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RESUMEN 

El principal componente molecular de las placas seniles en cerebros de pacientes que 
padecen la Enfermedad de Alzheimer (EA) es el péptido beta-amiloide (Aβ). La 
acumulación extracelular en el cerebro, parece jugar un papel importante en la 
neuropatogénesis de la EA. 

Actualmente existen agentes para el tratamiento de los síntomas de la EA, que 
resultan en modestas mejoras en la función cognitiva. Se ha observado que la 
reducción del péptido Aβ por inmunoterapia mejora la función cognitiva en modelos 
animales de la enfermedad. La inmunoterapia emplea anticuerpos anti-Aβ dirigidos a 
la degradación y/o prevención de agregados de este péptido. Sin embargo, el uso de 
anticuerpos completos se ha asociado a reacciones inflamatorias del cerebro, mientras 
que el uso de fragmentos de anticuerpo podría evitar las reacciones adversas 
generadas por el uso de anticuerpos completos. 

En este trabajo se construyeron y evaluaron dos bibliotecas murinas inmunes de 
fragmentos de anticuerpos expresados en la superficie del fago filamentoso M13. Con 
estas bibliotecas se llevaron a cabo dos rondas de bioselección usando como 
antígeno al péptido Aβ42 fibrilar. Se evaluó la reactividad al Aβ42 fibrilar de cada clona 
seleccionada mediante un ensayo de ELISA. Se encontraron tres clonas positivas de 
VH (C1.27, C1.28 y C2.8). Los VH son fragmentos variables de cadena pesada de 
inmunoglobulinas. Se realizó un mapeo de epítopos del péptido Aβ, empleando 
fragmentos de éste péptido, las cuales reconocen la región media y/o carboxilo 
terminal del péptido Aβ42. 

En la actualidad se sabe que los oligómeros del péptido Aβ42 o ADDLs (Aβ derived 
diffusible ligands) son neurotóxicos y correlacionan con el daño cognitivo y la 
disfunción sináptica (Lambert, 1998). Por tal motivo, en este trabajo, se hizo una 
bioselección a partir de una biblioteca de scFv no inmune de humano, usando como 
antígeno oligómeros del péptido Aβ42 (ADDLs). Los scFv son anticuerpos de cadena 
sencilla del fragmento variable de las inmunoglobulinas. Se demostró que dos scFv 
seleccionados (scFv 3.20, scFv 4.8),  reconocen la región media y/o carboxilo terminal, 
determinada por ensayos de ELISA usando fragmentos traslapados del péptido Aβ42. 

Como parte de los resultados, se encontró que tanto las clonas de VH (C1.27, C1.28 y 
C2.8) como las clonas de scFv (scFv 3.20 y scFv 4.8) desplegadas en fago, protegen 
in vitro a las células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) de la neurotoxicidad 
mediada por los ADDLs. Con el fin de evaluar si conservan su actividad 
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neuroprotectora, se generaron scFv en forma soluble y se encontró que también 
protegen in vitro a las células SH-SY5Y de la neurotoxicidad mediada por los ADDLs. 

Se demostró mediante inmunohistoquímica e inmunofluorescencia, que los scFv y 
VHs solubles, reconocen agregados del péptido Aβ en cerebro de ratones 
transgénicos, lo que indica que no solamente reconocen al péptido sintético, sino que 
también reconocen agregados naturales en cerebro, in vivo.  

Las tres características más importantes de los anticuerpos recombinantes 
seleccionados en este trabajo, en la búsqueda de candidatos terapéuticos de la EA, 
son: la ausencia de la región Fc (fragmento cristalizable, que no fija antígenos, que se 
obtiene de una molécula de inmunoglobulina tras la digestión con papaína), el 
reconocimiento específico de las clonas hacia la región central y carboxilo terminal del 
péptido Aβ y la capacidad neuroprotectora de estas clonas. 
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ABSTRACT 

The main molecular component of the cerebral senile plaques is the amyloid-beta (Aβ) 
peptide. The accumulation of Aβ peptide in the brain has been hypothesized to play a central 
role in the neuropathogenesis of Alzheimer´s Disease (AD).  

Currently there are agents for the treatment of the EA symptoms that result in modest 
improvements in the cognitive function. It has been observed that the reduction of the Aβ by 
immunotherapy improves the cognitive function in animal models of the illness. 
Immunotherapy uses anti-Aβ antibodies directed to the degradation and/or the prevention of 
this peptide adds, however, the use of the complete antibodies has been associated with 
inflammatory reactions of the brain. The use of antibody fragments could prevent adverse 
reactions generated by the use of complete antibodies. 

In this work two immune mouse antibodies libraries were built and evaluated, expressed in 
the surface of the phage M13. With these libraries, two rounds of bioselection were made, 
using fibrillate Aβ42 as an antigen. The reactivity at fibrillate Aβ42 of every clone was 
evaluated, selected by an ELISA essay. Three positive clones of VH (C1.27, C1.28 y C2.8) 
were found. For the positive clones of VH, a map of the Aβ epitopes was made, using 
fragments of this peptide that recognize the medium region and/or C-terminal of Aβ42. 

Nowadays, it is known that the oligomers of Aβ42 peptide or ADDLs (Aβ derived diffusible 
ligands) are neurotoxic and correlated to the cognitive damage and the synaptic dysfunction 
(Lambert, 1998). For this reason, in this work, a bioselection was made based in a scFv no 
immune human library, using oligomers of Aβ42 (ADDLs) as an antigen. It has been proved 
that two selected scFv (scFv 3.20, scFv 4.8), recognize the medium region and/or C-terminal, 
determined by ELISA essay using Aβ42 fragments. 

As part of the results, it has been found that the clones of the VH (C1.27, C1.28 y C2.8) as 
well as the clones of the scFv (SH-SY5Y) protect from the neurotoxicity of ADDLs in vitro. In 
order to evaluate if they retain their neuroprotective activity, scFv was generated in a soluble 
form and it was found that they also protect the cells SH-SY5Y in vitro of the neurotoxicity 
mediated by the ADDLs. 

It was demonstrated by immunohistochemistry and immunofluoresence that the soluble scFv 
and VHs recognizes the Aβ brain aggregates of the transgenic mice, this indicates not only 
that they recognize the synthetic peptide, but that they also recognize natural brain adds. 
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The three most important characteristics of the recombinant antibodies selected in this work, 
in the search for theraupeutic EA candidates are: the absence of the Fc region, the specific 
recognition of the clones towards the central and C-terminal region of the Aβ and the 
neuroprotective capacity of these clones. 
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INTRODUCCIÓN 

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la demencia más frecuente en adultos mayores y 
fue bautizada por Emil Kraepelin en honor al neuropatólogo alemán Alois Alzheimer 
(1864-1915). En 1907, Alzheimer describió las manifestaciones clínicas y las 
características patológicas de la demencia en una mujer de 51 años, las cuales en 
general se presentan como la pérdida de las habilidades cognitivas (Alzheimer, 1907). 

La EA se clasifica de acuerdo a la edad de aparición. Cuando la enfermedad ocurre 
antes de los 65 años de edad se le llama de aparición temprana (early-onset) o 
enfermedad de Alzheimer Familiar (FAD), que representa menos del 2% de los casos, 
mientras que la de aparición tardía (late-onset) se denomina enfermedad de Alzheimer 
esporádica, y representa el 98% de los casos. 

EPIDEMIOLOGÍA 

La EA es una de las enfermedades mentales más frecuentes: constituye cerca del 
20% de todos los casos en los hospitales psiquiátricos y un porcentaje incluso más 
grande en las instituciones residenciales para ancianos (Victor y Ropper, 2002).   

La prevalencia o porcentaje de personas menores de 65 años con la EA es inferior al 
1%, aumenta de 5 a 10% a los 65 años y de 30-40% a partir de los 85 años. La 
incidencia propia de la edad, o el número de casos que aparecen en un periodo 
concreto de tiempo, también aumenta bruscamente desde menos del 1% al año antes 
de los 65 años hasta 6% al año a partir de los 85 años. La duración media de los 
síntomas desde el diagnóstico hasta la muerte puede ser de 10 años. Además, la 
enfermedad, cuya incidencia es  mayor entre las mujeres, sobre todo a partir de los 85 
años, también  tiene una mayor duración (alrededor de 16 años) en los pacientes de 
sexo femenino (Small y Mayeux, 2000). En las familias donde existe al menos una 
persona afectada, las mujeres con un parentesco de primer grado corren un riesgo 
mayor de sufrir la EA que los hombres (Small y Mayeux, 2000). 
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CARACTERÍSTICAS NEUROPATOLÓGICAS DE LA 
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER  

CAMBIOS MACROSCÓPICOS 

En las etapas avanzadas de la enfermedad el encéfalo presenta un aspecto atrófico 
difuso y su peso suele reducirse 20% o más. Las circunvoluciones cerebrales se 
estrechan y las fisuras se amplían. El tercer ventrículo y los ventrículos laterales 
aumentan de tamaño de manera simétrica en grado variable. Por lo general el proceso 
atrófico comprende los lóbulos frontales, temporales y parietales, pero los casos 
varían mucho. La atrofia extrema del hipocampo, es el hallazgo más destacado y se 
considera fundamental para el diagnóstico de la enfermedad. Además de la 
pronunciada pérdida de neuronas en el hipocampo, se observa pérdida neuronal en  
las regiones adyacentes a la corteza temporal y medial, sobre todo la corteza 
entorrinal, la circunvolución parahipocampal y el subículo. El núcleo anterior del 
tálamo, el núcleo septal y la banda diagonal de Broca, la amígdala y algunas regiones 
del tallo cerebral del sistema monoaminérgico también se destruyen. De igual manera, 
el número de neuronas colinérgicas de los núcleos basales de Meynert (la sustancia 
innominada) y el locus coeruleus se encuentra reducido (Victor y Ropper, 2002).  

CAMBIOS MICROSCÓPICOS 

PLACAS NEURÍTICAS (SENILES)  

En condiciones normales, el péptido Aβ está presente en pequeñas cantidades como 
monómero soluble que circula en el líquido cerebroespinal y en la sangre. Sin 
embargo, en los pacientes con EA los niveles de este péptido se incrementan y se 
acumulan como placas fibrilares insolubles. 

Las placas neuríticas son uno de los dos marcadores inequívocos para el diagnóstico 
de la EA, se encuentran presentes en áreas de la neocorteza, el hipocampo y la 
amígdala. Estas placas contienen depósitos extracelulares del péptido Aβ fibrilar, que 
se presentan como masas de fibrillas en forma de estrella. Dentro de los depósitos 
amiloides y a su alrededor se encuentran neuritas distróficas. Con frecuencia, estas 
neuritas se encuentran dilatadas y presentan anormalidades ultraestructurales que 
incluyen lisosomas alargados, mitocondrias numerosas y filamentos helicoidales 
apareados. Estas placas también se encuentran íntimamente asociadas a microglía, 
que expresa en su superficie antígenos de activación, como el CD45 y el HLA-DR, y 
están rodeadas de astrocitos reactivos que despliegan filamentos gliales abundantes 
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(Dickson, 1997). La microglía usualmente se encuentra dentro del centro amiloide de 
la placa neurítica o en la región adyacente a éste, mientras que los astrocitos se 
agrupan en forma de anillo rodeando el exterior de la placa senil. Estos depósitos 
amiloides provocan una pérdida sináptica entre las neuronas, con la consiguiente 
pérdida de la comunicación neuronal. La especie predominante del péptido Aβ fibrilar 
presente en las placas neuríticas es el péptido Aβ de 42 residuos (Aβ42) (Jarrett et al, 
1993). El diámetro de las placas neuríticas varía de 10 a >120 μm; la densidad y el 
grado de compactación de las fibras amiloides que forman estas placas también tienen 
un alto grado de variación. 

PLACAS DIFUSAS (PREAMILOIDES) 

Las placas difusas son depósitos del péptido Aβ que carecen del aspecto fibrilar y 
compacto de las placas neuríticas. Muchas de estas placas se encuentran en la 
corteza límbica y de asociación, al igual que en regiones del cerebro que no están 
implicadas en la sintomatología típica de la EA (por ejemplo el tálamo, caudado, 
putamen y cerebelo), y presentan un patrón granular y no un centro compacto fibrilar. 
Además, estas placas difusas carecen o contienen pocas neuritas distróficas y 
muestran presencia del péptido Aβ40 (Iwatsubo et al, 1994). 

MARAÑAS NEUROFIBRILARES 

Las marañas neurofibrilares constituyen el otro marcador inequívoco para el 
diagnóstico de la EA, se componen de filamentos helicoidales apareados (PHF), 
formados por proteína tau hiperfosforilada (Grundke-Iqbal et al, 1986; Ihara et al, 
1986). Las neuronas que presentan estas marañas se encuentran en la corteza 
entorrinal, el hipocampo, el giro parahipocampal, la amígdala, las cortezas de 
asociación frontal, temporal, parietal y occipital. 

La proteína tau pertenece a una familia de proteínas heterogéneas derivadas de un 
gen que, por procesamiento alternativo del mRNA, genera 6 isoformas en el adulto 
normal, cuyos pesos moleculares oscilan entre 45 y 68 kDa. 

Tau es principalmente una proteína neuronal, localizada en axones, aunque se ha 
identificado en diferentes tipos de glía, sobre todo en algunas enfermedades 
neurológicas (Arrasate et al, 1997). En las neuronas, tau puede estar asociada a la 
membrana plasmática en una interacción que podría estar regulada por la fosforilación 
de la proteína misma, o por su interacción con microtúbulos (Arrasate et al, 1997, 
2000; Brandt  et al, 1995; Ávila et al, 2002).  
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En la década de los ochenta varios trabajos definieron a tau como una fosfoproteína 
(Baudier et al, 1987; Grundke-Iqbal et al, 1986; Ihara et al, 1986). Existen 79 sitios 
putativos de fosforilación de serina o treonina en la isoforma de tau más grande que se 
encuentra en el sistema nervioso central (SNC), la que contiene 441 residuos.  

Desde el trabajo pionero de Weingarten y colaboradores (1975) se ha sugerido que 
tau facilita la polimerización de la tubulina. Después, mediante ensayos in vitro, se ha 
encontrado que tau estabiliza a los microtúbulos previamente polimerizados y facilita la 
polimerización de la tubulina para formar microtúbulos (Bre y Karsenti, 1990; Drechsel 
et al, 1992; Maccioni et al, 1989; Panda et al, 1995). Además, tau es capaz de suprimir 
la dinámica microtubular confiriendo así rigidez axonal (Bre y Karsenti, 1990; Panda et 
al, 1995). 

NEURITAS DISTRÓFICAS 

Las neuritas distróficas son conjuntos de procesos neuronales anormales (Hof y 
Morrison, 1994). Métodos estándares de inmunohistoquímica e inmunofluorescencia 
han sido utilizados para analizar los epítopos expresados dentro de los conjuntos de 
neuritas distróficas en la EA. Por medio de microscopía electrónica se ha encontrado 
una pérdida sináptica del 25 a 40% en el hipocampo, la corteza entorrinal, el núcleo 
coeruleus y el basalis. Por medio de estudios inmunohistoquímicos con sinaptofisina, 
un marcador que se emplea para cuantificar las conexiones de las células cerebrales, 
se observó que la pérdida sináptica es mayor que la muerte neuronal y precede al 
depósito amiloide, pero que se relaciona con la exposición a oligómeros del péptido 
Aβ (Masliah et al, 1993). 

MICROANGIOPATÍA AMILOIDE 

La microangiopatía amiloide en la EA consiste en depósitos amiloides en pequeñas 
arteriolas, vénulas y capilares dentro del cerebro. Esta angiopatía microvascular se 
caracteriza, a nivel microscópico, por fibras amiloides presentes en la base de la 
membrana abluminal de los vasos sanguíneos, en ocasiones con una extensión de las 
fibras a los alrededores del neuropilo perivascular (Selkoe, 2001). Los depósitos del 
péptido Aβ presentes en los vasos sanguíneos están formados principalmente del 
péptido Aβ40, aunque existe evidencia de que los depósitos iniciales en los vasos son 
de la especie Aβ42 (Suzuki et al. 1994).  
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CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DE LA ENFERMEDAD DE 
ALZHEIMER 

Las manifestaciones de la EA evolucionan de manera uniforme, desde los signos 
iniciales de alteración de la memoria hasta una pérdida cognoscitiva intensa. La 
evolución es progresiva y termina inevitablemente con un deterioro físico y cognitivo 
completo y muerte. A veces, se observa cierta estabilización, es decir, la alteración 
cognoscitiva no cambia durante uno o dos años, pero luego se reanuda la progresión. 

La manifestación habitual e inicial es una alteración intermitente de la memoria 
reciente, mientras que la memoria de los hechos remotos no parece dañada. Según 
avanza el proceso, se pueden descubrir, mediante exámenes específicos, defectos del 
lenguaje, del razonamiento abstracto y de la función ejecutiva. Del 5 al 8% de los 
pacientes con EA padece depresión mayor con insomnio o anorexia. Las ideas 
delirantes y la conducta psicótica aumentan con la progresión de esta enfermedad y 
siguen manteniéndose en torno al 20%. Puede coexistir agitación hasta en el 20% de 
los pacientes, que aumenta según avanza la enfermedad. Las alucinaciones se dan 
con la misma frecuencia y pueden ser visuales o auditivas. 

Con excepción del estado mental, la exploración neurológica suele ser normal, pero en 
las fases avanzadas de la enfermedad se ven rasgos extrapiramidales del tipo de 
rigidez, bradicinesia (disminución de la velocidad de los movimientos normales), 
marcha titubeante y cambios posturales. Por lo demás, las funciones motoras y 
sensitivas primarias se conservan (Small y Mayeux, 2000). 

BASES GENÉTICAS DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

Se han descrito algunas familias con EA autosómica dominante. Las mutaciones de 
tres genes: el gen de la proteína precursora del amiloide (APP) en el cromosoma 21, 
el de la presenilina 1 (PS1) en el cromosoma 14 y el de la presenilina 2 (PS2) en el 
cromosoma 1), determinan una forma autosómica dominante de la enfermedad que 
puede comenzar a edades tempranas, incluso en la tercera década de la vida. La 
frecuencia de casos que obedecen a mutaciones en cada uno de estos tres genes es 
distinta. Mientras que las mutaciones en los genes PS2 y especialmente en APP son 
muy infrecuentes, las que aparecen en el gen PS1 explican la gran mayoría de casos 
de EA de inicio precoz con herencia autosómica dominante. Aunque en su conjunto 
todas estas formas de EA no suponen más del 1% de la totalidad de casos, su 
descubrimiento ha resultado muy importante para avanzar en el conocimiento de los 
mecanismos patogénicos de la enfermedad. 
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MUTACIONES EN EL GEN DE LA APP 

La APP está codificada  en la región q21 del cromosoma 21 (Kang et al, 1987; 
Goldgaber et al, 1987; Robakis et al, 1987; Tanzi et al, 1987). En la actualidad se sabe 
que al menos algunos casos de EA se relacionan con mutaciones en la APP. Este 
hallazgo proporcionó un fuerte respaldo a la hipótesis de que el péptido Aβ es un 
elemento fundamental en la patogénesis de la EA. Esta hipótesis es conocida como la 
hipótesis de la “cascada amiloide”, que se ha desarrollado de manera importante a lo 
largo de la última década. Esta hipótesis establece que la formación y agregación del 
péptido Aβ es el evento desencadenante de todas las demás alteraciones observadas 
en la EA (Hardy y Allsop, 1991; Huse y Doms, 2000). En la actualidad se sabe que las 
mutaciones de la APP corresponden a muy pocos casos de la enfermedad. Se han 
descrito una decena de mutaciones claramente ligadas con la EA en todo el mundo, 
aunque para su diagnóstico es baja la probabilidad de encontrar dichas mutaciones 

MUTACIONES EN LOS GENES DE PRESENILINAS 

La presenilina 1, está codificada por un gen (PSEN1) que mapea en la región q24.3 
del cromosoma 14. La predicción de su estructura secundaria la presenta como una 
proteína integral de membrana, con ocho dominios transmembranales, y se localiza 
mayoritariamente en membranas asociadas al retículo endoplásmico. A diferencia de 
la APP, más de 80 mutaciones distintas ya se han identificado en la región codificante 
de este gen (http://www.alzforum.org), además de algunas mutaciones y polimorfismos 
en la región promotora (Aldudo et al, 1999; Theuns y Van Broeckhoven, 2000; van 
Duijn et al, 1999). La gran mayoría de estas mutaciones se deben al cambio de una 
base en el genoma que da lugar a un cambio de aminoácido en la proteína (mutación 
missense), con la excepción de dos deleciones. 

Las mutaciones patogénicas se extienden a lo largo de toda la estructura de la 
proteína, aunque hay una mayor densidad de mutaciones en dos exones (el 5 y, 
principalmente, el 8), que codifican para dominios transmembranales, lo que sugiere 
que el mantenimiento estructural de dichas regiones es fundamental para la 
funcionalidad de la proteína. 

Las mutaciones en PS1 son responsables de la gran mayoría de los casos de EA 
monogénica, y son también por regla general las más agresivas en cuanto a un inicio 
precoz de los síntomas y a una evolución rápida de la enfermedad (Cruts y Van 
Broeckhoven, 1998). 
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Poco después del hallazgo del gen PS1, con base a la homología en la secuencia, se 
identificó el gen de la presenilina 2 (PSEN2) como portador de mutaciones 
responsables del ligamiento de la EA con el cromosoma 1 (Rogaev et al, 1995; Levy-
Lahad et al, 1995). Las mutaciones descritas en el gen PS2 (http://www.alzforum.org) 
son mucho menos abundantes que las de su homólogo PS1, y la mayoría de ellas se 
encuentra en los dominios transmembranales conservados entre las dos proteínas. 

FACTORES DE RIESGO  

EDAD 

La edad es el factor de riesgo conocido más importante para desarrollar la EA. El 
número de personas con EA se duplica cada cinco años después de los 60 años hasta 
los 80 años de edad. 

APOLIPOPROTEÍNA E 

De los múltiples loci y genes candidatos que hasta la fecha se han descrito como 
factores de riesgo para la EA, el único que se repite de manera consistente es el de la 
apolipoproteína E (apoE), una proteína reguladora del metabolismo de los lípidos, que 
constituye por tanto el principal gen de susceptibilidad conocido para la EA. 

La proteína apoE, de peso molecular de 34 kDa, es uno de los principales 
componentes de las lipoproteínas plasmáticas. Juega un papel fundamental en el 
metabolismo de las lipoproteínas, participando en el transporte celular de los lípidos 
mediante la interacción de las lipoproteínas con receptores específicos. La apoE 
presenta tres isoformas comunes (E2, E3 y E4) codificadas por un único gen en el 
cromosoma 19 (Mahley, 1988; Weisgraber, 1994). En el cerebro son los astrocitos y la 
microglía las principales células productoras de apoE, aunque en menor cantidad, 
también las neuronas producen apoE (Xu, 1998). 

El alelo apoE4 está ampliamente representado en los pacientes con EA (40% frente a 
un 5-20% en poblaciones normales de distintas etnias) pero, además, se ha sugerido 
que desvía en unos 20 años la edad de comienzo de la EA tardía (Tandon et al, 2000). 

El mecanismo por el cual apoE4 está implicada en la patogenia de la EA no está claro. 
La apoE4 participa en el transporte del colesterol en el cerebro, la cual es menos 
eficiente que las otras variantes en reutilizar lípidos de membrana y en el arreglo 
neuronal (Poirier, 1994).  
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Por otro lado, hay gran cantidad de estudios que la implican en la amiloidogénesis, 
actuando como chaperona que facilitaría la agregación del péptido Aβ o como proteína 
capaz de capturar el péptido impidiendo su agregación (Tomiyama et al, 1999; Poirier, 
2000). En cuanto a otras posibles funciones relevantes en la EA, se propone que la 
apoE4 puede actuar protegiendo a las neuronas del daño oxidante propio del 
envejecimiento, menos eficientemente que otras isoformas (Miyata y Smith, 1996). 
Otros estudios sugieren que la implicación de la apoE en la patogenia puede estar 
mediada por su interacción con la proteína tau, principal componente de las marañas 
neurofibrilares (Lovestone et al, 2001). 

OTROS FACTORES DE RIESGO 

Aunque con poca consistencia, la EA se ha relacionado también con traumatismos 
craneoencefálicos, consumo de dietas altas en calorías o grasa, un estilo de vida 
sedentario, metabolismo del colesterol, exposición a ciertos metales como el cobre y el 
fierro, edad parental al nacer y síndrome de Down de un familiar de primer grado 
(Mayeux, 2003). En varios estudios se ha observado que la estrogenoterapia de 
reposición para las mujeres posmenopáusicas y el consumo regular de 
antiinflamatorios tanto por varones como por mujeres se han acompañado de un 
menor riesgo de la EA (Small y Mayeux, 2000). 

TRATAMIENTO 

El conocimiento de disturbios en la neurotransmisión en la EA ha permitido el 
desarrollo de fármacos con efectos en la sintomatología de la enfermedad, los cuales 
han sido aprobados en diferentes países. Los avances en la investigación de la 
patogénesis de la EA, ha permitido conocer nuevos candidatos farmacológicos con un 
potencial modificador de la enfermedad, los cuales están siendo evaluados en pruebas 
clínicas. Los datos epidemiológicos han sugerido fármacos candidatos adicionales, los 
cuales están siendo investigados. 

Varias sustancias psicoactivas fueron propuestas para preservar o restablecer la 
cognición, el comportamiento y las habilidades funcionales del paciente afectado por la 
EA. Sin embargo, los efectos de los fármacos actualmente aprobados para el 
tratamiento de la EA se limitan al retraso de la evolución natural de la enfermedad, lo 
que sólo permite una mejora temporal del estado funcional del paciente, más no su 
cura. 
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TRATAMIENTOS SINTOMÁTICOS 

En 1976, Peter Davies, que estaba examinando cerebros de pacientes con EA a los 
que se les había realizado la autopsia, informó de la muerte de células nerviosas que 
normalmente producían el neurotransmisor acetilcolina (Ach). Descubrió que existe 
una reducción notable de la acetiltransferasa de colina (ChAT) y la Ach en el 
hipocampo y la neocorteza de los pacientes con EA. Este desequilibrio colinérgico se 
atribuyó a la pérdida de células en los núcleos basales del prosencéfalo (núcleo basal 
de Meynert), donde se origina la mayor parte de las terminales nerviosas colinérgicas 
de la neocorteza (Whitehouse et al, 1981). 

La Ach es un neurotransmisor importante en los procesos de memoria y aprendizaje, 
lo cual ha sido refrendado por numerosos modelos experimentales animales (Lamour, 
1994). El déficit colinérgico que se observa en el cerebro de los pacientes con EA, 
parece desempeñar un papel relevante, aunque no exclusivo, en el deterioro cognitivo 
propio de la enfermedad. El encéfalo de pacientes con EA también muestra pérdida de 
neuronas monoaminérgicas, además de las colinérgicas, y disminución de las 
funciones noradrenérgica, GABAérgica y serotoninérgica en la neocorteza afectada. 
Así mismo está reducida la concentración de aminoácidos transmisores, en particular 
glutamato, en las áreas cortical y subcortical (Sasaki et al, 1986). 

INHIBIDORES DE LA ACETILCOLINESTERASA 

En la actualidad, los preparados anticolinesterásicos son los únicos aprobados en 
Estados Unidos por la Food and Drug Administration para tratar la EA. La única 
estrategia farmacológica que ha demostrado hasta ahora cierta eficacia para mejorar 
los síntomas del paciente que sufre EA, es la encaminada a evitar la degradación del 
neurotransmisor Ach, con el objeto de contrarrestar su déficit cerebral (Standaert y 
Young, 2001). Por ejemplo, fármacos que inhiben de forma reversible la 
acetilcolinesterasa cerebral, como la tacrina, el donepezilo, la rivastigmina o la 
galantamina, evitan la degradación del neurotransmisor. De esta manera favorecen la 
elevación de los niveles de Ach en la hendidura sináptica, facilitando los efectos del 
neurotransmisor, tanto a nivel nicotínico como a nivel muscarínico, lo que en ambos 
casos contribuye a mejorar la cognición.  

TRATAMIENTO DE LOS SIGNOS CONDUCTUALES 

Entre los síntomas neuropsiquiátricos, afectivos y de conducta en la EA podemos 
mencionar depresión, agitación, agresividad, alucinaciones, insomnio, ideas 
paranoides, entre otros. Es imprescindible adquirir un adecuado manejo en el uso de 
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todos estos fármacos sintomáticos, cuya administración debe individualizarse en cada 
caso y ser rigurosamente supervisada. 

Los antipsicóticos más utilizados son los neurolépticos. Su uso debería ser 
considerado tan sólo para aquellas situaciones catalogadas como moderadas o 
graves, el síntoma a tratar: agresividad física, alucinaciones, ideas delirantes, etc. 

Otros fármacos para el tratamiento de los signos conductuales son los ansiolíticos, 
fundamentalmente las benzodiacepinas (BZD), que se orientan a disminuir las 
conductas de agitación y las alteraciones del sueño. Otro síntoma que se presenta en 
la EA es la depresión, para la cual se administran antidepresivos (entre los de primera 
elección se encuentra la trazodona), además, son útiles cuando se acompaña de 
agitación y trastornos del sueño. Los inhibidores selectivos de la recaptación de 
serotonina (ISRS) son antidepresivos ampliamente utilizados (Burke et al, 1994) por 
presentar apenas efectos secundarios en comparación con los antidepresivos 
tricíclicos.  

CANDIDATOS TERAPÉUTICOS CON BASE EN LA EPIDEMIOLOGÍA DE LA 
EA 

Las placas seniles en la EA están acompañadas por inflamación local. La mayoría de 
los estudios epidemiológicos sugieren que el riesgo de padecer la enfermedad es 
menor en los pacientes tratados entre los 40 y 50 años de edad con antiinflamatorios 
no esteroides (NSAIDs), sin embargo, estos tratamientos no revierten el proceso 
degenerativo en pacientes con la patología previamente establecida (Aisen, 2002).  

Diversos estudios reportan efectos beneficos del empleo de los estrógenos en la 
memoria de las mujeres postmenopáusicas. Por otra parte, estudios epidemiológicos 
muestran una prevalencia de EA menor en mujeres con terapia hormonal sustitutiva, o 
que en estas se presenta más tardíamente y con menor severidad. Las acciones de 
los estrógenos en el cerebro se relacionan con su influencia en la apoE, el incremento 
de la densidad de las terminales sinápticos, el incremento del flujo sanguíneo cerebral, 
previenen la muerte neuronal, así como la interacción con el factor de crecimiento 
nervioso y acción en el sistema colinérgico (Mulnard et al, 2000). Sin embargo, 
pruebas clínicas con estrógenos no muestran una reducción en el riesgo de la 
enfermedad (Almeida y Flicker, 2005). 

Se ha observado que existe una asociación entre el metabolismo del colesterol y la 
EA. El alelo E4 de la apoE, que participa en el metabolismo del colesterol, es un factor 
de riesgo genético para la aparición tardía de la EA. En el SNC, la apoE promueve la 
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formación de amiloides insolubles. Cuando se reduce el colesterol neuronal en los 
animales de experimentación, se reduce la síntesis del péptido Aβ. Al parecer es 
biológicamente plausible que la reducción del colesterol en suero puede afectar el 
desarrollo de la EA. Existen estudios que reportan que el uso de estatinas 
(medicamentos para bajar el colesterol) se asocia con una menor incidencia de la EA 
(Rea et al, 2005). Actualmente se están haciendo pruebas clínicas que confirmen la 
hipótesis de que las estatinas protegen contra la EA. 

Un gran número de estudios epidemiológicos sugieren que el consumo de 
antioxidantes, como la vitamina E, puede reducir el riesgo de padecer la EA (Engelhart 
et al, 2002; Morris et al, 2002). Actualmente, se están haciendo pruebas clínicas para 
determinar el efecto de la vitamina E en la progresión de la EA.  

PÉPTIDO β-AMILOIDE 

El péptido Aβ es una proteína insoluble de aproximadamente 4 kDa y varía en longitud 
de 39 a 43 aminoácidos. El péptido Aβ se produce a partir del procesamiento 
proteolítico de la APP. Este péptido se encuentra de manera constitutiva en el líquido 
cerebroespinal y en el plasma de personas que no presentan la EA. Las dos formas 
predominantes de Aβ son: el Aβ40 y el Aβ42. En la EA, el Aβ40 es el más abundante en 
circulación y con mayor solubilidad, mientras que el Aβ42 es menos soluble y se 
acumula en forma de depósitos en el cerebro, como principal componente de las 
placas neuríticas. Actualmente no se conoce con certeza el papel fisiológico de este 
péptido (monómero). 

