. Tomado de Maurer

etal., 1997.
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Psiquiatria declard que “Un grupo particular de casos
con alteraciones celulares extremadamente graves
fue descrito por Alzheimer”. Los resultados de la
necropsia mostraron cambios que “representan las
formas mas graves de demencia senil. Las placas
eran extremadamente numerosas y casi una tercera

parte de las células corticales estaban muertas. Y en

su lugar habia miles de neurofibrillas sumamente
tenidas” (ver Figura 4). Kraepelin menciond
“Enfermedad de Alzheimer” por primera vez, diciendo, Figura 4. Marafias Neurofibrilares de Auguste D.
“La interpretacion clinica de la Enfermedad de ‘::;u,j_adas por Alzheimer. Tomada de Maurer et al.
Alzheimer es todavia poco clara. Aunque los hallazgos

anatémicos sugieren que estamos lidiando con una forma particularmente grave de
demencia senil, lo cierto es que ésta enfermedad a veces inicia por muy temprano después

de los cuarenta” (Kraepelin, 1910; Whitehouse & Maurer, 2000).

Existen muchos cuestionamientos de la logica que siguié Emil Kraepelin al crear el
eponimo de la Enfermedad de Alzheimer, sin embargo, la idea mas aceptada es que
Kraepelin pensaba que Alzheimer habia descubierto una nueva enfermedad. Otra idea es
que se le dio el epénimo de la Enfermedad de Alzheimer ya que fue el primero en publicar el
caso sobre Auguste D. en 1907, donde después de su publicacion le seguirian otras mas

hasta el dia de hoy.

Tabla 1 Casos publicados de la Enfermedad de Alzheimer disponibles en el manual de Kraepelin, 1910. Tomada y
modificada de Whitehouse & Maurer, 2000.

Caso Autor/Afio de Publicacion Edad (aiios)
Auguste D. Alzheimer, 1907 51
Leonard Sch. Bonfiglio, 1908 60
Auguste D. Perusini, 1909 51

R. M. Perusini, 1909 45

B.A. Perusini, 1909 65
Leonard Sch. Perusini, 1909 60

16
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La Enfermedad de Alzheimer

La Enfermedad de Alzheimer (EA) se ha convertido en un importante problema de salud
pUblica desde que la esperanza de vida de los humanos se ha extendido gracias a la
medicina moderna (Nestler, et al., 2008). La enfermedad de Alzheimer es la sexta causa
principal de muerte de las personas mayores de 65 anos o mas en los Estados Unidos
(Kochanek, et al., 2011). La etiologia de la EA parece ser multicausal. No existe, como en las
patologias infecciosas, un agente patégeno claramente identificado, sino que se trata de
una enfermedad compleja y multifactorial. La EA, pertenece a un conjunto de enfermedades
neurodegenerativas llamadas demencias, dentro de este grupo de enfermedades la EA es el
tipo mas comudn de demencia. “Demencia” es un término general que describe una variedad
de enfermedades y condiciones que se desarrollan cuando las neuronas mueren 0 ya no
funcionan normalmente. La muerte o el mal funcionamiento de neuronas, causa cambios en
la memoria, el comportamiento y la capacidad juicio con alteraciones del lenguaje. En la EA,
estos cambios en el cerebro afectan la capacidad del individuo de forma progresiva e

irreversible.

Sintomas

Las enfermedades mentales afectan al funcionamiento psiquico de la persona, mientras
que el grupo de enfermedades neurodegenerativas, al que pertenece el Alzheimer, perturba
las funciones cognitivas, especialmente la memoria y la atencion. La EA, ademas, provoca
trastornos de comportamiento y de humor, sobre todo, depresion, alucinaciones o ideas
delirantes, que pueden llevar a pensar en una enfermedad mental. Sin embargo, lo que en
este caso provoca los sintomas son las lesiones cerebrales causadas por la enfermedad
(Moulin & Thévenet, 2011).

Uno de los primeros sintomas de la EA es la pérdida de memoria. A medida que
avanza la enfermedad, la capacidad para aprender nueva informacion se ve cada vez mas
comprometida. El acceso a memorias distantes, la cual se encuentra intacta en las etapas
iniciales de la enfermedad, comienza a disminuir. Conforme el deterioro cognitivo avanza,
los pacientes pueden perderse al caminar o conducir, y son cada vez mas incapaces de

realizar tareas diarias tales como preparar comida, tomar medicamentos de manera regular,
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cepillarse los dientes, o peinarse. A medida que la capacidad cognitiva disminuye, los
pacientes pueden experimentar depresion, irritabilidad, y en etapas avanzadas delirios y
alucinaciones. Los pacientes pueden llegar a ser agresivos, incluso hacia las personas que
los cuidan. La etapa final de la EA se caracteriza generalmente por la pérdida completa de la
independencia. La enfermedad tiene un costo enorme, no sélo de los individuos afectados,
sino también de los amigos y familiares que cuidan de ellos asi como de la sociedad en

general (Nestler et al., 2008).

Diagndstico y Biomarcadores

El diagnéstico de la EA s6lo puede confirmarse mediante la patologia celular definida que se
observa en el examen post mortem del encéfalo. La histopatologia presenta tres
caracteristicas principales: a) colecciones de filamentos de citoesqueleto intraneuronales
denominadas maranas neurofibrilares (NFT); b) depdsitos extracelulares de la proteina -
amiloide (BA) denominados placas seniles y ¢) una pérdida difusa de neuronas. Estos
cambios son mas aparentes en la neocorteza, las estructuras limbicas (hipocampo,
amigdala y sus cortezas asociadas) y nulcleos seleccionados del tronco del encéfalo

(especialmente los nlcleos del encéfalo anterior basal) (Purves, 2007).

Para hacer el diagnéstico tentativo de la EA y para excluir otras causas de demencia,
los médicos se basan en las historias clinicas de los pacientes y de los informantes;
examenes fisicos, neuroldgicos y psiquiatricos; pruebas neuropsicolégicas; pruebas de
laboratorio (por ejemplo: las alteraciones en los niveles especificos de alguna proteina en el
suero o el liquido cefalorraquideo, como el péptido B-amiloide y la proteina tau, lo cual
puede ser util en el diagnostico de la EA) y una variedad de otras pruebas diagnosticas que
incluyen la Tomografia Computarizada (CT) o la Resonancia Magnética (MRI). En pacientes
con la EA las imagenes pueden mostrar anormalidades, particularmente en el I6bulo
temporal medial, estableciendo un valor predictivo para el diagnéstico. La tomografia por
emision de positrones (PET) (En la Figura 6 se muestra la comparacion entre el PET de un
cerebro de un paciente sano y un paciente con EA) y la Tomografia Computarizada por

Emision de Fotones Individuales (SPECT) por lo general muestran una disminucion del flujo
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sanguineo regional en los I6bulos parietal y temporal, asi como en otras areas corticales en

las etapas avanzadas de la enfermedad (Kandel, et al., 2012).

Cerebro Normal Cerebro con Alzheimer

Cerebro Normal Cerebro con Alzheimer

Pet scans (Utilizacién de Glucosa)

Figura 5 Morfologia y neuroimagen de un cerebro normal contra la un cerebro de un paciente con Enfermedad de Alzheimer
(EA). (a) Cuando se compara el cerebro de una persona sana y el cerebro de un paciente con EA, el segundo presenta una
disminucion en las circunvoluciones en el I6bulo temporal y los I6bulos frontales. (b) Diferencia entre el PET de un cerebro
normal que muestra la absorcién de glucosa (rojo y amarillo que indican altos niveles de consumo de glucosa) y una persona
con EA la cual presenta una reduccién en el metabolismo energético en la corteza frontal y los I6bulos temporales. Tomado y
modificado de Mattson, 2004.

Causas

La causa o causas de la Enfermedad de Alzheimer ain no se conocen en su totalidad. Sin
embargo, la mayoria de los expertos coinciden en que la EA, al igual que otras
enfermedades cronicas comunes, se desarrolla como resultado de multiples factores y se
asocian con varios factores de riesgo. Estos factores incluyen una variedad de cambios en el
cerebro que se piensa, comienzan hasta 20 anos antes de que aparezcan los sintomas, es

decir, que el individuo es capaz de mantener sus funciones cerebrales con normalidad, a
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pesar de estos cambios en el cerebro, pero conforme avanza la enfermedad, el cerebro ya
no puede compensar el aumento de dano neuronal causado por los cambios en el mismo, y
finalmente el individuo experimenta una ligera disminucion en su capacidad cognitiva (Thies
y Bleiler, 2012).

Entre los cambios en el cerebro que se cree que contribuyen al desarrollo de la EA
estan la acumulacion de la proteina B-amiloide fuera de las neuronas y la acumulacion
intracelular de la proteina tau hiperfosforilada dentro de estas. Ademas, la transferencia de
informacién en las sinapsis comienza a fallar, debido a una disminucién en el nimero de
ellas. La acumulacion de B-amiloide fuera de estas sinapsis se cree que interfiere en la
comunicacion neurona-neurona y contribuye a la muerte celular. En el interior de la neurona
los niveles altos (anormales) de la proteina tau hiperfosforilada forman maranas que
bloquean el transporte de nutrientes y otras moléculas esenciales en toda la célula. Esto
también se cree que contribuye a la muerte celular. Los cerebros con EA avanzada muestran
una dramatica perdida de células y amplios cimulos de neuronas muertas y neuronas a

punto de morir (Alzheimer “s Association, 2012).

Factores de Riesgo

El principal factor de riesgo para el desarrollo de la mayoria de las enfermedades
neurodegenerativas es la edad avanzada. La mayoria de las personas con la EA son
diagnosticadas a la edad de 65 o mas. Sin embargo, las personas menores de 65 anos
también pueden desarrollar la enfermedad. Cuando la enfermedad se desarrolla en una
persona menor de 65 anos, suele asociarse con la llamada, Enfermedad de Alzheimer
Familiar (EAF) o Enfermedad de Alzheimer Temprana (EAT), la cual se debe a mutaciones en
ciertos genes (Alzheimer’s Association, 2012; Prince y Jackson, 2009). Las mutaciones en
los genes de la Proteina Precursora Amiloide (APP), Presenilina 1 (PS-1) y Presenilina 2 (PS-

2), representan la mayor parte de estos casos de EAF.

Para la Enfermedad de Alzheimer Esporadica (EAE) o Tardia tanto los factores

ambientales (estilo de vida) como los factores genéticos son importantes. Entre los factores
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ambientales se ha encontrado evidencia, en muestreos representativos y estudios de casos
y controles, que sugieren una asociacion entre la EA y la educacion escolar limitada (Ott et
al., 1995), asi como también una asociacion entre la EA y el traumatismo craneoencefalico
(Mayeux et al., 1995; Mortimer et al., 1991). Sin embargo, las evidencias antes
mencionadas son parcialmente apoyados por estudios longitudinales (de seguimiento)
(Stern et al., 1994). Uno de los factores genéticos mas estudiados en pacientes con EAE es
el polimorfismo del alelo €4 del gen de la apolipoproteina E (apoE), el cual aumenta
considerablemente el riesgo de padecer demencia; en la poblacion cerca del 25% tiene una
o dos copias de este alelo (Nalbantoglu et al., 1994; Saunders et al., 1993). En resumen se
muestra en la Tabla 2 los factores genéticos confirmados a la predisposicion de la EA, todos
con excepcion del polimorfismo en apoE4 (que supone un factor de riesgo para la EAE)

suponen un factor de riesgo para la EAF.

Tabla 2. Factores genéticos confirmados a la predisposicion de la EA. Tomado y modificado de Selkoe, 2001.

Cromosoma Defecto Genético Fenotipo

21 Mutaciones en APP ‘N Todos los péptidos BA, o | de péptidos
BA1-40, EA, déficit cognitivo

19 Polimorfismo en ApoE4 N Densidad de placas BA y depdsitos
(alelo £4) vasculares
14 Mutacion en Presenilina 1 N Produccidn de péptido BA1-42

1 Mutacidn en Presenilina 2 ‘M Produccién de péptido BA1-42

Incidencia de la EA.

La incidencia global de la demencia se estima en 35.6 millones y se prevé que casi se
duplique cada 20 anos, llegando a 65.7 millones en 2030 y 115.4 millones en 2050, dando
lugar a una costosa carga para el cuidado de los pacientes. El nimero total de nuevos casos
de demencia cada ano es casi 7.7 millones en el mundo, o que supone un nuevo caso cada

cuatro segundos (Wortmann, 2012).

La EA constituye el 60-80% de los casos de demencia (Thies y Bleiler, 2012). En el

2012 se estimd que 5.4 millones de Estadounidenses padecen la EA. Esta cifra incluye 5.2
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millones de personas con una edad de 65 anos o mas (Hebert, et al., 2003) y 200,000
individuos por debajo de los 65 anos los cuales sufren la EAF. Es decir, una de cada ocho
personas =65 anos (13%) sufren la EA, mientras que casi la mitad de las personas >85 anos
(45%) tienen la EA (Maslow, et al, 2006).