PROTEÍNA PRECURSORA DEL AMILOIDE (APP) 

El péptido Aβ, el principal componente de las placas seniles, se origina a partir de la 
APP. La APP representa un grupo de polipéptidos con expresión ubicua en los 
diferentes tejidos cuya heterogeneidad procede tanto del procesamiento diferencial del 
RNA como de las modificaciones postraduccionales. La APP, es una proteína 
glicosilada transmembranal Tipo 1, que contiene una porción N-terminal extracelular, 
un dominio transmembranal y un dominio C-terminal citoplasmático. La porción N-
terminal es una región rica en cisteínas y presenta un dominio del factor de 
crecimiento (GFD), que une a la heparina y puede estimular el crecimiento de neuritas 
(Ohsawa et al, 1997; Rossjohn et al, 1999) y un dominio de unión al cobre (CuBD) 
(Barnham et al, 2003). Después de la región rica en cisteínas se encuentra una región 
rica en ácidos, el dominio de inhibidor de proteasa de tipo Kunitz (KPI) y el dominio 
OX2 (Tanaka et al, 1988; Tanzi et al, 1988). Existen diferentes isoformas de la APP, 
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que se derivan del splicing alternativo del mRNA de dicha proteína, nombradas de 
acuerdo a su longitud de aminoácidos. Dentro de éstas se encuentran las isoformas 
APP770, APP751 y APP695. La isoforma APP695 se expresa principalmente en 
neuronas y es el trascripto de APP más abundante en el cerebro (Neve et al, 1988). La 
diferencia entre las isoformas con 751/770 y 695 aminoácidos radica en la presencia 
en las dos primeras de un exón que codifica para una región homóloga al motivo 
inhibidor serinproteasa de tipo Kunitz. Después de estos dominios se encuentra un 
dominio glicosilado que se le llama E2 o D6 o CAPPD (Wang and Ha, 2002) y una 
región no estructurada previa al dominio transmembranal. El dominio C-terminal 
citoplásmico se encuentra relacionado en algunas funciones celulares a través de la 
interacción con múltiples proteínas (De Strooper y Annaert, 2000). 

La función o funciones de la APP in vivo siguen siendo desconocidas. Kang y 
colaboradores  (1987) han señalado las similitudes entre la APP y receptores de 
superficie celular. Esta idea se apoya en el hallazgo de que el dominio citoplásmico de 
la APP, puede catalizar guanosina trifosfato (GTP) intercambiando con Go. Esto 
sugiere que la APP puede funcionar como un receptor acoplado a Go (Nishimoto et al, 
1993). Si este hallazgo es cierto, su ligando activo es desconocido. 

Varios estudios han sugerido que la APP  (completa o sus fragmentos) tiene diversas 
funciones potenciales, por ejemplo como molécula de adhesión, promoviendo 
interacciones célula-célula o célula-matriz extracelular (Mattson, 1997). Así mismo, se 
ha propuesto que contribuye a la regulación del crecimiento de neuritas, la promoción 
de la sobrevivencia celular, la protección contra una variedad de efectos neurotóxicos, 
estimulación de la sinaptogénesis y la modulación de la plasticidad sináptica. 

La APP tiene al menos un sitio de unión con alta afinidad a heparina (Multhaup et al, 
1995), un sitio de unión a colágeno (Beher et al, 1996), un motivo de unión a integrina 
(secuencia de aminoácidos RHDS (arginina, histidina, aspartato, serina) que 
corresponde a los residuos 5-8 del péptido Aβ) (Ghiso et al, 1992) y se ha observado 
que se une a laminina, colágeno y a proteoglicanos heparán sulfato (Breen et al, 
1991).   

Hay evidencia de que la APP existe en equilibrio entre monómero y dímero en la 
membrana (Scheuermann et al, 2001; Soba et al, 2005). La unión de la heparina de 
alto peso molecular induce la dimerización (Gralle et al, 2006), ésta puede estar 
relacionada con la producción del Aβ, que se incrementa cuando la APP se encuentra 
dimerizada (Scheuermann et al, 2001). 
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La interacción entre los iones de cobre y el CuBD puede modular la producción del 
péptido Aβ. El tratamiento de las células CHO que sobreexpresan la APP en presencia 
de Cu(II) extracelular, reducen la producción del péptido Aβ (Borchardt et al, 1999). 
Además, la unión del cobre al CuBD, se puede unir al fragmento de la APP del péptido 
Aβ, lo que induce la agregación del péptido y favorece la producción de especies 
reactivas de oxígeno vía química Fenton (Smith et al, 2007). 

La sAPPα, que es el fragmento que genera la α-secretasa, tiene un efecto promotor 
del crecimiento en fibroblastos y cultivos neuronales. Esta actividad reside en la 
secuencia de aminoácidos RERMS en los residuos 328-332 de la APP695 (Jin et al, 
1994). Al sAPPα se le adjudican papeles fisiológicos, ya que este fragmento es 
liberado de las terminales presinápticas, en respuesta a la actividad eléctrica. Este 
fragmento puede estar involucrado en la regulación de la excitabilidad neuronal, el 
aumento de la plasticidad sináptica, el aprendizaje y memoria, posiblemente activando 
receptores de superficie celular que modulen la actividad de canales de potasio y que 
activen la transcripción del factor de NF-κB (Scheuner et al, 1996).  

Por otra parte, se ha observado un efecto neuroprotector de la sAPPα (Mattson, 
1997), ya que puede proteger del daño neuronal mediado por el péptido Aβ y 
glutamato (Mattson, 1993). 

PROCESAMIENTO DE LA APP 

El procesamiento de la APP puede ocurrir de dos maneras distintas. Por un lado, la 
ruta no amiloidogénica incluye el procesamiento proteolítico de la APP por la actividad 
de α-secretasa en la superficie celular, dentro de la secuencia del péptido β-amiloide 
(entre el residuo 16 y 17 del péptido Aβ), el cual genera una proteína soluble de 612 
aminoácidos (sAPPα). La identidad de α-secretasa se ha identificado como las 
enzimas ADAM17, ADAM9 y ADAM10.    

El fragmento C-terminal de la APP permanece anclado a la membrana y es procesado 
proteolíticamente por la actividad de γ-secretasa, generando el fragmento p3 (Hass et 
al, 1992ab; Sisodia, 1992; Weidemann et al, 1989). La γ-secretasa es un complejo 
formado por presenilina1, APH-1, PEN-2 y nicastrina (Drewes, 2003). 

Actualmente la denominación de ruta no amiloidogénica de la APP no ha cambiado. 
Sin embargo, ahora se sabe que la actividad de α-secretasa en conjunto con la 
actividad de γ-secretasa, genera un péptido truncado del péptido Aβ. Este péptido 
consta de los residuos 17 al 42 (Aβ17-42) conocido como el fragmento p3; una especie 
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del péptido Aβ presente en extractos de cerebro de pacientes con EA, ya que también 
se agrega y además, se ha observado que tiene un efecto tóxico para las neuronas. 

Por otro lado, en la ruta amiloidogénica, la β-secretasa (BACE1) corta a la APP en la 
región N-terminal del péptido Aβ, lo que produce el péptido soluble sAPPβ. Dicho 
péptido se conoce como C99, que se internaliza en endosomas y posteriormente se 
procesa proteolíticamente por la actividad de γ-secretasa. Esta actividad enzimática 
corta en la región C-terminal del péptido Aβ, lo que produce el Aβ40/42. Leissring ha 
sugerido que el fragmento que resta, después del procesamiento por γ-secretasa, 
también puede ser procesado endocíticamente de una forma lisosomal/endosomal 
(Leissring, 2002).  

En la actividad de γ-secretasa están involucradas cuatro proteínas diferentes: 
presenilina, nicastrina, APH-1 y PEN-2. El sitio activo de γ-secretasa requiere de la 
actividad de aspartil-proteasa de PS1. Nicastrina, APH-1 y PEN-2 son componentes 
importantes de la γ-secretasa y cada uno puede modificar la actividad enzimática de 
diferentes maneras y en respuesta a estímulos fisiológicos (Yu et al, 2000; Francis et 
al, 2002; Takasugi et al, 2003). 

El corte por la α-secretasa ocurre dentro del retículo endoplásmico (RE) y en varios 
compartimentos dentro del aparato de Golgi-trans (Nunan and Small, 2000). También 
existe actividad de α-secretasa en la membrana celular (Parvathy, 1999). 

Las actividades de α y β-secretasas (ADAM17, ADAM10 y BACE1,) han sido 
localizadas en el RE, aparato de Golgi, trans-Golgi y membrana plasmática (Huse et 
al, 2000). Las presenilinas se localizan principalmente en el RE y aparato de Golgi 
(Kovacs et al, 1996), aunque han sido detectadas pequeñas cantidades en 
endosomas y membranas plasmáticas (Xia et al, 1997). 

Además, la APP, BACE1 y PS1 han sido localizadas en compartimentos vesiculares 
axonales en el nervio ciático de ratón (Kamal et al, 2001). La APP se une a kinesina 
en este compartimento y la vesícula completa es transportada del cuerpo celular hacia 
el axón. También se ha demostrado la producción del péptido Aβ en estas vesículas. 
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(Citron, 2004) 

Figura 1. Proteína precursona del amiloide (APP) y sus metabolitos. La proteína transmembranal APP puede ser 
procesada por dos rutas, la ruta no amiloidogénica y la ruta amiloidogénica. En la ruta no amiloidogénica, la α-
secretasa corta en el centro del péptido Aβ generando un fragmento soluble de la APP (α-APPs). El péptido de la 
región C-terminal (C83) es metabolizado hacia P3 por la γ-secretasa. En la ruta amiloidogénica, la β-secretasa 
corta en el extremo N-terminal del péptido Aβ, generando un fragmeno soluble de la APP (β-APPs). El péptido de la 
región C-terminal (C99) es cortado por la γ-secretasa, lo que genera al péptido Aβ40/42. La γ-secretasa también 
libera un dominio intracelular de la APP (AICD). 

ESTADOS DE AGREGACIÓN Y NEUROTOXICIDAD DEL 
PÉPTIDO Aβ42 

En diferentes enfermedades neurodegenerativas, como la EA, la enfermedad de 
Parkinson, la enfermedad de Huntington y las enfermedades por priones, la 
agregación de distintas proteínas juega un papel fundamental en el desarrollo de la 
patología. En el caso de la EA, múltiples estudios demuestran que el estado de 
agregación del péptido Aβ, puede tener diferentes efectos en el SNC. 

Yankner y colaboradores (1998) han demostrado que el péptido Aβ tiene propiedades 
neurotóxicas in vivo, cuando es inyectado en el cerebro de primates ancianos (Geula 
et al, 1998). Este efecto no se presenta en animales jóvenes, lo cual sugiere que la 
edad es determinante en la vulnerabilidad del cerebro a la neurotoxicidad mediada por 
el péptido Aβ. 

En otros estudios se ha propuesto que la agregación del péptido Aβ in vivo, genera 
procesos inflamatorios en el cerebro (Eikelenboom et al, 1994). Además, se ha 
observado la activación de la microglía y astrocitos próximos a las placas seniles en 
cerebros de pacientes con EA. Estos dos tipos celulares son los principales 
mediadores de inflamación en el SNC, mediante la producción de moléculas 
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proinflamatorias como: el complemento, citocinas y proteínas de fase aguda. (Kontush 
et al, 2001). 

Además, existen múltiples reportes que indican que los oligómeros del péptido Aβ, a 
los que también se les denomina ADDLs (ligandos difusibles del péptido β-amiloide), 
son aun más tóxicos que las fibrillas del péptido Aβ. Los ADDLs son estructuras 
globulares de 4-6 nm de diámetro que, bajo ciertas condiciones, se forman a partir de 
péptido Aβ42 sintético y no forman fibrillas.  La toxicidad mediada por oligómeros del 
péptido Aβ (ADDLs) fue descrita por Klein y sus colaboradores, ya que observaron 
que los oligómeros causan muerte neuronal en rebanadas de hipocampo a 
concentraciones nanomolares (Lambert et al, 1998). La presencia de oligómeros del 
péptido Aβ en cultivos genera desde disfunción sináptica a nivel de hipocampo y 
bloqueo de la potenciación a largo plazo (LTP) in vivo (Walsh, 2002), hasta la muerte 
de las células de dicha estructura. El péptido Aβ puede reducir la transmisión sináptica 
debilitando las sinapsis a través de un mecanismo similar al fenómeno fisiológico de 
depresión a largo plazo (LTD) (Hsieh et al, 2006). La depresión sináptica mediada por 
el péptido Aβ puede estar relacionada con p38 (MAPK), lo que lleva a la fosforilación 
del receptor de glutamato tipo AMPA, en el sitio de fosforilación de éste en la LTD, que 
resulta en la endocitosis de dicho receptor en el proceso de depresión sináptica. 
También podrían estar interviniendo otros mecanismos de señalización sináptica, por 
ejemplo los que involucran al receptor de glutamato tipo NMDA, que implican al 
péptido Aβ y que resultan en una reducción en la transmisión sináptica excitatoria y en 
cambios estructurales en las neuronas, como es la pérdida de espinas dendríticas 
(Yankner y Lu, 2008). 

Los ADDLs bloquean la LTP in vitro y causan muerte neuronal (Lambert, 1998; Wang 
2002). Los ADDLs tienen dimensiones similares a las protofibrillas (Walsh, 1997). Las 
protofibrillas son intermediarios en la formación de fibrillas del péptido Aβ y, presentan 
una estructura curva de 4-8 nm de diámetro y 5-200 nm de longitud (Walsh, 1997).  

Al igual que las protofibrillas, las fibrillas inducen cambios electrofisiológicos (Hartley, 
1999), alteración en el metabolismo normal de las neuronas (Walsh et al, 1999; Ward 
et al, 2000) y en la viabilidad celular (Hartley et al, 1999). Las fibrillas, con 
características morfológicas similares a las que se encuentran en placas neuríticas de 
pacientes con EA, se generan mediante la incubación del péptido Aβ sintético, a pH 
neutro, a concentraciones ≥20 μM. El péptido Aβ fibrilar tiene un efecto dosis-
dependiente en la disminución de la viabilidad neuronal en cultivo, como al ser 
inyectado en cerebros de primates (Geula et al, 1998). Existen estudios que 
demuestran que el péptido Aβ fibrilar puede bloquear la LTP in vivo (Stephan et al, 
2001). 
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De todos los estudios anteriores podemos decir que diferentes especies del péptido 
Aβ, pueden perturbar la plasticidad sináptica, es decir, que son especies 
sinaptotóxicas en diferentes momentos de la enfermedad. 

Recientemente, Lesne y colaboradores (2006) postularon que especies no fibrilares de 
agregados del péptido Aβ (oligómeros) causan deficiencias cognitivas. En modelos 
murinos de la EA observaron que la administración de anticuerpos anti-Aβ mejora 
rápidamente los problemas de memoria y que las deficiencias en la memoria aparecen 
antes que las placas. De esta forma, concluyeron que el incremento en la producción 
de especies particulares del péptido Aβ, antes de la aparición de placas, es la causa 
del déficit cognitivo. Ellos denominaron a estas especies hipotéticas como Aβ star 
(Aβ*). Los candidatos para Aβ* se espera que correlacionen con el déficit cognitivo.  

Después de analizar diferentes especies extracelulares del péptido Aβ de extractos de 
cerebros de ratones, estables en SDS (dodecilsulfato de sodio) en Western blots, se 
ha observado que estas especies incluyen monómeros, dímeros, trímeros y múltiplos 
de trímeros, como hexámeros, nonámeros y dodecámeros.  

Klyubin y colaboradores (2008) reportaron que dímeros presentes en el líquido 
cefalorraquídeo humano rápidamente inhiben la potenciación a largo plazo hipocampal 
in vivo. Además, la infusión sistémica de un anticuerpo monoclonal anti-Aβ puede 
prevenir el trastorno en la plasticidad sináptica. 

La presencia de dodecámeros en el SNC presenta una correlación fuerte con los 
cambios en la memoria, nombrados Aβ*56 (por el peso molecular de esta especie). 
Para demostrar que el Aβ*56 es suficiente para causar un déficit en la memoria, esta 
especie fue purificada usando anticuerpos anti-Aβ y confirmada mediante 
espectrometría de masa, a partir de cerebros de ratones Tg2576. Esta especie fue 
inyectada en los ventrículos cerebrales de ratas sanas, previamente entrenadas en la 
prueba de laberinto de agua de Morris. En comparación con ratas tratadas con el 
vehículo, las ratas tratadas con el Aβ*56 mostraron defectos en la memoria espacial a 
largo plazo. Esto confirma que la Aβ*56 cumple con el criterio de inductor de un déficit 
cognoscitivo (Lesne et al, 2006).  

Los oligómeros producen un déficit rápido y reversible en la memoria. Debido a que es 
posible generar anticuerpos específicos contra oligómeros, la vacunación puede ser 
un buen acercamiento para el tratamiento de la EA.  

En 1989, Whitson y colaboradores reportaron por primera vez que el péptido Aβ tiene 
efectos neurotróficos ligeros a concentraciones de nanomolar y en células 
indiferenciadas. Actualmente, existe evidencia de que monómeros del péptido Aβ no 
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son tóxicos para las células y en las neuronas protegen del estrés oxidante (Kontush 
et al, 2001). Más tarde, Yankner y colaboradores (1990) demostraron que el péptido 
Aβ puede tener propiedades neurotóxicas. La discrepancia de los resultados proviene 
de las propiedades fisiológicas del péptido Aβ, ya que sus efectos dependen de su 
estado de agregación. El péptido soluble (disuelto en fresco) promueve la 
sobrevivencia neuronal, mientras que el péptido que ha “envejecido” por más de 24h 
(en una forma agregada o fibrilar) muestra propiedades neurotóxicas (Pike et al, 
1991). Kamenetz y colaboradores (2003) observaron que el péptido Aβ es secretado 
por neuronas sanas en respuesta a la actividad, por lo tanto el péptido Aβ podría estar 
regulando la transmisión sináptica excitadora.  

El mecanismo por medio del cual el péptido Aβ agregado causa neurodegeneración in 
vitro no está claro, pero es probable que el efecto se deba a un trastorno en la 
homeostasis del Ca2+ y a la inducción de daño oxidante por radicales libres. Además, 
el péptido Aβ puede inducir apoptosis o necrosis, dependiendo de la concentración del 
péptido Aβ y del tipo celular. No existe evidencia clara de que esta toxicidad esté 
mediada por la unión del péptido Aβ a un receptor de membrana, aunque se ha 
sugerido que está involucrado “RAGE” (receptor for advanced glycation end products) 
(Yan et al, 1996). Atwood y colaboradores (2003) proponen que la actividad 
neurotóxica del péptido Aβ in vitro se debe a su capacidad de unión a metales con su 
metionina 35 (secuencia del péptido Aβ42: 
ADAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLM35VGGVVIA).  

HIPÓTESIS DE LA CASCADA AMILOIDE 

La denominada hipótesis de la “cascada amiloide” favorece un modelo de enfermedad 
en el que diversos factores genéticos (algunos todavía por identificar) dan lugar, 
directa o indirectamente, a una alteración en la expresión de la APP o en su 
procesamiento proteolítico o a cambios en la estabilidad o agregación del péptido Aβ. 
Esto da como resultado un desequilibrio entre la producción y la degradación del 
péptido Aβ. El aumento del péptido Aβ agregado, Aβ42 en primer lugar (Jarrett et al, 
1993), y más tarde Aβ40, pone en marcha una cascada compleja de eventos con 
activación local de astrocitos y microglía, lo cual conlleva a la  liberación de citocinas y 
proteínas de fase aguda (McGeer et al, 1995). A través de estos cambios inflamatorios 
o bien a través de la neurotoxicidad directa del péptido Aβ, se produciría una lesión 
local en neuronas y neuritas que experimentarían profundos cambios metabólicos, 
incluyendo la fosforilación de tau y formación de filamentos helicoidales apareados 
(PHF). Asimismo, el péptido Aβ agregado podría inducir alteraciones en la 
homeostasis del calcio y daño oxidante a través de la formación de radicales libres en 
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neuronas y glía. El resultado de todos estos acontecimientos es la pérdida de 
neuronas y elementos sinápticos, dando como resultado el déficit de 
neurotransmisores y la aparición de los síntomas clínicos de demencia (Selkoe, 1997).  

Esta hipótesis ha ganado fuerza y adeptos en los últimos años y continúa siendo 
objeto de numerosos estudios de investigación.  

Uno de los argumentos a favor de esta hipótesis es que todos los genes identificados 
hasta el momento implicados en la EA son capaces de interferir con el metabolismo de 
la APP, dando lugar a un aumento en la producción (APP, PS1 y PS2) y/o depósito 
(APOE ε4) del péptido Aβ. Los pacientes con síndrome de Down, que de forma 
invariable desarrollan los cambios histopatológicos típicos de una EA alrededor de los 
50 años de edad, tienen una producción aumentada del péptido Aβ desde su 
nacimiento y comienzan a desarrollar depósitos difusos amiloides en su cerebro a 
edades tan tempranas como los 12 años, que preceden a los cambios neuríticos y a la 
aparición de marañas neurofibrilares (Lemere et al, 1996). 

Por otro lado, las mutaciones en el gen que codifica para la proteína tau son la causa 
de demencia frontotemporal con parkinsonismo y otras taupatías, y no de la EA. Estas 
enfermedades se caracterizan por el depósito anómalo de tau en forma de marañas 
neurofibrilares, que típicamente no se acompañan de depósitos de Aβ (Hardy y 
Selkoe, 2002). 

Se ha demostrado en diversas líneas de ratones transgénicos que sobreexpresan la 
APP humana mutada, que estos modelos desarrollan en primer lugar placas amiloides 
difusas seguidas de placas que contienen Aβ fibrilar asociadas a daño neurítico y 
activación de la microglía, cuyas consecuencias clínicas y electrofisiológicas son un 
déficit progresivo de memoria y aprendizaje, además de la plasticidad sináptica, 
respectivamente (Gómez-Isla y Irizarril, 2002). En los ratones transgénicos que 
expresan la APP y tau humanas mutadas en sus cerebros hay una formación 
significativamente mayor de marañas neurofibrilares, sin cambios significativos en la 
cantidad del péptido Aβ depositado (Lewis et al,  2001). Esto sugiere que el péptido Aβ 
tiene una clara influencia en la formación de marañas neurofibrilares en estos 
animales y, posiblemente, en la EA en humanos.  

Además, múltiples trabajos han demostrado que el péptido Aβ fibrilar es tóxico para 
las neuronas en cultivo y que dicha toxicidad puede prevenirse, al menos en parte, 
bloqueando la formación de fibrillas del péptido Aβ (Hardy y Selkoe, 2002). Por otro 
lado, diversos estudios recientes sugieren que más que el propio péptido Aβ fibrilar, 
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especies intermedias de oligoméros solubles del péptido Aβ, son responsables de la 
disfunción neuronal y sináptica en la EA (Klein, 2002).  

Es muy interesante en este aspecto, la observación de que el contenido de oligómeros 
del péptido Aβ solubles en el cerebro de pacientes con EA, parece correlacionarse 
mejor que la cantidad de placas seniles, con la gravedad del cuadro clínico de 
demencia, por lo cual es importante el desarrollo de terapias enfocadas en inhibir el 
efecto tóxico de estas especies solubles del péptido Aβ. 

 

(Modificada de Verdile et al, 2004) 

Figura 2. Hipótesis de cascada amiloide. Factores ambientales y genéticos (mutaciones en la APP, PS1 y PS2, en 
genes desconocidos) generan un desequilibrio en el procesamiento de la APP, lo que causa una sobreproducción y 
acumulación del péptido Aβ42, que se deposita y conlleva a la formación de placas difusas. La agregación de otras 
proteínas, lo que incluye al péptido Aβ40 y el complemento, da como resultado la formación de las placas neuriticas. 
La formación de estas placas resulta en la activación de la microgía y astrocitos, daño oxidante y la agregación de 
tau, lo que conduce a la muerte neuronal y finalmente a la demencia. 
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MODELOS TRANSGÉNICOS DE LA ENFERMEDAD DE 
ALZHEIMER: RATONES TRANSGÉNICOS 

Las mutaciones responsables de casos de FAD, están en los genes de la APP, PS1 y 
PS2. Todas estas mutaciones tienen como resultado una mayor producción del 
péptido Aβ, lo que confirma que la neurotoxicidad inducida por el péptido Aβ es uno de 
los primeros eventos moleculares en la patogénesis de la EA (Price and Sisodia, 
1998). 

Los avances sucesivos en la producción de modelos transgénicos de la EA se han 
basado en conseguir progresivamente mayores niveles de sobreexpresión de la APP y 
de favorecer la formación del péptido Aβ más amiloidogénico (el de 42 aminoácidos). 
Así se han conseguido múltiples líneas de ratones con depósitos del péptido Aβ en 
forma de placas como las que se encuentran en la EA y que reproducen 
características de la enfermedad. 

Un modelo experimental de ratón que recapitule todos los aspectos de la EA no ha 
sido generado hasta la fecha, situación que revela limitaciones al utilizar un roedor 
para reproducir una enfermedad de humano, que se desarrolla durante décadas y que 
además involucra funciones mentales superiores (ver tabla 1). 

MODELOS TRANSGÉNICOS DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER: 
RATONES TRANSGÉNICOS 

MODELO DESCRIPCIÓN 

PDAPP Primer modelo de ratón transgénico con abundantes placas (Games et al, 
1995). Los ratones expresan la forma cDNA humana de la mutación Indiana 
(APPV717F) con porciones de los intrones APP 6-8. Este modelo se ha 
empleado extensamente en terapias basadas en la inmunización. Desde la 
edad de 6 meses, los ratones heterocigotos desarrollan depósitos visibles 
extracelulares de péptido Aβ en el hipocampo, y a los 8 meses en la corteza 
(Games et al, 1995 (2)). Presentan algunos depósitos amiloides (Rojo Congo y 
tioflavina S positivos). El péptido Aβ se encuentra también en las paredes 
vasculares. 

Tg2576 Ratones mutantes que expresan APPSWE (la isoforma 695 de hAPP con la 
doble mutación Sueca-K670N/M671L) bajo el control de un prión de promotor 
de hámster (Hsiao et al, 1996). Es uno de los modelos transgénicos más 
empleados. A los 9-11 meses de edad aparecen depósitos amiloides difusos y 
focales en los animales heterocigotos. 
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MODELOS TRANSGÉNICOS DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER: 
RATONES TRANSGÉNICOS 

MODELO DESCRIPCIÓN 

APP23 Ratones que expresan la mutación APPSWE bajo el control del promotor Thy1 
(Sturchler-Pierrat et al, 1997). Existen depósitos congófilos difusos del péptido 
Aβ en el parénquima y los vasos en ratones de 6 meses de edad. 

TgCRND8 Ratones que expresan múltiples mutaciones de la APP (Sueca e Indiana-
hAPP695 K670N, M671L + V717F) bajo el promotor que es un prion de 
hámster (Janus et al, 2000). Desarrolla placas a los 3 meses de edad. La 
elevada concentración de péptido Aβ y la relación alta de Aβ42/Aβ40 explica 
porqué este modelo es particularmente agresivo. 

PSEN1M146V   o 
PSEN1M146M 

Estos modelos fueron la primera demostración in vivo que la PS1 mutada 
eleva selectivamente el péptido Aβ42 (Duff et al, 1996).   

PSAPP Tg2576xPSEN1M146L (Holcomb et al, 1998), PSEN1-A246E+ APPSWE (Borchelt 
et al, 1997). Ratones trangénicos bigénicos. El añadir el transgen mutado de 
PS1 acelera marcadamente la patología amiloide. 

hAPP H6, J9 y 
J20 hAPP 

Existen varias líneas de ratones transgénicos que expresan, a varios niveles, 
la forma silvestre (wild-type), o la mutada hAPP bajo el promotor PDGF (factor 
de crecimiento derivado de las plaquetas, Mucke et al, 2000). Las líneas J9 y 
J20 al igual que Tg CRND8 expresan hAPP con la mutación Sueca e Indiana. 
En estas líneas, el transgene humano es la isoforma 770. La línea J9 
(hAPPlow) expresa un moderado nivel de la APP neuronal y de Aβ. El nivel de 
expression es mayor en la línea J20 (Chin et al, 2005). La línea H6 también 
expresa la hAPP con la mutación Indiana bajo el control del promotor PDGF 
(Wyss-Coray  et al, 2002).   

APPDutch Ratones que expresan la APP con la mutación Danesa que produce 
hemorragia cerebral con depósito amiloide tipo Danés en humanos. Estos 
ratones producen angiopatía amiloide congófila severa (Herzig et al, 2004). La 
mutación E693Q de la APP induce a una angiopatía amiloide masiva, como lo 
descrito en pacientes Daneses. La enfermedad ha sido replicada generando 
una línea de ratón que expresa hAPP751 con la mutación E693Q bajo el 
promotor Thy1.2 

ARC6 y ARC48 La mutación Ártica (E22G) se localiza en la secuencia del péptido Aβ. Estimula 
la fibrilización del péptido Aβ sin cambios en la relación Aβ42/Aβ40 (Cheng et al, 
2004). 
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MODELOS TRANSGÉNICOS DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER: 
RATONES TRANSGÉNICOS 

MODELO DESCRIPCIÓN 

BRI-AB40 o BRI-
AB42 

Ratones que expresan isoformas del péptido Aβ sin sobreexpresión de la APP 
(McGowan et al, 2005).  

JNPL3 Ratones que expresan 4RON MAPT con la mutación P301L (Zhang  et al, 
2004). Fue el primer modelo trangénico, con un marcado depósito de marañas 
neurofibrilares y pérdida celular, demostrando que MAPT puede producir daño 
celular. 

TauP301S Ratones transgénicos que expresan la isoforma más corta de 4R MAPT con la 
mutación P301S (Allen et al, 2002).  

TauV337M La síntesis de bajos niveles de 4R MAPT con la mutación V337M dirigido por 
el promotor del factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) 
(Tanemura  et al, 2001).  

TauR406W Ratones que expresan 4R MAPT humana con la mutación R406W bajo el 
control del promotor CAMKII (Tatebayashi et al, 2002). 

rTg4510 Ratones trangénicos con MAPT inducible utilizando el sistema TET-off 
(Ramsden et al, 2005).  

Htau Ratones transgénicos que expresan la MAPT humana exclusivamente (raton 
knocked-out para MAPT) (Andorfer et al, 2003).  

TAPP Tg2576Xjnpl3. Incrementa la neuropatología MAPT en ratones TAPP 
comparado con JNPL3, lo que sugiere que la APP mutada y/o el péptido Aβ 
pueden afectar a la propagación de la patología MAPT (Lewis et al, 2001). 

3xTgAD Triple modelo trangénico que expresa la APPSWE, MAPT301L en un ratón 
Knock-in para PSEN1M146L (PSEN1-KI) (Oddo et al, 2003).  

Tabla 1. Modelos transgénicos de la EA. 
 

Muchos grupos de investigación utilizan diferentes especies para el estudio de la EA, 
como Drosophila melanogaster y Ceanorhabditis elegans, que han sido herramientas 
para el estudio de cascadas biológicas involucradas en la enfermedad de forma muy 
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rápida y a bajo costo (Gunawardena y Goldstein, 2001; Link, 1995). También existen 
estudios que se han realizado en conejos, caninos y primates, pero 
desafortunadamente en la actualidad no existe ningún modelo experimental que 
resuma todos los aspectos de la EA. 

ESTRATEGIAS TERAPÉUTICAS DE LA ENFERMEDAD DE 
ALZHEIMER 

La hipótesis amiloide señala que el incremento en la producción y la acumulación del 
péptido Aβ42 es la causa de la patogénesis de la EA. Con base en esta hipótesis se 
han diseñado varias estrategias terapéuticas que consideran al péptido Aβ42 como un 
blanco terapéutico. De manera que las investigaciones están orientadas: 1) a la 
modulación de las enzimas involucradas en la producción del péptido Aβ (Hardy y 
Selkoe, 2002), promoviendo la vía no amiloidogénica a través de la α-secretasa, o 
bien inhibiendo la β o γ-secretasas (Dewachter y Leuven, 2002), y 2) en la inhibición 
de la agregación de este péptido, al evitar la oligomerización del péptido Aβ y 
eliminarlo del cerebro (objetivo de la inmunoterapia) (Dodel et al, 2003).  

INHIBICIÓN DE LA PRODUCCIÓN DEL PÉPTIDO β-AMILOIDE   

Las secretasas son un grupo variado de proteinasas que son candidatos para ser 
manipuladas para la modulación del procesamiento anómalo de la APP en la EA 
(Dewachter y Leuven, 2002). Para la α-secretasa se busca la manera de estimularla y 
promover la ruta no amiloidogénica del metabolismo de la APP; aunque en la 
actualidad se sabe que esta ruta genera al péptido p3, que es un péptido truncado del 
péptido Aβ, que también es tóxico  y se encuentra presente en cerebros de pacientes 
con la EA. 

Por otro lado, se pretende inhibir la β y γ-secretasas, responsables de la vía 
amiloidogénica (Ghosh et al, 2002). Estas denominaciones genéricas con letras 
griegas persisten, a pesar de que la alfa se ha identificado ya como ADAM 9, ADAM10 
y ADAM 17, la beta como BACE1 y la gamma como un complejo formado por 
presenilina1, APH-1, PEN-2, nicastrina (Drewes, 2003).  

Existen estudios enfocados a  inhibir la β-secretasa, una proteasa transmembranal 
que se encuentra en todas las células, pero en mayor cantidad en neuronas. Estudios 
en ratones knockout de la β-secretasa han mostrado que la falta de la β-secretasa 
provoca alteraciones morfológicas; además, se le ha atribuido un papel en la liberación 
de neurotransmisores (Citron, 2004) y en la mielinización del SNC  y periférico. 
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El primer problema al tratar de inhibir la actividad de BACE1 es que el inhibidor pase la 
barrera hematoencefálica. El segundo es que ha de actuar sólo sobre BACE1 y 
respetar BACE2, que es muy importante para la vascularización (Dewachter y Leuven, 
2002).  

El incremento en la producción del péptido Aβ depende de varios factores que influyen 
en la estructura del complejo de γ-secretasa. Entre estos factores se encuentran la 
composición de lípidos en la membrana celular y la cantidad de inhibidores de esta 
enzima. Estos datos son de importancia para el desarrollo de agentes terapéuticos. 
Sin embargo también se sabe que las presenilinas tienen otras funciones en el SNC, 
como por ejemplo, la eliminación de proteínas de desecho y la activación de vías de 
señalización que inhiben la fosforilación de tau. Además, otro sustrato conocido de la 
γ-secretasa es Notch, que tiene funciones importantes en el sistema nervioso. Todo 
esto indica que si se piensa en la γ-secretasa como un blanco terapéutico, es 
necesario un mayor conocimiento del que se tiene acerca del funcionamiento de este 
complejo  y de sus componentes. En estudios clínicos Fase II se ha demostrado que la 
inhibición de la γ-secretasa provoca una disminución en la concentración del péptido 
Aβ en el plasma, pero no en líquido cefalorraquídeo (Citron, 2004). 

INMUNOTERAPIA EN MODELOS ANIMALES 

INMUNIZACIÓN ACTIVA 

El primer reporte de los beneficios de la inmunoterapia con el péptido Aβ, en donde se 
observó una reducción de los efectos que producen las placas amiloides, fue el de 
Schenk y colaboradores en 1999 (Schenk et al, 1999). Estos investigadores usaron un 
modelo de ratón transgénico (PDAPP) que sobreexpresa la APP humano con la 
mutación V717F relacionada con la FAD, junto con el promotor del factor de 
crecimiento β derivado de plaquetas. Los ratones PDAPP heterocigotos desarrollan 
depósitos del péptido Aβ como las placas seniles entre los 6 y 9 meses de edad en el 
hipocampo, corteza cerebral y cuerpo calloso. Sin embargo las marañas 
neurofibrilares no se presentan en este modelo animal. Las placas de Aβ en estos 
ratones están asociadas a neuritas distróficas, una característica de estados 
tempranos o preclínicos de la EA. Los ratones PDAPP también presentan déficit en el 
aprendizaje dependiente de la edad evaluada en una versión modificada del laberinto 
de agua de Morris, que evalúa la memoria espacial reciente. Estos investigadores 
reportaron que la inmunización de los ratones PDAPP con el péptido Aβ42 humano de 
animales jóvenes, esencialmente previene el desarrollo de placas de Aβ, neuritas 
distróficas y astrogliosis. El tratamiento de ratones transgénicos viejos también 
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presenta una reducción marcada en la extensión y progresión de estas 
neuropatologías como la EA.  

Janus y colaboradores (2000) investigaron otro modelo de ratón transgénico que 
contiene el βAPP695 humano con las mutaciones relacionadas con la FAD 
(K670N/M671L y V717F). En este modelo, los ratones desarrollaron placas del péptido 
Aβ en una edad temprana (aproximadamente 3 meses) y también demostraron un 
déficit en el desarrollo del laberinto de agua de Morris. La inmunización con el péptido 
Aβ42 redujo aproximadamente en un 50% las placas con centro denso a la edad de 25 
semanas y se presentó una mejora significativa en el trabajo de memoria espacial. 
Este estudio muestra que la inmunización con el péptido Aβ puede reducir la 
formación de placas y disminuir las pérdidas cognitivas (Janus et al, 2000). Es 
interesante que la inhibición de la formación de estas placas no esté asociada a la 
reducción de los niveles del péptido Aβ en el cerebro de estos animales. 

Morgan et al, (2000) emplearon la misma estrategia de inmunización con el péptido 
Aβ42 en ratones transgénicos APP/PS1 de 7.5 meses de edad. Estos ratones fueron 
resultado de la reproducción de ratones transgénicos Tg2576 con una mutación del 
APP humano y con la línea 5.1 de ratones transgénicos con mutaciones en el gen de 
PS1. Se observó una modesta reducción de las placas en ratones de 15 a 16 meses 
de edad. En cambio, los ratones presentaron una mejora en el desarrollo de las tareas 
de memoria (Morgan et al, 2000). Este reporte contrasta con estudios con ratones 
PDAPP que indican que la carga de placas amiloides explica el daño cognitivo (Chen 
et al, 2001) y que la reducción de la formación de estas placas debida a la 
inmunización con el péptido Aβ42, está asociada con una mejora en el desarrollo de 
tareas similares de memoria espacial (Janus et al, 2000).  

Existe preocupación en el uso de especies del péptido Aβ como agentes para la 
inmunización, por la posibilidad de que estas especies puedan formar fibrillas tóxicas 
y/o puedan ser semillas para la formación de filamentos amiloides que se depositen en 
las placas. Para superar esta posibilidad, algunos investigadores están explorando 
estrategias alternativas con inmunógenos no amiloidogénicos del péptido Aβ. 
Sigurdsson et al, (2001) utilizaron una construcción para una nueva forma de 
inmunización con K6Aβ1-30NH2, que mantiene los residuos 1-30 del péptido Aβ más 6 
residuos de lisina en el extremo N-terminal para promover la inmunogenicidad. La 
inmunización con esta construcción del péptido Aβ de ratones transgénicos Tg2576 
por 7 meses, reduce la carga amiloide en la corteza cerebral y el hipocampo en un 
89% y 81%, respectivamente. Simultáneamente, se encontró una reducción del 57% 
en el nivel del péptido Aβ soluble en el cerebro y una ausencia de marcadores de 
inflamación asociados a las placas en estos animales (Sigurdsson et al, 2001). Este 
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estudio indica que no son necesarias estrategias de inmunización con especies 
insolubles del péptido Aβ para reducir los depósitos de las placas o los niveles de Aβ42 
solubles en el cerebro.  

INMUNIZACIÓN PASIVA 

En un estudio en ratones transgénicos PDAPP, Bard y colaboradores (2000),  
demostraron que anticuerpos monoclonales y policlonales contra el péptido Aβ, 
administrados periféricamente, entran al SNC y reducen las placas en un 93% y 81% 
respectivamente, junto con la reducción de la patología en este modelo murino de la 
EA (Bard et al, 2000). Estos resultados indican que, en ausencia de inmunidad celular, 
los anticuerpos son suficientes para disminuir la acumulación de agregados del 
péptido Aβ y la patología tipo EA. 

En un estudio subsiguiente, DeMattos y colaboradores (2001) mostraron que la 
administración periférica crónica de un anticuerpo monoclonal m266 (anti-Aβ13-28), 
dirigido contra el dominio central del péptido Aβ42, en ratones trangénicos PDAPP, 
reduce marcadamente la acumulación de agregados del péptido Aβ, aunque m266 no 
se une a los depósitos de Aβ en el cerebro (DeMattos et al, 2001). Estos resultados 
sugieren, que ciertos anticuerpos anti-Aβ pueden suprimir la patología tipo EA, al 
alterar el equilibrio del péptido Aβ del SNC y el plasma. 

Posteriormente, Bacskai y colaboradores (2002) reportaron que la administración 
directa de cualquiera de dos anticuerpos, IgG1 anti-Aβ1-16 (10d5) o IgG2b anti-Aβ1-5 
(3d6), en el cerebro de ratones transgénicos de 18 meses de edad (Tg2576) o de 20 
meses de edad (PDAPP), reduce en tres días un 50% los depósitos amiloides difusos 
en ambos modelos animales. Sorprendentemente, un fragmento F(ab´)2 (que carece 
de la región Fc del anticuerpo), proveniente del anticuerpo monoclonal (3d6), condujo 
a la eliminación del 45% de los depósitos amiloides en estos animales, de manera 
similar a los resultados obtenidos con el anticuerpo completo (Bacskai et al, 2002). 

Existen reportes sobre la existencia de epítopos conformacionales en el péptido Aβ, 
que están involucrados en la formación de fibrillas (Gaskin et al, 1993; Pike et al, 1995; 
Ma y Nussinov, 2002). Por lo que los anticuerpos dirigidos contra estas regiones 
podrían ser de gran interés para el tratamiento de la EA. Dodart y colaboradores 
(2002) han demostrado que la administración pasiva de anticuerpos monoclonales 
dirigidos contra la región central del péptido Aβ (m266 (anti-Aβ13-28)), que únicamente 
se une a las formas solubles del péptido, revierte el déficit de la memoria en tareas de 
reconocimiento de objetos y de aprendizaje en agujero-hospedaje en ratones PDAPP. 
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Esto sugiere que la inmunoterapia puede actuar a través de la remoción de placas y la 
neutralización de especies neuroactivas del péptido Aβ (Dodart et al, 2002).  

Recientemente, Wilcock y colaboradores (2003) demostraron que la administración 
intracraneal de IgG1 anti-Aβ1-16 y anticuerpos anti-Aβ en ratones Tg2576, provoca una 
reducción de la carga del péptido Aβ después de 4-24 hrs. y que se mantiene durante 
3 a 7 días; además de la activación de la microglía 3 días después de la 
administración central (Wilcock et al, 2003). Estos investigadores demostraron dos 
mecanismos de eliminación de placas mediados por anticuerpos anti-Aβ. El primero 
corresponde a una fase relativamente rápida (en tiempo) e involucra la eliminación del 
péptido Aβ difuso sin activación de la microglía; el segundo que es más lento, 
involucra la eliminación del péptido Aβ compacto a través de la activación de la 
microglía por receptores Fc y fagocitosis de placas preexistentes. 

Aunque los estudios anteriores han sugerido que la inmunoterapia con el péptido Aβ 
activa o pasiva, protege contra el déficit cognitivo en varias líneas de ratones 
transgénicos, estos estudios se basan prácticamente en los resultados obtenidos en 
una sola prueba. Debido a que la EA afecta a múltiples dominios cognitivos, Jensen y 
colaboradores (2005) emplearon una batería de pruebas de comportamiento muy 
extensa a largo plazo y un análisis multimérico para determinar el impacto de la 
inmunización con el péptido Aβ a lo largo de la vida adulta de ratones transgénicos 
APP + PS1 (de 2 a 16.5 meses de edad). Los resultados mostraron que la 
inmunoterapia con el péptido Aβ protege parcial o completamente a los ratones 
transgénicos APP + PS1, contra el daño en la ejecución de pruebas de: referencia de 
aprendizaje/memoria, memoria de trabajo y búsqueda/reconocimiento. La protección 
que se refleja en el comportamiento, evaluado en pruebas con una duración de 
meses, no disminuyó los depósitos del péptido Aβ en el cerebro, por lo que el 
mecanismo de acción de la inmunoterapia con el péptido Aβ que proponen estos 
investigadores, involucra la neutralización/eliminación de pequeños oligómeros del 
péptido Aβ del cerebro. 

Retomando los datos anteriores y considerando otros existentes que apuntan a la 
posibilidad de interferir en la toxicidad del péptido Aβ en la EA, el enfoque 
inmunológico es una herramienta poderosa de trabajo para la posterior evaluación de 
eventos neuropatológicos y la intervención terapéutica y/o prevención de la EA.  
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INMUNOTERAPIA EN HUMANOS 

Debido al éxito de la vacunación con el péptido Aβ en diferentes especies, se iniciaron 
pruebas clínicas con una forma sintética del péptido Aβ42, al que se le denominó  AN 
1792. Este péptido, más el adyuvante QS-21, fueron evaluados en pruebas clínicas 
para un posible uso en el tratamiento de la EA, con la idea de estimular la respuesta 
inmune contra el péptido. 

En las pruebas clínicas de Fase II, 300 pacientes recibieron el tratamiento con AN 
1792. Las mediciones de eficacia del tratamiento incluyeron evaluación de la función 
cognitiva, el volumen del cerebro, concentración de biomarcadores y el funcionamiento 
día con día. Desafortunadamente, fueron reportados signos y síntomas de 
meningoencefalitis en un pequeño porcentaje de pacientes (17 casos), los cuales 
recibieron de una a tres dosis de AN 1792 y todo el estudio fue suspendido en enero 
del 2002 (Munch and Robinson, 2002). Los síntomas, la duración y la gravedad de la 
meningoencefalitis fueron considerablemente variables en los pacientes afectados. 

La evidencia disponible indica que la vacuna AN 1792 aumenta la producción de 
anticuerpos anti-Aβ en el suero de pacientes con la EA. Sin embargo, esta terapia no 
disminuyó notablemente el declive cognitivo. Además, los títulos de anticuerpos 
producidos por los pacientes mostraron gran variabilidad individual. La heterogeneidad 
genética de estos pacientes, la condición individual, combinado con la resistencia 
adquirida de sus células T para generar anticuerpos contra el péptido Aβ, 
probablemente contribuyó a la variabilidad en el título de anticuerpos. Estos síntomas 
no están ligados al título de anticuerpos, pero pueden estar relacionado a la infiltración 
al cerebro de anticuerpos y/o células T (Senior, 2002). 

El hecho es que los humanos responden de forma diferente que los ratones 
transgénicos, por lo que se necesitan hacer más estudios con otras especies, debido a 
que el modelo murino es insuficiente. En particular, los depósitos del péptido Aβ en 
ratones transgénicos tienen una composición química diferente, ya que son mucho 
más solubles que en los humanos. Por lo tanto, las consecuencias de la vacunación 
son diferentes. La vacunación de ratones transgénicos remueven el Aβ humano de su 
limitada distribución dejando el péptido Aβ endógeno intacto, mientras que en 
humanos la respuesta inmune está dirigida contra un blanco endógeno que ocurre 
naturalmente y que está presente en tejido sano. Por lo que se recomienda que en 
estudios futuros en animales, se considere inmunizar con el Aβ nativo. 

La inmunización pasiva de anticuerpos anti-Aβ, así como la inmunización activa 
basada en construcciones truncadas del péptido Aβ, como el caso de Sigurdsson y 
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colaboradores (2001), han sido exitosas en ratones transgénicos y pudieran ser 
alternativas seguras para el tratamiento de la EA, más que la vacuna AN 1792. La 
lección más importante que dejaron las pruebas clínicas con AN 1792, es que se 
tienen que hacer mucho más pruebas en especies no murinas antes de ser evaluadas 
en humanos. Existen otras especies como osos, perros y primates que desarrollan 
placas amiloides, aunque no las marañas neurofibrilares y una línea de ratones 
transgénicos que desarrollan ambos componentes; estas especies pudieran ser 
buenos modelos para estos estudios.  

MECANISMOS DE ACCIÓN DE LOS ANTICUERPOS ANTI β-
AMILOIDE 

Actualmente, considerando la información generada por diferentes estudios donde se 
emplearon anticuerpos completos, así como fragmentos de anticuerpos (en estudios in 
vitro e in vivo), se han propuesto tres mecanismos de acción de los anticuerpos anti-
Aβ, que a continuación se describen. 

1) Desagregación directa: Se refiere al efecto directo del anticuerpo sobre el 
péptido Aβ fibrilar, permitiendo la disolución de las fibrillas. Este mecanismo se 
basa en estudios en donde los anticuerpos dirigidos a la región EFRH del péptido 
Aβ, presentan una capacidad de desagregación de fibrillas, in vitro (Solomon et al, 
1997; Frenkel et al, 1999). 

2) Activación de microglía y fagocitosis de complejos inmunes: En este 
mecanismo se requiere de la región Fc del anticuerpo. Se ha observado que los 
anticuerpos se unen directamente a los depósitos amiloides y, mediante la región 
Fc, activan a la microglía para que fagociten al complejo Aβ-anticuerpo (Bard et al, 
2000; Bacskai et al, 2002; Schenk et al, 1999; Wilcock et al, 2003). 

3) “Peripheral sink”: Este mecanismo se refiere al secuestro del péptido Aβ 
circulante, causando una migración del Aβ, del cerebro al plasma. Este 
mecanismo fue propuesto por DeMattos y colaboradores (2001) cuando 
observaron una disminución en la deposición de las placas sin que el anticuerpo 
atravesara la barrera hematoencefálica. Otro estudio que apoya este mecanismo 
es el de Sigurdsson y colaboradores (2001), en donde se observó una disminución 
de la formación de placas amiloides y del daño cognitivo, pero en este estudio los 
anticuerpos que se generaron fueron IgM, anticuerpos que se sabe no atraviesan 
la barrera hematoencefálica. 
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TECNOLOGÍA DE PHAGE DISPLAY (DESPLIEGUE EN FAGOS 
FILAMENTOSOS) 

La tecnología de despliegue en fagos o “phage display” (PhD) es una tecnología 
molecular que permite la expresión de péptidos y proteínas en la superficie de fagos 
filamentosos. El despliegue en fagos tiene su origen en la década de los 80´s y 
consiste en la inserción de secuencias de DNA de las moléculas de interés, en el 
genoma de un bacteriófago filamentoso, para ser expresadas como productos de 
fusión en alguna de las proteínas de la cubierta del fago, lo cual favorece la 
presentación de bibliotecas de péptidos o de proteínas en la superficie del virus 
(Azzazy y Highsmith, 2002).  

Esta técnica facilita la identificación para el mapeo de diversos epítopos y mimótopos 
de epítopos lineales o conformacionales con base en la naturaleza de unión antígeno-
anticuerpo. La selección de péptidos, proteínas o anticuerpos se lleva a cabo con alta 
afinidad y especificidad, por lo que es posible hacer uso del despliegue en fagos para 
identificar moléculas útiles para aplicaciones terapéuticas y de diagnóstico (Sidhu, 
2001). 

BACTERIOFAGO M13 

Los bacteriófagos son virus que infectan una gran cantidad de bacterias Gram-
negativas mediante el pilli. Entre los bacteriófagos filamentosos más conocidos y que 
infectan específicamente a la bacteria Escherichia coli destacan: M13, F1 y Fd. 

El bacteriófago M13 es uno de los más estudiados. Este es un fago de  6.5 nm de 
diámetro y aproximadamente 930 nm de largo. Sin embargo la longitud del fago 
depende del tamaño de su genoma. El fago M13 contiene como genoma una sola 
hebra de DNA circular de cadena sencilla de 6.4 kb, conformado por 11 genes. Un 
fago viable expresa 2700 copias del gen 8 (g8) que codifica para la proteína principal 
de la cápside del fago, la proteína pVIII. El gen 3 (g3) codifica para la proteína de 
reconocimiento del pilli, pIII, que es una de las cuatro proteínas menores que forman al 
fago, presente de 3 a 5 copias. Otros tres genes que codifican a las tres proteínas 
menores del fago son g6, g7 y g9. Las proteínas menores del fago se encuentran en 
los extremos del fago,  pIII y pVI se encuentran en un extremo y pVII y pIX en el otro 
(Marvin, 1998). 

Dos de las proteínas de cubierta que se utilizan frecuentemente para el despliegue de 
péptidos, proteínas o fragmentos de anticuerpos son: pIII (340 aminoácidos), 
expresada de 3 a 5 copias en uno de los extremos del fago y pVIII (50 aminoácidos), 
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que cuenta con 2700 copias. El grado de expresión de las dos proteínas mencionadas 
anteriormente constituye una diferencia importante para llevar a cabo la selección de 
uniones de alta o baja afinidad (Santamaría, 2003). 

La infección de M13, es una infección no lítica, es decir no mata ni lisa a los 
hospederos. Se inicia por la infección, en la cual la proteína pIII reconoce como 
receptor el pilli  F de la bacteria. Después de la infección la cadena de DNA circular se 
convierte a una forma replicante de DNA de doble cadena (FR). Esta FR se replica por 
el mecanismo de círculo rodante, generando cadenas sencillas de DNA que sirven 
como templado, que posteriormente se convierten en FR. Varias copias de la cadena 
sencilla de DNA son sintetizadas, empaquetadas y finalmente la progenie viral es 
liberada de la bacteria en forma infectiva (Azzazy et al, 2002). 

BIBLIOTECAS DE ANTICUERPOS DESPLEGADOS EN FAGOS 
FILAMENTOSOS 

Las bibliotecas de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos pueden ser de dos tipos: 
inmunes y no inmunes (naïve). La biblioteca no inmune se genera a partir de 
rearreglos de genes que provienen de un organismo como el humano, el ratón, etc. no 
inmunizado con el antígeno en cuestión. Las bibliotecas inmunes son creadas de 
rearreglos de genes V, que provienen de un organismo inmunizado con el antígeno de 
interés.  

Las bibliotecas de anticuerpos se enriquecen en clonas específicas para un antígeno 
mediante un procedimiento conocido como bioselección (biopanning). En este 
procedimiento los fagos que tienen desplegados a los anticuerpos o fragmentos de 
anticuerpos se ponen en contacto con el antígeno de interés. Los fagos que 
despliegan en su superficie anticuerpos que no se unen a dicho antígeno se eliminan a 
través de lavados. Los fagos que despliegan en su superficie anticuerpos que 
reconocen al antígeno son eluídos o recuperados mediante condiciones que 
desfavorecen la interacción del antígeno con el fragmento de anticuerpo desplegado 
en el fago. La condición más utilizada es el cambio de pH. Esta selección 
generalmente se repite de 2 a 4 rondas (Bradbury et al, 2004). 
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VENTAJAS DE LA TECNOLOGÍA DE PHAGE DISPLAY (DESPLIEGUE EN 
FAGO) 

Hasta ahora, la producción de anticuerpos era limitada, en cuanto a tiempo y esfuerzo, 
por los procesos involucrados en la inmunización de animales y la generación de 
hibridomas. La tecnología de DNA recombinante y de amplificación génica, ha 
permitido la clonación de genes de anticuerpos en bacterias. Esto permite producir 
anticuerpos de forma rápida, así como la manipulación genética de su estructura. La 
tecnología de PhD permite desplegar fragmentos de anticuerpos como proteínas de 
fusión en la superficie de fagos filamentosos. El anticuerpo recombinante desplegado 
en fago retiene su capacidad de unión al antígeno, por lo cual es posible el 
enriquecimiento de fagos recombinantes que expresen anticuerpos específicos por 
afinidad. Mediante este acercamiento, anticuerpos con especificidad y afinidad 
determinadas, pueden ser seleccionados de una población de anticuerpos. 

La tecnología de anticuerpos recombinantes por PhD, tiene el poder y versatilidad de 
imitar las características de la diversidad y selección inmune. Mediante esta tecnología 
se pueden producir cantidades ilimitadas de anticuerpos para prácticamente cualquier 
antígeno, a un menor costo. 

En general, los anticuerpos recombinantes desplegados en fagos presentan varias 
ventajas: 

• Pueden ser clonados y seleccionados fácilmente. 
• No se requiere de una producción a larga escala de animales o cultivos 

celulares. 
• Ofrecen una fuente genética estable. 
• Pueden ser genéticamente manipulados, es decir, pueden ser mutados para 

mejorar la unión con su antígeno. 

Los anticuerpos recombinantes solubles tienen ventajas adicionales: 

• Se pueden producir de forma rápida y económica. 
• Son útiles como reactivos inmunológicos. 

Para la EA es de gran interés la generación de fragmentos de anticuerpos (scFv y VH) 
que puedan actuar extracelular e intracelularmente (intrabodies). Estos scFv pueden 
prevenir la formación de agregados del péptido Aβ, disolver fibrillas preexistentes, 
protofibrillas u oligómeros, así como, en el caso de intrabodies, unirse a depósitos del 
péptido Aβ42 intraneuronal. Es importante mencionar que estudios recientes 
demostraron una acumulación temprana del péptido Aβ42 intraneuronal y la presencia 
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de dímeros estables de este péptido en cultivos neuronales, antes de su liberación al 
medio (Selkoe, 2001; Gouras et al, 2000). Estas observaciones enfatizan el efecto 
potencial terapéutico de la internalización de anticuerpos para la prevención de la 
agregación intraneuronal del Aβ42 para el tratamiento de la EA.  

En cuanto a la inmunización pasiva, una de las ventajas de la generación de scFv y 
VH es la ausencia de una respuesta inmune celular no deseada que se genera por la 
inmunización activa con el péptido Aβ. Además, la eliminación de complejos Aβ42-scFv 
o VH in vivo no activaría a la microglía, como en el caso del anticuerpo completo, que 
resulta ser una fuente adicional de inflamación en pacientes con EA. 

Se ha demostrado con anterioridad que la administración intranasal de un scFv anti-
Aβ42 desplegado en fago filamentoso, reconoce los depósitos del péptido Aβ en el 
cerebro de ratones transgénicos vivos (Frenkel y Solomon, 2002). Se realizaron 
estudios histológicos del cerebro de estos animales y no se observaron efectos tóxicos 
después de la administración de los fagos. 

DESVENTAJAS DE LA TECNOLOGÍA DE PHAGE DISPLAY (DESPLIEGUE EN 
FAGO) 

Actualmente no es posible la utilización de fragmentos de anticuerpos (por ejemplo 
scFv o VH anti-Aβ) por despliegue en fago, para el tratamiento de pacientes con EA. 
Para esto se requiere la generación de fragmentos de anticuerpos recombinantes de 
manera soluble, eliminando los fagos filamentosos, aunque estos anticuerpos pueden 
ser menos estables.  
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN DEL 
TRABAJO EXPERIMENTAL 

La hipótesis amiloide señala que la causa de la patogénesis de la EA, es el desequilibrio 
entre la producción y la degradación del péptido Aβ, que conlleva a la acumulación de este 
péptido y a una serie de eventos en cascada que producen la demencia de Alzheimer.  

Actualmente, el tratamiento de la EA consiste en la administración de fármacos que 
disminuyen los síntomas de la enfermedad. La hipótesis amiloide ha permitido el desarrollo 
de estrategias que consideran al péptidoAβ42 como un blanco terapéutico. Con base en 
numerosos estudios se ha encontrado que el uso de anticuerpos anti-Aβ en modelos 
animales, correlaciona con el mejoramiento de las funciones cognitivas. 

Una alternativa de la inmunización activa con el péptido Aβ42 para la prevención y/o 
tratamiento de la EA, es la inmunización pasiva con anticuerpos protectores. Estos 
anticuerpos se pueden seleccionar a partir de bibliotecas de fragmentos de anticuerpos 
desplegadas en fago, específicos para el péptido Aβ42. Se puede caracterizar una amplia 
gama de anticuerpos con todas las posibles especificidades, entre las cuales estarán los 
anticuerpos recombinantes con propiedades protectoras sin efectos secundarios. La 
administración pasiva de los fragmentos de anticuerpos carentes del fragmento Fc, tendrían 
la ventaja de no activar a la microglía y evitar un proceso inflamatorio. 

Por lo anterior, la estrategia experimental de la que es objeto el presente trabajo es valiosa 
debido a que permite la selección de anticuerpos recombinantes con una gran variedad de 
especificidades contra los epítopos lineales y conformacionales presentes en oligómeros del 
péptido Aβ42, lo que ayudará a estudiar una amplia gama de anticuerpos, entre las cuales 
estarán también las que tengan propiedades protectoras. 
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OBJETIVO GENERAL 

Generar, seleccionar y estudiar fragmentos de anticuerpos (scFv y VH), con todas las 
posibles especificidades contra los epítopos del péptido Aβ42, a partir de bibliotecas 
desplegadas en el bacteriófago M13.  

OBJETIVOS PARTICULARES 

• Inmunizar de forma activa e identificar animales hiperinmunes al péptido Aβ42. 

• Construir una biblioteca inmune de fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) de 
inmunoglobulinas anti-Aβ42 desplegada en la proteína p3 del fago filamentoso M13, a 
partir de esplenocitos activados de ratones inmunizados previamente con el péptido 
Aβ42. 

• Construir una biblioteca inmune de fragmentos de cadena pesada sencilla (VH) de 
inmunoglobulinas anti-Aβ42 desplegada en la proteína p8 del fago filamentoso M13, a 
partir de esplenocitos activados de ratones inmunizados previamente con el péptido 
Aβ42. 

• Hacer bioselección (biopanning) de fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) y 
de cadena pesada sencilla (VH) de inmunoglobulinas que se unan al péptido Aβ42 

fibrilar. 

• Hacer bioselección (biopanning) de fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) de 
inmunoglobulinas anti-ADDLs (oligómeros solubles del péptido Aβ42) a partir de una 
biblioteca no inmune (naϊve) de scFv de humano. 

• Caracterizar el reconocimiento de los fragmentos de anticuerpos seleccionados (scFv 
y VH) al péptido Aβ42, mediante un ensayo de ELISA. 

• Mapear epítopos del péptido Aβ42, empleando fragmentos traslapados de este péptido, 
por los  anticuerpos recombinantes.  

• Generar fragmentos de anticuerpos solubles (scFv y VH). 

• Evaluar el efecto neuroprotector de los anticuerpos recombinantes desplegados en el 
fago M13 y scFv solubles, en la línea celular SH-SY5Y. 
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• Realizar inmunohistoquímica e inmunofluorescencia de secciones coronales de 
cerebros de ratones wt y Tg2576 empleando los fragmentos de anticuerpos solubles. 
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ESQUEMA METODOLÓGICO 

 

AMPLIFICACIÓN, 
PURIFICACIÓN, DIGESTIÓN Y 
CUANTIFICACIÓN DE VH y VL 

TRANSFORMACIÓN DE BACTERIAS POR 
ELECTROPORACIÓN 

AMPLIFICACIÓN Y RESCATE DE LAS 
BIBLIOTECAS MURINAS INMUNES (DE 

scFv y VH) 

OBTENCIÓN DE VH y VL 

INMUNIZACIÓN DE RATONES  
CON Aβ42 FIBRILAR 

AMPLIFICACIÓN, PURIFICACIÓN, 
DIGESTIÓN Y CUANTIFICACIÓN 

VECTORES: pCANTAB 5E 
y 

PG8SAET 

LIGACIÓN CON 
VECTOR 

BIOSELECCIÓN 

DETERMINACIÓN DE LA AFINIDAD DE 
LAS CLONAS DE scFv Y VH DE RATÓN 

(ELISA) AL PÉPTIDO Aβ FIBRILAR 

DETERMINACIÓN DE LA AFINIDAD DE 
LAS CLONAS DE scFv DE HUMANO 
(ELISA) A ADDLs  

EVALUACIÓN DEL EFECTO 
NEUROPROTECTOR DE LAS 

CLONAS POSITIVAS 
DESPLEGADAS EN FAGO Y 

SOLUBLES in vitro 

GENERACIÓN DE 
scFv Y VH 

POSITIVOS 
SOLUBLES

IHQ E INMUNOFLUORESCENCIA 
CON FRAGMENTOS DE 

ANTICUERPOS SOLUBLES 
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METODOLOGÍA 

INMUNIZACIÓN DE ANIMALES CON EL PÉPTIDO β-AMILOIDE 
1-42 (Aβ42)  

ESQUEMA DE INMUNIZACIÓN DE ANIMALES CON EL PÉPTIDO Aβ42   

Se empleó el protocolo de inmunización de Gevorkian et al, 2004, en donde se 
inmunizó un grupo de 3 ratones macho Balb/C de 4-6 semanas de edad. El 
procedimiento consistió en la inyección subcutánea de 30 μg del péptido Aβ42 
humano/100 µl/animal (AnaSpec Inc., San Jose, CA, USA). El péptido fue 
resuspendido en PBS e incubado toda la noche a 0.6 mg/ml a 37°C. Esta suspensión 
inmunogénica fue emulsificada, en un volumen igual de adyuvante completo de 
Freund, (Sigma). Después se aplicaron tres refuerzos subsiguientes, a intervalos de 
15 días. Los ratones control fueron inmunizados únicamente con PBS y adyuvante de 
Freund. Después de la tercera y cuarta inmunización, los ratones fueron anestesiados 
en una cámara con Sevorane (sevofluorano, Abbot Laboratories, DF, Mex.) y 
sangrados por plexo retroocular (100-200 μl/animal). Se obtuvo la fracción de suero 
mediante la coagulación de la sangre a temperatura ambiente (TA) por 1 hr., 
posteriormente 2 hrs. a 37°C. Se centrifugó en microfuga a 4000 r.p.m. por 5 min. a 
4°C. Los sueros fueron almacenados a -20°C hasta su uso posterior.  