La poblacion en México en 2012 se estim6 en 116.9 millones de habitantes y
presenta una tasa de crecimiento natural de 1.35 por ciento anual. El grupo de adultos
mayores > 65 anos, por su parte, aumenté su tamano de 7.1 millones en 2010 y aumentara
a 9.8 millones en 2020 y 23.1 millones en 2050 (http://www.conapo.gob.mx). Reportes
epidemiologicos recientes en México, han estimado que alrededor de 800 mil personas
sufren de algun tipo de demencia (Llibre Rodriguez et al., 2008), y en el Distrito Federal se
estima que hay 41 mil personas con esta enfermedad; cantidad que aumentara
proporcionalmente con el incremento en la poblacion adulta mayor (Direccion General de
Equidad y Desarrollo Social / Asociacion Mexicana de Alzheimer y Enfermedades Similares,
1999). Ademas los datos proporcionados por el Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia (INNN) revelan que anualmente mueren 2,030 pacientes por la EA en México

(www.innn.salud.gob.mx).
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Las caracteristicas histopatologicas de la
Enfermedad de Alzheimer

Los cerebros de pacientes con la EA, se caracterizan histopatolégicamente por dos lesiones:
las maranas neurofibrilares y las placas seniles. Estas dos lesiones patolégicas actlan de
manera sinérgica causando una disfuncion progresiva en la sinapsis y, eventualmente, la
muerte de las neuronas, especialmente en el sistema limbico y las cortezas de asociacion,
las cuales estan implicadas en la memoria y la navegacion (lttner y Gotz, 2011). Asi, con el
propdsito de investigar cuales son los mecanismos por lo que se dan estos cambios
patoldgicos lo investigadores de todo el mundo se dedicado a estudiar dichos mecanismos ,
incluyendo la agregacion y depdsito de BA, la hiperfosforilacion de la proteina tau la cual
forma las maranas neurofibrilares, la disfuncion neurovascular, los procesos inflamatorios,
el estrés oxidativo y la disfuncion mitocondrial (Blennow, et al, 2006). A continuacion se

tratara a fondo los dos marcadores histopatolégicos mejor conocidos en la EA.

La proteina Tau y las Marafias Neurofibrilares

Se sabe que el citoesqueleto es una estructura celular que brinda sostén a las células y
proporciona la morfologia neuronal. Sus componentes esenciales son los microtibulos (MT).
El citoesqueleto es importante en el establecimiento de la polaridad neuronal determinando
el desarrollo del axon y las dendritas; los cuales estan involucrados, entre otras funciones,
en el transporte de nutrientes y desechos asi como también en la neurotransmision. La
estabilidad y la dinamica para la polimerizacion de los MT es promovida por proteinas que
se denominan como proteinas asociadas a los microtubulos (MAPs) (Meraz-Rios et al.,
2010). Entre las MAPs, Tau es una proteina importante que participa en la asociacion-
disociacion de los MTs axonales, confiriéndole dinamica al sistema (Weingarten, 1975). En
la Figura 6 se esquematiza los cabios que va sufriendo la neurona debido a la acumulacion

intracelular de la proteina tau.
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Oligémeros de Filamentos .- Marana extracelular o .
Tau helicoidales *fantasma" y placa senil

emparejados Placas seniles

Figura 6. Patologia de la proteina tau en la Enfermedad de Alzheimer. En ésta imagen se ilustra la secuencia de cambios que
la neurona va sufriendo por la degeneracion neurofibrilar. La hiperfosforilacion de la proteina tau causa el autoensamblaje de
la misma formando los oligémeros, los filamentos helicoidales emparejados, las maraiias intracelulares (NFT) y finalmente las
maraiias extracelulares o “fantasmas”.

La proteina tau contiene dos motivos, uno para formar laminas B y el otro con
repeticiones de dominios de union a microtibulos (MTBD). Cuando esta estructura es
alterada por alguna modificacion tal como la hiperfosforilacion o el truncamiento, como
sucede en la EA, la proteina pierde afinidad hacia los MTs y comienza autoensamblarse,
resultando en la formacion de filamentos helicoidales emparejados (PHF). Como resultado
se forman las Maranas Neurofibrilares (NFT) por la acumulacién masiva de las PHF dentro
de la célula (Kidd, 1963; Mandelkow et al, 2007; Meraz-Rios et al., 2010).

La Proteina Precursora Amiloide y su procesamiento.

El gen de la APP se localiza en el cromosoma 21921 en los humanos. Tiene tres isoformas
principales que surgen del splicing alternativo de su pre-mRNA, estas son APP695, APP751 y
APP770 (correspondiendo a su longitud de 695, 751 o 770 aminoacidos respectivamente)
(Goate et al., 1991). La APP751 y la APP770 se expresan en la mayoria de los tejidos,

mientras que APP695 se expresa predominantemente en las neuronas (Rohan de Silva et
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al.,, 1997; Zhang, et al., 2011). La APP es un miembro de la familia de proteinas
evolutivamente conservadas denominada como APP-like (proteinas parecidas a APP) donde
la region del promotor muestra caracteristicas tipicas de un gen constitutivo (en inglés
housekeeping gene), y donde la transcripcion puede iniciar en multiples sitios (Salbaum et
al, 1988). Lo anterior es de gran relevancia, a pesar de que su funcidn no esta bien definida,

pero su desregulacion apunta a un papel importante en la patogenia de la EA.

La APP es una glicoproteina integral de membrana de tipo I: tiene aproximadamente
un tramo de 23 residuos hidrofébicos, localizados cerca de su region carboxilo-terminal (C-
terminal), el cual le sirve para anclarse a la bicapa fosfolipidica
de las membranas internas (como el aparato de Golgi o
endosomas) y externas; un dominio citoplasmatico c-terminal
pequeno y un dominio amino-terminal  (N-terminal)
relativamente largo (Yokes, 2007) tal como se observa en la
Figura 7. A pesar de que APP ha sido objeto de muchos
estudios desde su identificacion, su funcion fisiologica
permanece en gran medida sin determinar. Se han sugerido
varios papeles a la APP como el crecimiento de neuritas y
sinaptogénesis, trafico de proteinas neuronales a lo largo del
axon, transduccion de senales transmembranales, adhesion

celular, metabolismo del calcio (Zheng y Koo, 2006).

APP es modificada post-traduccionalmente por la N-y la
O-glicosilacion, la fosforilacion y la sulfatacion de tirosina (De

Strooper y Annaert, 2000). APP es sintetizada en el reticulo

endoplasmatico (RE) y después transportada a través del
aparato de Golgi a la red trans-Golgi, en donde se encuentra la
mayor concentracion de APP en las neuronas en un estado de
reposo, para después ser secretada por la via constitutiva.

Después de su maduracion, la APP se procesa Figura 7. Modelo 3D de la

Proteina Precursora Amiloide
(APP). Se observa su dominio N-
secretasas. El procesamiento de la APP por via amiloidogénica terminal (el mas largo) y su
dominio C-terminal el mas corto,
donde la memebrana
citoplasmatica es esquematizada
por la franja gris). Tomada de
Goodsell, 2006.

secuencialmente por tres proteinasas denominadas o-, B- y y-
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resulta en la produccion del péptido B-amiloide (BA) mientras que el procesamiento de la
APP por la via no amiloidogénica (el mas comun) previene la formacion de BA. El primer
corte en la via amiloidogénica se lleva a cabo por la B-secretasa y genera un fragmento
extracelular soluble de APP (sAPPB) y un fragmento de 99 aminoacidos de residuos C-
Terminal (C99) unido a la membrana. Por otro lado, en la via no amiloidogénica el corte es
por la o-secretasa y se genera un fragmento extracelular soluble de la APP (sAPPx) y un
fragmento unido a la membrana de 83 aminoacidos (C83). C99 y C83 son procesados
posteriormente por el corte de la y-secretasa, localizada en el dominio transmembranal,
para generar el BA y p3, respectivamente. Ademas del BA y p3 se genera un fragmento
citosélico soluble, denominado dominio intracelular de APP (AICD). Lo anterior se

esquematiza en la Figura 8.
A Amiloidogénico No amiloidogénico
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Figura 8. Procesamiento de la APP y formacion del péptido Beta-amiloide (A). (A) Se observan las dos de procesamiento de
la APP, la via amiloidogénica (izquierda) y la via no amiloidogénica (derecha). En la via amiloidogénica, el corte secuencial de
la B- y la y-secretasa libera el dominio extracelular soluble de APP (sAPPB), el péptido BA, y el dominio C-Terminal intracelular
de la APP (AICD). Por otro lado en la via no amiloidogénica, la a-secretasa no forma BA, en su lugar produce sAPPa vy el
péptido p3. (B) Diagrama que muestra la APP de longitud completa y la secuencia correspondiente a los péptidos BA40 y
BA42, también se indica con flechas los sitios de corte proteoliticos de las secretasas. Tomado y modificado de Sheng, et. al.,
2012.

El péptido B-amiloide

El monomero BA de 4kDa es derivado de la APP, como ya se mencion6 anteriormente, por la
accion de la B-secretasa y el complejo proteico de la y-secretasa. Este monémero puede
tener diferentes conformaciones como random coil, o una o-hélice, o una horquilla-B. A
ciertas concentraciones los monomeros del péptido BA empiezan agregarse y se forman
intermediarios metaestables, solubles y cortos, denominados oligdbmeros (ver Figura 11).
Estos se unen para formar un nicleo oligomérico que puede ser extendido rapidamente por
la adicion de monomeros para formar protofibrillas curvilineas. Finalmente, las protofibrillas
se juntan para formar grandes, e insolubles, fibrillas de laminas-B las cuales se acumulan en
placas (Bitan, et al., 2001; Cappai y White, 1999; Evin y Weidemann, 2002; Gilbert, 2013;
Sandberg et al., 2010). El péptido BA1-40 representa la forma mas abundante de BA en el
cerebro, mientras que BA1-42 muestra un aumento significativo en la EA (Naslund et al.,
1994). BA1-42 posee dos aminoacidos hidrofébicos adicionales en comparacion con BA1-

40, promoviendo una mayor formacion de agregados en BA1-42 (Butterfield, et al., 2013).

Los oligdmeros de BA son considerados las formas mas toxicas de los agregados
amiloides (Walsh y Teplow, 2012). Los oligdmeros interactian con neuronas y células gliales
llevando a la activacion de cascadas pro-inflamatorias, disfuncion de la mitocondria e
incremento del estrés oxidativo, disfuncion de las vias de senalizacion intracelulares y
plasticidad sinaptica, incremento de la fosforilacion de tau, incremento de la actividad de
GSK-3B, desregulacion del metabolismo del calcio e induccion de la apoptosis neuronal.
Todos estos mecanismos en conjunto dan lugar a un circulo de retroalimentacion positiva en
la produccion de péptidos BA, esto conduce a eventos perjudiciales para las neuronas, que a
su vez lleva a la disfuncion del metabolismo de la APP y mayor produccion de péptidos BA
(De-paula, et al., 2012; Roberts et al., 1994).
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Figura 9. Representacion del procesamiento de la APP dentro de célula y liberacion del BA al medio extracelular. Se observa
como es que el BA se agrega para formar oligémeros, fibrillas que comprenden los constituyentes principales de las placas en
la EA. Tomado de Fodero-Tavoletti et al., 2011.

Es muy importante resaltar que en cerebros con EA se encuentran tres tipos de depositos
de BA (Terry et al., 1991) referidos como placas difusas, placas seniles y depoésitos
cerebrovasculares que ocupan del 12-25% del volumen total (ver Figura 12). A continuacion

se describe brevemente los tres tipos de depodsitos de BA:

» Placas Difusas: Son mas abundantes que las placas seniles en la mayoria de
los cerebros de pacientes con la EA. Son depédsitos de BA poco densos,
amorfos, y casi esféricos (Tagliavini, et al., 1988). Las placas difusas no
contienen ningun nudcleo amiloideo pero son PBA positivas y se cree que
representan una etapa temprana en la formacion del amiloide(Dickson,
1997). Se encuentran generalmente a lo largo de los hemisferios cerebrales y

en un menor grado en la materia blanca, el cuerpo estriado y la corteza
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cerebelar (Braak y Braak, 1991). Los depodsitos difusos de BA han sido
encontrados en una gran cantidad de sujetos cuyo estatus intelectual ha sido
evaluado como normal, llevando a la conclusion de que este tipo de lesiones
puede no ser directamente toxico (Delaére et al., 1990; Dickson et al., 1992).

» Placas Seniles: Las clasicas placas seniles, también denominadas como
placas neuriticas, son estructuras esféricas alrededor de 50-200um de
diametro compuestos de un nucleo central de amiloide rico en péptidos BA(x-
42, x-43) (lwatsubo et al., 1994). Las placas seniles se encuentran rodeadas
por neuritas distroficas que a menudo contienen PHF, astrocitos reactivos y
microglia (Mandybur y Chuirazzi, 1990).

» Amiloide Cerebrovascular: La Angiopatia Cerebral Amiloide (CAA) es frecuente
en la EA, pero no siempre se observa. En dichos casos, el péptido BA se
deposita en los vasos sanguineos cerebrales que involucra las leptomeniges,
vasos superficiales corticales, grandes vasos en el espacio subaracnoideo y
pequenos vasos en parénquima que estan frecuentemente asociados con las
placas seniles (Vinters, et al, 1996). Sin embargo, la CAA se puede observar
en algunas personas de edad avanzada que no tienen demencia y que no
cumplen los criterios histologicos para la EA (Glenner, et al., 1981; Mandybur,
1975). BA1-39 y BA1-40 son las especies mas predominantes en la CAA a
diferencia de las placas extracelulares compuestas principalmente por pA 1-
42 (Prelli, et al., 1988; Soto, at al. 1994).

Placas Difusas Placas Seniles Depositos Cerebrovasculares
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Figura 10. Tipos de depésitos de BA en la EA. (a) Placas difusas (café) en el striatum marcado con el anticuerpo 6F/3D. (b)
Placas seniles: se observa el nicleo de amiloide (café oscuro) rodeado por un halo y una corona los cuales estan teiidos
suavemente con un anticuerpo anti- BA (Dako). (c) Se muestra el depdsito de BA cerebrovascular con la tincién rojo Congo
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(punta flecha) y la negativa (flecha) en el modelo de raton APP23 de 16 meses de edad. Tomado y modificado de Calhoun,
1999; Duyckaerts, et al., 2009.

La Astroglia y la Microglia en la EA

Las células de la neuroglia son generalmente neuroprotectoras: ellas contienen el dano y
facilitan la supervivencia celular. En varias condiciones patoldgicas, la neuroglia activada
puede resultar toxica. Sin embargo, esto puede ser considerado como un mecanismo de
defensa y supervivencia dirigido a la rapida reparacion de los elementos danados y sellando
el area de lesion (Verkhratsky, et al., 2013). En las enfermedades neurodegenerativas, el
papel de la neuroglia esta poco explorado, no obstante, los cambios homeostaticos que
acompanan la neurodegeneracion implican la disfuncion glial. Hay evidencia que indica que
las células de la neuroglia ya se encuentran afectadas en las etapas tempranas en el
proceso de neurodegeneracion y son importantes elementos en la patofisiologia de éstas
enfermedades (Heneka, 2010; Rodriguez y Verkhratsky, 2011; Verkhratsky, 2010).

Se ha reportado que la acumulacion de astrocitos activados y microglia cerca de los
depositos de BA sugiere que estos dos tipos celulares juegan un papel importante en la EA.
Los astrocitos son el tipo celular mas abundante en el Sistema Nervioso Central. Tras la
exposicion a PBA, los astrocitos se activan y desempenan un papel neuroprotector
extendiendo sus procesos hipertréficos para separar fisicamente a las neuronas de las
fibrillas de BA (Wegiel, 2000). Ademas, los astrocitos activados pueden internalizar y
degradar el BA (Pihlaja et al., 2008). Sin embargo, la exposicion de los astrocitos a BA
aumenta la expresion de las citosinas inflamatorias y la liberacion del acido nitrico en
cultivos de astrocitos (Hu, 1998). Por otra parta, se ha reportado que la microglia puede
internalizar fibrillas de BA mediante la fagocitosis estimulada por la interaccion del complejo
BA-anticuerpo con el receptor Fc (Koenigsknecht-Talboo y Landreth, 2005; Paresce, 1996)
y/0 mediante la interaccion de las fibrillas de BA con el sistema de complemento mediante
C1q o C3b (Brazil, 2000; Lee y Landreth, 2010; Rogers, 2002; Webster et al., 2001). En la
Figura 11 se muestra la morfologia que pueden adoptar los astrocitos y la microglia cuando

son activados.
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Figura 11. Patofisiologia general de la neuroglia. Los astrocitos (rosa) y la microglia (azul) se encargan de mantener la
homeostasis dentro del sistema nervioso central (SNC). La astrogliosis reactiva se desencadenada por un amplio espectro de
cambios especificos que involucran contextos patolégicos como la EA. La microglia es un macréfago especializado dentro del
SNC, responde rapidamente ante estimulos de traumatismo o infeccion cambiando su fenotipo activado “ameboide”, a este
proceso se le conoce como activacion de la microglia.. Tomada y modificada de Verkhratsky et al., 2013.

Principales Hipodtesis para explicar las causas de la EA

Existe evidencia sélida, aunque todavia no concluyente, que indica que la EA es causada, en
parte, por la toxicidad del péptido BA, ya sea en la forma de microagregados o depdsitos
amiloides. Multiples formas de BA se derivan del corte proteolitico de la APP, sin embargo
las especies dominantes son BA40 y BA42 (Kang et al., 1987). La “hipotesis amiloide” en
términos generales postulaba que las cantidades excesivas del péptido BA en el cerebro, en
particular BA42, son responsables de ciertos aspectos de la patologia relacionada con la EA,
incluyendo las placas amiloides, las maranas neurofibrilares, la pérdida de sinapsis, y
finalmente la muerte de las neuronas (Blennow et al., 2006; Hardy y Selkoe, 2002; Tanzi y

Bertram, 2005). Sin embargo el significado preciso de la hipétesis amiloide cambié con los
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anos, y difiere en opiniones entre cientificos. Originalmente, se pensd que el amiloide era el
patogénico, de ahi el término “hipdtesis amiloide”. Y, la version mas actual de esta hipotesis
postula que los microagregados de BA (especialmente BA42), también denominados como
Ligandos difusibles derivados de BA (ADDLs), constituyen la especie neurotéxica que en
conjunto con otras condiciones como el estrés oxidativo, inflamacion, dano mitocondrial,
causan la EA (Haass & Selkoe, 2007; Krafft & Klein, 2010; Sheng et al., 2012).

Cerca de 100 mutaciones en Presenilina-1 y Presenilina-2 (PS1 y PS2, subunidades
cataliticas del complejo enzimatico de la y-secretasa) asi como multiples mutaciones
puntuales en la APP que estan agrupadas en y alrededor de la secuencia de BA, son
descritas en individuos con la EAF. Llama la atencion, que la mayoria de estas mutaciones
aumentan ya sea la produccion general de BA o la proporcion de BA42/ BA40 (Bettens, et
al., 2010; Blennow et al., 2006; Tanzi y Bertram, 2005). Ademas, las mutaciones en el sitio
de corte de APP para la B-secretasa (como la mutacion Swedish para APP) aumentan la
produccion de BA debido a que la APP para la B-secretasa (como la mutacion Swedish para
APP) aumenta la produccion de PBA debido a que APP adquiere una conformacion mas
adecuada como sustrato para B-secretasa. También las mutaciones que rodean el sitio de
corte de la y-secretasa en APP favorecen la produccion de BA42 que es mas amiloidogénico
que BA40. Las mutaciones en la region central del péptido BA aumentan o alteran las
propiedades de agregacion del BA (Sheng et al., 2012). Finalmente, las duplicaciones del
gen de la APP, como en los individuos con Sindrome de Down, pueden conducir también a

una EA temprana por el incremento de la produccion de BA (Rovelet-Lecrux et al., 2006).

Respecto a la “hipétesis oligomérica”, hace ya mas de 20 anos se demostro in vitro
que el BA monomérico no-tdxico se convierte en una especie toxica después de la
incubacion por unos dias en una solucion “buffer” (Pike, 1991). La toxicidad fue asociada
con la aparicion de “especies de alto peso molecular” en SDS-PAGE. La microscopia de
fuerza atémica, la ultracentrifugacion y las técnicas de filtracion en gel demostraron mas
tarde la presencia de “protofibrillas de BA metaestables” (Harper, 1997; Walsh, 1997) en
preparaciones de BA generadas in vitro. Estas protofibrillas tienen un diametro menor que
las fibrillas de amiloide y un alto contenido de laminas-B3, y se sugiere que estén en via a la
formacion de fibrillas de amiloide. Varios investigadores han demostrado que las especies

oligoméricas de BA solubles pueden ser extraidas con soluciones de buffer salino desde el
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tejido cerebral de pacientes con EA y que la presencia de tales especies solubles esta mas
fuertemente correlacionado que las placas amiloides con los sintomas de la enfermedad
(Mc Donald et al., 2010; McLean et al., 1999). Existen por lo menos dos mutaciones dentro
de la APP en la region central del péptido BA que parecen incrementar la tendencia del BA

mutado a oligomerizarse (Nilsberth et al., 2001; Tomiyama et al., 2008)

Para concluir con esta hipotesis, es necesario resaltar que en concentraciones
nanomolares a micromolares, los oligdmeros de BA solubles deterioran la transmision
sinaptica excitatoria, inhiben la potenciacion de largo plazo (LTP del inglés Long-Term
Potentiation, la cual se correlaciona con el aprendizaje y la memoria), induce la pérdida de
espinas dendriticas, y afectan la memoria espacial en roedores (Crews y Masliah, 2010;
Haass y Selkoe, 2007; Selkoe, 2002). Ademas de los efectos en la sinapsis, los oligdmeros
de BA solubles pueden provocar otros rasgos de la EA, tales como la hiperfosforilacion de
tau, la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), y la muerte neuronal (Ashe y
Zahs, 2010; Lambert et al., 1998).

Por otra parte la “hipbtesis de tau” propone que la hiperfosforilacion de tau aumenta
su tendencia a agregarse y promueve la formacion de los PHF, los cuales mas tarde se
convertirian en NFT (Grundke-Igbal et al., 1986). La funcion de tau en la EA parece critico ya
que la hiperfosforilacion de tau en residuos especificos afecta su habilidad para unirse y
estabilizar a los microtibulos (Igbal et al., 2005). Los primeros estudios, enfocados a la
proteina tau, demostraron que los microtlbulos danados en neuronas en pacientes con la
EA eran reemplazados por PHF-NFT, y se sugiri6 que la desestabilizacion del citoesqueleto
neuronal podia jugar un papel importante en la patogénesis de la EA (Grundke-lgbal et al.,
1986).

En conclusion, a pesar de una gran cantidad de datos que incluyen descripciones de
las mutaciones en APP y los genes de la presenilina provocando la EA, isoformas de los
genes ApoE que predisponen a la EA, los modelos de raton que reproducen algunas de estas
condiciones genéticas, y los estudios bioquimicos de BA y del procesamiento de APP, la
discusion acerca de la patogénesis de la EA persiste en la comunidad cientifica. Dadas estas

incertidumbres, parece probable que el progreso significativo en la comprension de la
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neurodegeneracion requerira una mejor comprension de la neurobiologia del envejecimiento

y de la regulacion molecular de la sinapsis en los cerebros maduros (Sheng et al., 2012).
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Enfoques
Terapéuticos y
modelos antmales de
la EA



Terapias contra la Enfermedad de
Alzheimer

Debido a la complejidad multifactorial de los mecanismos patogénicos, no se ha logrado
desarrollar un tratamiento curativo de la EA. Las opciones terapéuticas en la actualidad
estan dirigidas a respuestas sintomaticas y focalizadas en eventos especificos y tardios de
la patogenia de la EA (Luna-Munoz et al., 2010). Los objetivos clinicos en el tratamiento de
la EA son: a) aliviar los sintomas cognitivos; b) aliviar el SCPD (Sintomas Conductuales y

Psicologicos de Demencia); y c) ralentizar el progreso de la enfermedad (Chu, 2012).

Farmacoterapia actual

Los inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChEI) inhiben la degradacion de la acetilcolina
permitiendo mayor disponibilidad de ésta y son considerados como terapia adecuada para
la EA desde 1986, cuando Summers y cols. observaron en un estudio abierto efectuado con
tacrina, un AChEl, una mejoria cognitiva significativa (Summers, 1986). No obstante, este
medicamento cae en desuso rapidamente (después de los 6 meses (Klafki, 2006)) por la
frecuencia de administracion requerida, por sus frecuentes efectos gastrointestinales y por
el riesgo de hepatoxicidad, lo anterior condujo a un rapido reemplazo de éstos
medicamentos, tales como: donepezilo, rivastigina y galantamina, las cuales ofrecen una
evidente tolerancia. Los AChEl han estado tradicionalmente indicados en etapas leves y
moderadas de la enfermedad, pero se han aprobado también la utilizacion de donepezilo en
etapas severas. Es importante mencionar, que después de 6-10 meses de uso, estos

medicamentos ya no tienen el efecto positivo, y la enfermedad sigue avanzando.

La droga utilizada actualmente en el tratamiento de la EA es la memantina, aprobada
por la FDA (Food & Drug Administration) en el 2003 para ser empleada en la EA moderada a
severa. Pertenece a una clase de medicamentos que son antagonistas de los receptores
NMDA y actua impidiendo la excitacion neuronal anormal (Luna-Munoz et al., 2010). Se ha
reportado que la memantina puede reducir los sintomas psicologicos y de comportamiento
relacionados con la demencia (Maidment et al.,, 2008). Sin embargo, también se ha

reportado que después de 6 meses de tratamiento con memantina en los pacientes con EA
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de moderada a severa la mejoria cognitiva es dificilmente detectable a nivel clinico
(Castellani, Rolston, & Smith, 2010).

Candidatos a farmacos con posibles efectos modificadores
del curso de la enfermedad

Avances en la investigacion de la patogénesis molecular de la EA también han dado lugar a
nuevos candidatos a farmacos con potencial para modificar el curso de la enfermedad, los
cuales estan actualmente en ensayos clinicos. El enfoque principal ha sido el de inhibir la
produccion y agregacion de BA 'y disminuir la carga del péptido BA en el cerebro. Inhibidores
potenciales de la B- y y-secretasa (las cuales se requieren para la produccion de BA) se
encuentran bajo investigacion, pero una estrategia alternativa como es la inmunoterapia de

BA esta atrayendo mas atencion (Delrieu, 2012)

Inmunoterapia

Con el desarrollo de modelos de animales para la EA, el concepto inmunoldgico en el
tratamiento de EA se convirtié en un enfoque terapéutico para estimular la eliminacion de
los agregados [-amiloides en el cerebro, ya sea con la inmunizacion pasiva o la
inmunizacion activa. El enfoque de la inmunizacién activa emplea epitopos del péptido Beta-
amiloide y/o conjugados del péptido beta-amiloide, asi como diferentes rutas de
administracion y tipos de adyuvantes. El enfoque de la inmunizacion pasiva consiste en
administrar anticuerpos o fragmentos de anticuerpos dirigidos contra epitopos
determinados del péptido beta-amiloide. Este procedimiento proporciona anticuerpos
directamente al cuerpo, en lugar de exigir una respuesta del propio sistema inmunolégico
(Solomon, 2008).

En 1999, Dale Schenk y colaboradores reportaron por primera vez que la
inmunizacion de ratones transgénicos PDAPP con una vacuna que contenia AR fibrilar
inducia anticuerpos anti-BA e inhibia la deposicion de placas de B-amiloide, neuritas
distroficas y astrogliosis en el cerebro de ratones (Schenk et al., 1999). Es importante
destacar que cuando los ratones viejos, que ya habian desarrollado placas de BA, fueron

inmunizados con el péptido BA, las placas amiloides fueron eliminadas del cerebro (Pfeifer
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et al., 2002). Posteriormente, otros investigadores demostraron que con la inmunoterapia
anti-BA hay mejorias en el comportamiento cognitivo en ratones APP-transgénicos. Por lo
tanto se sugirio que la inmunoterapia anti-BA representa una estrategia potencialmente
poderosa para la reduccion de las formas patologicas de AB y posiblemente formas
aberrantes de tau en el cerebro de pacientes con EA (Vasilevko et al., 2010)

La inmunoterapia basada en B-amiloide fue trasladada rapidamente a ensayos en
humanos. Sin embargo, el ensayo original que consistié en la inmunizacion activa con BA42
fibrilar + el adyuvante QS21, conocido como el ensayo de la vacuna AN-1792, se detuvo en
la fase Il debido a que se observd meningoencefalitis en ~6% de los pacientes vacunados
(Golde, et al., 2009). Analisis post-mortem de dos casos con meningoencefalitis mostro
activacion glial robusta, infiltracion de células T y la eliminacion de BA (Vasilevko et al.,
2010).