ELISA DE SUEROS PARA DETECTAR ANTICUERPOS ANTI-
Aβ42  

La identificación de ratones con sueros con altos títulos de anticuerpos contra el 
péptido Aβ42 fibrilar, se llevó a cabo mediante un ensayo de ELISA, de acuerdo al 
protocolo estándar descrito por (Gevorkian et al, 2004).  

Para el ensayo de ELISA se sensibilizó una placa de poliestireno de 96 pozos 
Maxisorp (Nunc, Rochester, NY, USA) con el péptido Aβ42 fibrilar (0.2 μg/100 μl/pozo) 
en amortiguador 0.1 M de carbonato de sodio, pH 9.6 a 4°C por toda la noche. 
Después los pozos se lavaron cuatro veces con un sistema para microplacas 
automatizado (Denley, Well Wash 4) con una solución de PBS/0.2% Tween-20 
(Sigma) a pH 7.4. Posteriormente, los pozos se bloquearon con 200 μl de la solución 
PBS/2% BSA fracción V (Sigma). Después de lavar como se mencionó, se incubaron 
los pozos con una alícuota de 100 μl / pozo de suero diluido 1:400, 1:800, 1:1600, 
1:3200, 1:6400, 1:12800 y 1:25600 en la solución PBS/1% BSA (Sigma)/0.1% Tween-
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20 y como control se utilizó el suero de los ratones inmunizados con PBS y adyuvante 
de Freund (Sigma). Después de 1 hr. de incubación a 37°C, los pozos se lavaron 
nuevamente como se indicó anteriormente y para revelar se agregó un segundo 
anticuerpo acoplado a peroxidasa (HRP) anti-IgG de ratón (Zymed, San Francisco, 
CA, USA) a una dilución 1:5000 en la misma solución. Después de la incubación por 
un período de 1 hr. a 37°C y del lavado del exceso de segundo anticuerpo, se agregó 
a cada pozo el sustrato cromogénico 2,2-azino-di-(3-etilenziazolano-6-ácido sulfónico) 
single solution (ABTS) (Zymed, San Francisco, CA, USA) y se leyó la placa a una 
absorbencia de 405 nm con referencia a 450 nm en un lector automatizado (Opsys Mr, 
Dynex Tech., Chantilly, VA, USA). Como control negativo se empleó un péptido no 
relacionado (0.5 μg/100 μl/pozo) con la siguiente secuencia: AALSPGSSAYPSATVLA 
(AnaSpec, San Jose, CA, USA).  

CONSTRUCCIÓN DE UNA BIBLIOTECA DE FRAGMENTOS 
VARIABLES DE CADENA SENCILLA (scFv) DE 
INMUNOGLOBULINAS ANTI-Aβ42  

Para la construcción de la biblioteca de scFv anti-Aβ42 de ratón, se utilizaron células 
del bazo de ratones inmunizados con Aβ42 fibrilar. Los animales hiperinmunes 
seleccionados para estos fines, recibieron una última inmunización subcutánea con 30 
μg/100 μl del inmunógeno quince días antes de ser sacrificados para la obtención de 
sus esplenocitos activados. Los animales inmunizados fueron anestesiados, 
sangrados a blanco y sacrificados por dislocación cervical. Los esplenocitos fueron 
disociados del bazo en condiciones asépticas, dentro de una campana de flujo laminar 
de seguridad biológica Nivel 1 (VECO, Jiutepec, Mor. Mex.). Los esplenocitos 
colectados a partir de este tejido, fueron lavados con D-PBS (NaCl 138 mM, KCl 2.7 
mM, Na2HPO4 8.1 mM y KH2PO4 1.2 mM) y lisados los eritrocitos con un amortiguador 
de lisis (NH4Cl 155 mM, KHCO3 10mM, EDTA.2Na 0.1 mM) por 10 min. en agitación 
ocasional.  

Se obtuvo el mRNA total de los esplenocitos de los ratones inmunizados mediante el 
kit de purificación ("Fast Track 2.0 for isolation of mRNA", Invitrogen life Technologies, 
USA). 

Se sintetizó el cDNA a partir del mRNA purificado de estas células mediante un kit de 
síntesis de DNA ("DNA Synthesis module RPN 1256", Amersham Pharmacia Biotech, 
USA). Para la obtención de la primera cadena de cDNA de anticuerpo se utilizó el 
primer Random hexanucleotide, la mezcla de reacción, la solución de DTT y la 
incubación a 37°C por 1 hr. La primera cadena de cDNA se usó como templado para 
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la amplificación primaria por Polymerase Chain Reaction (PCR) o reacción en cadena 
de la polimerasa, mediante el empleo del kit (“Recombinant Phage Antibody System 
for cloning mouse antibody genes”, Amersham Biosciences, USA). El cDNA obtenido 
mediante el procedimiento anterior se utilizó para llevar a cabo dos reacciones de PCR 
diferentes, una con oligos para amplificar las cadenas ligeras (light primer mix) con la 
enzima Taq platinum polimerasa (Invitrogen, USA) y  la otra con oligos para amplificar 
las cadenas pesadas (heavy primer 1 y 2) con Taq platinum. Se realizaron 30 ciclos 
(94°C-1´, 55°C-2´, 72°C-2´´) en un termociclador Gene Cycler (Bio-Rad, USA). Los 
productos de PCR se purificaron mediante electroforesis en gel Tris-EDTA (TAE) 
agarosa 1.5% con un amortiguador TAE 1X a 60 V DC y el Kit “Rapid Gel Extraction 
System” (Marligen Biosciences Inc, USA) y se cuantificaron. 

Después se llevó a cabo la reacción de ensamblaje para unir los fragmentos de DNA 
de la cadena pesada y ligera de inmunoglobulinas con un linker de DNA. Para la 
reacción de ensamblaje se utilizó un linker de DNA (linker primer mix), que se alínea 
con los productos de PCR de la cadena pesada (20 ng) y con los productos de PCR 
de la cadena ligera (20 ng) siguiendo las instrucciones del fabricante (“Recombinant 
Phage Antibody System for cloning mouse antibody genes”, Amersham Biosciences, 
USA). 

En una segunda amplificación por PCR, se amplificó el DNA del scFv ensamblado, 
mediante la adición de polimerasa Taq platinum (Invirogen, USA), dNTP mix y el RS 
primer mix para adicionar los sitios de restricción (5´ Sfi I y 3´ Not I), para la clonación 
del DNA en el vector fagémido (pCANTAB 5E), siguiendo las recomendaciones del 
fabricante (“Recombinant Phage Antibody System for cloning mouse antibody genes 
Expression Module”, Amersham Biosciences, USA).  

Se purificó el DNA de la construcción generada mediante electroforesis en gel de TBE 
1.5% agarosa con un amortiguador TBE (Tris-base-ácido bórico-EDTA) 1X a 100 V del 
que se removió la banda de DNA de ~800 pb. Se utilizó el kit  “Gel Extraction 
Systems”, (Marligen Bioscience Inc, USA). 

Se realizó una amplificación mediante PCR del DNA de los scFv con RS primer mix, 
dNTP mix, polimerasa Platinum Taq y amortiguador para PCR por 30 ciclos (94°C-1´, 
55°C-2´´, 72°C-2´´) en el termociclador Gene Cycler (Bio-Rad, USA). Los productos de 
PCR se purificaron como se mencionó anteriormente. El DNA  de los scFv se 
cuantificó mediante una electroforesis en gel TBE 1X 1.5% agarosa a 100 V DC con el 
scFv Marker para comparación visual (“Recombinant Phage Antibody System for 
cloning mouse antibody genes Expression Module”, Amersham Biosciences, USA).  
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Se digirió el DNA de los scFv con la enzima de restricción Sfi I, de acuerdo a las 
indicaciones del fabricante (New England Biolabs, USA), durante 3 hrs. a 50°C. 
Posteriormente, se digirió el DNA de los scFv con la enzima de restricción Not I (New 
England Biolabs, USA) durante 1 hr. a 37°C. Se purificó el DNA de los scFv con los 
sitios de restricción Sfi I/Not I mediante el kit “Rapid PCR Purification Systems” 
(Marligen, Bioscience Inc, USA).  

Se llevó a cabo la reacción de ligación del DNA de los scFv (50 ng) con el vector 
fagémido pCANTAB 5 E (60 ng) con DNA ligasa (400 unidades) (New England 
Biolabs, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La reacción se incubó 
toda la noche a 16°C. 

Se prepararon células E. coli TG1 electrocompetentes mediante el protocolo 
modificado de Sambrook-Russell (2001). Se electroporó toda la reacción de ligación 
en alícuotas de 45 μl de bacterias E. coli TG1 (4.5 x 105 bacterias) electrocompetentes 
en 5 s a 2.5 Kvolts y 2.5 μF en un sistema de Gene Pulser II, (Bio-Rad, USA). Se 
realizaron 34 electroporaciones y se recuperaron en un volumen total de 12 ml de 
medio SOC. Después de electroporar todo el DNA de los scFv, las células se dejaron 
recuperar a 37°C por 40 min. sin agitación. De esta suspensión de células, se tomaron  
alícuotas de 3 y 30 μl para plaquearlas y determinar la complejidad de la biblioteca. 
Posteriormente se dejaron incubando a 37°C por una hr. con agitación en un Orbital 
Incubator Shaker (Amerex Instruments, Inc) y se agregó carbenicilina (50 µg/ml) 
(Sigma). Se incubaron las células por dos hrs. a 37°C. 

Posteriormente se les infectó con el fago helper M13K07 (Invitrogen, USA) (que aporta 
las proteínas necesarias para el ensamblaje de los fagos con el inserto), a una 
multiplicidad de infección (MOI) de 10, dejándolas incubar 30 min. a 37°C sin agitación 
y después otros 30 min. a 37°C con agitación. Se siguió el protocol del kit 
“Recombinant Phage Antibody System for cloning mouse antibody genes Expression 
Module” (Amersham Biosciences, USA). 

Después de este tiempo se llevaron las células a un volumen total de 50 ml de medio 
2X YT (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) con carbenicilina (50 mg/ml) (Sigma) y 
kanamicina (50 mg/ml) (Sigma), para una incubación de toda la noche a 30°C en 
agitación. 

Se siguió el protocolo del kit “Recombinant Phage Antibody System for cloning mouse 
antibody genes Expression Module” (Amersham Biosciences, USA) para la purificación 
de los fagos mediante una doble precipitación con 1/5 NaCl (2.5 M) PEG-8000 (20% 
w/v) y centrifugación. Esto permite concentrar a los anticuerpos desplegados en fago 



 49

de los solubles presentes en el medio, que pueden competir por el antígeno durante la 
selección. Los fagos se resuspendieron en TBS y se tituló la biblioteca en células E. 
coli TG1 y medio LB-agar con carbenicilina (50 mg/ml) (Sigma) y glucosa (2%) 
(Sigma). 

CONSTRUCCIÓN DE UNA BIBLIOTECA DE VH DE 
INMUNOGLOBULINAS ANTI-Aβ42    

Dado que la cadena pesada (VH) puede mantener reactividad por los epítopos de 
interés (péptido Aβ) y esto permite trabajar con recombinantes más pequeños, se 
generó otra biblioteca construida con el DNA de la cadena pesada (VH) de la biblioteca 
inmune de ratón antes mencionada.  

Se amplificó el fragmento VH por PCR en un termociclador Gene Cycler (Bio-Rad, 
USA), empleando la solución amortiguadora para polimerasa Taq DNA recombinante 
10X (Altaenzymes), MgCl2 (Altaenzymes), dNTP, primer 3’ LINK, primer 5’PCANT, 
polimerasa Taq, (Altaenzymes) y 50 ng del fragmento de VH. Se realizaron 25 ciclos 
de amplificación: 94°C-1´, 70°C-30´´, 72°C-30´´.  

La purificación del VH amplificado se realizó mediante un kit de purificación para PCR 
(“Concert Rapid PCR purification System”, Marligen Bioscience, Inc., USA), siguiendo 
las instrucciones del fabricante. 

El fragmento VH se digirió con las enzimas Hind III (New England Biolabs, USA) 
durante 1h a 37°C. Posteriormente, el fragmento fue digerido con la enzima de 
restricción Nco1 (New England Biolabs, USA) durante 1h a 37°C. El vector PG8SAET 
fue digerido de la misma forma con las enzimas Hind III (New England Biolabs, USA) y 
NcoI (New England Biolabs, USA).  

El vector se purificó mediante electroforesis en un gel de agarosa (Invitrogen, USA) al 
1% en amortiguador de TBE 1X, a un voltaje constante de 100 V durante 1h. 
Posteriormente, el DNA del vector fue purificado con un kit, de acuerdo a las 
instrucciones del fabricante (“Concert Rapid PCR purification System”, Marligen 
Bioscience, Inc., USA). 

Se llevó a cabo la reacción de ligación del DNA del fragmento de VH (70 ng) con el 
vector fagémido PG8SAET (35 ng) con DNA ligasa (400 unidades) (New England 
Biolabs, USA). La reacción se incubó toda la noche a 16°C. 

Se electroporó toda la reacción de ligación como se explicó con anterioridad. 
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Las células trasformadas se infectaron con el fago helper M13KO7 (Invitrogen, USA) 
con una MOI de 10, siguiendo el procedimiento descrito anteriormente.  

Con este cultivo se inocularon 40 ml de medio 2X YT (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 
con carbenicilina (50 mg/ml) (Sigma) y kanamicina (50 mg/ml) (Sigma). El cultivo se 
incubó a 37ºC en agitación (250 r.p.m.) durante toda la noche. Posteriormente el 
cultivo se centrifugó a 6000 r.p.m. 20 min. a 4ºC. El sobrenadante se colectó, se le 
agregó 1/6 parte de PEG/NaCl (PEG-8000, 20% w/v; NaCl 2.5 M) y se incubó a 4ºC 
durante 4 hrs. En seguida se centrifugó a 10000 r.p.m. durante 10 min. a 4ºC y el 
precipitado se resuspendió con 1 ml de TBS estéril. Se repitió la precipitación con 1/6 
parte de PEG/NaCl durante 2 hrs. a 4ºC. Para concentrar los fagos se centrifugó 
durante 10 min. y 14000 r.p.m. a 4ºC y se resuspendió con TBS. Con el sobrenadante 
se hicieron 3 diluciones seriadas 1:1000 se infectó E. coli TG1 a una densidad óptica 
de A600=0.7 con 200 μl de fagos purificados, durante 45 min. a 37ºC. Después se 
sembraron por extensión con varilla en placas que contenían 15 ml de medio LB-agar 
y 15 μl de carbenicilina (50 mg/ml) (Sigma). Las placas se incubaron toda la noche a 
37 ºC. Finalmente se contaron las colonias. 

BIOSELECCIÓN DE scFv Y VH ANTI-Aβ ESPECÍFICOS A 
PARTIR DE UNA BIBLIOTECA DE RATÓN INMUNE 

La selección de scFv y VH de la biblioteca de ratón inmune se llevó a cabo 
esencialmente siguiendo el protocolo descrito en Manoutcharian et al, (2003) y 
Manoutcharian et al, (2004), que brevemente se describe a continuación. 

Para la bioselección de scFv y VH anti-Aβ42 fibrilar, se sensibilizaron 4 pozos de una 
placa de poliestireno de 96 pozos Maxisorp (Nunc, Rochester, NY, USA) con 0.5 
μg/100 μl del péptido Aβ42 (AnaSpec, San Jose, CA, USA) fibrilar disuelto en 
amortiguador de carbonatos pH 9.6 a 4°C toda la noche. Se lavaron los pozos con una 
solución de PBS/0.2% Tween-20 y se bloquearon con una solución de PBS/2% BSA 
durante 1h a 37°C. Después del lavado de los pozos, se adicionaron las bibliotecas de 
ratón inmune y se incubó por 4 hrs. a 4°C y 30 min. a TA. Posteriormente, se lavaron 
los pozos con PBS/0.2% Tween-20 y se eluyeron los fagos con trietilamina (TEA) 0.1M 
durante 30 min. a TA, neutralizando con Tris-HCl (1M), pH 7.5. 

Cada eluído de scFv y VH se tituló en células E. coli TG1 al plaquear sobre agar LB 
con Ampicilina (100 μg/ml) y para el caso de scFv, 2% de glucosa. Se hicieron dos 
rondas de bioselección. 
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SELECCIÓN DE LAS CLONAS QUE TIENEN EL INSERTO DE scFv  O VH DEL 
TAMAÑO ADECUADO 

De las dos rondas de bioselección de ambas bibliotecas de ratón inmune, se 
determinó qué clonas tenían el inserto (VH o scFv) y se caracterizaron como se indica 
a continuación:  

Para determinar qué porcentaje de fagos expresaron el inserto (VH o scFv), se picaron 
al azar colonias de las placas empleadas para titular la biblioteca. Para extraer el DNA 
se tomó una muestra de cada colonia y fueron colocadas en 20 μl de agua mili-Q 
estéril. En seguida se calentaron a 95ºC durante 10 min. y se centrifugaron a 12000 
r.p.m. durante 10 min. Del sobrenadante (que contiene el DNA de fago recombinante) 
se tomaron 5 μl para amplificarse por PCR, empleando la Taq polimerasa 
(Altaenzymes). Se realizaron 20 ciclos de PCR: 94ºC-30´´, 62ºC-30´´ y 70ºC-30´.  

ELISA DE LAS CLONAS DE scFv Y VH DE RATÓN INMUNE DE LA PRIMERA 
Y SEGUNDA RONDA DE BIOSELECCIÓN 

Se realizó un ELISA con las clonas con el tamaño del inserto adecuado, que se 
obtuvieron de la primera y segunda ronda de bioselección de ambas bibliotecas 
(1011fagos/100 μl/pozo/clona), de acuerdo al protocolo descrito anteriormente.  

La dilución de los fagos se hizo en una solución de PBS/0.1% BSA/0.1% Tween-20 
durante 4 hrs. a 4ºC y 30 min. a TA. Transcurrido este tiempo la placa  fue lavada y la 
interacción de los fagos con el péptido Aβ se reveló  con 100 μl de un anticuerpo 
monoclonal anti-M13 (dilución 1:5000) acoplado a la enzima HRP y se reveló con 
ABTS. Como control negativo se utilizó fago M13. Como control positivo se  utilizó una 
dilución del fago (bB4.4) que expresa un scFv previamente reportado que reconoce al 
péptido Aβ42 (Gevorkian et al, 2004). Se leyó la placa a una absorbencia de 405 nm 
con referencia a 450 nm en un lector automatizado (Opsys Mr, Dynex Tech., Chantilly, 
VA, USA).  

PREPARACIÓN DE ADDLS 

MONOMERIZACIÓN 
Para la monomerización del péptido Aβ42 (Anaspec Inc., San Jose, CA, USA) se 
disolvió en 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) a 5 mM (Sigma), siguiendo el 
protocolo de Klein (2002). Se hicieron alícuotas y se dejó evaporar el HFIP por toda la 
noche en la campana de extracción. Se eliminaron trazas de humedad al evaporar en 
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el speedvaccum durante 30 min. a TA. Se guardaron las alícuotas a -20°C con 
desecador para su uso posterior. 

OLIGOMERIZACIÓN (ADDLS) 
Una alícuota de 90 μg de monómero del péptido Aβ se disolvió en 4 μl de 
Dimetilsulfóxido anhidro (5 mM) (DMSO, Sigma), se sonicó (Aquasonic, VWR 
Scientific Products, Model SOT) por 10 min. Se agregaron agitando 196 μl de PBS y 
se sonicó por otros 10 min. La concentración final del stock fue de 100 μM. La solución 
se dejó en agitación suave al menos por 72 hrs. a 4°C.  

BIOSELECCIÓN DE scFv ANTI-ADDLS A PARTIR DE UNA 
BIBLIOTECA DE scFv DE HUMANO NO INMUNE 

Para la bioselección de scFv de la biblioteca de humano (naϊve) con ADDLs, se siguió 
el protocolo descrito anteriormente.  

 Cada eluído se tituló en células E. coli TG1 plaqueadas sobre agar LB con Ampicilina 
(100 μg/ml) (Sigma) y 2% de glucosa (Sigma). Se hicieron cuatro rondas de 
bioselección. 

ELISA DE LAS CLONAS DE scFv DE HUMANO NO INMUNE DE LA TERCERA 
Y CUARTA RONDA DE BIOSELECCIÓN 

Las clonas que se obtuvieron de la tercera y cuarta ronda de bioselección que tuvieron 
el tamaño del inserto adecuado, se evaluaron por medio de un ensayo de ELISA de 
acuerdo al protocolo descrito con anterioridad.  

MAPEO DE EPÍTOPOS DE LAS CLONAS POSITIVAS (scFv Y 
VH) USANDO PÉPTIDOS TRUNCADOS DEL PÉPTIDO Aβ42  

Para determinar qué región del Aβ42 es reconocida por las clonas seleccionadas, se 
empleó un protocolo estándar de ELISA descrito por Gevorkian (2004). En este 
ensayo se emplearon placas de poliestireno Maxisorp (Nunc, Rochester, NY, USA) de 
96 pozos. Se adsorbió el péptido Aβ42 (0.2 μg/100 μl/pozo) diluido en amortiguador de 
carbonatos (pH 9.6). Se empleó una concentración de 0.5 μg/100 μl para los péptidos 
truncados Aβ8-42, Aβ1-16, Aβ12-28 y Aβ17-42 (AnaSpec, San Jose, CA, USA) y para el 
péptido no relacionado (AnaSpec, CA, USA). Para todos los péptidos la incubación fue 
durante toda la noche a 4°C. Después de la adsorción del antígeno peptídico, los 
pozos se lavaron cuatro veces con un sistema para microplacas automatizado 
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(Denley, Well Wash 4). Para los lavados se empleó una solución de PBS/0.2% Tween-
20 (Sigma) a pH 7,4. Posteriormente, se llevó a cabo un procedimiento de bloqueo con 
200 μl de la solución PBS/2% leche descremada durante 1 hr. a 37ºC. La placa se 
sometió a otro procedimiento de lavado como se mencionó anteriormente. Se 
agregaron 1X1011 fagos/pozo de cada clona, que tuvieran el tamaño del inserto 
adecuado y que reconocieran al péptido Aβ42. Se empleó la misma cantidad de una 
clona negativa, para usarlo como control negativo. La dilución de los fagos se hizo en 
una solución de PBS/2% leche descremada/0.2% Tritón X-100 (Sigma) durante 4 hrs. 
a 4ºC y 30 min. a TA. Transcurrido este tiempo la placa  fue lavada de la forma 
anteriormente señalada. Los fagos que quedaron en la placa interactuando con el 
péptido Aβ fueron revelados con 100 μl de un anticuerpo monoclonal anti-M13 
acoplado a la enzima HRP (Amersham, Pharmacia, Biotech, USA), durante 1 hr. a 
37ºC. El anticuerpo conjugado a HRP fue diluido 1:5000 en PBS/2% leche 
descremada/0.2% Tritón X-100. Posteriormente se lavó de la forma anteriormente 
indicada. La reacción se desarrolló con 100 μl/pozo del sustrato 2,2-azino-di-(3-
etilenziazolano-6-ácido sulfónico) ("ABTS", Zymed, USA) a 37ºC y se leyó la placa a 
una absorbancia de 405 nm con referencia a 450 nm en un lector automatizado 
(Opsys Mr, Dynex Tech., Chantilly, VA, USA). 

ENSAYOS DE INHIBICIÓN DE LA NEUROTOXICIDAD MEDIADA 
POR ADDLS (Aβ-DERIVED DIFFUSIBLE LIGANDS) EN 
CÉLULAS DE NEUROBLASTOMA HUMANO (SH-SY5Y), CON 
TODAS LAS CLONAS POSITIVAS DESPLEGADAS EN FAGO 
(scFv Y VH) 

Todas las clonas positivas de fragmentos de anticuerpo desplegados en fago en 
ELISA fueron evaluadas en ensayos in vitro, con células SH-SY5Y de neuroblastoma 
humano (ATTC, VA, USA), con el fin de determinar la capacidad protectora de estos 
fragmentos de anticuerpos. 

En estos ensayos se sembraron en placas de cultivo de poliestireno de 96 pozos 
(Costar, Corning Incorporated, NY, USA), 10 000 células/200 μl de medio de cultivo 
DMEM/F12 (1:1) (Gibco-Invitrogen, NY, USA) con 10% SFB (Gibco-Invitrogen, NY, 
USA), 1% penicilina/estreptomicina (Gibco-Invitrogen, NY, USA) y 10 μM de ácido 
retinoico (Sigma) para su diferenciación. Después de 8 días, se lavaron las células con 
PBS y se agregaron los ADDLs (AnaSpec, San Jose, CA, USA) en medio OPTI MEM 
(en ausencia de SFB y rojo de fenol) (Gibco-Invitrogen, NY, USA) con 200 μg/ml de 
penicilina (Sigma) y 200 μg/ml de estreptomicina (Sigma). Las clonas seleccionadas, 
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fueron preincubadas por 24 hrs. con los ADDLs a 4°C y posteriormente esta mezcla se 
adicionó a las células de neuroblastoma de humano SH-SY5Y. El péptido sintético 
Aβ35-25 (AnaSpec, San Jose, CA, USA) fue empleado como control negativo. Al término 
de una incubación del tratamiento de 24 hrs., se midió la viabilidad celular mediante la 
cuantificación de la actividad redox con un kit de XTT (Sodium 3´{1-
[pheylaminocarbonyl]-3-4 tetrazolium}-bis {4-methoxy-6-nitro} benzene sufonic acid 
hydrate) (Cell Proliferation Kit XTT, Roche, IN, USA). Se reduce el XTT por el 
metabolismo activo de las células por acción de enzimas mitocondriales que 
transforman la sal de tetrazolio en el colorante formazán, que es cuantificado en un 
espectrofotómetro después de una incubación de 4 hrs. a 37°C y 5% CO2 (Opsys Mr, 
Dynex Tech, Chantilly, VA, USA). 

EXPRESIÓN DE LOS FRAGMENTOS DE ANTICUERPOS (scFv) SOLUBLES 
MEDIANTE LA SUBCLONACIÓN EN EL VECTOR DE EXPRESIÓN PSYN1 

Los insertos de scFv o VH fueron subclonados en el vector de expresión pSyn1, para 
la expresión de fragmentos de anticuerpos solubles. El vector de expresión pSyn1 está 
construido de tal manera que permite insertar una secuencia determinada y fusionarla 
al gen que codifica para el péptido señal de la pectato-liasa B (Pel B), lo que promueve 
la secreción de la proteína de interés al periplasma bacteriano. Su expresión es 
inducida con IPTG (isopropil tio-β-D-galactosido) y su regulación se encuentra bajo el 
promotor lac. Presenta genes que le confieren al huésped resistencia a ampicilina y a 
kanamicina, pero esta última es eliminada al insertar una secuencia en el vector. El 
producto expresado contiene la etiqueta c-myc y la etiqueta 6-His en el extremo C-
terminal, lo que facilita su purificación (Figura 3).  

 

                                                                                                                                              (Riaño-Umbarilla et al, 2005) 

Figura. 3. Vector de expresión pSyn1, que permite expresar la proteína de interés fusionada con la pectato liasa B 
(Pel B), para que se secrete en el periplasma bacteriano. La proteína de interés expresada contiene la etiqueta c-
myc y 6-His en el extremo C-terminal, lo que facilita su purificación. 

La expresión en pSyn1 y la purificación de los fragmentos de anticuerpos solubles se 
realizó siguiendo el reporte de Riaño-Umbarilla et al (2005).  

Los insertos (DNA) de las clonas positivas de scFv fueron digeridos con Sfi I (New 
England Biolabs, USA) y Not I (New England Biolabs, USA). Posteriormente ligadas en 
el vector de expresión pSyn1 (DNA ligasa, New England Biolabs, USA). Las bacterias 
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E. coli TG1 fueron transformadas por electroporación con las construcciones (en 5 s a 
2.5 Kvolts y 2.5 μF en un sistema de Gene Pulser II, Bio-Rad, USA). Se crecieron las 
células recombinantes en un volumen de 500 ml de medio 2X YT (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA) hasta alcanzar una densidad óptica de A600=0.7 a 37°C. 

La expresión de los scFv fue inducida con 1 mM de IPTG (Sigma). Después de 12 
hrs., las células se cosecharon mediante centrifugación (600 r.p.m., 10 min., 4°C). El 
pellet fue resuspendido en 12.5 ml de amortiguador de extracción periplásmica (PPB) 
(20% sacarosa/1 mM EDTA/30 Mm Tris HCl, pH 8.0). La mezcla fue incubada en hielo 
por 20 min. Las células fueron centrifugadas a 6440 x g a 4°C por 20 min. El 
sobrenadante, que contiene las proteínas de scFv, fue colectado para su purificación 
posterior.  

El pellet fue resuspendido en 5 mM de MgSO4, se incubó en hielo durante 20 min. y se 
centrifugó a 6440 g a 4°C por 20 min. Los sobrenadantes de PPB y MgSO4 fueron 
mezclados y dializados dos veces contra 4 L de PBS. Finalmente, los scFv fueron 
purificados mediante cromatografía de afinidad Ni2+-NTA (Invitrogen, USA), y eluídos 
con 2 ml de imidazol a 250 mM y dializados contra PBS.  

PRODUCCIÓN DE BACULOVIRUS RECOMBINANTES PARA LA EXPRESIÓN 
DE VH 

CÉLULAS Y CULTIVO  

Las células utilizadas para propagar los Baculovirus recombinantes fueron Sf21 o Sf9 
de Spodoptera frugiperda (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y fueron cultivadas en 
monocapa y/o suspensión en medio Grace’s (Sigma, St Louis, MD, USA) 
suplementado con 10 % (vol/vol) de suero fetal bovino, 1% de yeastolate, 1% de 
hidrolizado de lactalbumina y 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco, Grand Island, 
NY, USA.) e incubadas a 27 °C. En el caso de las células crecidas en suspensión se 
añadió 0.1% de ácido plurónico F68 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y se incubaron a 
27°C y con una agitación de 100 r.p.m.  