Tanto la inmunizacion pasiva como la activa en algunos protocolos aumentan el
riesgo de eventos cerebro-vasculares adversos, incluyendo la carga de microhemorragias
corticales y lesiones microvasculares, anormalidades en la materia blanca y edema
vasogénico (Solomon y Frenkel, 2010). Sin embargo, debido a la eficacia constante
observada en modelos preclinicos y la escasez de terapias alternativas para la EA, cientos
de ensayos de inmunoterapia activa y pasiva se estan llevando a cabo actualmente en
humanos (Vasilevko et al., 2010). En la Figura 12 se puede observar los dos diferentes
enfoques inmunoterapéuticos asi como también los ensayos clinicos que se han llevado a
cabo para cada uno de éstos. A continuacion se retomara Unicamente el enfoque de la

inmunizacion pasiva debido a que esta intimamente relacionado con este proyecto de tesis.
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Figura 12. Inmunoterapia Pasiva e Inmunoterapia Activa para la EA. La inmunoterapia pasiva consiste en la administracion de
anticuerpos completos o fragmentos de anticuerpos especificos contra BA, dichos anticuerpos pueden ayudar a la remocion
de los agregados amiloides y/o inhibir la formacién de nuevos agregados. Mientras que la inmunoterapia activa involucra la
administracion del péptido de longitud completa o fragmentos del péptido acoplados a proteinas acarreadoras, los cuales
pueden generar una respuesta inmunoldgica llevando a la generacion de anticuerpos contra BA. En la imagen se muestran
algunos de los compuestos inmunoterapéuticos, los cuales se encuentran en ensayos clinicos (clinicaltrials.gov). Tomado de
Lobello, Ryan, Liu, Rippon, & Black, 2012.

Inmunoterapia Pasiva

La inmunoterapia pasiva para la EA requiere la administracion continua de anticuerpos
humanos anti-BA. Se conocen varios métodos para obtener anticuerpos humanos anti-BA.
Un método consiste en la humanizacion de anticuerpos anti-BA murinos mediante la
sustitucion de una parte de la secuencia de la inmunoglobulina murina por la secuencia de
la Ig humana usando tecnologia de DNA recombinante (Solomon, 2008). También existen
métodos alternativos como la generacion de anticuerpos humanos monoclonales anti-BA in
vitro por técnicas de “despliegue de fago” (phage display) (McCafferty, 1990), o por
inmunizacion de animales transgénicos que tienen el loci de sus inmunoglobulinas
remplazado por genes humanos (Kuroiwa, 2002).

En comparacion con la inmunizaciéon activa, la inmunizacién pasiva es la mas dificil
para los pacientes, debido a que se requiere que frecuentemente sean administrados los
anticuerpos anti-BA para mantener los niveles de éstos en estado estacionario. Es
importante saber que los anticuerpos son capaces de entrar al sistema nervioso central,
aunque el acceso es limitado: solo el 0.1% al 0.5% de una dosis intravenosa se ha

demostrado que pasa a través de la barrera Hematoencefalica (BHE) al cerebro (Banks,
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2001). Otra ventaja de la inmunizacion pasiva es que no desencadena la respuesta inmune
robusta pro-inflamatoria ya que los anticuerpos anti-Ap se inyectan directamente es por esto
gue puede ser una estrategia relativamente mas segura para revertir los efectos de la EA
porque (Fu, et al., 2010).

Aunque se ha observado la presencia de microhemorragias con algunos anticuerpos
monoclonales los cuales producen un aumento en la deposicion de AB vascular (Pfeifer et
al.,, 2002; Racke et al., 2005; Wilcock, et al.,, 2004). Ain no se sabe por qué algunos
anticuerpos provocan estos efectos mientras que otros no, sin embargo se piensa que esto
podria estar relacionado con el epitopo al que reconocen (Golde, 2006). Este hecho es de
particular atencion puesto que el 83% de los pacientes con EA tienen depodsitos de AB en los

vasos sanguineos (Town, 2009).

Mecanismos de accion de la inmunoterapia

Los mecanismos de inmunoterapia para la EA aln no se comprenden con claridad. Sin
embargo hay cuatro hipotesis, que se describen graficamente en la Figura 13, las cuales no

son mutuamente excluyentes y se abordan a continuacion:

1. Fagocitosis mediada por Microglia
Fue sugerida por Schenk y cols., 1999 en la descripcion original de la vacunacion con
BA. Los autores sugerian que la fagocitosis por el receptor-Fc de la microglia podria
disminuir las placas de BA existentes. En este escenario, una pequena proporcion del
anticuerpo administrado periféricamente (0.1%) alcanza el CNS, se une a los
depositos de amiloide y activa la microglia endoégena para fagocitar el complejo
anticuerpo- BA como se muestra en la Figura 13-a. Este mecanismo requiere que los

anticuerpos alcancen los depdsitos en el parénquima cerebral (Citron, 2010).

2. Disgregacion catalitica
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La disgregacion catalitica sugiere que la interaccion entre el anticuerpo y el depésito
amiloide es mas fuerte que la interaccion entre monémeros, causando que los
agregados de BA se disuelvan y formen monomeros del péptido BA (Figura 13-b). Hay
estudios donde los fragmentos de F(ab“)2 se aplicaron directamente en el cerebro
(Bacskai et al., 2002; Wilcock, et al., 2004) reduciendo la carga de BA indicando un
mecanismo de eliminacion que no esta mediado por Fc, sino posiblemente a través

de una interaccion directa con los depodsitos BA (Wilcock y Colton, 2008).

. Eliminacion periférica

Este mecanismo sugiere que el anticuerpo captura el BA en la sangre y produce un
flujo neto de BA del cerebro hacia la periferia, el cual, después de un periodo de
tiempo, conduciria a la disminucion de la carga amiloide del parénquima (Wilcock y
Colton, 2008) (Figura 13-c). En ese estudio se encontré que el anticuerpo monoclonal
266 (Dodart et al., 2002) dirigido hacia la region central del péptido BA, que a
concentraciones picomolares muestra afinidad por el BA soluble y no se une a placas,
es capaz de reducir los niveles de amiloide después de administrarse via intravenosa

sin necesidad de que el anticuerpo entre al cerebro.

. Bloqueo de oligbmeros toxicos

Este mecanismo propone que se puede observan un efecto benéfico cuando da la
eliminacion o el bloqueo de oligobmeros toxicos de BA (ver Figura 13-d). Varios
estudios en modelos de ratones transgénicos han observado efectos beneficiosos en
el rendimiento cognitivo (Dodart et al., 2002) que eran mucho mas pronunciadas que

la reduccion de la carga amiloide tras la administracion de anticuerpos.
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Figura 13. Mecanismos de accion propuestos para la inmunoterapia en la reduccion del BA. En esta figura se muestran cuatro
hipétesis a: Activacion de la microglia. En este caso, los agregados del péptido AR (mostrados en blanco) son opsonizados por
los anticuerpos (mostrados en verde) los cuales entran al cerebro desde el torrente sanguineo. La microglia reconoce el AR
opsonizado y fagocita el complejo anticuerpo-Ap via receptor Fcy; b: Disgregacién Catalitica. En este caso, los anticuerpos se
unen a los agregados de AB. Esto resulta en la disolucion de los agregados amiloide y la formaciéon de monémero de AB; c:
Eliminacion Periférica. En este caso, los anticuerpos circulantes en el torrente sanguineo se unen al AP soluble monomérico
circulante. El secuestro del AB circulante produce un cambio en la concentracion del gradiente del AB entre el cerebro y la
sangre causando la salida del AP fuera del cerebro; d: Bloqueo de Oligémeros. Los anticuerpos se unen rapidamente a
especies de AP oligoméricas, bloqueando sus efectos téxicos sin un impacto en la carga amiloide. Tomado y modificado de
Citron, 2010.

Modelos Animales para la EA

Como se mencion6 anteriormente el desarrollo de los modelos animales fue de gran
importancia para la EA ya que permitio el descubrimiento de mecanismos involucrados en
esta enfermedad. Se puede encontrar que los modelos animales para la EA varian desde
Caenorhabditis elegans hasta primates no humanos de edad avanzada, pero los modelos
roedores son los mas utilizados (Shineman et al., 2011). En la investigacion actual en el
campo de la EA, los modelos de ratén transgénico estan siendo usados para caracterizar las
consecuencias fisiologicas y de comportamiento de la neuropatologia de la EA con el fin de
investigar la pregunta fundamental de las causas anatomicas subyacentes de la demencia

asi como desarrollar estrategias terapéuticas o preventivas (Games et al., 1995).
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Es importante recordar que la validez de un modelo de ratéon de una enfermedad esta
estrechamente vinculada a la capacidad del animal para reproducir algunas
manifestaciones de ella (Buccafusco, 2009), aunque ningdn modelo murino recapitula
completamente el espectro neuropatolégico entero de la EA (Wong, Cai, Borchelt, & Price,
2002). Es de vital importancia mencionar el modelo de ratén 3xTg-AD, modelo con el cual se
centra este proyecto y que es ineludible hablar de él. Oddo S. y colaboradores en el 2003
desarrollaron el modelo de raton 3xTg-AD (con el que se trabaja en el laboratorio), que
combina ambas patologias, la amiloide y la de la proteina tau, a comparacion de otros
modelos transgénicos que solo expresan la patologia amiloide. Este modelo de raton
contiene tres transgenes: PS1m146v, hAPPsy y taupsoiL. EI gen PS1 forma parte del complejo
de la enzima y-secretasa la cual realiza el corte proteolitico de la APP en la region
transmembranal, mientras que la presencia del gen de la hAPPsy con la mutacion Swedish
resulta en formacion de BA y agregados amiloides y la presencia del gen taupso1L causa la
formacion de las maranas neurofibrilares. En los cerebros de estos ratones, se observan
agregados amiloides intracelulares (4-6 meses de edad) y posteriormente agregados
extracelulares en la corteza cerebral y en el hipocampo (~12 meses de edad), a la par que
se empiezan a desarrollar los NFT s en el hipocampo (~12-18 meses de edad). El raton
3xTg-AD exhibe déficit en la plasticidad sinaptica precediendo a la formacion de placas
amiloides y maranas intracelulares (Oddo et al., 2003). Se ha observado la reducciéon de
placas amiloides y maranas celulares en respuesta a un tratamiento de inmunoterapia con

anticuerpos contra BA (Oddo et al., 2003).
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Antecedentes

Como se habia abordado mas adelante la vacuna AN1792 fue el primer ensayo clinico en
humanos hasta que se interrumpieron debido a la ocurrencia de meningoencefalitis, este
ensayo abrié el camino para los ensayos clinicos de inmunoterapia activa actualmente en
curso. En un estudio de muestras de los sueros de pacientes inmunizados con AN1792 (M.
Lee et al., 2005) establecieron que la respuesta de los anticuerpos predominante en estos
pacientes estaba dirigida contra la region N-terminal de del BA, especificamente, contra los
residuos PBAi1s. Posteriormente, esta region fue el blanco en los diferentes protocolos de
inmunoterapia. Por ejemplo, Vanutide cridificar (ACC-001) es un conjugado de multiples
copias del péptido BA1.7 ligadas a una variante no toxica de la toxina diftérica. Los datos
preclinicos indican que el Vanutide cridificar (Elan Corporation Inc.) genera anticuerpos anti-
BA sin inducir una respuesta de células T dirigida hacia BA, y que revierte el deterioro
cognitivo en modelos murinos de la EA (Hagen et al., 2011). Vanitude cridificar se encuentra

actualmente en la fase 2 de los ensayos clinicos en pacientes con la EA de leve a moderada

y EA temprana (http://www.clinicaltrials.gov/). Otra vacuna que también contiene epitopo de
células-B de BA al igual que ACC-001 es V-950 desarrollado por Merk Inc., la cual se
encuentra en estudios clinicos. Otra vacuna que cobr6 atencion fue CAD-106 elaborada por
Novartis Inc., la cual consiste en el péptido BAis y la particula parecida a un virus Qp,
conjugados estos dos inducen anticuerpos anti-BA y reducen la acumulacion de amiloide sin
estimular las células T autoreactivas y sin causar microhemorragias. Sin embargo, la fase |
de los estudios clinicos indic6 que no hay diferencias notables entre los pacientes
inmunizados con CAD-106 y los pacientes inmunizados con el placebo (Winblad et al.,
2012).

Asimismo los estudios de inmunoterapia pasiva para la EA se estan investigando en
paralelo con las terapias activas descritas anteriormente. Hasta la fecha, la mayor cantidad
de datos publicados sobre la inmunoterapia pasiva se refieren a bapineuzumab, el cual fue
co-desarrollado por Pfizer Inc. y Janssen Alzheimer Immunotherapy Reserch & Development,
LLC. Bapineuzumab y Solanezumab (Eli Lilly), fueron los primeros anticuerpos anti-BA en
llegar a la fase lll de los estudios clinicos. El primero es anticuerpo monoclonal humanizado

IgG1 anti- region N-terminal del péptido BAi-5, basado en el anticuerpo murino 3D6. Mientras
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que el segundo es un anticuerpo monoclonal humanizado basado en el anticuerpo murino
266 dirigido contra la region central del péptido BA1s28 (Wang et al., 2012). Los estudios de
fase Il mostraron que la inmunizacién con bapineuzumab reduce significativamente los
niveles de BA en el cerebro, tau-hiperfosforilada en el LCR (liquido cefalorraquideo), y los
niveles de tau total comparados con los pacientes tratados con el placebo (Blennow et al.,
2010; Laskowitz y Kolls, 2010; Rabinovici y Jagust, 2009). No obstante, los pacientes
administrados con bapineuzumab no mostraron un beneficio cognitivo significativo. Altas
dosis de bapineuzumab mostraron efectos adversos. Cerca del 10% de los pacientes
tratados con el bapineuzumab desarrollaron edema cerebral vasogénico y microhemorragias
(Laskowitz y Kolls, 2010). A pesar de esto, un ensayo clinico de fase lll esta actualmente en
curso e incluye 4 pruebas: 2 estudios en portadores del gen ApoE4 (clinicaltrials.gov
identifier NCTO0575055; NCT00676143) y dos ensayos en no-portadores de ApoE4
(NCTO0574132; NCTO0O667810). En contraste con bapineuzumab que se una a la placa
amiloide con mayor afinidad, solanezumab se une selectivamente al BA soluble y tiene de
poca a ninguna afinidad por la forma fibrilar de BA. Los resultados indican que al igual que
m266, solanezumab puede promover la eliminacion de BA por el mecanismo de eliminacion
periférica. No se observé una mejora en el deterioro cognitivo con la administracion del
solanezumab en las fase Il del ensayo clinico. En el ensayo clinico de fase Il con 52
pacientes reclutados, mostr6 que no hay evidencia de meningoencefalitis,
microhemorragias, o edema vasogénico (Samadi & Sultzer, 2011; Siemers et al., 2008).
Tres estudios de fase lll—2 evaluando los efectos de solanezumab en la progresion de la
enfermedad, y un estudio de extension de control de seguridad para los participantes en
esos estudios— estan en curso (NCT00904683, NCTO0905372, NCT01127633). Diversos
anticuerpos contra BA estan bajo estudios clinicos. Tales como Ponezumab dirigido contra la
region de PAsszao, €l cual se encuentra en ensayo clinico de fase Il (NCTO0722046 and
NCT00945672); MABT-5202A, que se une a mondémeros de BA, oligdbmeros y fibrillas con
igual afinidad; GSK-93376; y finalmente gantenerumab, el cual actualmente finaliz6 la fase
Il de los estudios clinicos y se encuentra reclutando participantes para el estudio de fase
(NCT01224106).

Como se puede notar los ensayos clinicos para la EA estan basados en el péptido

BA1-42 que junto con BA1-40 conforman las principales especies detectadas en el cerebro
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humano. Sin embargo, se ha reportado que una proporcion significativa de BA en la EA
también se compone de especies truncadas modificadas en el extremo N-terminal
conocidas como amino-truncadas (Guntert et al., 2006; Hasegawa et al., 1992; Saido et al.,
1995; Schilling, Appl, et al., 2008). Entre todas las especies amino-truncadas los péptidos
BA piroglutamados-modificados (BA[pE]) han demostrado ser los componentes mas
predominantes en los cerebros de pacientes con la EA (Gunn, et al., 2010; Guntert et al.,
2006; Hosoda et al., 1998; Jawhar, et al., 2011; Sullivan et al., 2011). También estudios
ulteriores al descubrimiento de los péptidos amino-truncados estimaron que el BA3-42[pE] y
BA11-42[pE] representan cerca de la mitad del total de BA presente en cerebros de
pacientes con EA (He y Barrow, 1999). Esta ciclacion del péptido BA protege a este de la
degradacion por la mayoria de las aminopeptidasas confiriéndole hidrofobicidad y dejando
gue se acumule y se agregue. Estudios sobre las propiedades bioquimicas de los péptidos
BA piroglutamados (BA[pE]) demostraron que forman una estructura de -plegada con mayor
facilidad que los péptidos BA de longitud completa, sugiriendo que éstas especies actien
posiblemente como semillas de agregacion para la formacion de agregados amiloides (He y
Barrow, 1999).

También se ha demostrado que la inhibicion de la glutaminil ciclasa (QC), una enzima
responsable de la formacion del péptido piroglutamado (Cynis et al., 2006), reduce la
cantidad de placas en dos diferentes modelos de ratones transgénicos de la EA
acompanado por el alivio de la inflamacion (Wirths et al., 2010) y una mejora significativa de
la memoria (Schilling, Zeitschel, et al., 2008). Adicionalmente, el grupo de investigadores al
que pertenezco, desarrollaron anticuerpos policlonales en conejos anti-AB11-42(pE) e
identificaron dos epitopos de células B. Uno en la region N-terminal que corresponde a los
amino acidos 11-15 y otro en la region central que corresponde a los aminoacidos 20-24,
(Perez-Garmendia, 2010). También demostraron que los anticuerpos anti-BA-11-42[pE] son
capaces de neutralizar el efecto toxico de los oligomeros del péptido BA-11-42[pE] en
células de neuroblastoma humano diferenciadas de (IMR-32). Se propone que las especies
aminotruncadas modificadas no solo tienen un papel importante en el proceso
amiloidogénico, sino que también tienen un efecto toxico sobre las células neuronales
(Perez-Garmendia et al., 2010). Todos estos trabajos llevaron a la conclusion de que los

péptidos de BA-piroglutamados representan un blanco terapéutico importante.
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Planteamiento del Problema

Avances recientes en la comprension de la patogénesis de la EA han conducido al desarrollo
de numerosos compuestos que podrian modificar el progreso de la enfermedad. El péptido
BA representa un blanco molecular importante para la intervencion en la EA. Diferentes tipos
de inmunoterapia contra el péptido BA para la EA se encuentran bajo investigacion, tales
como: la inmunizacion directa con el péptido BA42 o con sus fragmentos sintéticos
conjugados a una proteina acarreadora (inmunizacién activa) y la administracion de
anticuerpo policlonales, monoclonales o fragmentos de anticuerpos dirigidos contra el
péptido BA (inmunizaciébn pasiva). Los estudios preclinicos demostraron que la
inmunoterapia puede proporcionar proteccion y la reversion de la patologia de la EA en

modelos animales. Sin embargo, también se han descrito varios adversos.

Se ha sugerido que con la inmunoterapia pasiva es posible disminuir la carga
amiloide en ratones transgénicos para la EA (Bard et al.,, 2000; Morgan et al., 2000;
Lombardo et al., 2003). Junto con la eliminacion de los agregados amiloides, la
inmunoterapia reestablece la arquitectura de las neuritas, incrementa la densidad de
sinapsis y mejora el comportamiento (Dodart et al., 2002; Kotilinek et al., 2002; Wilcock et
al., 2006; Thakker et al., 2009).

En este proyecto se pretende evaluar la capacidad protectora mediante la
inmunizacion pasiva de los anticuerpos policlonales de conejo anti-BA11-42[pE] en modelos
murinos de la EA. Este anticuerpo policlonal anti-BA11-42[pE] reconoce la parte central del
péptido AB, es por esto que es capaz de reconocer el péptido de longitud completa BA-1-42,
asi como también los péptidos amino-truncados PBA-3-42[pE] y BA-11-42[pE] (Perez-
Garmendia et al., 2010). Por esta razén se evaluara si la administracion de estos
anticuerpos puede reducir la presencia de agregados amiloides formados por el péptido de
longitud completa BA-1-42 en el modelo de ratdon 3xTg-AD. Adicionalmente, se evaluara la
presencia de microhemorragias para determinar si los anticuerpos tienen efectos

secundarios.
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este proyecto de tesis es la evaluacion de la capacidad
protectora de los anticuerpos anti-BA11-42[pE] por inmunizacion pasiva en el

modelo de raton transgénico de la EA (3xTg-AD).

Objetivos Particulares

# Determinar cuantos dias permanecen en circulacion los anticuerpos a partir de
una sola administracion via intravenosa.

* Determinar por métodos inmunohistoquimicos y bioquimicos la posible
disminucion de la carga amiloide después de administracion de los
anticuerpos anti-BA11-42[pE].

#* Evaluar la presencia de microhemorragias para determinar si los anticuerpos

anti- BA -11-42[pE] tiene efectos secundarios.
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Material y Métodos

Animales Experimentales

En este proyecto se usaron ratones de 6 y de 8 meses de edad de la cepa C57BL/6, y
ratones transgénicos 3xTg-AD de 6 a 11 meses de edad (cepa B6; 129-Psen1<tm1iMpm>Tg
(APPSwe tauP301L) 1Lfa/J, The Jackson Laboratory, USA). Los ratones se mantuvieron en
las instalaciones del Bioterio “A” del Instituto de Investigaciones Biomédicas (UNAM) en

condiciones asépticas con suministro de agua y alimento ad libitum.

Evaluacion de la reactividad del anticuerpo anti-AB-11-42 [pE]
mediante ELISA

La evaluacion de la reactividad del anticuerpo purificado anti-BA-11-42[pE] se llevo a cabo
por ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) utilizando placas de microtitulacion de
96 pozos (MaxiSorp, Thermo, NY, USA). La placa se sensibilizd con un volumen de
100uL/pozo de los péptidos sintéticos ABR-1-42, AB-3-42[pE], AB-11-42[pE] y un péptido no
relacionado PAF3 a una concentracion de 2ug/mL en buffer de carbonatos (pH 9.6) por toda
la noche a 4°C. Todos los lavados se realizaron con un ciclo automatizado de 4 lavados de
400uL/pozo con PBS 1X + Tween-20 al 0.2% (PBS-Tween) (Lavador WellWash4 Thermo, NY,
USA). Se bloqued con 200uL/pozo de PBS 1X + leche descremada al 2% durante una hora
a 37°C. Después de lavar, se incubd por una hora a 37°C con 100uL/pozo del anticuerpo
policlonal anti- BA-11-42[pE] purificado (40ug/mL), un anticuerpo purificado como control
negativo (40ug/mL), suero de conejo anti-BA-3-42[pE] (dilucion 1:500) y suero de conejo
anti-BA-1-42 (dilucion 1:500), todos en PBS/Leche al 2%/ Tritén X-100 al 0.2%. Después de
otro ciclo de lavado con PBS-Tween, se agregb (100uL/pozo) del anticuerpo secundario de
cabra anti-IgG de Conejo conjugado a peroxidasa (Invitrogen, OR, USA), dilucién 1:2500 en
PBS/Leche al 2%/Tritdn al 0.2%. Se incubd 1 hora a 37°C, se lavo y se agregd 100uL/pozo
de 2,2'-azino-bis-[3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]-diammonium salt (Invitrogen, OR,
USA). Se realiz6 la lectura de las densidades 6pticas a 405nm usando un fotdmetro de
microplacas (Microplate Reader, Dynex Tech, VA, USA). Se procedi6 a graficar los resultados

en el programa GraphPad Prism 6.
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Determinacion de la permanencia de anticuerpos anti-Af3-11-42 [pE] en
circulacion mediante ELISA

Con el objetivo de determinar cuantos dias permanecen los anticuerpos anti-BA11-42(pE) en
sangre, se inmunizaron tres ratones de 6 meses de edad de la cepa C57BL/6 con 100ug
del anticuerpo ya mencionado en una dosis Unica via intravenosa. Previo a la inmunizacion
se obtuvo el suero pre-inmune, sangrando a los ratones por la vena submandibular con
ayuda de una aguja estéril. Los sueros se obtuvieron por dos ciclos de centrifugacion (1500
rom por 10 minutos), se etiquetaron y almacenaron en microtubos de 0.6 mL a 4°C.
Posteriormente se colectaron muestras de suero a 1, 3, 7, 10, 14 dias de ser administrado
el anticuerpo. Los ratones fueron sacrificados segln las especificaciones bioéticas del
Instituto de Investigaciones Biomédicas (UNAM).

Los sueros se analizaron por ELISA utilizando placas de microtitulacion 96 pozos
(MaxiSorp). La placa se sensibilizd, en un volumen de 100uL/pozo, con 1ug/mL de un
anticuerpo gue reconoce las inmunoglobulinas de conejo (cabra Anti- IgG (H + L) de conejo)
en buffer de carbonatos (pH 9.6) por toda la noche a 4°C. Todos los lavados y el bloqueo se
realizaron como describimos anteriormente. Los muestras de sueros de los tres ratones
obtenidos en los diferentes tiempos (0, 1, 3, 7,10 y 14 dias), se agregaron en una dilucion
1:100 por duplicado en PBS/Leche al 2%/ Triton X-100 al 0.2% y se incubd la placa por una
hora a 37°C. Después de otro ciclo de lavado con PBS/Tween-20 al 0.2%, se agrego
anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa (diluciéon 1:5000)
en PBS/Leche al 2%/Triton al 0.2% (100uL/pozo). Se incubd una hora a 37 °C, se realizaron
los lavados y se adicionaron 100uL/pozo del cromégeno ABTS (Invitrogen, OR, USA).
Después de 15 minutos de incubacion en oscuridad a 37°C, se realizd la lectura de las
densidades Opticas a 405nm usando un lector de microplacas. Se procedié a graficar los

resultados en el programa GraphPad Prism 6.

Protocolo de Inmunizacion de ratones 3xTg-AD

La evaluacion de la capacidad protectora de los anticuerpos anti-BA-11-42[pE] se realiz6
considerando dos esquemas de tratamiento: a) terapéutico y b) profilactico. Cada esquema
se llevé a cabo por inmunizacion via intravenosa, en dos grupos de ratones 3xTg-AD, con el
anticuerpo de conejo purificado anti-BA-11-42[pE] y un anticuerpo control de conejo. Los

grupos Terapéutico (T) y Profilactico (P) de ratones 3xTg-AD se inmunizaron cada 10 dias
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con 50pg via intravenosa durante ~5 meses para el grupo T y 6 meses para el grupo P. Los
ratones del grupo P eran de 6-7 meses de edad y los ratones del grupo T de 10-11 meses de

edad al momento de iniciar los experimentos.

Una vez terminados los tratamientos para cada grupo, los ratones se sacrificaron, se
extrajeron los cerebros y se separaron los dos hemisferios. Un hemisferio se destind para
hacer extraccion de proteinas y el otro para inmunohistoquimica (ver Figura 14). La mitad
de los cerebros destinada para inmunohistoquimica se fijé en paraformaldehido al 4% toda
la noche a 4°C, posteriormente se deshidrataron con gradientes de sacarosa (Sigma-Aldrich,
USA) al 10%, 20% y 30% por 24 horas cada concentracion, en seguida se introdujeron en
una solucién de Tissue-Tek (Sakura Finetek CA, USA) y sacarosa al 30% en proporcion 1:1
por 24 horas a 4°C. Por Ultimo se hicieron cortes coronales de los cerebros en secciones de
40um (desde aproximadamente 1.3mm de Bregma) usando un criostato (Kedee modelo KD-
2850, Singapur) y se colectaron en flotacion en un buffer de mantenimiento (30% glicerol,
30% etilenglicol en un buffer de fosfato 0.1M pH 8). Los cortes se almacenaron a -20° C

hasta su uso.