CONSTRUCCIÓN DE LOS PLÁSMIDOS DE TRANSFERENCIA  

Los plásmidos de transferencia pBlueHis-VH1.27, pBlueHis-VH2.8 y pBlueHis-1.28, 
fueron generados mediante la clonación de los fragmentos de PCR amplificados a 
partir de los VH clonados en pG8SAET. Para la amplificación se utilizó Taq DNA 
polimerasa de alta fidelidad (Expand High PCR System, Roche Biochemicals, USA) y 
los oligonucleótidos utilizados fueron para VH 1.27: 5-atcagatctgaaatgcagcagtca-3’ y 
5’-agagtcgactggagacggtgaccgtggt-3’; VH 2.8: 5’-atcagatctcaggtcaaactgcaggagggag-3’ 
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y 5’ atcgtcgactggagacggtgaccgt-3; VH 1.28: 5’-atcagatctcaagtgcaggagtctgg-3’ y 5’-
atcgtcgactggagacggtgaccg-3’, los cuales contienen los sitios de restricción BglII y SalI 
(subrayedas). Las condiciones de PCR fueron desnaturalización inicial 95 °C por 2 
min.; 30 ciclos a 95°C-1´, 55°C-1´ y 72°C-1 y una extensión final a 72°C-10´. Los 
fragmentos amplificados fueron sujetos a electroforesis y purificados (QIAquick Gel 
Extraction Kit) para después ser ligados en el plásmido pBlueHis2B (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA) (previamente digerido con las enzimas de restricción BglII y SalI) 
utilizando la T4 DNA ligasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Para analizar la 
integridad de las secuencias de los VHs, los plásmidos de transferencia fueron 
secuenciados utilizando el primer BacPCRFw 5’-tactgttttcgtaacagttttg-3’ el cual se 
encuentra río arriba de la región de poli-histidinas (polyHis). La predicción de la 
secuencia final de aminoácidos se llevo a cabo utilizando el software ExPASy 
(http://ca.expasy.org/tools/dna.html). 

PRODUCCIÓN DE LOS BACULOVIRUS RECOMBINANTES 

Los baculovirus recombinantes BacHisVH1.27, BacHis-VH2.8 y BacHis-VH1.28, 
fueron generados mediante recombinación homóloga de los plásmidos de 
transferencia con el DNA genómico lineal de AcMNPV Bsu36I Bac-N-Blue (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA). En todos los casos, los VHs fueron incorporados bajo el promotor 
de la polihedrina dentro del genoma de AcMNPV Bsu36I Bac-N-Blue. Tanto los 
plásmidos de transferencia como el DNA genómico lineal de AcMNPV fueron co-
transfectados mediante lípidos catiónicos (CELLFECTINE®, Invitrogen Carlsbad, CA, 
USA) en células Sf9. Una semana después, el medio de cultivo fue recolectado y 
diluido para realizar ensayos en placa utilizando agarosa de bajo punto de fusión 
(Sigma, St Louis, MD, USA) y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactosido (X-gal, Sigma, 
St Louis, MD, USA) para detectar la expresión del gen lacZ y confirmar la producción 
de baculovirus recombinantes. Después de dos rondas de purificación, los baculovirus 
fueron amplificados durante 7 días en células Sf21 o Sf9 cultivadas en suspensión. 
Finalmente, el medio se centrifugó a 3000 r.p.m. durante 15 min. y el sobrenadante fue 
recolectado para realizar ensayos en placa y conocer el título viral. Los títulos virales 
obtenidos fueron de aproximadamente 1x108 ufc/ml. 

PRODUCCIÓN Y PURIFICACIÓN DE LOS VH  

Para la producción de los VH se utilizaron 1x108 células Sf9 cultivadas en 50 ml de 
medio Grace’s (2x106/ml) y se infectaron a 5 multiplicidades de infección (MOI) con el 
baculovirus recombinante. Las células se dejaron incubar durante 72 hrs. para la 
expresión de los VH. Las células se centrifugaron a 1200 r.p.m. durante 5 min. y el 
sobrenadante fue desechado. Posteriormente las células fueron lisadas con un 
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amortiguador de lisis para células de insecto (10mM Tris, 130 mM NaCl, 1% (v/v) 
Tritón X-100, 10 mM NaF, 10 mM Pirofosfato de sodio y amortiguador de fosfato de 
sodio 20 mM) con inhibidores de proteasas mini Complete (Roche, USA) e incubadas 
en hielo en esta solución durante 60 min. Al término de esta incubación para su 
aclaramiento se centrifugó la solución a 40 000 x g a 4°C durante 30 min. eliminando 
el pellet. Finalmente, los VH fueron purificados mediante cromatografía de afinidad 
Ni2+-NTA (Invitrogen, USA) y eluídos con 1 ml de imidazol a 250 mM.  

ANÁLISIS POR WESTERN-BLOT DE FRAGMENTOS DE ANTICUERPOS 
SOLUBLES  

Para detectar los fragmentos de anticuerpo solubles purificados por la columna de 
Ni2+-NTA se cargó 0.36 µg/12 µl de la fracción purificada en un gel comercial de 
poliacrilamida NuPAGE 4-12% Bis-Tris Gel (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), con el 
amortiguador de corrida MES (MES SDS Running Buffer, NuPAGE, Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA) a 100 V durante una 1 hr. 45 min. en un equipo Xcell Sure Lock 
Mini-Cell (Invitrogen, CA, USA). 

Las proteínas separadas en el gel fueron transferidas hacia una membrana de 
nitrocelulosa (Bio-Rad, USA), utilizando una cámara de transferencia semiseca (Trans-
Blot Semi-Dry, Bio Rad) y el amortiguador de transferencia a pH 8.35 (Tris 0.025 M, 
Glicina 0.193 M y 20% de Metanol), durante 45 min. a 25 V, para posteriormente ser 
examinadas utilizando el anticuerpo específico para la etiqueta de la proteína (anti c-
myc, Zymed-Invitrogen, CA, USA).  

Para el inmunoblot, se lavó la membrana con PBS; se bloqueó con una solución de 
PBS/ 2% leche descremada durante 2 hrs. en agitación a TA. Posteriormente, se lavó 
la membrana en tres ocasiones con una solución de PBS/0.2% Tween-20 (Sigma). Se 
realizó la incubación de la membrana con el anticuerpo anti c-myc (dilución 1:1000) 
durante toda la noche a 4°C en PBS/2% leche descremada/0.2% Tritón X-100 (J.T. 
Baker). Para el revelado de la membrana se empleó un anticuerpo de cabra anti IgG1 
de ratón conjugado a HRP a una dilución 1:2500 (Zymed-Invitrogen, CA, USA) durante 
1 hrs. en agitación a TA. La membrana fue lavada de la misma forma antes 
mencionada. Las bandas inmunoreactivas fueron detectadas empleando el kit de 
quimioluminiscencia ("SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate kit", 
Pierce, USA).   
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ENSAYOS DE INHIBICIÓN DE LA NEUROTOXICIDAD MEDIADA 
POR ADDLS, EN CÉLULAS DE NEUROBLASTOMA HUMANO 
(SH-SY5Y), CON scFv SOLUBLES. 

Todas las clonas positivas de scFv solubles fueron evaluadas en ensayos in vitro en 
células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) (ATTC, VA, USA), con el fin de 
determinar la capacidad protectora de estos fragmentos de anticuerpos solubles. 

En estos ensayos se sembraron en placas de cultivo de poliestireno de 96 pozos 
(Costar, Corning Incorporated, NY, USA), 40 000 células/200 μl de medio de cultivo 
DMEM/F12 (1:1) (Gibco-Invitrogen, NY, USA) con 10% SFB (Gibco-Invitrogen, NY), 
1% penicilina/espreptomicina (Sigma) y 10 μM de ácido retinoico (Sigma) para su 
diferenciación, con cambio de medio cada dos días. Después de 10 días, se lavaron 
las células con PBS y se adicionaron diferentes concentraciones molares crecientes 
de cada clona de scFv (a una relación molar de anticuerpo:ADDLs 1:5, 1:10 y 1:20), 
manteniendo constante la concentración de ADDLs (5 μM) (AnaSpec, San Jose, CA, 
USA) en medio OPTI MEM (Gibco-Invitrogen, NY, USA)  con 200 μg/ml de penicilina y 
estreptomicina (en ausencia de SFB y rojo de fenol) en un volumen final de 100 
μl/pozo. Al término de una incubación de 24 hrs., se mide la viabilidad celular 
mediante la cuantificación de la actividad redox con un kit de XTT (Sodium 3´{1-
[pheylaminocarbonyl]-3-4 tetrazolium}-bis {4-methoxy-6-nitro} benzene sufonic acid 
hydrate) (Cell Proliferation Kit XTT, Roche, IN, USA),  después de 4 hrs. de incubación 
a 37°C y 5% de CO2. 

Los resultados han sido confirmados a través de la repetición experimental en tres 
ocasiones, permitiendo mostrar esta información con criterios de reproducibilidad.  

El control negativo es el péptido Aβ35-25 (5 μM) (Anaspec, San Jose, CA, USA), que no 
es tóxico para las células. El control positivo es la staurosporina (1 μM) (Sigma), un 
agente inductor de apoptosis. 

ANÁLISIS POR INMUNOHISTOQUÍMICA DE SECCIONES 
CORONALES DE CEREBROS DE RATONES wt Y Tg2576 CON 
scFv SOLUBLES 

Se realizó la inmunohistoquímica de secciones coronales de cerebros de ratones 
transgénicos de la EA (Tg2576), para determinar si los fragmentos de anticuerpo 
reconocían las placas densas presentes en dichos animales. La línea de ratones 
transgénicos Tg2576 sobreexpresa la APP con la doble mutación sueca 
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KM670/671NL bajo el control del promotor de la proteína del prión en una cepa híbrida 
C57B6 x SJL. Estos animales desarrollan con la edad, déficit de memoria y 
aprendizaje asociados a la aparición de placas amiloides en áreas límbicas y 
corticales que se inicia en torno al año de edad (Hsiao et al, 1996).  

Las secciones coronales de cerebros de ratón (40 µm) fueron tratadas siguiendo la 
metodología previamente reportada por Petrushina (2007), que brevemente consistió 
en lavar el tejido con TBS (Tris-HCl 100 mM /150 mM NaCl, pH 7.5) y pretratar con 
ácido fórmico al 70% (J.T. Baker, USA) por 10 min. Posteriormente, las secciones se 
lavaron con TBS y se eliminó el exceso de peroxidasas presentes en el tejido 
incubándolo con una solución de 3% H2O2 y 10% de metanol en TBS durante 30 min. 
Después de esta incubación, las secciones se lavaron con TBS durante 5 min., 
seguido de un lavado con TBS-A (TBS/0.1% Tritón X-100) por 15 min. y por último con 
TBS-B (TBS/0.1% Tritón X-100/2% BSA) por 30 min. Para la incubación de los scFv 
anti-Aβ (5 μg/ml) en el tejido (durante toda la noche) y revelado se empleó el kit MOM 
(“Mouse antibodies on mouse tissue”, Vector Laboratories, USA), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Se desarrolló la reacción de tinción con el cromógeno 
3,3´-diaminobencidina (DAB, Sigma).  

ANÁLISIS POR INMUNOFLUORESCENCIA DE SECCIONES 
CORONALES DE CEREBROS DE RATONES wt Y Tg2576 
EMPLEANDO scFv Y VH SOLUBLES  

INMUNOFLUORESCENCIA DE SECCIONES CORONALES DE CEREBROS 
EMPLEANDO FRAGMENTOS DE ANTICUERPOS SOLUBLES (scFv Y VH) Y 
THIOFLAVINA T 

Las secciones coronales (40 μm) de cerebros de ratones transgénicos de la EA 
(Tg2576) y wt, se trataron para inmunohistología por fluorescencia. 

Los cortes fueron lavados 2X con TBS  y tratados con una solución de 3% H2O2/10% 
metanol/TBS durante 30 min., para eliminar el exceso de peroxidasas presentes en el 
tejido. Después de esta incubación, las secciones fueron sometidas a un 
procedimiento de lavado, que consistió en incubarlos con TBS durante 5 min., seguido 
de TBS-A  por 15 min. y por último con TBS-B por 30 min. La incubación de los scFv y 
VH anti-Aβ (5 μg/ml) con el tejido se realizó en la misma solución de TBS/5% suero de 
cabra (Sigma) durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, los cortes fueron lavados 
durante 5 min. con la solución de TBS, TBS-A y TBS-B y se realizó una incubación del 
tejido con el anticuerpo anti-c-myc (dilución 1:1000) (Zymed-Invitrogen, Carlsbard, CA, 
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USA) en la solución bloqueadora de TBS/5% suero de cabra (Sigma) durante 2 hrs. a 
TA. Los cortes fueron lavados como se mencionó anteriormente para proseguir con la 
incubación del anticuerpo anti-IgG de ratón hecho en cabra conjugado al fluorocromo 
TRITC (dilución 1:300) (Sigma) durante 1 hr. a TA. A continuación los cortes fueron 
lavados en tres ocasiones con la solución de TBS durante 5 min.; en dos ocasiones 
con H2O milli-Q durante 5 min. y en dos ocasiones con etanol al 50% durante 5 min. 
Se realizó la incubación con una solución 0.5% thioflavina T/50% etanol durante 7 min. 
Al término de esta incubación, se lavaron las secciones de tejido en dos ocasiones 
durante 5 min. con 50% etanol, H2O milli-Q, TBS y PBS, para terminar con el montaje 
de dichas secciones. 

INMUNOFLUORESCENCIA DE SECCIONES CORONALES DE CEREBROS DE 
RATONES WT Y TG2576 EMPLEANDO UN ANTICUERPO ANTI-Aβ DE 
CONEJO Y scFv SOLUBLES  

Para la doble inmunofluorescencia de secciones coronales de cerebros de ratones 
transgénicos de la EA (Tg2576) y wt, todos los cortes fueron lavados en una ocasión 
con TBS y H2O milli-Q. Se realizó el pretratamiento de las secciones con ácido fórmico 
al 70% durante 10 min. a TA, seguido de dos lavados con TBS durante 5 min. Para 
eliminar el exceso de peroxidasas presentes en el tejido, fue necesario el bloqueo 
previo de las peroxidasas endógenas, empleando una solución de TBS /10% 
metanol/3% H2O2 durante 30 min. a TA. 

Después de esta incubación, las secciones fueron sometidas a un procedimiento de 
lavado que consiste en un lavado con TBS durante 5 min., seguido de un lavado con 
TBS-A por 15 min. y por último un lavado con TBS-B por 30 min. La incubación de los 
scFv anti-Aβ (5μg/ml) en el tejido se realizó en la solución de TBS/5% suero de cabra 
(Sigma) durante toda la noche a 4°C. Posteriormente los cortes fueron lavados 
durante 5 min. con la solución de TBS, TBS-A y TBS-B. Se realizó una incubación del 
tejido con el anticuerpo anti-c-myc (dilución 1:1000) en la solución TBS/5% suero de 
cabra (Sigma) durante 2 hrs. a TA. Los cortes fueron lavados como se mencionó 
anteriormente para proseguir con la incubación con el anticuerpo secundario 
AlexaFluor 488 hecho en cabra anti-ratón-sfx kit (Invitrogen, USA) (dilución 1:500) 
durante 2 hrs. a TA. A continuación los cortes fueron lavados durante 5 min. con la 
solución de TBS, TBS-A y TBS-B. Se realizó una incubación del tejido con un 
anticuerpo de conejo  anti-Aβ (dilución 1:1000) en la solución TBS/5% suero de cabra 
(Sigma) durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, los cortes fueron lavados 
durante 5 min. con la solución de TBS, TBS-A y TBS-B e incubados con el anticuerpo 
secundario de cabra anti-conejo Alexa-fluor 594 (Invitrogen, USA) (dilución 1:1000) por 
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dos hrs. a TA. Finalmente, el tejido es lavado durante 5 min. con la solución de TBS, 
TBS-A y TBS-B para su montaje. 

ANÁLISIS POR MICROSCOPIA CONFOCAL DE LA UNIÓN DE LOS scFv 
SOLUBLES AL PÉPTIDO Aβ EN SECCIONES CORONALES DE CEREBROS 
DE RATONES wt Y TG2576  

 El análisis por microscopia confocal se llevó a cabo en un sistema confocal FV1000 
Olympus (Olympus Tokyo, Japan), empleando el objetivo de 60x UPLSAPO 
(NA=1.35). La fluorescencia de la thioflavina T (thioflavin T) o FITC fue obtenida 
después de excitar las muestras a 488 nm y las lecturas fueron registradas a 540 nm. 
Para la detección de Alexa-594, la longitud de onda de excitación fue 554 nm y la 
longitud de emisión fue registrada a 576 nm. El análisis de las imágenes y las 
reconstrucciones en tres dimensiones (3D) se llevaron a cabo utilizando el software 
Imaris 5.0.3 (Bitplane, Imaris™, Saint Paul, MN, USA.). Los controles fueron tratados 
con la misma intensidad de láser que para los scFv y VH 
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RESULTADOS 

COMPLEJIDAD DE LA BIBLIOTECA DE FRAGMENTOS DE 
ANTICUERPOS (scFv) ANTI-Aβ42   

La diversidad o complejidad de la biblioteca de fragmentos de anticuerpos (scFv) anti-
Aβ42 fibrilar expresada en el bacteriófago M13 fue de 2 x 105 ufc/ml (unidades de 
formación de colonia/ml). La complejidad representa la variabilidad de la biblioteca es 
decir, la cantidad de fagos que tienen genoma diferente en la biblioteca. 

EVALUACIÓN DE FAGOS QUE EXPRESAN scFv Y VH EN LA BIBLIOTECA 
DE RATÓN INMUNE ANTI-Aβ42  
Se determinó el porcentaje de fagos que expresan los scFv en la biblioteca de ratón 
inmune (Figura 4). El DNA se obtuvo de 6 colonias de la cepa TG1 infectadas con la 
biblioteca de scFv. Dicho DNA se amplificó mediante PCR de colonias. Es importante 
mencionar que los scFv están formados a partir de los genes de las regiones variables 
(V) de las inmunoglobulinas de células de bazo (esplenocitos) de ratones inmunes 
anti-Aβ42. Los genes de la región variable de la cadena pesada (VH) son de 400 pb, 
mientras que los genes de la región variable de la cadena ligera (VL) son de 350 pb. 
Además los scFv contienen un linker de 15 aminoácidos (Gly4Ser)3 de 45 pb. Este 
péptido linker flexible se diseñó específicamente para poder unir el espacio de 3.5 nm 
que existe entre el carboxilo terminal de la cadena VH y el amino terminal de la 
cadena VL. Esta construcción facilita el acoplamiento de la cadena y minimiza 
problemas de recircularización y agregación que se presentan cuando las dos 
cadenas se expresan de manera individual.  

En la figura se muestra el porcentaje de clonas con el tamaño de inserto adecuado (≈ 
800 pb) de la biblioteca original, es decir, antes de ser sometida a un procedimiento de 
bioselección. De las seis colonias evaluadas, cuatro tuvieron el inserto del tamaño 
adecuado, lo cual corresponde a un porcentaje del 66% (Figura 4). 

                       

Figura 4. Electroforesis en gel de TAE-agarosa 1.5x con tinción de bromuro de etidio e iluminación con luz UV de 
seis colonias de la biblioteca de scFv de ratón inmune. El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular. El 
carril 4 representa el control de PCR. Los carriles 6-10 representan el DNA de fagos de la biblioteca de sFv. El 
asterisco (*) de los carriles 6, 8, 9 y 10 corresponden a la clonas con el tamaño del inserto adecuado (≈ 800 pb). 
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COMPLEJIDAD DE LA BIBLIOTECA DE FRAGMENTOS DE 
ANTICUERPOS (VH) ANTI-Aβ42    

La diversidad o complejidad de fagos recombinantes de la biblioteca de fragmentos de 
anticuerpos (VH) anti-Aβ42 fibrilar expresada en el fago M13 fue de 8 x 104 (ufc/ml). 

EVALUACIÓN DE FAGOS QUE EXPRESAN VH EN LA BIBLIOTECA DE 
RATÓN INMUNE ANTI-Aβ42    

Se determinó el porcentaje de fagos que expresan los VH de 340 pb, tamaño 
correspondiente al VH clonado en el genoma del fago. El DNA fue obtenido de 6 
colonias, de la cepa TG1 infectadas con la biblioteca de VH. El DNA se amplificó por 
PCR utilizando F8 y PYSAET, que mapean 350 nucleótidos fuera del fragmento VH. 
En el gel de agarosa se esperaba observar un fragmento de aproximadamente 690 pb. 
De la biblioteca original, de las seis colonias evaluadas, solamente dos tuvieron el 
inserto del tamaño adecuado (Figura 5), lo cual corresponde al 33%. 

                      

Figura 5. Electroforesis en gel de TAE-agarosa 1.5x con tinción de bromuro de etidio e iluminación con luz UV de 
seis colonias de la biblioteca de VH de ratón inmune. En donde el carril 1 representa el marcador de peso 
molecular, el carril 2 es el control de PCR. Los carriles 5-10 representan el DNA de fagos de la biblioteca de VH. El 
asterisco (*) del carril 7 y 10 corresponden a las clonas con el inserto VH del tamaño adecuado (≈ 690 pb). 
 

BIOSELECCIÓN DE scFv Y VH DE RATÓN INMUNE ANTI-Aβ42 
ESPECÍFICOS  

Para identificar clonas reactivas al péptido Aβ42 en las bibliotecas de anticuerpos scFv 
y VH anti- Aβ42, se realizaron dos rondas de bioselección con el péptido Aβ42 

inmovilizado en placa. 

En la tabla 2 se muestran los títulos de los eluídos obtenidos en dos rondas de 
bioselección de la biblioteca de scFv de ratón inmune anti-Aβ42 fibrilar. Los datos de 
entrada corresponden a la cantidad de fagos adicionados a cada pozo de la placa. Los 
datos de salida representan a los fagos que reaccionaron con el péptido Aβ42 en la 
placa y que fueron eluídos. 
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Ronda Entrada 

(ufc/ml) 

Salida 

(ufc/ml) 

1a 2x1013 4x106 

2a 1x1014 3x107 

 
Tabla 2. Títulos de los eluídos de la biblioteca de scFv de ratón inmune anti-Aβ42 fibrilar en cada ronda de 
bioselección. El título de entrada corresponde al usado para la bioselección y el de salida, el título obtenido de cada 
ronda de bioselección. 

 

En la tabla 3 se muestran los títulos de los eluídos obtenidos en dos rondas de 
bioselección de la biblioteca de VH. 

Ronda Entrada 

(ufc/ml) 

Salida 

(ufc/ml) 

1a 1x1011 2.4x105 

2a 4x1012 6x106 

 
Tabla 3. Títulos de los eluídos de la biblioteca de VH de ratón inmune anti-Aβ42 fibrilar en cada ronda de 
bioselección. El título de entrada corresponde al usado para la bioselección y el de salida el título obtenido de cada 
ronda de bioselección. 

 

EVALUACIÓN DE LAS CLONAS DE LAS BIBLIOTECAS DE scFv Y VH DE 
RATÓN INMUNE ANTI-Aβ42 CON EL TAMAÑO DE INSERTO ADECUADO  

Para identificar clonas reactivas al péptido Aβ42 fibrilar de las bibliotecas de 
anticuerpos de scFv o VH de ratón inmune anti-Aβ42 fibrilar, se realizaron dos rondas 
de bioselección con el péptido inmovilizado en placa. 

Después de la primera ronda de bioselección de la biblioteca de scFv de ratón inmune 
anti-Aβ42 fibrilar, se picaron al azar 20 clonas y se analizaron. De las 20 clonas 
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seleccionadas, 7 clonas tuvieron el tamaño de inserto adecuado (≈ 800 pb), lo cual 
corresponde al 35% (Figura 6). 

Se colectaron aleatoriamente diferentes clonas después de cada ronda de 
bioselección, para identificar aquellas con el tamaño de inserto adecuado. 
Posteriormente, fueron evaluadas en un ensayo de ELISA.  

       
Figura 6. Análisis por PCR de las clonas obtenidas de la primera ronda de bioselección de la biblioteca de scFv de 
ratón inmune anti-Aβ42 fibrilar. (A y B) El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular. El carril 2 
corresponde al control de PCR. Los carriles del 3-12 representan a los productos de PCR amplificados del DNA de 
clonas de la primera ronda de bioselección. El asterisco (*) indica las clonas que tienen el tamaño del inserto 
adecuado. Gel de TAE-agarosa 1.5x con tinción de bromuro de etidio e iluminación con luz UV. 

 

Se hizo una segunda ronda de bioselección de la biblioteca de scFv de ratón inmune 
anti-Aβ42 fibrilar y se picaron al azar 20 clonas para su análisis. De las 20 clonas 
seleccionadas, ninguna tuvo el tamaño de inserto adecuado (≈ 800 pb) (Dato no 
mostrado). 

Después de la primera ronda de bioselección de la biblioteca de VH de ratón inmune 
anti-Aβ42 fibrilar, se picaron al azar 40 clonas y se analizaron. De las 40 clonas 
seleccionadas, 13 clonas tuvieron el tamaño de inserto adecuado (≈ 690 pb), lo cual 
corresponde al 32.5% (Figura 7). 
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Figura 7. Análisis por PCR de las clonas obtenidas de la primera ronda de bioselección de la biblioteca de VH de 
ratón inmune anti-Aβ42 fibrilar. (A-D). El carril 1 representa al marcador de peso molecular. Los carriles del 2-11 
representan a los productos de PCR amplificados del DNA de clonas de la primera ronda de bioselección. El 
asterisco (*) indica las clonas que tienen el tamaño del inserto adecuado. Gel de TAE-agarosa 1.5x con tinción de 
bromuro de etidio e iluminación con luz UV. 

Se hizo una segunda ronda de bioselección de VH anti-Aβ como se describió 
anteriormente. Se picaron al azar 20 clonas y se analizaron. De las 20 clonas 
seleccionadas, 15 tuvieron el tamaño de inserto adecuado (≈ 690 pb), lo cual 
corresponde al 75% (Figura 8). 
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Figura 8. Análisis por PCR de las clonas obtenidas de la primera ronda de bioselección de la biblioteca de scFv de 
ratón inmune anti-Aβ42 fibrilar (A y B). Los carriles del 2-11 representan a los productos de PCR amplificados del 
DNA de clonas de la primera ronda de bioselección. El asterisco (*) indica las clonas que tienen el tamaño del 
inserto adecuado. Gel de TAE-agarosa 1.5x con tinción de bromuro de etidio e iluminación con luz UV. 

BIOSELECCIÓN DE scFv ANTI-ADDLS ESPECÍFICOS A PARTIR 
DE UNA BIBLIOTECA DE scFv DE HUMANO NO INMUNE  

Actualmente se ha observado que no existe una correlación directa entre el número de 
placas amiloides y el daño cognitivo, pero si existe correlación entre la pérdida 
sináptica y los niveles del péptido Aβ soluble, por lo tanto se ha sugerido que la 
patogénesis de la EA involucra especies solubles del péptido Aβ. Estos oligómeros 
solubles (conocidos como ADDLs y protofibrillas) explican la baja correlación entre 
depósitos de fibrillas insolubles del péptido Aβ y la progresión de la EA (Klein, 2002). 
En la actualidad, el número de referencias sobre los efectos protectores potenciales de 
la inmunoterapia con el péptido Aβ en la neutralización de oligómeros del péptido Aβ, 
va en crecimiento. 

Es por esta razón que actualmente existe un gran interés en estas especies solubles 
para el tratamiento de la EA en un estado temprano. Por lo anterior se decidió trabajar 
con una biblioteca de scFv (naϊve) de humano que se tiene disponible en el 
laboratorio, para hacer una nueva bioselección de clonas que reconozcan a los ADDLs 
del péptido Aβ42. 

Para identificar clonas reactivas al péptido Aβ42 soluble (ADDLs) en la biblioteca de 
anticuerpos scFv de humano no inmune, se realizaron cuatro rondas de bioselección 
con el péptido Aβ42 soluble (ADDLs) (AnaSpec, San Jose, CA, USA) inmovilizado en 
placa. 
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En la tabla 4 se muestran los títulos de los eluídos obtenidos en 4 rondas de 
bioselección de la biblioteca de scFv de humano no inmune anti-Aβ42 soluble (ADDLs). 
Los datos de entrada corresponden a la cantidad de fagos adicionados a cada pozo de 
la placa. Los datos de salida representan a los fagos que reaccionaron con los ADDLs  
en la placa y que fueron eluídos. 

Ronda Entrada 

(ufc/ml) 

Salida 

(ufc/ml) 

1a 3.2x1011 5.2x103 

2a 1.3x1012 3.5x103 

3a 1.56x1011 1.3x106 

4a 1.02x1012 1x108 

 
Tabla 4. Títulos de los eluídos de la biblioteca de scFv de humano no inmune en cada ronda de bioselección. El 
título de entrada  corresponde el usado para la bioselección y el de salida, el título obtenido de cada ronda de 
bioselección. 

EVALUACIÓN DE LAS CLONAS DE LA BIBLIOTECA DE scFv DE HUMANO 
NO INMUNE ANTI-ADDLS CON EL TAMAÑO DE INSERTO ADECUADO  

Para identificar clonas reactivas a ADDLs de la biblioteca de fragmentos de 
anticuerpos (scFv) de humano no inmune, se realizaron cuatro rondas de bioselección 
con el péptido inmovilizado en placa. 

Se seleccionaron aleatoriamente diferentes clonas después de cada ronda de 
bioselección, para identificar clonas con el tamaño de inserto adecuado, las cuales 
fueron evaluadas en un ensayo de ELISA posterior.  

Después de la primera ronda de bioselección de la biblioteca de scFv de humano no 
inmune, se picaron al azar 5 clonas y se analizaron. De las 5 clonas seleccionadas, 4 
clonas tuvieron el tamaño de inserto adecuado (≈ 800 pb), lo cual corresponde al 80% 
(Figura 9). 
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Figura 9. Electroforesis en gel de TAE-agarosa 1.5x con tinción de bromuro de etidio e iluminación con luz UV de 
cinco colonias infectadas con la biblioteca de scFv de humano no inmune. El carril 1 corresponde al marcador de 
peso molecular. El carril 2 representa el control de PCR. Los carriles 4-8 representan el DNA de fagos de la 
biblioteca de scFv. El asterisco (*) de los carriles 4, 6, 7 y 8 corresponden a la clonas con el inserto del tamaño 
adecuado (≈ 800 pb). 

Se hizo una segunda ronda de bioselección de scFv anti-Aβ como se describió 
anteriormente. Se picaron al azar 5 clonas y se analizaron. De las 5 clonas 
seleccionadas, 3 tuvieron el tamaño de inserto adecuado (≈ 800 pb), lo cual 
corresponde al 60% (Figura 10). 

                       

Figura 10. Electroforesis en gel de TAE-agarosa 1.5x con tinción de bromuro de etidio e iluminación con luz UV de 
cinco colonias infectadas con la biblioteca de scFv de humano no inmune. El carril 1 corresponde al marcador de 
peso molecular. El carril 2 representa el control de PCR. Los carriles 3-7 representan el DNA de fagos de la 
biblioteca de sFv. El asterisco (*) de los carriles 5 y 7 corresponden a la clonas con el inserto del tamaño adecuado 
(≈ 800 pb). 
 
 

Se realizó una tercera ronda de bioselección como se describió anteriormente, se 
picaron al azar 20 clonas y se analizaron. De las 20 clonas seleccionadas, 10 clonas 
tuvieron el tamaño de inserto adecuado, lo cual corresponde al 50% (Figura 11). 
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Figura 11. Electroforesis en gel de TAE-agarosa 1.5x con tinción de bromuro de etidio e iluminación con luz UV de 
veinte colonias infectadas con la biblioteca de scFv de humano no inmune (A y B). El carril 1 corresponde al 
marcador de peso molecular. Los carriles 3-12 representan el DNA de fagos de la biblioteca de scFv. El asterisco 
(*) de los carriles corresponden a la clonas con el inserto del tamaño adecuado (≈ 800 pb).  

Después de una cuarta ronda de bioselección, se picaron al azar 20 clonas y se 
analizaron. De las 20 clonas seleccionadas, 8 clonas tuvieron el tamaño de inserto 
adecuado, lo cual corresponde al 40% (Figura 12). 

 

Figura 12. Electroforesis en gel de TAE-agarosa 1.5x con tinción de bromuro de etidio e iluminación con luz UV de 
veinte colonias infectadas con la biblioteca de scFv de humano no inmune. El carril 1 corresponde al marcador de 
peso molecular. Los carriles 2, 4 y 5 corresponden a controles de PCR. Los carriles 6-25 representan el DNA de 
fagos de la biblioteca de scFv. El asterisco (*) de los carriles 8, 9, 10, 11, 13, 15, 18 y 20 corresponden a la clonas 
con el inserto del tamaño adecuado (≈ 800 pb). 
 