Cerebro de ratén

Extraccién ’ s e
Inmunohistoquimica

» ( Fijacion con PFA)

de

Proteinas «

e oo o o eeae———

Figura 14. Procesamiento de los cerebros de raton. Una vez hecha la extraccion de los cerebros de los ratones se corta con
una navaja de forma que queden divididos los dos hemisferios derecho e izquierdo. Un hemisferio se destina al analisis
inmunohistoquimico y otro al bioquimico.

Andlisis Inmunohistoquimico de tejidos de cerebro de ratones 3xTg-AD

Los cortes de tejidos se lavaron 5 veces con TBS1X y una vez con HoOmQ a temperatura
ambiente (RT). Se trataron los tejidos con buffer de citratos (10mM acido citrico, 0.05%

Tween 20, pH 6.0) durante 1hora a 70°C para la recuperacion de epitopos y pasado este
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tiempo se lavaron dos veces con TBS1X. Se permeabilizd con TBS1X-Triton X-100 al 0.1%
durante 15 min a temperatura ambiente (TA), se bloqued por 30 minutos con una solucion
de albamina libre de 1gG’s (BSA) al 2% en TBS1X-Tritdon X-100 al 0.1%. Posteriormente se
agregaron como anticuerpos primarios el anticuerpo monoclonal de ratdon BAM-10 (Sigma,
MO, USA) y un control de isotipo IgG1 ratén anti IgA humano-, diluido 1:1000 en TBS1x-suero
de cabra 5% (Sigma, MO, USA) a 4°C toda la noche). Transcurrido el tiempo de incubacion
se realizaron lavados secuenciales con TBS1x, TBS1x-Tritdon al 0.1% y TBS1x-Tritdon 0.1%,
BSA 2% por 5 minutos a TA cada lavado. Se agregd solucion de quenching (3% H202 + 10%
Metanol) durante 30 minutos para inhibir la peroxidasa endoégena del tejido, y se lavd con
TBS1x dos veces por 5 minutos. Se adiciond un anticuerpo secundario hecho en rata anti
IgG1Raton -Conjugado a HRP en TBS1x-suero de cabra 5%, a una dilucion 1:500 durante
dos horas a RT. Se realizaron nuevamente lavados secuenciales con TBS1x, TBS1x-Triton al
0.1% y TBS1x-Triton 0.1%, BSA 2% por 5 minutos a RT. Se preparé en fresco la solucion del
sustrato 3,3'-Diaminobenzidina (DAB), como se describe a continuacion: a partir de una
solucion stock de DAB (Sigma, MO, USA) al 1% se tomaron 40uL los cuales se agregaron a
5mL de PBS1X pH 7.2 y por Ultimo se agregaron 250uL de H202 al 3%. Se agregaron a los
tejidos 500uL de solucion de sustrato y se pard la reaccion con TBS1x-Triton al 0.1%.
Posteriormente se montaron los tejidos en portaobjetos, se dejaron secar en la campana de
flujo y se les agregd una gota de hematoxilina (Biocare Medical, CA, USA) por tejido por 15
segundos e inmediatamente se lavd con agua bidestilada. Se dejaron secar nuevamente en
la campana de flujo y se agregd una gota de Xilol (J.T. Baker), para cubrir la superficie del
tejido, por 5 minutos e inmediatamente se agregd el medio de montaje Permount (Fisher
Scientific) y un cubreobjetos. Se observo en el microscopio de campo claro (Olympus 1X51,
Tokio, Japdn) y se tomaron fotografias (camara Olympus DP-71, Tokio, Japdn) de diferentes

campos en aumentos 4X, 10Xy 40X.

Anadlisis por Inmunofluorescencia de cerebros de ratones 3xTg-AD

Los tejidos se lavaron 5 veces con TBS1x a TA y se lavaron 1 vez con H2Omq. Se trataron los
tejidos con Buffer de Citratos (10mM acido citrico + 0.05% Tween 20, pH 6.0) durante una
hora a 70°C y pasado este tiempo se lavaron dos veces con TBS1x. El tejido se permeabilizé
con TBS1x-Tritdbn X-100 al 0.1% durante 15 min a RT. Después se bloquedé por 30 minutos
con una solucion de albumina libre de 1gG’s (BSA) al 2% en TBS1x-Triton X-100 al 0.1%. Se
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incubo a 4°C toda la noche con el anticuerpo monoclonal de raton BAM-10 (Sigma, MO,
USA) y el control de isotipo IgG1 raton anti ISA humana en diluciéon 1:1000 en TBS1x-Suero
de cabra (Sigma, MO, USA) 5%. Al siguiente dia, se hicieron lavados secuenciales con
TBS1x, TBS1x-Triton al 0.1% y + TBS1x-Tritdn 0.1%, BSA 2% por 5 minutos a RT. Se agrego
solucion de quenching (3% H202 + 10% Metanol) durante 30 minutos para inhibir la
peroxidasa endogena del tejido, y se lavd con TBS1x dos veces por 5 minutos. Se adiciono el
anticuerpo secundario Alexa-488 cabra-anti- IgG1 de raton (Invitrogen, OR, USA), a una
dilucion 1:1000 en TBS1X-suero de cabra 5%para todos los tejidos, por dos horas a RT. Se
realizaron nuevamente lavados secuenciales con TBS1x, TBS1x-Triton al 0.1% y TBS1X-
Triton 0.1%, BSA 2% por 5 minutos a RT. Se montaron los tejidos en portaobjetos, se agrego
el medio de montaje VECTASHIELD® Mounting Medium con DAPI (Vector Laboratories) y
finalmente se coloco un cubreobjetos y se observaron las preparacion en un microscopio de

epifluorescencia (Olympus IX51, Tokio, Japon).

Andlisis histoquimico de microhemorragias en cortes de cerebro por
tincion para Hemosiderina

Para esta tincion se utilizaron 10 secciones por tejido de cerebro de ratones: a) 3xTg-AD
inmunizados con el anticuerpo anti-11-42[pE], b) 3XTg-AD inmunizados con el anticuerpo
control (anti-adyuvante), ¢) 3xTg-AD sin tratamiento y d) C57-BL6 sin ningln tratamiento
denotado como no-Tg (no transgénicos). Los tejidos se incubaron en una solucién de Sulfuro
de Amonio, para precipitar fraccionadamente Ilas globulinas, durante dos horas a
temperatura ambiente. Se lavaron con agua bidestilada hasta remover todo el precipitado
de sulfuro de amonio. Se agregd la solucién de Acido Clorhidrico 5% + Ferrocianuro Potasico
al 20% por veinte minutos y se hicieron dos lavados con agua bidestilada durante cinco
minutos. Se contratineron los tejidos con la solucion Nuclear fast red (Nuclear fast red 0.1g
+ Al2 (SO4)3 5g) por 5 minutos y se lavd con agua bidestilada. Se montaron los tejidos en
portaobjetos, se dejaron secar en la campana de flujo y se agregd una gota de Xilol (J.T.
Baker), e inmediatamente se agrego el medio de montaje Permount (Fisher Scientific) junto
con un cubreobjetos. Se observaron en el microscopio de campo claro (Olympus IX51, Tokio,
Japén) a un aumento de 40X. Las microhemorragias (precipitados azules de hemosiderina)

se contaron en toda la superficie del tejido por cada corte. Este proceso se repitidé para las
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10 secciones de tejido por cada hemisferio de cada raton. Los resultados se tabularon en

Excel®, y con el programa GraphPad Prism® 5.
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Resultados

Evaluacion de la reactividad del anticuerpo anti-Af-11-42 [pE]
mediante ELISA

Previo al protocolo de inmunizacién, la reactividad del anticuerpo purificado anti-BA11-42
fue evaluada mediante el ensayo de ELISA con los péptidos: BA1-42, BA3-42[pE], BA11-
42[pE] y un péptido no relacionado (PAF3). Como control positivo se compard con la
reactividad del suero de conejos inmunizados con el péptido BA1-42 o BA3-42[pE], para
cada péptido respectivamente, y como control negativo con el suero de conejo administrado

solo con adyuvante.

En la Figura 15 se muestran los resultados obtenidos en el ensayo de ELISA al analizar la
reactividad del anticuerpo anti BA11-42[pE]. Se observo que el anticuerpo purificado anti-BA-
11-42[pE] reconoce los 3 péptidos BA: 1-42 (de longitud completa), 3-42 [pE] y 11-42 [pE].
El suero de conejo anti BA1-42 reconocid los péptidos BA: 1-42 y 3-42[pE]. Asimismo el
suero anti-BA-3-42[pE] reconoce exclusivamente al péptido BA-3-42[pE] como se ha descrito
previamente en el laboratorio por Acero et al., 2009. No hay reconocimiento del anticuerpo
anti BA-11-42[pE] y el péptido no relacionado, asi como también, no hay reconocimiento del
anticuerpo purificado de conejo control (administrado solo adyuvante) hacia ninguno de los

péptidos ya mencionados.
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Figura 15. Reactividad cruza por ensayo de ELISA del anticuerpo anti-BA-11-42[pE]. El anticuerpo fue evaluado con los
péptidos BA1-42, BA3-42[pE], BA11-42[pE] y un péptido no relacionado (PAF3). Los sueros de conejo anti BA-1-42 y 3-42[pE]
fueron utilizados como control positivo y el purificado anti-adyuvante como control negativo. Se observé que el anticuerpo
anti-BA-11-42[pE] reconoce a las tres especies de péptidos BA como se reporté en el laboratorio anteriormente por Perez-
Garmendia en el 2010.

Permanencia de anticuerpos en circulacion mediante ELISA

Como se describié previamente, se les administrd una dosis Unica (100ug/ml) via
intravenosa del anticuerpo anti-BA11-42 [pE] a tres ratones de la cepa C57BL/6. Se
obtuvieron muestras del suero de cada raton en dias preestablecidos durante 14 dias.

En la Figura 16 se muestran los resultados obtenidos para la determinacion de permanencia
de los anticuerpos anti-BA-11-42[pE] mediante el ensayo de ELISA. Se observé que en el
tiempo cero (previo a la administracion de anticuerpos) no hay presencia de
inmunoglobulinas de conejo en el flujo sanguineo de ratones. Transcurridas 24 horas de la
administracion del anticuerpo anti-BA11-42 [pE], los ratones muestran niveles altos
detectables de IgG de conejo, medidos por ELISA, lo que nos indica que los anticuerpos
purificados de conejo anti-BA-11-42[pE] permanecen en el torrente sanguineo de los tres
ratones. Transcurridos los dias se ve un efecto de decremento en los niveles detectables de

inmunoglobulinas de conejo en el flujo sanguineo de los ratones. Es importante resaltar que
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aunque los niveles de anticuerpos en sangre son diferentes para cada raton, transcurridos
los 14 dias, la cantidad de anticuerpos circulantes sigue siendo detectable (<0.5). Por lo
tanto, en éste experimento podemos concluir que las inmunoglobulinas de conejo
permanecen en la sangre transcurridos 14 dias después de una sola administracion, por lo
cual, en los futuros experimentos, el anticuerpo anti-BA-11-42[pE] puede ser administrado

cada 10 dias y asi tener los niveles de anticuerpos disponibles y detectables.
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Figura 16. Determinacion de la permanencia de anticuerpos anti-BA-11-42[pE] en circulacion mediante ELISA. En el tiempo 0
(antes de administracién de anticuerpos) no se detecta la presencia de inmunoglobulinas de conejo en sangre de ratones. El
efecto de la inmunizacion es claro, ya que, después de 24 horas de haber sido administrado el anticuerpo, los niveles de
inmunoglobulinas de conejo en ratones suben considerablemente respecto al suero pre-inmune. A pesar de que la respuesta
de los tres ratones es diferente, se observa que en los tres ratones conforme avanzan los dias los niveles de anticuerpos en
circulacién disminuyen. Por lo tanto, se puede administrar el anticuerpo cada 10 dias, ya que a los 10 dias los niveles de
anticuerpos se mantienen en un nivel detectable y disponible en el torrente sanguineo de los ratones para que puedan
atravesar la barrera hematoencefilica y llegar a cerebro.

Andlisis Inmunohistoquimico de cerebros de raton 3xTg-AD
administrados con anti-fA-11-42[pE]

Con la finalidad de determinar si el anticuerpo anti BA-11-42[pE] es capaz de disminuir la
carga del péptido BA después de haber sido administrado via intravenosa, se realizd un

analisis inmunohistoquimico de los cortes de cerebros de ratones 3xTg-AD inmunizados.
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Para éste analisis inmunohistoquimico se emple6 el anticuerpo monoclonal anti B-amiloide

BAM10 (Sigma) y como control se utilizé un anticuerpo no relacionado del mismo isotipo.
En la Figura 17 lo que se observa son los tejidos de cerebros de ratones de cada grupo:

» Raton Silvestre (WT), como control, en el cual no se observa inmunoreactividad
con ninguno de los dos anticuerpos utilizados para el analisis. Este raton tenia
aproximadamente 9 meses de edad (mo) cuando se le sacrifico.

» Raton 3xTg-AD sin tratamiento, el cual sirvié como control positivo para comparar
con los ratones 3xTg-AD tratados. Este ratén tenia 14 meses de edad cuando se
le sacrifico.

» El grupo de ratones 3xTg-AD a los que se les administraron los anticuerpos anti-
BA-11-42[pE] o los anticuerpos control como tratamiento terapéutico (Grupo T).
Estos ratones tenian al inicio del experimento entre 10 y 11 meses de edad,
después del cuadro de inmunizaciones alcanzaron ~14 meses de edad.