ELISA DE LAS CLONAS DE scFv Y VH DE RATÓN INMUNE DE LA PRIMERA 
Y SEGUNDA RONDA DE BIOSELECCIÓN 

Mediante un ensayo de ELISA se identificaron clonas reactivas al péptido Aβ42 fibrilar 
a partir de la primera y segunda ronda de bioselección de las bibliotecas de scFv y VH 
de ratón inmune anti-Aβ42 fibrilar. Para dicho ensayo se probaron las clonas 
amplificadas con los títulos homologados a 1011 ufc/ml, utilizando el péptido Aβ42 
fibrilar inmovilizado en la placa. 

Las clonas que tuvieron el tamaño adecuado fueron evaluadas mediante este ensayo 
de ELISA. Se eligieron para su posterior evaluación a las clonas que presentaron una 
DO tres veces o más por encima de la del control negativo M13, después de tres 
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réplicas. Con este criterio se obtuvieron dos clonas de scFv de ratón inmune (clona 1.6 
y clona 1.10) (Figura 13). Debido a que no mantuvieron su reactividad al péptido Aβ42 
en ensayos de ELISA posteriores, no se continuó con la evaluación de la capacidad 
neuroprotectora de los scFv de la biblioteca de ratón inmune. 

 

Figura 13. Análisis por ELISA de la unión de las clonas de scFv de ratón inmune seleccionadas al péptido Aβ42 
fibrilar y a un péptido no relacionado (PNR) como control. Se utilizó un scFv anti-Aβ42 como control positivo (scFv 
4.4) y M13 silvestre como control negativo. Los datos que se expresan como media ± D.E. son el resultado de tres 
experimentos independientes. 

De la biblioteca de VH de ratón inmune se obtuvieron tres clonas reactivas (C1.27, 
C1.28 y C2.8) (Figura 14), las cuales fueron evaluadas en los ensayos de 
neuroprotección in vitro con células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y). 

 

Figura 14. Análisis por ELISA de la unión de las clonas de VH de ratón inmune seleccionadas al péptido Aβ42 fibrilar 
y a un péptido no relacionado (PNR) como control. Se utilizó un scFv anti-Aβ42 como control positivo (scFv 4.4) y 
M13 silvestre como control negativo. Los datos que se expresan como media ± D.E. son el resultado de tres 
experimentos independientes. 
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ELISA DE LAS CLONAS DE scFv DE HUMANO NO INMUNE DE LA TERCERA 
Y CUARTA RONDA DE BIOSELECCIÓN 

Se identificaron clonas reactivas a ADDLs a partir de la tercera y cuarta ronda de 
bioselección de la biblioteca de scFv de humano no inmune en un ensayo de ELISA. 
Se probaron las clonas amplificadas con el tamaño de inserto adecuado con los títulos 
homologados a 1011 ufc/ml. Se utilizó el péptido Aβ42 soluble (ADDLs) inmovilizado en 
la placa a 2 µg/ml en amortiguador de carbonatos. 

De este ensayo se obtuvieron dos clonas reactivas (scFv 3.20 y scFv 4.8) cuya DO se 
encontraba por encima del control negativo al menos por tres veces (Figura 15). Las 
clonas 3.20 y 4.8, mostraron alta reactividad al péptido, por lo cual fueron evaluadas 
en ensayos de neuroprotección in vitro con células de neuroblastoma humano (SH-
SY5Y).  

 

Figura 15. Análisis por ELISA de la unión de las clonas de scFv de humano no inmune seleccionadas  a ADDLs, al 
péptido Aβ42 fibrilar y a un péptido no relacionado (PNR) como control. Se utilizó un scFv anti-Aβ42 como control 
positivo (scFv 4.4). Los datos que se expresan como media ± D.E. son el resultado de tres experimentos 
independientes. 

MAPEO DE EPÍTOPOS DE LAS CLONAS POSITIVAS DE scFv Y 
VH USANDO FRAGMENTOS DEL Aβ42  

Para determinar cuál es la región del péptido Aβ reconocida por cada una de las 
clonas, se realizó un ensayo de ELISA con fragmentos del péptido Aβ (Aβ1-16, Aβ12-28, 
Aβ17-42 y Aβ8-42), para todas las clonas seleccionadas (scFv 3.20, scFv 4.8, VH 1.27, 
VH 1.28 y VH 2.8).  
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Una ventaja de la generación de bibliotecas de VH o scFv anti-Aβ42, es la posibilidad 
de seleccionar anticuerpos con cierta especificidad. Por ejemplo, en un estudio previo 
(Pfeifer et al, 2002), se observó que después de la inmunización pasiva de ratones 
transgénicos (APP23), con un anticuerpo monoclonal específico para la región N-
terminal del péptido Aβ, se presentaron microhemorragias. 

Uno de los hallazgos del presente estudio, es que ninguna de las clonas 
seleccionadas (VH de ratón inmune o scFv de humano no inmune), reconocieron la 
región N-terminal del péptido Aβ (fragmentos Aβ1-16 y Aβ12-28), como se muestra en la 
Figura 16 (A y B). Se encontró que las clonas están dirigidas del centro al extremo C-
terminal del péptido Aβ. 
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Figura 16. Mapeo de las clonas positivas de scFv de humano no inmune (A) y VH de ratón inmune (B) utilzando 
péptidos truncados del Aβ42 y un péptido no relacionado. El control negativo es la clona de scFv 3.15 y el control 
positivo es la clona de scFv 4.4. Los datos que se expresan como media ± D.E. son el resultado de dos 
experimentos independientes. Las medias señaladas con diferentes letras son estadísticamente diferentes 
(p<0.05). 

ENSAYOS DE NEUROTOXICIDAD MEDIADA POR ADDLS EN 
CÉLULAS DE NEUROBLASTOMA HUMANO (SH-SY5Y) 

Con el fin de caracterizar la capacidad de las clonas de scFv y VH de inhibir la 
neurotoxicidad por ADDLs en las células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y), se 
determinó la concentración de ADDLs que induce neurotoxicidad. En la Figura 17 se 
muestran los resultados de tres experimentos de neurotoxicidad con ADDLs a 10 y 20 
µM en células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y). Para dichos resultados se 
cuantificó la citotoxicidad con el ensayo de XTT. La lectura de la DO a 500 nm fue 
registrada usando el lector de microplacas Opsys Mr (Dynex Tech, Chantilly, VA, 
USA). 

Las células tratadas con ADDLs a 10 μM y 20 μM muestran alrededor de 10.7 y 23.4% 
de mortalidad respectivamente. El DMSO es el vehículo presente en todos los 
tratamientos (células control). Los controles negativos son el péptido Aβ42-1 y el Aβ35-

25, que no son tóxicos para las células. El control positivo es la camptotecina (15 μM), 
un inductor de apoptosis. 
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Figura 17. Efecto de los ADDLs a dos concentraciones (10 y 20 µM) en las células de neuroblastoma de humano 
SH-SY5Y con respecto a las células control (DMSO). Se determinó la citotoxicidad por la reducción del XTT. Los 
datos se expresan como media ± D.E. de tres experimentos independientes. 

ENSAYOS DE INHIBICIÓN DE LA NEUROTOXICIDAD MEDIADA 
POR ADDLS EN CÉLULAS DE NEUROBLASTOMA HUMANO 
(SH-SY5Y), POR LAS CLONAS POSITIVAS DE VH 
DESPLEGADAS EN FAGO 

Se midió la citotoxicidad mediada por ADDLs sólo o en combinación con las clonas de 
VH de ratón inmune (en alta copia) a diferentes concentraciones. Cada una de las 
clonas seleccionadas, fueron preincubadas por 24 hrs. con los ADDLs a 4°C. 
Posteriormente, la mezcla se adicionó a las células de neuroblastoma humano (SH-
SY5Y). Al término de una incubación de 24 hrs. de los tratamientos con las células, se 
midió la viabilidad celular, mediante la cuantificación de la actividad redox con el kit de 
XTT.  

En la Figura 18 se presenta el resultado de un experimento representativo (Figura 18 
A), en el cual, las células SH-SY5Y fueron incubadas con ADDLs (20 μM) y la clona de 
VH, C 1.27, seleccionada a partir de una biblioteca de ratón inmune. Este experimento 
se llevó a cabo a concentraciones molares crecientes de la clona (a una relación molar 
fago: ADDLs de 1:10000, 1:5000, 1:2500, 1:1250, 1:625 y 1:312.5), manteniendo 
constante la concentración de ADDLs (20 μM). La clona C 1.27, con la relación molar 
de 1:312 de fago, inhibió totalmente la toxicidad de los ADDLs. 

Del mismo modo, se midió la citotoxicidad mediada por ADDLs (20 μM) sólo o en 
combinación con una clona de VH (en alta copia). Se determinó que la relación molar 
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fago:ADDLs necesaria para inhibir el efecto tóxico de los ADDLs para la clona C 1.28 
fue de 1:312 molar (Figura 18 B) y para la clona C 2.8 fue de 1:625 (Figura 18 C). 
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Figura 18. Inhibición de la neurotoxicidad inducida por los ADDLs por la presencia de las clonas de VH de ratón 
inmune desplegadas en fago a diferentes concentraciones crecientes en las células SH-SY5Y, determinado por la 
reducción del XTT. Los datos se expresan como media ± D.E. de tres experimentos independientes. 

ENSAYOS DE INHIBICIÓN DE LA NEUROTOXICIDAD MEDIADA 
POR ADDLS EN CÉLULAS DE NEUROBLASTOMA HUMANO 
(SH-SY5Y), POR CLONAS DE scFv DESPLEGADAS EN FAGO  

De la misma manera, a continuación se presentan los resultados de tres experimentos 
(Figura 19), en el cual, las células SH-SY5Y fueron incubadas con ADDLs y las clonas 
de scFv seleccionadas a partir de una biblioteca de scFv de humano no inmune 
(naϊve). La clona scFv 3.20 (Figura 19 A) fue evaluada a concentraciones crecientes (a 
una relación molar fago: ADDLs de 1:10000, 1:5000, 1:2500, 1:1250 y 1:625), al igual 
que una clona de scFv como control positivo (4.4). En el caso de la clona scFv 3.20, 
con la relación molar de fago:ADDLs 1:1250, inhibió totalmente la toxicidad de los 
ADDLs. La clona scFv 4.4, con la relación molar de fago: ADDLs 1:625 (dato no 
mostrado), inhibió totalmente la toxicidad de los ADDLs. 

Bajo el mismo diseño experimental, la clona scFv 4.8 previene la toxicidad mediada 
por ADDLs en la relación molar fago:ADDLs 1:625 (Figura 19 B). 
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Figura 19. Inhibición de la neurotoxicidad inducida por los ADDLs por la presencia de las clonas de scFv de 
humano no inmune desplegadas en fago a diferentes concentraciones crecientes en las células SH-SY5Y, 
determinado por la reducción del XTT. Los datos se expresan como media ± D.E. de tres experimentos 
independientes. 
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ENSAYO DE INHIBICIÓN DE LA TOXICIDAD MEDIADA POR 
ADDLS EN PRESENCIA DE LAS CLONAS DE scFv DE HUMANO 
SOLUBLES EN CÉLULAS DE NEUROBLASTOMA (SH-SY5Y) 

Se midió la citotoxicidad mediada por ADDLs sólo o en combinación con las clonas 
seleccionadas por su reactividad a ADDLs de los scFv de humano no inmune solubles 
a diferentes concentraciones. Las clonas seleccionadas, fueron preincubadas por 24 
hrs. con los ADDLs a 4°C. Posteriormente, esta mezcla se adicionó a las células de 
neuroblastoma humano (SH-SY5Y) por 24 h a 37°C. Al término de 24 hrs. se midió la 
viabilidad celular, mediante la cuantificación de la actividad redox con XTT (Figura 20).  

Cada una de las clonas fue evaluada a diferentes concentraciones crecientes (a una 
relación molar de scFv:ADDLs 1:20, 1:10 y 1:5. Se mantuvo constante la 
concentración de ADDLs (5 μM). En el caso de la clona scFv 3.20 y scFv 4.4 se inhibió 
totalmente la toxicidad inducida por los ADDLs, con la relación molar 1:5. Mientras que 
en la clona scFv 4.8 se inhibió totalmente la toxicidad inducida por los ADDLs, con la 
relación molar de 1:20 del scFv. 

 

A 
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B 

 

Figura 20. Inhibición de la neurotoxicidad producida por los ADDLs ante la presencia de las clonas de scFv de 
humano no inmune solubles a diferentes concentraciones crecientes en las células SH-SY5Y, determinada por la 
reducción del XTT. Los datos se expresan como media ± D.E. de tres experimentos independientes. 

INMUNOHISTOQUÍMICA DE SECCIONES CORONALES DE 
CEREBROS DE RATONES wt Y Tg2576 CON scFv SOLUBLES 

La presencia de placas neuríticas o seniles, formadas principalmente por depósitos 
extracelulares del péptido Aβ fibrilar, es uno de los dos marcadores empleados para el 
diagnóstico de la EA y se encuentran presentes en áreas de la corteza cerebral e 
hipocampo. 

Se emplearon los scFv solubles purificados (4.4, 3.15, 3.20 y 4.8) para teñir cortes 
coronales de cerebros de ratones transgénicos de la EA (Tg2576) y wt con DAB 
(Figura 21). La línea de ratones transgénicos Tg2576 sobreexpresa la APP con la 
doble mutación sueca KM670/671NL bajo el control del promotor de la proteína del 
prión en una cepa híbrida C57B6 x SJL. Estos animales desarrollan con la edad, 
déficit de memoria y aprendizaje asociados a la aparición de placas amiloides en 
áreas límbicas y corticales que se inicia en torno al año de edad (Hsiao et al, 1996). 

Con esta técnica fue posible apreciar los depósitos de agregados del péptido Aβ, al 
ser reconocidos por las clonas positivas de scFv solubles. En la Figura 21 se muestran 
las imágenes donde se observó la inmunotinción en el hipocampo de los cortes de 
cerebro de los ratones transgénicos de la EA (Tg2576) y no así en los cortes 
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cerebrales de los ratones wt, empleando las clonas positivas de scFv solubles (3.20, 
4.4 y 4.8). 

No se encontró tinción en el caso de la clona negativa, tanto en los cortes de ratones 
transgénicos, como en el caso de los ratones wt. 

        

Figura 21. Análisis de la inmunoreactividad de los scFv positivos solubles purificados (clona negativa, scFv 3.20, 
scFv 4.4, y  scFv 4.8), hacia depósitos del péptido Aβ mediante inmunohistoquímica de cortes coronales a nivel de 
hipocampo de ratón wt y Tg2576. GD: Giro Dental del hipocampo. Los cortes fueron teñidos con diaminobencidina. 
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INMUNOFLUORESCENCIA DE SECCIONES CORONALES DE 
CEREBROS DE RATONES wt Y Tg2576 EMPLEANDO scFv Y 
VH SOLUBLES  

INMUNOFLUORESCENCIA DE SECCIONES CORONALES DE CEREBROS DE 
RATÓN EMPLEANDO scFv Y VH SOLUBLES Y THIOFLAVINA T 

Con el objeto de caracterizar las propiedades de unión de los fragmentos de 
anticuerpo seleccionados, se emplearon los scFv y VH solubles para el análisis por 
microscopía confocal de cortes coronales de cerebros de ratones wt y el mismo 
modelo murino de la EA (Tg2576), que presenta agregados naturales del péptido Aβ. 
Se marcaron las placas amiloides con thioflavina T (verde) y los scFv y VH en rojo 
(TRITC) (Figura 22 y 23). 

Con esta técnica se definieron depósitos del péptido Aβ como placas, con un centro 
denso y la periferia difusa, las placas fueron reactivas tanto para la tinción con 
thioflavina T, como para los scFv y VH positivos, en los cortes de cerebros de ratones 
transgénicos Tg2576. 

El empleo de thioflavina T, permitió teñir material fibrilar amiloide, como es el caso de 
las placas neuríticas, que están constituidas por el péptido Aβ40 y Aβ42. Con esta 
tinción fue posible apreciar las placas neuríticas con un centro denso estrellado, que 
representa el mismo patrón de tinción con la clona scFv 3.20. En el caso de las clonas 
scFv 4.4 y scFv 4.8 se observó una tinción importante en la periferia de las placas, no 
en el centro de éstas, lo que sugiere una mayor reacción a los oligómeros de las 
placas y no a las fibrillas densas del centro de éstas, siendo más evidente para el caso 
de la clona scFv 4.8 (Figura 22). No se encontró tinción, ni con thioflavina T, ni con los 
scFv en los cortes de cerebros de ratones wt (dato no mostrado). 
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Figura 22. Análisis con microscopía confocal de cortes coronales de cerebros de ratón Tg2576 a nivel de 
hipocampo, con scFv solubles purificados (A, B y C). Anticuerpos scFv solubles seleccionadas de una biblioteca de 
humano no inmune desplegados en fago (clona negativa, scFv 4.4, scFv 3.20 y scFv 4.8), reconocen depósitos del 
péptido Aβ en el hipocampo de ratones transgénicos (Tg2576). (A) Aumento bajo donde se muestra el 
reconocimeinto del scFv 3.20 hacia los depósitos del péptido Aβ. (B) Aumento alto que muestra con mayor detalle, 
la unión de los scFv a los depósitos del péptido Aβ. El panel de la izquierda muestra la tinción de los depósitos del 
péptido Aβ con Thioflavina T (verde); en el centro se observa la reactividad de los fragmentos de anticuerpo scFv 
solubles (rojo);  el panel a la derecha muestra la fusión de los canales en rojo y verde, es decir, la colocalización de 
la fluorescencia verde y roja (amarillo). 

Con el objeto de caracterizar las propiedades de unión de las clonas positivas de VH 
solubles seleccionadas, se realizó el análisis por microscopía confocal de cortes 
coronales de cerebros de ratones wt y el mismo modelo murino de la EA (Tg2576). Se 
realizaron dos tinciones: una con thioflavina T (verde), que permitió teñir material 
fibrilar amiloide, como es el caso de las placas neuríticas, que están constituidas por el 
péptido Aβ40 y Aβ42. La otra con TRITC, que tiñó de color rojo a los VHs solubles. En 
el caso de las clonas positivas de VH (VH 1.27, VH 1.28 y VH 2.8) se observó una 
tinción importante en la periferia de las placas, no en el centro de éstas, y como se 
mencionó anteriormente, esto sugiere una mayor inmunoreacción a los oligómeros de 
las placas y no a las fibrillas densas del centro de éstas (Figura 23). No se encontró 
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tinción, ni con thioflavina T, ni con los VH en los cortes de cerebros de ratones wt (dato 
no mostrado). 

 

Figura 23. Análisis con microscopía confocal de cortes coronales de cerebros de ratón Tg2576 a nivel de 
hipocampo, con VH solubles purificados. Los fragmentos de anticuerpos VH solubles seleccionados de una 
biblioteca de ratón inmune (clona negativa, VH 1.27, VH 1.28 y VH 2.8), reconocen depósitos del péptido Aβ en el 
hipocampo de ratones transgénicos (Tg2576). El panel de la izquierda muestra la tinción de depósitos del péptido 
Aβ con Thioflavina T (verde); en el centro se observa la reactividad de los fragmentos de anticuerpo VH solubles 
(rojo); el panel a la derecha muestra la fusión de los canales en rojo y verde, es decir, la colocalización de la 
fluorescencia verde y roja (amarillo). 

INMUNOFLUORESCENCIA DE SECCIONES CORONALES DE CEREBROS DE 
RATONES WT Y TG2576 EMPLEANDO UN ANTICUERPO ANTI-Aβ42 DE 
CONEJO Y scFv SOLUBLES  

Además se emplearon los scFv solubles (verde, Alexa-Fluor 488, Invitrogen, USA) 
para el análisis por microscopía confocal de cortes coronales de ratones wt y el mismo 
modelo murino de la EA (Tg2576), con una segunda tinción empleando un anticuerpo 
de conejo anti-Aβ42 y (rojo, Alexa–Fluor 594 goat anti-rabbit, Invitrogen, USA). 

Con todas las clonas positivas se observó reactividad (verde) de los depósitos 
amiloides en las placas neuríticas de los cortes de cerebros de ratones transgénicos 
(Tg2576) (Figura 24), con excepción en los cortes de cerebro de ratones wt (dato no 
mostrado). Para el caso del anticuerpo de conejo anti-Aβ42 también se observó 
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reactividad en las placas neuríticas en los cortes del cerebro de ratones Tg2576, con 
excepción de los cortes de cerebro de ratones wt. 

Los patrones de inmunoreactividad de los scFv anti-Aβ fueron mayores en la periferia 
de las placas y no en el corazón de ellas. Como se mencionó anteriormente, esto 
sugiere una mayor reacción hacia los oligómeros del péptido Aβ y no a las fibrillas 
densas del centro de las placas neuríticas.  
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Figura 24. Análisis con microscopía confocal de cortes coronales de cerebros de ratón Tg2576 a nivel de 
hipocampo, con scFv solubles purificados (A, B y C). Fragmentos de anticuerpos scFv solubles de una biblioteca de 
humano no inmune (clona negativa, scFv 3.20 y scFv 4.8), reconocen depósitos del péptido Aβ en el hipocampo de 
ratones transgénicos (Tg2576). (A) Aumento bajo donde se muestra el reconocimeinto de un anticuerpo anti-Aβ 
control (rojo) y del scFv 3.20 hacia los depósitos del péptido Aβ. (B) Aumento alto que muestra con mayor detalle, 
la unión de los scFv a los depósitos del péptido Aβ. El panel de la izquierda muestra la tinción de depósitos del 
péptido Aβ con un anticuerpo anti-Aβ (rojo); en el centro se observa la reactividad de los fragmentos de anticuerpo 
scFv solubles (verde);  el panel a la derecha muestra la fusión de los canales en rojo y verde, es decir, la 
colocalización de la fluorescencia verde y roja (amarillo). 
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DISCUSIÓN 

En este estudio se seleccionaron, a partir de bibliotecas de fragmentos de anticuerpos, 
anticuerpos recombinantes en los formatos de scFv y VH. Los VH son fragmentos 
variables de cadena pesada de inmunoglobulinas y los scFv son anticuerpos de 
cadena sencilla del fragmento variable de las inmunoglobulinas. Se evaluaron las 
características de unión al péptido Aβ42, así como su capacidad para inhibir la 
toxicidad del péptido Aβ42 in vitro, en una línea célular de neuroblastoma de humano 
SH-SY5Y. Por otro lado, se demostró que estos anticuerpos recombinantes se unen al 
péptido Aβ42 presente en cerebros de ratones transgénicos. 

La inmunoterapia, tanto activa como pasiva, ha mostrado efectividad en diferentes 
modelos murinos de la EA (Brody et al, 2008), caninos y primates (Lemere et al, 2004; 
Head et al, 2008). Sin embargo, existen casos de efectos secundarios como 
inflamación y microhemorragias. Una rápida respuesta de la microglía alrededor de la 
patología amiloide e interacciones de la microglía vía receptor Fc con anticuerpos 
completos en la opsonización del amiloide, ha mostrado un incremento en el proceso 
de inflamación (Lue et al, 2002; Koenigsknecht-Talboo et al, 2008). Sin embargo en un 
estudio del grupo de Morgan (2006), se observaron efectos secundarios vasculares 
mínimos después de la administración pasiva de anticuerpos anti-Aβ desglucosilados 
en comparación con anticuerpos anti-Aβ completos (Wilcock et al, 2006). La 
desglucosilación de IgG resulta en la unión deficiente al receptor Fc y C1q del 
complemento, lo que lleva a una activación  disminuida de la microglía. Además, se ha 
demostrado que la reducción de agregados del péptido Aβ después de la 
inmunización con Aβ42 de ratones Tg2576 knock-out de la cadena FcR-γ (receptor 
para el fragmento Fc de la IgG), es equivalente a la reducción de depósitos del péptido 
Aβ en la inmunización a la misma edad de ratones Tg2576 que si sintetizan la FcR, lo 
que sugiere que la porción de Fc del anticuerpo anti-Aβ, que se requiere para la 
interacción con FcR, puede no ser necesaria para que sea efectiva la inmunoterapia 
con el péptido Aβ (Das et al, 2003). El empleo de fragmentos de anticuerpos que 
carecen de la porción funcional Fc de una molécula de Ig completa, representa un 
acercamiento alternativo para la inmunoterapia pasiva para el tratamiento de la EA 
(Bacskai et al, 2002). 

La inmunización pasiva podría ser de gran utilidad en personas de edad avanzada, 
cuyo sistema inmune, al igual que otros sistemas, se ve deteriorado por la edad. 
(Schenk, 2002). Bard y colaboradores (2000) administraron anticuerpos monoclonales 
y policlonales a modelos murinos de la EA, mediante inyecciones intraperitoneales con 
un intervalo semanal. Algunos anticuerpos lograban cruzar la barrera 
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hematoencefálica y unirse a depósitos amiloides, activando la fagocitosis de los 
mismos por células microgliales. En un estudio posterior, dirigido a encontrar las 
características de los anticuerpos efectivos en la limpieza de placas, dichos autores 
encontraron que sólo los anticuerpos dirigidos a las regiones aminoterminales del 
péptido amiloide activan la fagocitosis de las placas (Bard et al, 2003).  

Sin embargo, se ha demostrado que la inmunización pasiva con anticuerpos anti-Aβ 
puede provocar microhemorragias o meningoencefalitis autoinmune aséptica en 
ratones (Pfeifer et al, 2002; Lee et al, 2005 y Racke et al, 2005). De esta manera, en la 
EA el uso de fragmentos de anticuerpos para inmunoterapia presenta otra ventaja 
adicional, como lo es la carencia del dominio Fc del anticuerpo. La función del dominio 
Fc es la activación de microglía y células fagocíticas, que pueden producir reacciones 
adversas al administrarse o dirigirse al SNC. Para el estudio de la EA, algunos scFv 
han sido evaluados, y se ha encontrado que presentan las mismas propiedades anti-
agregantes y/o desagregantes que los anticuerpos completos (Schenk et al, 1999;  
Das et al, 2003).  

Uno de los resultados relevantes de este trabajo es que los fragmentos de anticuerpos 
seleccionados no reconocen la región amino-terminal del Aβ42. Se ha sugerido que los 
anticuerpos que no son dirigidos a la región amino-terminal, no interactúan 
directamente con las placas amiloideas. Se sugiere que la interacción de estos 
anticuerpos podría ser a través de la captura del péptido Aβ amiloide soluble 
(DeMattos et al, 2001; Bard et al, 2000). Esta característica es importante ya que 
impiden la formación de placas amiloides, eliminando al péptido Aβ soluble en forma 
de oligómeros.  

Debido a que el análisis del cerebro en autopsias de pacientes con EA muestra que no 
existe una correlación directa entre el número de placas amiloides y el daño cognitivo, 
pero si existe correlación entre la pérdida sináptica y los niveles del péptido Aβ 
soluble, se ha sugerido que la patogénesis de la EA involucra especies solubles del 
péptido Aβ (Klein, 2002). Estos oligómeros de bajo peso molecular (dimeros, trímeros 
y tetrámeros) (McLean et al, 1999; Cleary et al, 2005; Shankar et al, 2008), se 
encuentran en compartimentos intra y extracelulares, y afectan la plasticidad sináptica 
y la función cognitiva (Walsh et al, 2002; Cleary et al, 2005; Klyubin et al, 2005; 
Townsend et al, 2006; Shankar et al, 2008). Las preparaciones del péptido Aβ42 
usadas en mi estudio, contienen oligómeros de bajo peso molecular. Además, los 
fragmentos de anticuerpo seleccionados en este estudio neutralizaron los efectos 
tóxicos de estas especies. 
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Otra cuestión importante que hay que considerar para la inmunoterapia, es que en 
pacientes con EA, síndrome de Down y modelos murinos de la EA se encuentran 
formas truncadas o aminomodificadas del péptido Aβ en las placas difusas y 
compactas. Sin embargo, la mayoría de los anticuerpos empleados en estudios 
previos reconocen al epítopo inmunodominante del extremo amino-terminal (EFRH) 
del péptido Aβ, que está ausente en péptidos N-truncados. Los anticuerpos 
recombinantes seleccionados en este estudio, se unen a péptidos N-truncados del Aβ, 
por lo tanto, pueden dirigirse a un amplio rango de especies tóxicas del péptido Aβ. 
Las modificaciones amino terminales que se presentan mayormente en diferentes 
especies del péptido Aβ son la formación de piroglutamato en el residuo 3 del péptido 
Aβ (Aβ3-40/42) y, la isomerización o racemización del residuo Aspartato (1) del péptido 
completo (Aβ40/42) (Tekiran et al, 1998; Saido et al, 1995). 

Vanderstichele y colaboradores (2005) encontraron que el péptido amino truncado 
Aβ8-42, se encuentra presente en el líquido cefalorraquídeo de pacientes con la EA. En 
mi estudio se encontraron cinco anticuerpos recombinantes que presentan una alta 
inmunoreactividad hacia el péptido amino truncado Aβ8-42. En estudios previos 
llevados a cabo por Naslund y colaboradores (1994) se reportó que entre las especies 
amino truncadas del péptido Aβ encontradas en cerebros de pacientes con esta 
enfermedad están Aβ4-42 y Aβ8-42. Además existen otras epecies amino truncadas del 
péptido Aβ (Aβ3-42, Aβ4-42, Aβ8-42, Aβ11-42, Aβ17-42, etc) que están relacionados con las 
placas difusas y/o con las neuritas distróficas, siendo estos péptidos los principales 
antígenos tóxicos característicos de los primeros estudios de la EA (Sergeant, 2003; 
Larner, 1999; Saido et al, 1995). Con base en lo anterior, se podrían considerar estas 
especies amino truncadas como blancos terapéuticos útiles para la prevención de los 
síntomas tempranos de la enfermedad, como lo son el daño sináptico y la formación 
inicial de las placas seniles, destacando que los anticuerpos recombinantes de este 
trabajo reconocen el péptido Aβ N-truncado. 

El campo de la generación de fragmentos de anticuerpo ha progresado rápidamente 
en los últimos años, debido al interés en su uso terapéutico. El descubrimiento de que 
los camélidos tienen anticuerpos funcionales que carecen de la cadena ligera, permite 
que se haga investigación de fragmentos de anticuerpos con un dominio sencillo 
(VHHs o nanobodies), aislar el dominio VH de los anticuerpos por su unión a un gran 
número de antígenos de interés (De Genst et al., 2006).  Los dominios VH han sido 
empleados para el estudio de la etiología de varias enfermedades como el cáncer y un 
gran número de infecciones, inflamación y otras enfermedades (Harmsen et al, 2007). 
Estos estudios sustentan las propiedades de reconocimiento al antígeno que tienen 
estos dominios (Cai et al, 1995, 1996, 1997; Fang et al, 1995; Reiter et al, 1999; Bond 
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et al, 2003; Saerens et al, 2005). Cai y colaboradores (1997) compararon las 
propiedades de bibliotecas de VH y de scFv como una fuente de clonas específicas de 
melanomas y no observaron variación en las propiedades de reconocimiento de 
antígeno. Las ventajas de los anticuerpos con el dominio VH son su alta estabilidad y 
solubilidad, la penetración rápida al tejido y el reconocimiento de sitios antigénicos 
escondidos, así como su producción a bajo costo en microorganismos  (Brekke al., 
2003). Tres anticuepos de dominio VH seleccionados en este estudio pueden tener 
potencial interés para la terapia de la EA que se basa en anticuerpos. 

La capacidad neuroprotectora de las cinco clonas seleccionadas en mi estudio contra 
los ADDLs en las células SH-SY5Y tiene relevancia para la inmunoterapia de la EA, ya 
que actualmente se sabe que el daño cognitivo y la disfunción sináptica es provocada 
principalmente por los ADDLs (Cleary, 2005; Kokubo et al,  2005). Se ha demostrado 
que los oligómeros de bajo peso molecular provocan daño en la memoria de forma 
temprana en modelos murinos de la EA. De esta manera, anticuerpos dirigidos a estas 
especies pueden ayudar a recuperar las funciones sinápticas y revertir las primeras 
manifestaciones de la EA (Klyubin et al, 2005; Lesne et al, 2006; Oddo et al, 2006). 
Los anticuerpos que reconocen ADDLs han sido también empleados para localizar 
ultraestructuralmente a estas especies (Lambert et al, 2001). Estas clonas también 
podrían tener aplicación en el diagnóstico de la EA, debido a que se ha encontrado 
que los oligómeros presentes en el líquido cefalorraquídeo pueden ser evaluados 
como biomarcadores para el diagnóstico de la EA (Klein, 2006).   

Otra aplicación interesante de los VH y scFv seleccionados, puede ser su expresión 
como anticuerpos intracelulares (intrabodies), que permite dirigirlos al pool intracelular 
del péptido Aβ (Gouras et al, 2005; LaFerla et al, 2007). Un número de anticuerpos 
recombinantes intracelular, que se unen a microtúbulos asociados a la proteína tau, 
agregados intracelulares de la huntingtina y proteínas pro-apoptóticas como Bax, 
fueron aislados y caracterizados a partir de bibliotecas de anticuerpos sintéticas y 
naϊve (Lecerf et al, 2001; Visintin et al, 2002; Gueorguieva et al, 2006). Fukuchi y 
colaboradores (2006) demostraron que estos anticuerpos recombinantes fueron 
expresados de manera estable en células de mamífero como intrabodies y se observó 
que no son tóxicos para la célula. Además, se logró una mejora en el aprendizaje y 
memoria de los ratones Tg2576, con la expresión intracelular de un scFv anti-Aβ, via 
adenovirus, (Fukuchi et al, 2006). Más recientemente, fueron seleccionados scFv anti-
Aβ, dirigidos a oligómeros del péptido Aβ intracelulares que reconocen tanto la región 
N-terminal como la C-terminal del péptido Aβ (Meli et al, 2009). Además, algunos de 
estos scFv reconocen los depósitos del péptido Aβ en secciones de cerebros de 
pacientes con EA y presentan propiedades de neutralización de la toxicidad mediada 
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por los oligómeros del péptido Aβ, así como la unión de éstos en las sinapsis en 
cultivos neuronales. Por lo tanto, la selección de anticuerpos recombinantes anti-Aβ 
intracelulares puede representar un nuevo acercamiento de interés para desarrollar 
estrategias terapéuticas para la EA. 

Finalmente, todos los scFv y VH solubles seleccionados en este estudio, muestran 
una inmunoreactividad específica en secciones de cerebros de ratones transgénicos, 
además de la reactividad específica del péptido Aβ sintético. En contraste con la 
mayoría de anticuerpos anti-Aβ en uso, los seleccionados en este estudio, muestran 
patrones de inmunoreactividad no dirigidos al centro de las placas, lo que los convierte 
en moléculas prometedoras dirigidas a oligómeros del péptido Aβ en el cerebro 
humano. Recientemente, O´Callaghan y colaboradores observaron un patrón de 
tinción de cerebros de ratones Tg2576 similar, empleando un anticuerpo monoclonal 
de ratón anti-Aβ42 (6E10) (O´Callaghan et al, 2008). La unión de fragmentos de 
anticuerpos seleccionados a agregados naturales del péptido Aβ es importante, pues 
se pueden considerar moléculas que podrían ayudar a identificar depósitos amiloides 
en el cerebro de humanos. 
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CONCLUSIONES 

En este trabajo se construyó una biblioteca de scFv y VH, murina, inmune (anti-Aβ) y 
expresada en la proteína p3 y p8 del fago M13 respectivamente, con el objeto de 
identificar y caracterizar scFv´s y VH’s que se unan al péptido Aβ. Además se 
seleccionaron scFv´s de una biblioteca de humano no inmune expresada en la 
proteína p3 del fago M13 para identificar anticuerpos recombinantes anti-Aβ. 
Posteriormente estos fragmentos podrán ser evaluados como moléculas 
inmunoterapeúticas para la prevención y/o tratamiento de la EA. Con la biblioteca de 
VH murina inmune (anti-Aβ) se encontraron tres clonas anti-Aβ: C 1.28, C 1.27 y C 
2.8. A partir de la biblioteca de scFv humana no inmune se encontraron dos clonas 
anti-Aβ: scFv 3.20 y scFv 4.8.   

Mediante el mapeo de las cinco clonas (de VH y scFv), usando fragmentos del péptido 
Aβ42 y se encontró que no están dirigidas al extremo inmunodominante amino-terminal 
del péptido Aβ. Con la secuencia de DNA de cada clona se encontró que son 
diferentes entre sí y tienen el inserto de VH o scFv completo en su genoma. 

Además, en ensayos in vitro, se observó que estas cinco clonas protegen a las células 
de neuroblastoma humano, SH-SY5Y, de los efectos tóxicos de los ADDLs. 

También se encontró que los scFv solubles presentan reactividad específica al péptido 
Aβ natural, que se encuentra en secciones de cerebros del modelo murino de la EA 
(Tg2576). Esta inmunoreactividad está dirigida hacia la periferia de las placas 
neuríticas, lo que sugiere una mayor reacción hacia los oligómeros del péptido Aβ y no 
a las fibrillas densas del centro de las placas neuríticas. 

Las cinco clonas seleccionadas son de gran importancia debido a que no reconocen el 
extremo inmunodominante amino-terminal del péptido Aβ. La región 17-42 del péptido 
es considerada la más citotóxica  y es una de las formas más predominantes de los 
depósitos difusos. Por lo tanto, se puede considerar el gran potencial de anticuerpos 
recombinantes o de sus fragmentos para la inmunoterapia para la EA. Los VH y scFv 
seleccionados en este estudio, podrían ser de interés como componentes de terapias 
futuras basadas en anticuerpos para la EA, así como para otras enfermedades 
neurodegenerativas. 
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PERSPECTIVAS 

La inmunoterapia basada en la utilización de anticuerpos anti-Aβ para la prevención y/o 
tratamiento de la EA, es de gran interés e importancia y requiere de investigaciones amplias 
y profundas, con el fin de desarrollar y estudiar nuevas moléculas protectoras sin efectos 
secundarios. Debido a ello, se puede considerar el gran potencial de los anticuerpos 
recombinantes o de sus fragmentos para la inmunoterapia para la EA. Los VH y scFv 
seleccionados en este estudio, podrían ser utilizados en terapias futuras basadas en 
anticuerpos para la EA. 
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ANEXO 

 



95 
 

 

 

 

" " " " " • 
" ", .. 
00 

"' " " " • ... 
" • • ,. ,. ,. 
". ,. 
'" ,. ,. ,. ,. 
"O ,,, 
m 

'" ". 
'" ", 
U< 

'" ,,, 
•• 
'" m 

'" '" ", ,. 
m 

'" 

,. 
'" '" ,. 
'" '" '" '" ,. 
'" '" 
'" •• 
'" 

ARTICLE IN PRESS 

lhe ~l'K'ralÍOIl of a pantI of.l¡lKific 'IItibodits QUickly, e.l5ily and rost· 
effe«ively in vi¡n}. The ""tiOOdy fr.gn_ts. ~lI\Ch ~ single ~t..in fV 
($CFv). Fab .<><1 d"m>in or si n&l<:-dlxnain Abs (dAbs o.- sdMs);o", nOW 

22. COnlrrucrion ofphllge dispJaytd 1'11 Jib,ary ¡rilm mOl& immuniud 1« 
wil~ A¡31-4.2~ '" 

ronsid...-ed, ..tong wim coo""n!ion.l ¡ntm Abs,;,s pOWUfulthor.peutic (omlru,hall ofVl1 tibrary w.s (;,me<! out ~ssenl¡any os described L40 
ID<! d~lIo.tk ag .. ru. pMtirubrly ror urgeong (;me..,-, infl;umn.;uory. in our pr~vious Itudy (MIDOutctWi.n, el >l. 20(3). AlI mol"",l ... tU 
aUlOimmu~ .. ni! infe<:rioos di5l'.ses (HQllirer .1Id Hud5<!<l. 2005). binl<>gy pr~,,1'I'S Wefl' ,.ml'(! oUI usi n~ srand .. rd prolorols o, >.5 1018 
Scvn;d Ah (r;¡g¡nems;,re cwn:mly in Clinic.ollrials ¡ncludilli" lale s~ r=mmended by ",,,,,urmuren. KelHiai<ll' en:.yrnes. UNA isolatio<l/ LW 
or clinicol dtVl'lopmmt (11011 .. al. 2(0) ; Omwre!ol IDd Glose r, 2008; purificarioo kirs. mKNA ulraa!on IDd cON'" ~yn!¡"'¡s kilS. LlNA ISO 
Wei&>er .,ld H..t l. 2009; Wilrc;w:k el al. 2(09). H~. despite lhe polymff~e. T4 UNA Ii¡">.>" . nd h<>l ¡>er pt'uge were oot;¡ined rrom I~I 

I!."",.-.I " «<'pl.il n(l, ollhe ulilily of Abs '"'lI"'ing A¡l ;U p,nl1lising Arneoham ni<>Sd""ces (I'isC."w.y. NJ. lISA). Invilmgc n (C.rlsb.d. I~~ 

lherapl'uticsfor AV and a nwnbtr of rrpOru on A¡l-s¡....:ific rKOmbi"""l CA USA ) or Ntw En~laoo Iliolabs (MA. USA). Th~ oU~udl'<lliMs 15.1 
anl ibody rr.gm"ms (sct'vs and fabs). ,hese moleculos are m)l progres- were symllos;zod al I ""ilrog",~ lile pll;¡g"l1lid vector pG!lSAn I~ 
singrum!l1dy lO Lo.te.p~dinic;tl oi.ls (~n..l""l e' oL 2000; TmlllH!I' .Uowing tlle apr=ion offor';gn poIYP"'Plid~ • .., [usion> wi,1l tlle 1" 
~ al_ 2O(X.!. M.lllllW<halÍ.1n '" . 1 .. 2003; M.lllllltdlan..n '" aL, 2004; m>Jorro.1 prnl';n (,pVlll}on MIJ plu.~ and describ<'<l p~onstyín 15e 
I..,...ít"i 2006; Ikhllf:n and Mooaj..-i, 200!1; 7 ... """", r t . 1.. 200!1). "ur Mudi.,; w .. u..,.¡ (110' "",I ... í." el al , ~QljS ) . To .Uuw 'ho: IS1 

Th!odAbs.bNring~Ile.wy(VlI)ortiil>l,llain (VL)vatiabltdOO1airu. doning of CIJN Apldi"i" for VII domaiá. nNi ~5rriction ¡ires Xho l. 1M 
..... Ab-derived ,ecogllÍlÍ(>n unirs of 11¡-1 S kO>-.nd h.ve been shown to Hind ItI and Not I were introd uced by'd<JIlÍlIg" DNA f,a¡¡ment into tite IW 
pOSS..ss un;que."" supori'" prtlplel1i~s roc. r.",.," di'gn<.,;lir a"" pG8SArr v~or", Nro I """ R.m HI sit.,;. This ~ w;u","e<.tl!d by ' 00 
,herapoutirappliwions (1l<>lIigerand l ludlOn. 2(05). lnll.TOSI 10 lhese ton,bi!lÍng a pajr of rom pl"memary oIii;onucleolides 5MP, CAlCe li;! 
types " molecul ... Wll re<flldy revim arr .... the discwery tlu.t CATCCTlTCCACAAClTICl'éCCCc~crCOCCCCCTCl'CCTATCl'C ' 6~ 
",metid. a!ld cartilagillOllS fish naturally pcodoce heavy dlJ.in Abs C.ACCCACTGGAACCGCC.TGCCTAC,C and 3ANMP: CGTACCA ,1\3 
(Wilh VH do",<;ins c dled VH H . nd V-r-:A1t, I1!Spe<'!ively) 'ha! . .... d~oid CACcrlTIl'CAAl'G(:CCGC("~CACCa:CCCACCCCATAGGC(.TCGGT ' ti' 
olli¡:1l1 chitins.~;¡¡ VII. Vl llt and VLdAbs .g~ various ~ntigffi CAlT1TGCOXAl'GCA~i"an an""alillgre;¡aion a e;¡rin g Neo t~ 
l","g..es "'-ere i>Ol.l.~d rmm ,amel shitrl<, mouse . nd Ilum.m ph.1ge I .. nd 8am HI re;tri~n siteS .~5' .'>d 3 ' el>ds olthe IJNA rragment. ' 66 
di~l.y . n 'ibody lib...,i", . nd ev~h .. t~ in vlV<) (H<~' .. . L. 2003; '-"$p"'tivt."ly. AbuIiJ:;] ~o{thi$ IJNAw.s l;ga",d usingT4lJNAlil!"-~ 'o ' 61 
ll<>lli~rar<l Hudsnn. 2005: DI' t!emardis .. al. 2007: Ilarmstn .nd DI' approxim,t!el~ 0.5 ¡.e of Nro ](8a", I II dÍi"sl~ an<l ~el-purifled tOS 
llaml. 2007). Rec""tly .• roruomu tiona¡ antiOOdy do"""in tlla t pC8SAET vectot D~ TIle lijation mixture wa, Ul'ed to tran~fonn 169 
"",,,ente<! I1li\tUfurnyloid fit>ril fonna!ion by st.lbilizing Al'> ¡>rolOfibnls chemic.Uy Cot" p<'lffiLEscf¡.rirn",~ ",Ji TG 1 b.;oClma .. n<I tram fonne<l 110 w.I. s"¡e<t..:l from a fully synthefic libnry "c.melid VHH ... dom..>ins ctllS ~ plated o n 1.R_Amp plate$. The ~orrf:r! donin, w.., lT1 

(H:.hi(ht ... 1, 2oo7). AI.\U, two VHH ."'itx)di";. I;.:nding 10 luw- C!,,,lirnJed t>y OOA ~qll",,<ing Q( ".,v.".1 do",,~ The pLtsmid I)NA 172 

moI~,-,ü.r ""'iil>t AP olÍi'lrners w1!ff ooraintd from an immunizt.d of modi!led pCIlW-r v..aor wdS isoIattd and u!otd for lhe cloning of 113 
alpaca pt.;¡gedisplay Ubr>.ry (ur~et oL 2008). VH tibralY' The/ {DNA fr;¡gmenló' roding for Ig VH domains were 17. 

In lite p"",,"n l $tudy. wc deve!ol'Od • novel str.tl"I:Y ro< lheN~""rated aS describe<! prmms!y (M'n<)ut(b.n..n el . 1.. 200J). 1>~ 
I!"<>l'ration of dAbs c<IIlsisti ng in expression of 19 VII ",ponoire. fUSl:</ Brii:!ly. lhe ",KNA w-S t:Xtraaed from lile splenucy¡es oC mice 11~ 

IOM13bKt~h.>geqlVtll athighc<\>y numbersontheptl.1gesurf...".. 'mmun~ witll AP P"'Plide using QuickPr~ mKNA I'Uritic .. tion Kit 111 

We u$td this a ppmun 10(tlllSttuCl a ph'~e dllplay 1111 domain}ibrary Am~rsh;¡m) ~ nd first strand dlNAw.., synt!toesi;o;ed frorn mR NA llsing 178 
fmmmiC~immuni>'"dWi'hA¡lI-42.ThiSimmu""m"'''''' lib",ry'''we!;)1 r.~om pd{NJ.¡ ¡mID<!O >CC<J rding to RfAS MotISI> sd'v Modul~ 1>9 

.s • noo-immune IlwnOl1 SCIV . ntibody librar)' 1'.s used for t !toe A~rsh;¡m). Th~ VII dom.lin 'fflt-S -,-t .mplififfi by PCK U.ling 180 
sel".-t"'" or recoml>i""n! antibody f",¡¡m(><l1S rerognizing Al'l.l 2 ¡>e<:itk primer. fmm the " mP kit .nd lhe oot.i"ed ONA. .rr .... ¡¡el '81 
¡>ql'ide. Fi"" A¡l-Spe<:ifir . nhtx)dy fra¡"",n' s w".-e ~ted'., plllir",.tion, u!i rlll Con<..-t R'pid Ce! r.xlraaion SYlt t m {M.r1ivn ,g2 

Jhown lo neutrali,., lile toxiruy o[ oli~,erir A/><l9~ed In viLro in 6iosci""ccs. MO, USA}. wdS U.led as lempl.le in a S«ondl'Clt l'wo tM 
differenti.;¡ted Sl l_$Y5Y .,.d !MR-)2 ,el! cultUf¿ ln .dd~ ~e primencarryLngrt-Strirnon ,iles .... ·ro l an<l Ilin<l lll ( und .... lintd) were 11-4 
. nhbudies bound spo:<ifoc.lly lo amy"'id-bl:la deposirr~1 in u~d rOr PCR re.1 mplifoc.lion "VH ",,,es. SPCANT: ATA1lT.CAlt.OC_ 18.1 
, .... nsl!" '¡j( nlOllSC oc"". f inally. we stlllWed !hal ano ot!he l.,,;ted VH CAGACCCCTATCCATCCTAClTClTClTITCTATCl'CCl'CCAGCCCCCC lSl! 
a" l ibody f .. gm""LI redll<~ . mykJid l<).iId aJ1. ... illtraa.ni~! de!i",,'Y . nd 3 lJ .... ·K: TT'C'i'i'AGATCCTCCAC AACCTTCCATCC(,,(CACC<'CCA_ m 
inrotIle T~576mOU\ol".Thtstantibodyff~"etlI3mayb<'ro<lSidt~ dS CAGCCACITCl'GClT. lhe pO! produru;;;m ~tl purilied. digeJ.ted 1M 
polIImW therapoeutk cmdidates IórpassiveAD j¡"m~not hera¡>y. Wílll Neo I a,ld Hind tll (oIumn purified and till'led with sinlÍLo.riy ISII 

O>emicals were o&i.ille<IJrom Sigma_Aldridl <-~ l. l1¡uÍ5. MO. USA}. 
Synlhetic hun"'n A¡l1 -41: ~I. ~G. Aj!JI-42. A¡l12-28. Al\17-42 aOO 
A¡l1S-25. aS w.tf'as N-pyrOjlu't:\l,;ale modifi~ peplides Aj>.NJ(pE) 
and Al'>Nll(pf). w.tep=twed from An . $pec (San Jose. U\ USA).A 

digesled ONA" mndifle<! I'GSSArr ve<10r ;u d.,;ctibed abuvc The , ~ 

ligated ONA w-S rolumn puriC .. d aoo imrod uced inlO f. ,,,JiTCl cells Wl 
by ';ectroporatioll ILIÍng Ce"" Pul5 .... tl SY'lem (Bitlud Llbaral.,. I~ 
n ... ). Ten tle<troporations W1!ff perfunned. ~nd tlle trar\5rormed TGl ' IIJ 
(,,]ls were pl.IO<! On LA-AmI' pl.tOS lo determ i"" 'he di...,rsity ol'ho: ' !>-l 

librar)'. Tell individllol.l b.;octeri;¡l coIoni ... were used ro ~!l.llyzt tlle 19.\ 
qlL>lity ol the libra!)' by 1'CIt. The resultan! ptl.>.llemid libmy w.., ,% 
re,cu"d/~mplir.ed 1LIÍ"i" M13Km helper ph~ ( Invitr~n). pulifle<! , (¡? 

by double I't:G/N.a (1m; wfV pOly .. llyl~ne ely<ol-8ltOO: 2.5 M NaO) 1911 
precipi""ion and reluspe,ldtd in Tris---l>uff..-ed uline (T6S). Tbe IW 
typic,,1 ph"~ yi~lds w~re H}" - lO'~ Ol luny-fom,ing units (riu ) p"'r j(jO 

milhliler of culture m"diun~ --'- :lIl 

23. Pl"ptide preparmkm and WB ... 

1f\1-42 w;U diW>lved in HRP lo .Ilow . (ol1\,,,rsir)n In lhe n>OOOI1"" :/().J 

Q'" 

<lOn_re]"ted I'",plide U5ed a\ • neg~live ,,-,u lr<>l (NRP; . mino .c id 
seq uo:nce: AALSPCSSAYPSATVlA) w.s Synt helüed in ow- Lo.boral<>l)'. 
1,1.1.J.1.1-hexofluoro_2_pmpIDol ( IWIP ). ThiolLo.vi" T •• 1I_rr.ns r~li_ 
ooic add aoo diburyryl cAM P ""'rt from Si~ IIKP-ronJu,,"rffi anti
mouse 11lC. IgCl ."d 11lC2b ,¡¡xi IIKP-coojug>tffi ¡¡oat a nti_rabbit IgC 
wer.: from Zyule<! (San FrannS«, CA. USA). Super Si!P"1 Wel lJu .. 
Exleooe<J Our.t;on Subsuale kil w-S from Pierce.ll<Kkfortl . ll.. l1.:iA. 
l'.tl culture ~i.;¡ (UMI'M/I'12. 1:1) Wf're [rom ClIIl'O (Crand 1I1",1d. 
NY.lJSA ). 

and. me< n'apOration o( soIvent. waS $Il1red in aliquots al - 20 oc. :lII 

Oligomeric A¡>1-42. A¡>NJ(pE) and A¡>Nl1(pE} were ~I"~ fmm XI> 

monomer~ es.en ti.lly .s de scribe<! previollsJy ( Kltin , 2002). 200 iJ ll 

Please dte this ~nicle.s: Me<Jeci¡:o. M" et al. Nove l ;unyloid-l>eta spedJk so::fv ""d VH anlibody fralllllOl<lló' from human OI1d m()U5e pha¡e 
diSI'L:ly . nriho<ly libran .... J. N~uroimmullot. {201 O}. doi:l D. 101G.jJ~lrot m.20l 0.03.023 
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Oligommzalion wa5 ptrf~ al 4"C or al 1"1 ' C rOl' n ~ ~ 1· 16, 
,o;?S--42. A(l12·28. i\(l17-42. A(l3S-2S ;md ~ non-",!>.te<.! p"p'ode (J>:RP, 
~mino acid s.qllen(~: AA1SPCS&AYI"W\TVIA) "":r" diuolvod in w~l.". ~l 
• roncemr~ion <>f ) mg PI'f mI. 1111 u ligom eric "1>1-42 prep,¡r;¡tions 
~e .~l.-d by eI..crropllorl!Sis on 4¡:J :zl polyKriJam ide pr"""! 
r;"pAr.F. 8ir Tm ge15 ( Invitmren ) .1 lOOV rOl" 1 h 45 m i'1.. Mler 
l:!ea!'Ophoo:!.is. lile ¡leptid", ""'" u~nsrerrod Ilmo. I'VVF ",embr.". 
(Bi"...bd, 1 1m:u1~ CA USA) using~5ern¡ dryblcx')'Slem (8ic>-lt..d).1 
25 V rOl' so min. Th<m!he nlffllhr.>.ro>S ......... hlocke<l in f ll.v.;llló non.f'l! 
dry m ilk¡{l2% T,;,on X-lOO o .... m i;¡ht.' 4 ' C. t",:,Ib.t;on with prinury 
amibOOi", - 4G8 (1 :2000), a mooodooal anli~arnylokl ancibOOy 
(Sign¡;¡) - w;,samed OUl ovemigbt¿t4 ' C.Afi.rwcilingwilh PBSfO.n 
Tw...." In.. m.m brID<':! ""'Il' incubo!..:! with IIKI'-conjug-;¡tO'd ""li· 
rrKII"" 19G2h. 1:2500, f<ll" 2 h al RT. Immu~.<1iVf' h:mds ""'Il' 
dMl'(tod by ~milumines("n ... , usi ng Su.,.,.-5ig. .. t W"', Duro Ex,~ndMl 
ü ura¡ioo Sub:slWt kit ( Pi.,,-ce). 

2.4. s"'ea;"" of lt/3-S¡>ft:!fic VH and srfv anlibodi¡,J by biOlmnnil1K 
o¡guinsl 1Ij3142 P<Jlrid~ 

Sele<:Iion >.nd >.mpli!\c"arion p~du~s rO! Ihe imm""" mouse VIl 
libr~ry ' 00 • ",,,,_immu,,,, hum. n :o:1'v libr.ry were ~",rri~d o ul 
essemiotly ~ dt:SOibe<1 (Mmoutchorim ti ~L. 2003: M~utcNrWl 
et .1.. 20(4). 111r ... roonds al' bi"",nnillg ",,,re performed. In e.eh 
",und. we ~(1Jed ph.gemid lib.-.ry using 1",lp..- phooge M13K07. 
Aft..-"ach ruund. 20 !040don.s w..-" i".,\aled ""d t¡"'ir 01'111 insms 
were .. lIo1Iyo<e<l by I'CK.Ibage dunoes,myi~ futl-lenglh ONAÍ¡lSffiS w"'" 
funh..- rvollWed in ~IJSA os dl'sait..d prniou-'y (M&ruutct.m.o ti o.L 
2003. M¡ noutd\>.1im 01 >L. 2(04). ExpreMinn in pSynl _ .. nd 

'l34 purificoli"n ol s<~uble . nlitw.>dy r~''''''t$ ...,.." po:rfonl1"" ~11l¡¡¡ly os 
:l3.\ dt:Saibed ÍIlour prNious repons (KiaiIo-Umbarila tI.aL lOOS). A11.l6lublt 
Wó ,nniacrterminol Hi~ IIH. were prodll(ed uW>g lhe bmdoviU$ ., 
m 1: 

::: ~~~~~;~;~~~ 5~...tl~ggag~-
141 (S,-",r.;o¡¡=""'l!l~&lo¡¡g-l' .oo 5'...tlo:a!!:~1iI!" 

242 g;1Cntg=i·J') COO!;Uni!lg !he ~ricrions sit.s Ilglll .00 Srtll (~_ 
143 lined ). AA.,. M11pmiarioo. gel pnrilied :1l1d digesred rl'Ol¡¡IlWlts ""'" 
C)l4 hPl"" inlu pIllueHis211 ( lnvifr<lV11, Corlsb>.d. CA) 'Íuing 1100: $.i n", 
211. reStrirl;on S;les. 111e ~ulting plasmids were Ilesiineil pBluel tis
)16 VHL27. pDlue ll is-VlI2.8.nd pBluellis-VIIIJ8. lbe rec"",bin:1l\1 
:1;07 bo,Ollovinl$eS wcre sub""quenlly ¡;e"'e.-.t"d (&ng (líe DIC._N_Bine 
218 sy5lem ( Invilrogell, Cilrlsbo,d. CA) U pre'¡IO~lf. ,."poned . nd 
"'9 d.signed IIKHis_VHL2 7. B.rHis_IIH2 .8 ~"d BArtU,.,VHl_28. "'-'¡>eC-
2M rivtly. ~ rKOOlbinant virus ""leaion alld amplificacion were 
~l perforl11ed~. previously described¡(Lnz-M,¡drt¡oJ el .l. 2007 ). Fo. 
~? I~r~e-:I(' .. le produ~tion of His~-t;;oned VI-Is. Je par:o.l e ly 1 ~ 10" 
2f,3 (2 )< 10''/ 1111) Sj9 (SpodaPt.,.afrix;p~a) e~lt$ "",re infecled tí:. 
$01 mu(lipliCllyorinfKlioo (M61) ofS ;¡na w~e coUe<:t"'¡ ~fler n h by 
~ centrifugarían al l(l(l() xJ: durin g 10 mio >.t 4 · C. CtllS ~'" ll'l'>.led 
~ wi,h inSt!Cllysi$ burr..-tlo mMTrisO.pH7S. 130 mM NaCll " (v¡V) 
~7 Triton X-l OO. 10 mM N<tf; lO mM'tOdl um pllosplll.tt . pl ll.5. 10 mM 
~ sodium pyrophnsphJlel mnrat';:¡n¡¡: complele prole>se inhihitor 
,¡,o,jI ~O(kl.il ( R<)C~ l>i~nl1:~I5{'oo i,,(1Jt>;Jled during 4S m in <X' i<;e,~ 
:l6O T¡'" l)'Sillewas d.rifoed b~ (fflrrifu~tlon at40.(l(l()"rdurin~ JOmin 
'/1:l1 .t 4 ·C, The .. l'vs"ind lIi~t.ggf'd Vlls We'" ¡¡urified by Nil+_NTA 
'11:)2 .ninily ~hr"","lo;r~p¡¡Y (@gen. Hilden.C",nnany).and eluled wilh 
"l«3 I ml ol250 m Mimid •• ole. 

~ 

'I1:l<I 2.5. EUSil binding of posiriw VII- or:l('!'v-hrarint ph<'Jgulones ro fuB-1tngth 
)$6 1Ij3142 undfrogmtt>~ 

:l66 ~ USA .nalysis was carriN oot using MuiSon> microtiler p lates 
1/;1 (Nmc, Ko:\.kildc, Oennurk) out"" o""migltl wilh •• ynthOlK J"'PIide ~l 

')58 a ~ntratinn al'21';fml in'>.l'Ilon>lc buff~ (pH 9.6). Afie< washing 

with phospt\atc buffer rontailling 0.211'wffn-20 (rus. Tw""n). piares 269 
we'" blocked wilh PIlS/oon-f,¡{ l11ilk (2,,) rOl' 1 h.l 'oom lem per:o.ture :no 
(RT)_ !'bIes w...-., w.shed. tI.,n phoolle rr"';ou,'y inrulJ,¡l..J rOl' 30 I" Íll t1l 
.1 RT wilh I'IIS/nOn-r.l millt (2" )/lrilOO X-lOO (o.2" ).l."as adde<l.t. :m 
"""""!r.tion al' 10" per l11L .nd .rl~ ÍllCUb..linn fOl' 21' . 1 RT. pI.ltS 273 
""'''' w.tshed wirh P8S:lw~n_ HRPf~nti·M13 monoclon>.l cnnjug>.le ti_ 
(IIm..->l .. m ) daut"" in ~BS/milk/lril"" wilS .dded. ;md pLnes w...-., 273 
inrub;tred for l b .1 KT. Monoc\onal.n!i.p..ornyIoid :1l\libodi.s BAM9U.1 276 
.nd 4GS.1L\e<l OS. ¡>ositive mn lrol 10 t~st the pepri~e bindin¡: lo Wl'1l m 
surf..:". w"'" from Signa PoIydnn:ol n10USe . nti_hum.n Af; 1-42 ' 00 178 
A¡)8-U am ibodi.s as we!J as rabbit: anli-A¡lNJ(pE) :1l1d NlNI1(pE) 219 

.mibodio;.also used as ~liVl> comrols, were prod uced previOlcly ill 2110 

our l.bor.tory(Mmoutclwlim el.L 2003; Acrro et.L 2(09). ltKl'-gn.o.t 281 
anti-mnll.~ IgC (H+ LJ <'Ot\i<lPre (rOl' lI'IOUSt sen a""')'SÍ<). HRP-- m 
mnjug.l"" t.ibbil .. nli..¡n(KlS~ 1ge 1 (10, BA.M90.I) '00 HRl'<r>njUl!"I..J 2103 
r:o.bbit anti-motl5I-' IgClb (rOl' 4GII) dilul«f ill ~/mllk/tritOO wne us«I 2!!4 

os ff'COOlmended by the m""ur.~~rJ",res were wasbed ;l1ld 2.2'- m 
.nno-biS-(3""lhyl- ¡"'""I IliHoIlp.,-G-.lu!P00i\!$ .ad) (AIITS) singl~ ~S6 

solution (lymed ) w.s .dded. lbe 01) ,e.<lins- .1 405 nm was 2S7 

regisl~"" usingOpsys MR Mic"'tl;ue Ke;Kter (UYN EX Tf'Cb nolt>gies, 1M 

Ch>.n liliy. VA USA)_ '" 2S9 

n~mbl>,Sloma SH-SYSY and IMR_)2 o:eIls obt>.i""d fmm 300 
"' ~ . ; :.; .•• Type Cu l",,.,, C"ll...:ti<ln (ATCC. VA, USA) wer~ 301 

m. int.i""d in UMEM/F12 (1:1 ) suppltrnffll~ witb HA hell_ 300 
in.c:tiv.t<!d fet., bovine :;enlm (" IRCO) . nd penkillin_Slrept!Ml1yrin 303 
(CIRCO).nd diff",enli.l..J rOl' 8 _10 d.ys in lile rresenCe or 10 ¡lM . lI_ 3(W 

Irans relinoie "<id (SI I-~1'5Y) 0r'1 mM dibutyryl cAMP(lMK- 32e~lls). ~ 
To l.sl l¡'" inhibilory effe<:t~ or ('nmpound~ 00 lhe nall'Ol'101 10xictry :IOIi 
indu<ed hy "'1>1-4 2. ~"'Is We,." plaled . 1 .. d"'1Sily or 1 x 10" cell</ 307 
200 ¡¡l per well in96-weU tissue culture pl.l.le5 (Coming. I\~. USA). For 3(M 

.11 .os>ys. "'1>1-42 P"l'lid~ pr"".rati<ln< wne mix.,d lo • li ,,,1 3(1!1 

conc""Tration al' 20 ~>ol/ml in OPl' I-MEM 5eru m fr~ nJe<liurn 310 
cont;¡ining 200 U/mi poenidllill.nd 200¡.ogfmlstreptomyOn. Syntheti( 311 
"4335-25 w.' use<! os" n"ll"livt COOlrol. """~ ""'<in¡; VH ,mlibody 3 1~ 
(UI.27. c..c1.211 .00 c..c2.8) or scfv .ntibody (LW. 4.4. 4.11) . 00 313 
mnlrol phoge d~nt"" in 1'85 were mix"" Wilh A¡S1-4l ¡>eptide 10 • " . 
fin >.1 coo","ntralion fmm 10'0 to 10" cfu,fml and inrub..ted ovemight 3 1 ~ 
.t 4"C_ IIf,f"", 1"'.lu",nl t>f C'ells. lhe oId medium w.$ removed aoo 3'6 
lile peptiM ~mion (wilh Or wilhout p hit$e) was ~dde<l 'o ..... ch 317 

_1 .nd iucub;tled for Z4 h . Cell vi.l>iliry w., .ss=..J tJ.5ing.n X1T 31S 
()IIO!OXi<ily au.y (s<¡diuu;":¡ ' 11 -lph""ylominox~rbonyl l-3-4 lelu~o- 31G 
lium)-bis 14-n"'IOOxy--6-n ilm) benle"" lulfonie .eid bydr~le) ( Koche, 3:J1 
IN. USA) ;¡uording (O the ""mwacl urer'5 instruaion!. FIfty microliler! JIl 
ofX1Twos .. dded 10e.eh plale.nd i,,,"ubo,led for4 h" l 37 ' c aud 5" 321 
(O,. The OV ",.dÍl>lr .t :iOO n m w~ l'I'j¡ÍSlered 'tsing Op>ys MK 3Z3 

Mi<mplole R~.d.". (OmEX Techm>lngies). 3:10' 

2.& ImmunQhiW,lfhfmÍ(al unaly¡!s. 