» El grupo de ratones 3xTg-AD a los que se les administro el anticuerpo anti-BA-11-
42[pE] o el anticuerpo control como tratamiento profilactico (Grupo P). Estos
ratones tenian al inicio del experimento entre 6 y 7 meses de edad, después del

cuadro de inmunizaciones alcanzaron una edad de =14 meses de edad.

Las Figuras 17, 17.1, 17.2, 17.3 y 18 revelan los resultados obtenidos en el analisis
inmunohistoquimico. Se observa que en ratones 3xTg-AD de =14 meses de edad, solo
estan presentes agregados intracelulares de BA (no se observaron placas extracelulares

salvo en dos ratones del grupo T los cuales estan senalados con flechas en la Figura 18).
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Figura 17. Analisis Inmunohistoquimico de Ratones 3xTg-AD inmunizados con anti-BA-11-42[pE]. En esta figura se muestra los
resultados de manera general donde cada fila representa: los dos esquemas de inmunizacién con sus respectivos controles, y
los dos controles negativos el raton 3xTg-AD sin tratamiento y el WT sin tratamiento. De [a-d] se muestra la region del
hipocampo (CA1, CA3 y DG) y la region del nticleo basolateral de la amigdala (BLA) del ratén WT donde [a y b] representan el
analisis inmunohistoquimico con el anticuerpo anti-BA BAM10 (sefial café) y [c y d] el analisis con el anticuerpo control. Estas
imagenes fueron tomadas a un aumento de 4X. Los agregados intracelulares de BA se observan en café.
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Figura 17.1 Andlisis Inmunohistoquimico de cerebros de ratones 3xTg-AD inmunizados con anti-BA-11-42[pE]. Los agregados
intracelulares de BA se observan en café mientras que en morado/azul se observan los nucleos celulares de las neuronas. En
esta figura se muestran los mismos resultados que en la Figura 17 pero vista a un mayor aumento, Barra de escala: 500 pm
200um (lado derecho). En la parte superior de la figura se muestra la region del cerebro a la que se refiere
la imagen. En los recuadros de la izquierda se muestra el tratamiento que se le administré a cada ratén junto con el numero
de identificacion de éstos y el anticuerpo que se usé para el analisis: BAM10 (seiial café) o Ctrl (control negativo). En estas
observar que el raton 3xTg-Ad sin tratamiento [i-]] presenta la misma cantidad de agregados intracelulares
que el raton que recibié el esquema profilactico con el anticuerpo control [qg-t].

(lado izquierdo) y

paneles podemos

Ctrl

[ ——

inmunoreactividad con el anticuerpo BAM10 o el Ctrl.
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Figura 17.2 Analisis Inmunohistoquimico de cerebros ratones 3xTg-AD inmunizados con anti-BA-11-42[pE]. Los agregados
intracelulares de BA se observan en café mientras que en morado/azul se observan los nticleos celulares de las neuronas. En
la parte superior de la figura se muestra la region del cerebro a la que se refiere la imagen. En los recuadros de la izquierda se
muestra el tratamiento que se le administré a cada ratén junto con el nimero de identificacion de éstos y el anticuerpo que
se usé para el analisis: BAM10 (sefial café) o Ctrl (control negativo). Barra de escala: 500 pm (lado izquierdo) y 200pum (lado
derecho). En esta imagen se compara los ratones dentro del esquema de tratamiento terapéutico: los administrados con el
anticuerpo anti-BA-11-42[pE] [a-p] y control [g-x]. No se observa ninguna diferencia entre los inmunizados con el anticuerpo
de interés y el control. En el panel [c] se puede observar el comienzo de la agregacion extracelular del BA en la region del
hipocampo.
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Figura 17.3 Analisis Inmunohistoquimico de cerberos de ratones 3xTg-AD inmunizados con anti-BA-11-42[pE]. En la parte
superior de la figura se muestra la region del cerebro a la que se refiere la imagen. En los recuadros de la izquierda se
muestra el tratamiento que se le administré a cada ratdn junto con el nimero de identificacion de éstos y el anticuerpo que
se usoé para el analisis: BAM10 (sefial café) o Ctrl (control negativo). Barra de escala: 500 um (lado izquierdo) y 200um (lado
derecho). En esta imagen muestra los cuatro ratones del esquema de tratamiento profilactico administrados con el
anticuerpo anti-BA-11-42[pE]. Si se observa las imagenes [c, k, s, A] se aprecia la disminucién de los agregados intracelulares
en la region del hipocampo comparados con los administrados con anticuerpo control 17.1 [g-t], el 3xTg-AD sin tratamiento
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[Figura 17.1 i-1], y los ratones 3xTg-AD del Grupo Terapéutico [Figura 17.2]. Los agregados intracelulares de BA se observan en
café los nucleos celulares en morado/azul.
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Figura 18. Analisis Inmunohistoquimico de los cerebros de raton 3xTg-AD correspondientes al grupo Tratamiento. Esta figura
corresponde al grupo T de ratones los cuales tenian 10-11 meses cuando se empez6 el tratamiento con el anticuerpo anti-BA-
11-42[pE] y el anticuerpo control. Se muestran las regiones del hipocampo (4x y 10x) y amigdala (4x y 10x), donde se
observan los agregados intracelulares (sefal café) revelados con DAB utilizando el anticuerpo monoclonal BAM10 (Sigma). A
simple vista y de manera general no se observa ninguna diferencia entre los inmunizados con el anti-BA-11-42[pE] y los
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inmunizados con el anticuerpo control. Las placas extracelulares de BA estan marcadas con una flecha, y solo estan presentes
en dos de los ratones tanto el inmunizado con el anticuerpo de interés como el inmunizado con el anticuerpo control.

Haciendo la comparacion entre todos los grupos de ratones arriba mencionados en
ese estudio preliminar, se pudo observar una disminucién en la carga de los agregados
intracelulares de BA en los ratones 3xTg-AD del Grupo P tratados con los anticuerpos anti-
BA-11-42[pE] (Ver figura 17.3). Esa disminucion es visible en la region del hipocampo (ver
Figura 17.3 b, j, r y z, mientras que en la region del ndcleo basolateral de la amigdala (BLA)
la carga intracelular de BA permanece igual en los dos grupos de ratones 3xTg-AD (Ver
Figura 17.3 d, |, ty B). Comparando el Grupo P (Figura 17.3) con el Grupo T (Figura 17.2 y
18) se observa la diferencia en agregados intracelulares en la region del hipocampo,
mientras los ratones 3xTg-AD del Grupo T muestran agregados intracelulares densos y
ampliamente distribuidos en la region CA1 y CA3 del hipocampo, en los ratones 3xTg-AD del
Grupo P los agregados intracelulares son menos densos y se encuentran en menor cantidad
(ver Figura 17 panel uxy 17.3) En el Grupo T no se observé ninguna diferencia entre los
tres ratones administrados con el anticuerpo anti BA-11-42[pE] comparados con los otros

tres administrados con el anticuerpo control (ver Figura 17.2 y 18).

Si se hace la comparacion en la region del hipocampo de los ratones 3xTg-AD del
Grupo P (14mo) vy el raton 3xTg-AD sin tratamiento (14mo), se puede observar una
diferencia en la acumulacion de los agregados intracelulares de BA, por lo que pudiese ser
que la administracion del anticuerpo anti-BA-11-42[pE] como tratamiento profilactico,

parece retrasar la progresion de este marcador histopatologico.

De todos los ratones 3xTg-AD (T y P n=12) analizados en ese trabajo se detectaron
agregados amiloides extracelulares en dos ratones del grupo T (3xTg-AD: 22, 16) en la
region del subiculo y la region de la amigdala (ver Figura 18). Mientras que los agregados
amiloides intracelulares se encuentran presentes en todos los ratones tanto inmunizados
con el anticuerpo anti-BA-11-42[pE] como con el anticuerpo control en las regiones del

hipocampo, corteza cerebral, subiculo y ndcleo basolateral de la amigdala.
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Andlisis por Inmunofluorescencia de cerebros de ratones 3xTg-AD
administrados con anti-BA-11-42[pE].

Adicionalmente, se realizd el analisis de los cortes de cerebros en los grupos de ratones
3xTg-AD inmunizados con anti BA-11-42[pE] mediante técnica de inmunofluorescencia. Los
resultados se muestran en la Figura 19 y 19.1. Observamos los mismos agregados
intracelulares en la region del hipocampo (Figura 19.1 panel d), se observan también los
agregados intracelulares en el nucleo basolateral de la amigdala (BLA) (Figura 19 panelesjy
m y 19.1 panel j) y asi mismo los mismos agregados intracelulares en la corteza cerebral
(Figura 19.1 panel a). También si se observa la Figura 19 en el panel a 'y d se observan las

placas extracelulares acotadas a la region del subiculo.
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Figura 19. Andlisis por Inmunofluorescencia de tejidos de cerebros de ratones 3xTg-AD inmunizados con el anticuerpo anti-
BA-11-42[pE]. En esta figura se muestra los resultados obtenidos del ratén 3xTg-AD #22 administrado el anticuerpo anti-BA-
11-42[pE]. Para el andlisis por inmunofluorescencia se utiliz6 en anticuerpo monoclonal BAM10 (verde), donde se observa la
presencia de placas extracelulares y agregados intracelulares de BA segun corresponda, en azul (dapi) se muestran los
nucleos celulares y el Merge nos proporciona el traslape de las dos imagenes para ver como es la interaccion entre éstas. La
sefial solo se vio presente en la region del subiculo [a-f] con presencia de abundantes placas difusas en la region del subiculo,
por otra parte se muestra la imagen correspondiente al control de isotipo para el analisis Inmunohistoquimico [g-h], en
donde no hay sefial. También se muestra la region del ntcleo basolateral de la amigdala (BLA) [j-o] donde no se observan
placas amiloides pero si presencia de agregados intracelulares de BA [o]. Barra de escala: 500um y 200um (respectivamente).
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Figura 19.1 Andlisis por Inmunofluorescencia de tejidos de cerebros de ratones 3xTg-AD inmunizados con el anticuerpo anti-
BA-11-42[pE]. Son los resultados del raton 3xTg-AD #26 el cual tenia 13mo después de 5 meses de ser administrado el
anticuerpo control (anti-adj). Con el anticuerpo BAM10 (verde), se observan los agregados intracelulares de BA, en azul (dapi)
se muestran los ntcleos celulares y el Merge nos proporciona el traslape de las dos imagenes. Los agregados intracelulares de
BA se encuentran presentes, en la corteza cerebral (ctx), la region del hipocampo (CA1) y el nucleo basolateral de la amigdala
(BLA). A comparacion de la Figura 19, no hay presencia de placas amiloides pero si hay sefial en la corteza cerebral [a-c] y [d-
f], el hipocampo y la amigdala [j-i]. Barra de escala: 500pm

Los resultados obtenidos por el analisis histologico de las muestras de los ratones 3xTg-AD
nos indican, que, cuando éstos han alcanzado una edad =-14 meses los agregados
amiloides extracelulares estan acotados a ciertas regiones del cerebro (BLA y subiculo). Sin

embargo, los ratones 3xTg-AD presentan multiples agregados intracelulares distribuidos a lo
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amplio de la corteza cerebral, en la region del hipocampo (desde CA1 hasta CA3), en el

nlcleo basolateral de la amigdala.

Anadlisis histoquimico de microhemorragias en cortes de cerebro por
tincion para Hemosiderina

Es importante evaluar la presencia de microhemorragias debido a que hay evidencia que
indica que la inmunoterapia contra BA exacerba la angiopatia amiloide cerebral (CAA) y
microhemorragias tanto en modelos animales asi como en la EA en humanos (Wilcock &
Colton, 2009). Por ese motivo, en este proyecto se evalud la presencia de microhemorragias
en los ratones 3xTg-AD los cuales previamente fueron sometidos a un cuadro de

inmunizaciones con el anticuerpo anti-BA-11-42[pE].

Analizamos la frecuencia de microhemorragias en ratones no-Tg (n=2) de 9 meses
de edad, sin ningun tratamiento, contra ratones 3xTg-AD (n=4) del Grupo P inmunizados con
el anticuerpo anti-BA-11-42[pE] y el anticuerpo control (n=1) de 14 meses de edad. También
incluimos en ese analisis un raton 3xTg-AD sin tratamiento con edad de 18 meses. No se

analizd el Grupo T de ratones 3xTg-AD ya que éstos fueron perfundidos.

Los resultados nos indican que los ratones 3xTg-AD inmunizados con el anticuerpo
anti-BA-11-42[pE] presentan mayor frecuencia de microhemorragias comparados con el
ratén 3xTg-AD sin tratar (Figura 20 F) y los ratones no-Tg (Figura 20 H). Por otra parte, el
ratdbn 3xTg-AD inmunizado con el anticuerpo (Figura 20 E) control reveld6 también mayor
frecuencia de microhemorragias comparados con el raton 3xTg-AD sin tratar y el no-Tg.
Aunque en la Figura 20 solo se muestra la region CA1 del hipocampo, las microhemorragias

se encontraron distribuidas en todo el hemisferio cerebral.

Cabe senalar que faltarian mas estudios para poder afirmar resueltamente que el
incremento en el nimero de microhemorragias es debido a que recibieron la inmunizacion

con el anticuerpo en cuestion.

70



Figura 20. Evaluacion de microhemorragias en ratones 3xTg-AD administrados con el anticuerpo anti-BA-11-42[pE]. La tincién
para hemosiderina revelé que la presencia de microhemorragias es mas frecuente en los ratones inmunizados con el
anticuerpo anti BA-11-42[pE] (A-D) en comparacion con los ratones control: raton 3xTg-AD sin tratamiento (F), ratones no
transgénicos (G y H). Por otra parte el ratén que fue administrado con anticuerpo control (E) presenta la misma frecuencia de
microhemorragias que los ratones administrado con el anticuerpo anti BA-11-42[pE]. Barra de escala = 200um



Discusion

La mayoria de los estudios de inmunoterapia para la EA se han enfocado en el péptido BA-1-
42. Sin embargo, se tiene que tomar en cuenta que del 25 al 30% del AB total encontrado
en cerebros de pacientes con la EA y Sindrome de Down, este porcentaje, corresponde a
especies piroglutamadas (Jawhar, Wirths, & Bayer 2011), es por esto que los péptidos BA-
piroglutamados tienen que ser considerados durante desarrollo de protocolos
inmunoterapéuticos. Estudios sobre las propiedades bioquimicas de los péptidos BA
piroglutamados modificados (BA[pE]) demostraron que forman una estructura de B-plegada
con mayor facilidad que los péptidos BA de longitud completa, sugiriendo que éstas especies
posiblemente actlen como semillas de agregacion para la formacion de agregados
amiloides (He & Barrow, 1999). Por lo que se propone que la especie BA-11-42[pE] juega un
papel importante en el proceso de formacion de los agregados toxicos del péptido BA
(Schlenzig et al., 2009).

Sobre la base de los datos presentados anteriormente, en nuestro laboratorio se
caracterizaron los anticuerpos policlonales de conejo anti-BA-11-42[pE] y se encontré que
estos anticuerpos reconocen a las 3 principales especies patologicas del péptido BA
encontrados en cerebros de pacientes con la EA: el péptido de longitud completa BA-1-42 y
las especies aminotruncadas/piroglutamadas BA-3-42[pE] y BA-11-42[pE] (Perez-Garmendia
et al.,, 2010). Asimismo, se demostrdo que el anticuerpo anti-BA-11-42[pE] reconoce la
porcion central del péptido de longitud completa. A pesar de que los anticuerpos anti-BA-11-
42[pE] reconocen a los 3 péptidos mencionados arriba, éstos no reconocen todos sus
estados de agregacion. Los anticuerpos anti-BA-11-42[pE] reconocen a los mondmeros,
trimeros, tetrameros y oligdmeros de bajo peso molecular de las especies aminotruncadas
BA-3-42[pE] y BA-11-42[pE]. Ademas, estos anticuerpos reconocen a los oligdmeros del
péptido BA-1-42 sin reconocer al monémero (Perez-Garmendia et al., 2010). También, se
demostré mediante la técnica de inmunohistoquimica que los anticuerpos anti-BA-11-42[pE]
se unen a los agregados amiloides naturales en cerebros de pacientes con la EA (Perez-
Garmendia et al., 2010). El siguiente paso era evaluar la efectividad de los anticuerpos anti-

BA-11-42[pE] en modelos animales de la EA, evaluacion que se hizo en esta tesis.
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En este proyecto de tesis, se demostrdé que después de la administracion via intravenosa el
anticuerpo anti-BA11-42[pE] permanece en circulacion hasta después de 10 dias. Por lo que
los ratones pueden ser inmunizados cada 10 dias, con la finalidad de que: los anticuerpos
estén presentes en la sangre y disponibles para atravesar la barrera hematoencefalica.
También se mostré que cuando se administra una dosis via intravenosa de 50uL cada 10
dias del anticuerpo anti-BA11-42[pE] en ratones 3xTg-AD como tratamiento profilactico, el
anticuerpo es capaz de disminuir los agregados intracelulares de BA (ver Figura 17, 18 y
20). Sin embargo cuando se administra como terapia de tratamiento a ratones 3xTg-AD,
cumplidos los 10 meses de edad, el anticuerpo anti-BA11-42[pE] no disminuye los
agregados presentes ya en el tejido (ver Figura 21). Asi mismo, se revelé que a partir de los
5 meses de edad los ratones 3xTg-AD muestran agregados intracelulares de BA, los cuales
se extienden por toda la corteza cerebral, el subiculo, el hipocampo y el nlcleo basolateral
de la amigdala. La presencia de las placas de BA comienzan a ser visibles hasta los 18
meses de edad, y no es hasta los 23 meses de edad de los ratones 3xTg-AD presentan una

cantidad homogénea y cuantificable de placas.

El modelo 3xTg-AD, con el que se trabajo, expresa los transgenes PS1mi4ev, hAPPswe ¥
taupso1L. Segun algunos reportes anteriores este modelo desarrolla depdsitos amiloides
extracelulares desde los 6 meses edad, y una patologia relacionada con tau empezando a
los 10-12 mo, primero en el hipocampo y luego progresa a la corteza cerebral (0ddo, 2003;
Oddo et al., 2003). También los déficits en la LTP se correlacionan con la acumulacion del
BA intraneuronal. Sin embargo, se ha reportado que hay variabilidad en la patologia de este
modelo. Algunos ratones, han presentado un retraso en la expresion de la patologia, con
deposicion de las placas empezando después de los 15 a 18 meses de edad (Mastrangelo
& Bowers, 2008; Oh et al., 2010; Zaheer et al., 2013). A pesar de que son varios los casos
gue reportan un retraso en la patologia en este modelo de ratén, en la literatura siguen
apareciendo los reportes afirmando que los depésitos extracelulares de BA en el raton 3xTg-
AD comienzan a partir de los 6 meses (Hall & Roberson, 2012; Shineman et al., 2011).
Cabe senalar, que el retraso que observamos en la expresion de la patologia en éste modelo
no es unico. Se sabe que muchas lineas transgénicas muestran una alta variabilidad en el

grado y el curso de la expresion del fenotipo de la enfermedad. Existen factores comunes
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que afectan la variabilidad del fenotipo, los cuales comprenden: factores ambientales
(estado de salud, dieta, ruido y vibracion, ciclo de luz, nUmero de ratones por caja) y
factores biolégicos (edad, sexo, deriva genética, nimero de copias de transgenes, nivel de
expresion del transgen) (Hampshire & Davis, 2005; Murray & Parker, 2005; Pritchett & Taff,
2006).

En nuestra linea de ratones 3xTg-AD constantemente confirmamos la presencia de
los transgenes, sin embargo detectamos agregados extracelulares en un numero reducido
de ratones. A pesar de esto, en los estudios de tareas cognitivas (tal como el reconocimiento
de objetos o el laberinto de agua de Morris) nuestros ratones presentan el deterioro
cognitivo similar al descrito en la literatura en las mismas edades que en otros laboratorios.
Estos resultados pueden ser explicados por la presencia de BA intracelular. Recientemente,
los autores (Dr. Frank LaFerla y col.) de esa linea de ratones transgénicos reportaron el
desarrollo de nuevos animales con los mismos genes humanos y que tienen mas agregados
extracelulares. Actualmente, en nuestro laboratorio estan estableciendo esa nueva linea

para futuras evaluaciones de protocolos inmunoterapéuticos.

El papel de BA intracelular en el modelo 3xTg-AD asi como en otros modelos animales
y en la EA es muy interesante, ya que se presenta en etapas tempranas, antes de la

aparicion del amiloide extracelular.

La poza intracelular (o intraneuronal) de BA tiene un doble origen: una produccion
lenta a partir de APP dentro de las neuronas y la internalizacion desde el espacio
extracelular. Estos dos mecanismos son bastante diferentes y son regulados de manera
distinta. Asi mismo estudios recientes sugieren que la acumulacion de BA intracelular puede
ser un evento temprano en la patogénesis de la EA y personas con el sindrome de Down. En
los pacientes con MCI (del inglés Mild Cognitive Impairment), se ha observado
inmunoreactividad del BA intraneuronal en regiones del cerebro que son mas propensas a
desarrollar la EA temprana, tales como el hipocampo y la corteza entorrinal (Gouras et al.,
2000).

Los eventos moleculares implicados en la internalizacion de BA dentro de la neurona
en la EA no son claros. La endocitosis mediada por clatrina ha sido considerada como el

principal mecanismo de internalizacion de BA hasta hace poco, sin embargo muchos otros
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procesos de endocitosis independientes de clatrina pueden mediar esta internalizacion
(Mohamed & Posse De Chaves, 2011). El primer mecanismo descubierto de endocitosis de
BA mediado por clatrina involucraba los receptores que se unen a apoE, y pertenecen a la
familia de receptores de lipoproteinas de baja densidad (LDLR del inglés Low-Density
Lipoprotein Receptor). De los varios receptores que pertenecen a la familia LDLR y se unen
a ApoE, la evidencia apunta a la lipoproteina de baja densidad de receptores relacionados
con la proteina 1 (LRP1) como la mas importante en la internalizacion de BA. Es importante
recordar que apoE es una proteina polimérfica que trasporta el colesterol extracelular
(Mohamed & Posse De Chaves, 2011).

Es importante resaltar que la acumulacion intracelular de proteinas no es especifica
para la EA, ya que se ha observado también en otras enfermedades neurodegenerativas
como los agregados nucleares toxicos de la huntingtina en la Enfermedad de Huntington
(Davies et al., 1997; Scherzinger et al., 1997), y la acumulacion intracelular de la o-
sinucleina en la Enfermedad de Parkinson (Spillantini et al., 1997). Las acumulaciones de
PrP en vesiculas intracelulares en la Enfermedad de Creutzfeld-Jakob y las acumulaciones
de la proteina nuclear de la Ataxina3 en la Enfermedad de Machado-Joseph (también
llamada SCA3 (Paulson, 2012)) se han conocido desde hace mucho tiempo. Lo mismo
ocurre en la Diabetes-IAPP-Il donde los depésitos intracelulares de amilina preceden a la
degeneracion de las células de los islotes del pancreas (Hartmann, 1999; Hiddinga &
Eberhardt, 1999; O’Brien, Butler, Kreutter, Kane, & Eberhardt, 1995).

Finalmente, la evaluacion de las microhemorragias observadas en el presente trabajo
en los ratones 3xTg-AD después de 7 meses de ser inmunizados con el anticuerpo anti-BA-
11-42[pE] es mayor comparado con ratones 3xTg-AD y no-transgénicos sin tratamiento (ver
Figura 22). Adicionalmente no se observa una diferencia entre la frecuencia de
microhemorragias entre los ratones 3xTg-AD inmunizados con el anticuerpo anti-pA-11-
42[pE] y el inmunizado con el anticuerpo control. La frecuencia de microhemorragias
desarrolladas en los ratones 3xTg-AD que fueron tratados con el anticuerpo anti BA-11-
42[pE] y el anticuerpo control puede estar relacionada con la administracion de
inmunoglobulinas de conejo en raton, sin embargo se necesitan mas estudios con mayor

cantidad de ratones.
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Lo que se sabe de las microhemorragias, es que, la deposicion del amiloide en los
vasos sanguineos en el cerebro conduce a un debilitamiento en la pared vascular tanto en
modelos murinos de EA como en humanos (Maeda et al., 1993; Winkler et al., 2001). Pfeifer
et al., (2002), demostraron que con la inmunizacién pasiva contra BA incrementa el riesgo
de hemorragia cerebral por el debilitamiento de la pared vascular amiloidética.
Adicionalmente se sugiere que un posible mecanismo es que la unidén del anticuerpo al
amiloide vascular desencadene una reaccion inflamatoria local, la cual podria ser suficiente
para desestabilizar la pared de vaso ya debilitada (Maeda et al., 1993). También se ha
determinado que la inmunizacion de ratones transgénicos con anticuerpos dirigidos hacia la
porcion N-terminal del péptido BA1-42 duplica el riesgo de desarrollar micronemorragias
(Pfeifer et al., 2002). Como se menciona arriba puede haber multiples explicaciones para la
presencia de microhemorragias, y en este caso se necesitaria un estudio con una mayor
cantidad de ratones transgénicos y no-transgénicos para poder afirmar definitivamente que

es el anticuerpo anti-BA-11-42[pE] el que las causa.

En el presente trabajo la informacion obtenida es importante para toda la comunidad
cientifica que se interese por la EA asi como también para el grupo de trabajo en el que se
realiz6 este proyecto. Ya que, a pesar de ser resultados en su mayoria cualitativos, aportan
nueva informacion acerca de la vacunacion en modelos biolégicos de la EA, como lo es el
raton 3xTg-AD. Este trabajo podra servir como base para el mejoramiento del desarrollo de

disenos de protocolos de inmunizacién pasiva.

En un futuro se podrian volver a evaluar la capacidad protectora de los anticuerpos

anti-BA-11-42[pE] teniendo en cuenta lo siguiente:

@ Tener dos grupos control (ademas del grupo control de vacunacion); ratones
silvestres (sin tratar) y ratones transgénicos (sin tratar).

@ Tener una N>30 y considerar las posibles bajas que se puedan dar a lo largo
del estudio.

@ Empezar la administracion de la vacuna antes de los 6 meses de edad de los

ratones.
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Emplear estudios de comportamiento para la medicion de la funcion
neuronal, por ejemplo; el laberinto de agua de Morris, la prueba de
reconocimiento de objeto, condicionamiento del miedo, y demas.

Deteccion y cuantificacion de microhemorragias con la tincion para
hemosiderina y la medicion de la integridad de los vasos sanguineos y/o la
contratincion con componentes de vasos sanguineos que estén presentes en
condiciones saludables (actina).

Deteccion de la inflamacion por medio de la activacion de la microglia (anti-
Ibal) o la astrogliosis reactiva (anti-GFAP).

Cuantificacion de la disrupcion (permeabilidad) de la barrera

hematoencefalica mediante el ensayo por la tincion azul Evans.
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Conclusiones

Se demostré que después de administracion intravenosa el anticuerpo anti-BA11-
42[pE] permanece en circulacion hasta después de 14 dias. Eso permite optimizar el

protocolo de inmunizaciones administrando anticuerpos con menos frecuencia.

Se demostré que el anticuerpo anti-BA-11-42[pE] tiene un efecto moderado en la

disminucion de BA intracelular en los ratones jovenes (protocolo profilactico).

Se demostrd que el anticuerpo anti-BA-11-42[pE] induce microhemorragias después

de administracion intravenosa aunque ese efecto es moderado.

Se requieren mas estudios en varios modelos animales para poder concluir si el
anticuerpo anti-BA-11-42[pE] puede ser un inmunoterapéutico prometedor para la

EA.
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