Antiboody fr>;:menlS wereiilio used 10 i1S$.iy i!lhey recogniz"" dense 3:16 
rore pi"",,'" o n br:o.in se<:tinns from """ T815'/6 miC'e (lisio.<> 01 .d. 311 
1996). Brielly . .!8. monrh¡oId !!'f'rri mice and wi ld rype mire w...-., 326 

Pl"",e dIe lhi¡.mide os; MedeOiQ. M.. et o.L Novel .myloid-lIet~ specilk scfv.nd IIH .nlibody r.~nlS fto/Jl hwl\,1!l ~nd lllOllle ptuge 
di5pl~y ~nlibody li br.""s. J. Nf:[ln¡;mmunol (2010). doi: 10.1016;,}jn""roim.2010.03.021 
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ARTICLE IN PRESS 

()Ym:l0:Sfd mm 1 00 ~"" N<'1llbll!a!.aoo illtracanlially pMus..:l with 
ke-wId PES. pH 7.4 . .md thrir b ... in>w~,"'lea..:l.md fixedwemight 
in 4% ¡»r.fornuldehydc_ Coro""l secrioll$ 401ll" Ihk:k....,re nJount..:l 
"" glólss stides .,,,hir -<1 ried. AA ..... mig"" .LOIri .... 01 in 9Ul wrmi::: .<id ror 
5 mio. ID<! .lIIo11uor""",tlC~ qu""chillg by iocub;¡ting in TBS c<>:u .ining 
1M: meth.1nol. .. lid J:Ió Hp, roo 30 mi" al room lemper:I!U~. 5dV 
;¡mibWy fragmenlS w= d iluted 1:100.l1li ;¡dded lO Lbe slides. AfIe.
ov .... i¡:hl inCUt..1ÍOfl 1.1 4 oC, .lides were wWlod.oo mouse arl!i-myc 
,¡mibodiPs ( Zymed ) w...-e a<lded. fpllow..:! by ¡GOl .nri-mouse .... e"._ 
A..,r 488 (lnvi',ng .. n). Slides ,..,,-~ U..,,, ¡ocub.t.,d wit¡' r. bbit .",i_ 
A!'> 1-42 anribodi<':l (ffl:abli.sho<l in [be Lab) al 1: ]000 followed by zoa! 
am i-robbit Ah:x.·~luor 59<1 (lnvitrogm ) al 1 -J ooo . .f1Irr cXlensive 

~me, CA) . Primar')' anlibodies wtre vilualized wirh diaminobtnzi- :m 
dine oolu(ioo (V~lor Lal>or.tories ). At le ... t tive seo:;rioos l>or:h ilH 
~~,KI pOSt~rin, lo (he sit~ of injoction w= ,,~ined fo< 1$ ~ 
Io,¡d.oo OlIIólly.<ed U.ling lnlilgcJ sollw",e. :1116 

2.10. S!otisr/caJ a"al~;s 

FQf nmllipl. (OO,,,,,risons ANfNA ~"'¡ pOSt -ha(; Tul<t:y I ~", w= m 
USl'd. SPSS Rt le= 9,0.0 Slalislical Stlftware profram was <'ll1ploye<l. 

l. Ik""h. 

Wil5hing. ,lid ... wnf! c~sli~ will> l'luoromwu-<G (Soulr..m 3.1. Conslfur.r/(In aJ p~ displa,w VH Hbnl'Y ",,<1 sdmion 01 ¡,¡;. <1(11 

BiOl~ Birmingbam. AL) ( I'I'!nl$hina 01 .l. 20(7 ). In ¡he r.~ ofVH spKific VII and SCf. annbod,,,,, by blOPz nn agmnsl,0,¡3~ ~ 
fr.ogrn"" ..... rabbit pn!ydo,u l ~nl¡_hil,idi"" (H;s-(Illbo: H_15, S,,"~ Ctu:< 
BiO!<"íhnology, CA USA) an,ibodi..s wtre ~d foll<wlfil by ~t ami- Fo< C<)n$!ru,hon of ph.g. dlSpl.1y Vil ,?,nn",. !Lbe. r')' , ploen 010.} 

¡;¡bt>~ Aleu.Auor $94 (lnvi'rogen). Tllen >lides W<'1"e UKUb.>ted Wilh ceUs from nUCe mUllum"ed wuh ~1-42 Jl!!pl1de W<'1"e used ;U • «).I 

1bi<>lLovin T {!I.$~ in SOl I'l h.nrl) .• "'¡ .fi~, ~xlensi"" w.~i ,,¡¡. w= soon:e of 19 VII ge"" .. The coNAs rodÍll:!\. fi VI I dOfll.1ins w""e CM 
roverslipped ~¡ d..saibed ~bovt! , amptifitd by l'Cl( . oo doo.d in'<l lb. pl>agemid ve<:!<lr . Uowing lite ~ 

eonfOCM im,.ge. ( ,ize H/141' 1024 pixel or 8[J0l!lOO pixel ) were expr=ion ofVH fu~ 10 . 'JiiiIiiI: C<QL.l"}Ilfin Vlll (epVlll) ofM 13 0()7 

coll""'~ sequentially a, RT on ' n fVl000 conforal lUl':!" ~cannini" ph.ge ~t hillh <:01')' nllmbo,rs. The .,tin);lt~ numher of q>VIll fusions <lOe 
micn'l<Q)pe (OIympus . Tokyo . .... ""n ) using . ~ O< 4U1' ,,/Jjoctive exp,esse<l on hybrid ph¡¡¡e panides)ls 300.;:900 "",ies per pl>age ~ 
~ns (UI'l5A/'O NA ... 1.35 m d upu-m NA ... 1.30, ,..spKtively). BIT (W ll is e,;oI 1 lQ!jJ ). Añtibody V1 1"1~"'dom;tin ph.gedis""y hbmy otO QI4 
QCThiolLovin T f1uO!eS(l"<),e w ... obl.ined .fter ex,iting the samples ,""sistin¡- nf 11 ~ )O" iOO~ndent d oo.s w.s .i" .... er"'~ ,,"d. mtI!'e 41' 
wilh • w.veleugth of 486 nm and rt:. ding lhe {llK)rt:SCf!ace . 1 519 nm. Ihm !KI% oC clo<il!i: " ~l>own lo c.rry Ihe mSens of currea si", 412 
for Ir... dl'l""i<ln or rhodamine lh" excitalion wavelmglh was (d,n. 001 Sl>o~ ). "3 

:;4) nm >,nd e miMion w,u Ioll<"Ct~ al S78nm. 11>e nUQrescmo::e To,..l~a ",",omoo ... " ~nti yf"gmentsremgIli1;inj¡"4\1-42,ltoe m 
int""sity w ... ",t optinw.lly for colltrol slides (sel'v unUNtOO slide,) e<>n"nl<'lod VH n1Ol1~immu .. " librOI}';"; w" n ;os . scFv hu ...... n"'ve <lb 
. 00 thi,exposurt: wa:; ret.i~ for, lid!'$ "".red with. ""pr~ $<Fv libmy. ~bt<:I in our previOll5 studi .. {Manoulcharian et al., 4 1~ 

. ,KI '00'" "e'IOO w;lh 1<'Fv (3.20. 4.4 ~nd 4.11) ~nd Vil ( 1.27. 2.6 . nd 2(04), w,u .q,«ned .,g.insr O}~gom"rk A¡31-42. All otii<)ITl\',ic 117 
128) lm~"~reronstru(tloowasachi,",,edbyperf<lrrrun¡-opncalsh~s p1p~r't ion, (lf AI>I_42 cont . in.d two pru min. nl b. nds "8 
el hlPpoc>.ITl¡>llS of lllOm .. br"'" ta~en O }..(JAS I.u" .¡mt in "",ks ';;"SPOndll!l: Ú! lrime" .00 lelramees ;U weU ;,s " <)1"""m ... ;U 419 
. boul 20.;:25 lm>;:e$. AH 1<l1,1J('" _re oot.t.e<l from,. num ,mnn,~ n4>su>tOO (Fig 1) Illglte, mol=lH~ght NIKI , correspolKlmg 020 
~ '¡!Ces.oo al le.$! 5 dlfTerent pl.ques. from lhe,.. ml.lge' SI>(i; ro 2 .nc1/.,!4 me .. were . !so ob,erve<! (Rg 1) All h.>nd, were C1 
lhree-dlrnms",nal (3D) dlgU>l mnde lsofpl;.ques _re re<:onst:ructÍld enllf,'¡;;¡ 6"y4(.8 . nllb<)dy kn(>Wn lO b,nd 'O . n Inlern.l epl1<>peel"" m 
by unage rhrt:sh<>ldln~ and surf.o::e rend"", ng employing ln1.1n, S!1J ."17-24) ~3 

softw.re (BupLo .. e AG. Zunch, SWluerl. nd ) . ,..¡ C"'""tnItA.,W

U
X1 Mer ¡he lhml ,ound ofpan ntng ¡¡¡'lrlSl jl.-.mylold pe-plld".lhrec 42, 

lm. ges room cootrols md tr~.led cells _,e proc .. s..:l 000 .... $lmlLor 11 dOfll.1t1l expresstllg pbog" clo"". (e 1 21 e 1 28.00 e 2.8 ) .lld m 
COOOl1tons. o scFv-exprt:S51n¡- phav <"lo"", (S<fV 4.8 and sc:Fv 3 20). Wlth lhe .w 

h'ghes' •. IJSA .... l u~s. """r~ ."l<:(le<l for funh", sl ud,es. UNA <fI1 

S~UffiClng ofposilive VI! dom.in-~p, .. sing pbog~ clooes ,~a1ed 0Il 2.9. Inr,ocranial iniKfiollS ___ 

The 14_mOOl h_old T&2576 mice ( Hsiao el ~ ll99(¡ ) w"re w.e<l in 
lhiS study. Mi(f we,e .".."'helized with Nembut>1 (SQln¡:ikg body 
weigllt ) ~nd pl~d in' Slerf'OlKlic app.> ... ~ ~My~ol .b. St . l.<lUis. 
MO) with a mo~ ad~pfOC as desail>ed prey!lI!$!"y (V~evko el aL. 
2007,A Srietly, experimE'lu>l ,md CUlllrol p!1.1se: ~re diluted in PSS 
(10' pruM ). '00 . nli_"" monorlO",,1 6F. l0 ~ n1ibody (Cnv.nce 
Ktsearch I'roduas, [!e,kley. ~"lr.tt CI),.rentru.loo oC 1 mg/ml w. s 
used .... pOSitive control bperimen~ ~oo conlrol .genlS were 
illJ"CTed into the leI[ hiPI!C'"""'I!.us throu..¡h " 33 g.uge i'liector 
;¡ll ... hed to " 10[.11 H.millnn SY'it-lle (Homillo,," Reno. I\'V). The 
coordillilles, wirh ,e¡.pea to~ .. were "1.:/ mm ¡lOSlMior, 2.5 mm 
lat!'!"" " " nd 3.0 mm ~1 [";l~0 1~4cull. Two mi.-rolite .. of " gents 
w= injected 0_ th . l ¡'I>;n of:s ~in. . ft", which th~ c.>nnul~ w;os lrO 
in plac" for an a<lditional 2 min 10 allow fo, dirrusion. Alllnlills were 
pla,e<! 00 • w~ni~.,...dJ"' tU (hey bod fully 'f<;(M're<! from 
. l",Slhesi' . nd w~'. k"(l!'in individ'liIl c.>¡es to p""",nl d.m'ge to 
l~ Sulures. Scven d"ys laln. mice w"'"' .....,,-dtlSed Wilh l00mgf\<¡ 
Nembut al ~OO in"",,~rdi .lly poe<fusOO wi,h i~oId POs. pH 7.2. ~nd 
lheir brdin, wffi' fiud in 411; ¡>o},aformaldehydt <lwmig:ht. for 
Unmuno$!. ining of A¡3 deposits. SO!<1iOOS we'" Olt in lhe <:oron.l 
pl."".1 401"" usin¡- ~ vihr.lom •.• nd .fie r the anligen r~ln.v.l in 
-¡In; forn,ie .cid. w<:re .lOlined wilh ,.bbil polyclonol .nti-A¡> primary 
antil>odi .. followOO by gwl .mi_,.bbit biotinyl;lted ,,,<:<'oo' r')' 
antihodies . nd Af)e-HRP 'Y'lem fmm V""Qr Lallor.raries ( B\lrlin-

tb ..... unique .equences whkh W<'1"f ;¡li¡:ned >ccordin¡- to lMGT m 
numhering f<>r V_DOMAlN in lhe IMCT¡'I)NA l'I.QTdi~ory (T.bl~ 1) <3(1 

( ",,/fallE . , al. 2003 ). As shown in Tabl" 1. theso. VII 2 oolil;ru w""" 431 Ql5 

"' -• 
" • • • , 
• 
• 
• , 
~-

A B 

f!&. l . ",,,,,"",,,,, ,,..,., J,-.""",,, "' .. d .... , ..,," ",.rm,"h. lly~~" ,." r.",,~ 

0Ii:t:""""W<f< p"'po«d .... d ."oIyz<d .. de" ribt<l ins..: _ 2. f<I, .Q w .. inaob.l"d 
.. . 'C (AJ."d .. 3)-C(1~ ..... ," ""'01 ' '''' ",,*<". lu .... , ,""_ .. ""t" .. ..r. 

Ple.,e nte (his ~nicle a:;; Medf<;Q!O. M .. el al. NO\Iel >.ITlyloid-beta. spedlic sefv >,nd VH anlibody fr.gment.s from humm ... d mouse pha¡e 
di,pL:ty .nrihody librari!'$.j. N~uroimmunol, (2010), doi:1D. mlG,jJ~lrotm.2mo.03.023 

1>' 
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• ""'O", ",!'lTIIio. V .. 0. ... .0 '" """..,~ ~_l>«" ... ~,.«I .. d""I<<1 .. ¡t., "",,,.,",,,.,, 11" .. ,,,,,.,,,,,;.,.,(0,. "'~!"'" Sys,"'" (lMGT). T1I< _ .><id >0<1"."" <do)kl 
'" (><, .... "& .. I/dGT """""''',urr)..., ,_ 
U, • DoIlm"' ..... "'loo>ti<lt>!nH:Iv"><ol"' .. ,mIiIl . .... "OtI< ... 

<32 Origirul.,.J fmm dirT"",nt ~ermli n ~ p''''''~fSqn.,,,.t5 . r>d c>rri~d 

<3.l mullipl~ mUlalíOM al boIb nucl«l¡ide aoo amioo ;ldd levd. No 
~ S<'<Iue .. c;~ 1>oo. (IIo¡¡y w~ found boetween HCI)R3 ~ons ofthe d01l1"S. 

A 

" § 
g 

! 

B 

o. 
O, 

g 0.7 

.. 0.6 

~ O-S b g 
e O •• 

i 0.3 

~3. 1 5 

• 

• 

. ""'-16 . "¡:I12-;/8 
""" &42 . NIIP 

o 

Clone 

• 
• 

• 

• 

Oj..U~,":",· o ~i."-.-L"Ii.¡,¡ ..... ' ' LOO' ~U-'L' --,Ii. 
Cl.27 C1.~ C2~ 

Clo .... 

" 
O., 

___ l . ... ~ Oto .'3""'"" _ , ..... "P"""'" ., m""' ... . _ ,",...,."¡",,, '" "''', 
42. UlSA,.,,>ly'" .rhOndiq 01 ..... ' ... "p., • • nd 'M !>..orin, pt,,,,,,<lon,,, r. 'Y"'h'i< 
A/lo """t_. NRl' _ • n",,· .. "'ooI «>mIo! p<'p'Ido. D>tI ... "",.". ", SO o/ 2 
.... d'I.",¡",,' «¡><ti ....... ""' ... 01 .... «1 w¡,h <fi!","n, ... " ... , . " ".,i<li<oIly 
ddltrfttt ('<o.M). " 1I1 • ...". .. "Y 111.\1'10.1 bound lo ~ 11_28 (OD~lC7~ 

±O.oo). oGIl>ound ", ....,\l.~1 (On _ l.!Il 100.01) ... -<1 ~\ 7.41 (00 _ 1.1~.i C.(l'\~ 

_ .. ".~"""" ...." ... 2 polytlon, l ."ihodio-' boIo"d .. MI-4l ,,01 MI_I6. 
00 _1.98,, 0114.,,01 OD _l .9!l ± C_05. ""poctmly. M""",..,o .-!jLNanI I<rumw .. 
"",d ..... ""1 .... '0 .. "'1 .... 'hlW.,d DU",,<o.l. 

.00 ""Iy VI-l [r.nll,w<,.-k .-.:g;oo 3 (1-l13J-d" rivtOd seque"""! lud h1gh <16 
homology be~1I llJ<o doo<"l. <1:11; 

J.2. VII- o. srfv-bf"aring pho¡gc clones ~ nal IiInd 10 en t "JIOpt willún 437 
IRe immunodomioonl ""-t..-minal rr&i0ll1f~2.... 4M 

To d..tille n><.>rI' pred>e!y tllt binding epilop<' ol sel<.>at'd ;mliOOdy 4311 
hgmenl •. [lJSA5 "",re ~ w;n¡ fUlI-Io:n ~ h A¡}1-42.nd [our <.o 
shon fra~menlS (fi~ 2). AH r«ombii\antanlibodi<"l bound lufull-lI'ngl h Ul 
1Ij">1_42 • .nd 10 N-!IUOC.IN AflS-42 L< \WII L< lo N_pyroglul,nule 441 
modilV:d ~rxid<"l~pF.) and.APNll (p E) (fj~ 3). AUn. rouro(~ 4013 
.mibodio:s bouOO inod~y 10 A¡}17-42 (fi~ l). ~ ro:sult< indÍCilIC 444 
II,.¡ rpil~ r«~izftl by ~ectnl ''''''''nbi .... nl ;mtibody fr.SIllffit> is ... 
10<.1~ in lhe (""tr.lVC_'fim in,,¡ pm of Il>e [ull_lengl h ~1-42. In . Il 446 
""perin"",IS m..:oooorud .n?i-f..-;o lllyl<>id 'n1ibodi..s AAM90.1 ,,00 4<".8 . .. , 
as ~ ol.\ polydOOal mOlU ami-human A¡}1-42 and AíJ./I-42 amibodif! <I~ 
pmdw;;~ previously in oor laror.lQ<)' (Mmouldl.1ri.>n el ~ 2003). <lO 
~ :;:;'pos ili=ronlrols lo Ie;tlhe peplidebiOOin~ to,..,lIswfa<:e. 4~ 

<..J. lnhibftWn CJj ¡\j31.-42 toxidty in vitro by stlmed VHs ond sc~ in <1M 
<1!IJi:ronÚOl'¡"t .... uroblas',...,u (ells~ .~ 

tlJ<o ability of ~Iw"d Vl IS aOO Sd'vs tO inhibir ~I- .~ 
<., ,~,~;¡·C,,;tolox irity in SII -SY5Y md IMR-J2 diff~r~llIi~l~ , .. 
neurohl>Slotn:! <:ells usin; ~n li1T ol.\say. Ü\I~m;rhl p~;n<:ub;ltion of .~ 
A¡}1-4l wilh VHS óllld SdVs prior 10 .ddilioo 10 cells resu!!~ in ~ .~ 
d"",-d~IKI~m inllibilion oftl", ,~u((iou in milocooOOri~1 ..cr:ivity <" 
mml''''~ W;lh , (O~rrol pll>¡e ( fig:s; 4 . 00 5). A (ont 'oI ph.g~ 4M 
""pressi"l! ~ non- ",I~l~ . nlibody r .. .gme nl did nol sh"", ~ ny 'MI 
inhibirion activity. <lOO 

O, 

! o. O 
O .. , 

o, 

o 
~" ~~ 

I'l~ l . S<1<".d Ab Ic"l"""'" boond 10 N·.","' ..... M>y""t-"'..,..I' ""'¡ói ....... ,.... 
MN1(pf.)""¡ MNll(pE). EUSA..,a/y<~ 01 w.din:t: 0I_1.,d ,lo"", lO ')'nIt.<ÚC M 
H" ~(p!iJ ..,d Af\I< ll(p!i). ,''". O" .... ..,'1.50 01 l ... .<1< ... ,,<1'"' • ..,.."",,,,, ... 

P1e.I.\e die Ihis .rtide,¡,s : Meo.l.....-igo. M.. el ~ Novl.'i ' lIlj1loid-bet. sp.....-ilk >efv.oo VH .nlibody fr~nt> frolll hUlll,lll , ad lnou\e pll.lge 
di!pl~y ~nlibody libr.""s. J. Neuroimmunol (2010 ). doi: 10.1 016;'}jn .. ,mim.2010.01.021 
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phaQ<l diluliun 

3.4. Sffl't'¡!'d VIIS and 5lh'5 bind lo amylotd dt¡JOSj! ll: merust' bralÍi' 

St'CtwllS.... , 

In order ro furtller m.racrer:i71' Ihe bindlnCp~r~~"'l"¡ 
anlibody rr.l!"""'"S, we tc~l"'¡ wl ..... h...- ",¡"ble ~s ""'y dele<t 
n,uuraJly ocrurri~ Af\ deposits in T~J6 mllUSO! brdin tissue. AH 
,<'(ombi",,"1 . ,,¡iOOdy rragment:; soo"""Weli s¡>e(ifk binding <;Ill 
Ir.ns~enic rnou><: h.-.in =tiort$ (Fi¡¡$. 6 ~nd 7) blnd ingln 0",1",1 
rnous.. b",in w;¡s observed. (olltrol non-rol.led SCfv oc VI I did !l0l 
bi!>d 10 .myl<lid .ggr~t ... 011 trmsge, mouse b ... in soctiolls. 

3.5. ~~IC VH """,mbinarll ""'ibo</i frngm."' citar¡ llrnylQid 
depllsl!5lJ{rJ'r inrrocronlOÍ/ dt~ 

lo d"'lOllSlr~ 1I..,...~Ii~ efflCl'Y "Ihe di.\<"'lWred . nt ibody 
fra¡:m.ms. we injM.nl pha¡. Cl .'r¡ t..arinz AIl-SPKiflC VII amibody 
fr~"t ;"(0 Ihe left.:themispt..re or 14·rnontIH¡ld APP/f¡ 2576 
".)\1"'_ As «)111mb we "sed n~;¡ti""ly sel"'-h,d ph.1¡:e 1.17 Or ~ 
>periCo: mOUSe muoodorwJ • .mibody 6El o. which w ;,s err.Clive in ow
pr""¡""1 , ,"d;".<. Sev"" day! t.ter mio: W,,'" u <rir",o;d a ud br.in 
5o'ctioos _re Slained for arnyloid dtpO~! analysis ( H~, 8). Ki,h¡ 
~rnisph ..... of ¡he mouse br" in W"5 ~..tfor {he compMi5on of 
amyloid In.d_ In lhese experi"",nl-S. ph~ 1.27 w.s alnx>S1 ' S 
effedive "5 " control Ajl.-sp«iflC moooclo",,¡ antibody (6EHI) in 
""'YIoid <:1=.""". wbile ~.ti"" control ph.-.ge did IIO! reduce 
amyloid I.""d (Ag.ll j. 

e 1.27 

B 

e 1.28 

phag& dllution 

e 

p/lagfI dilutioo 

~ 5. S._d 1'11 bNrir.¡: p~"", <100<, troro """,U"" roo_ pilos' d~piq ~br;ory 
in~.ibi! Nl'l- ifld",'" ","ro:o><lCII)' in ~.,..".... "....,b~ .... !.Il-$'<SV "'0 <U ~" ..... 
c .. y .. biIot~ w .. ......... ","".,.>tlxrr 'oxi<i:y""Y. 0.:. p" ... n"d ... "" ... ±~.¡ 
l ifl .... ¡I<'.dtnt .. .,..,,"""'~ 

4. Disru~.iun 

In thiS srudy. wt sel<'Cted a lIowl stt of human ami·.-.p1-42 48.\ 

r~ombill;llll IDOllodonol " "tibodies ill , single ,h>.in fugment 4M 
variabl<: ( :Id'vj .nd " sin¡l.,..dnmain (VH ) form>! rmm human and 067 
mOuse ph~e displ.Yant ibody li bruies. resp;;Ctiveiy. w e "Iso 4IlIl 
en lu.u«l lheir binding rn"",clmsti"" os w..U "S their c"¡>ocity 10 WI 
inhibíl AJll-42 toxictry in vilm. ",ing SH-SY5Y and IMR_32 C"f'1l oI9G 

Pleose {ile lhis .nicle:l..\; Me<,le<;i:,¡o. M .. et.L No;wel ;unyloid-bet.l sp«ilk so::fv •• lId VH antibody fr.grnen\.ii from human and m()U1;e pho..¡e 
dispL:ly antihody tib .. ri6.j. Neuroimmun<>l. (2010). doi: ID. mIG,jJ~lrotm.2mo.03.1l23 
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lL, 
fTs. 6. _"" __ ""_...,_ . ..,.,.;.""'m ....... ~lb"'y.....,...<"'Y_..".~ ... po<iC.'"[ ... I"ippO<~<i"~m"" (T~J~,E.>:"'~_ 

~ rfI< Itft: "" .. .niYtyof. " bl><_l-oJ..,..roJy C_ ., .... ): tho r..aMtyol ... llblt ""'t"",,, ... (_ ",,,,,,,,): .... rh< "",.,._ ,...>n:I"....,t .... .tId< (A) ..... 

"""';r,:".,.,~"' ..... .-oI\""t;~ .. w'""'~dopo:><Q . .. ~¡,.'t.,"""OIo,,"'~,"' .•. " (,,"').lO,(I) f.¡",.tl_ .. l.('" .. "~.<lo<.;~..,...r 
bO'.dq ot><fvl2ll, 0:"'« on.l ,,""" lO ~ do..,..,.. ~"""'" .... ,,,.,,, ,1o.,.robi:.W.l:ioo of .... >nlp«1 1:".-sc<1ICO(o, )'IIIo:<N) .. wdl ...... IIr· ............. .¡y_ ...... 
Of\ly. b.o:l:;Jrour.d ,,... ..... ioobotrwd ",Oh . aJo'\lroI. ,,"" Jf1tlnly. (C) Tt __ l«OfI~ru<Iioo 01 "'1_ ror:Ioc.aI_ (,~ tll<o Cl3-0A5 ¡.ni""" io _ o ) O/.., 
..,.....do;>o:oi!¡"l" .... "'...,.... (FQr~'''''ol' ................. .,'''b.- .. ,tool!p<~'''''_~~.,''''....t>_oI'~ • ....,Io:_) 

l'I=e dte {hi~ ~rtide,¡,s: Meo.!"'Ogo. M.. et <.L Novel ~1I1j1k>id-bel~ ~fk >efv.nd VH .o(ibody fr~nts from hUlll,llllOO IllOU\e pll.lge 
di!pl~y ~nribody libwi"s. J. Neuroimmunol (2010). do;: 10.I016;'}jne"m\m.2010.01,021 
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~ 7. I'!.riIl<d "'t"bI< VH ... ,ibodi« rrom ""lO " ''''''''''''' p~,# MpLly libo" ..... <poüf.ally rwp" Al> ".~'" "' t~. ~;ppo<..,pu< úI "'>rl<#"" ..0:< (1",16). ~h p..,, 1 
<how>. r",,,, Ih, Irft , T1uof~"," r ,",c""" (O"""'" ,",,,,,n),, It., ",O<l .. O)'oIX>1,bIo: VH r''''''')II.lw..-v"", -and \~. "" V !>rt",,,,, .,.""" ,"d""¡ ,,-,,,,- """<vd""'v' 
¡¡I..",,",< '1NI~.'iónofr<d ... .dI""'" r.",, _ _ • ( .. )'<IIIIW). { k>r ""fP"""_." '" [o .. thcl 111'" .. ",,,,, th<.- ~ .... ,M:! '" tM _ .... "'" '" 
1~,,"'d',J 

ruJrure:S. llladdilion. wedemonSlralnllhalln.,;"amibodies bound ~'o oC ,he sdl'Cled anlibody frilVlll'nls ",ay be imponam (oosid- ó2'l 

AIll.421'f~ui!l{r,m,genic 'llOU ... br>insmd dNr~myk>id dPpOSits ering ltu.1 ,'" inc'NSe in boIh Ihe incide""" .,Id sewrity of c ..... br.1 !>23 
arter inrr ... ranial.u1m;nistwÍQn in API'rrr mj~. ..,. \:myIOi<! 'rW"I"ltIy-.>WJdared microbem<)l'Th.1Vs .fter p.lssive im_ W. 

Immumx h .... py ~ppro..:h~ bolh ~ctive immWliz.¡li,m wi¡h ~luniZóllion Wilh ~mi·~mi"'H"'ln in.1 ;¡mibody (300) wu observe<! ~~ 
p"'ptid~, (JI" p¿s.ive tr""fer of ;¡ nti-A¡> Ólntibod¡~., hoY<' stiown in prrviou •• tudi~. (pf,,;fer et . l, ~OO2; 1Yd<~ ~ 01 .• 2(05). In ...Jdition. >2Ii 

lheropeulic eOkO<)' in ~rÓlI Al1'fTg ",nUSl' modelS. ~i<h develop onri:f minn. tenn in;¡l;¡ntihoodies nuy int ... ;¡O ;¡tw wirh APP.r theceil WI 
Óln AD_like .myl<>id pl.q Ll~palh(~ogy (Omdy.nd Holr¡,nJl~ 200gr, .S 'tuÚ~. p<)1~tiolly inllrlering wi,h iu fu,,(tion >.nd ¡>r<Xt:SS"'S. m 
weU;lS in carun~ and primate modrl.!« ~myloid~s (li'm<'!"e t aL. AII"ly~« sampl<':'l txtract<'d from tht brdin of .u~ros with AD m 
2004. II N1I et M .• 2(R)S). Ilo~. m ",t ~S'iufl;lIIlnl.ltory rtVNI<'d tht prt~lKe of !ow-molerul>.rwtight nijgOlll"~: dim~l. ~ 
c"mplieations and deletcrioo, ";de eO;,c!S ","eh ~)nm:.;,ed he"",,- trirnoes and t"'Tam"" (\Id..,.n ~t 01.. 1999; a N ry <:l . 1.. 200s. !>31 
rhages were observe<!. Kilpid mi"<>iUM rrS\XItÍk u oun<l amyloid Sn. nkor el 01. 2001!). Importmtly. lhe~ low-n ~g.les w",e t.32 
p.;ttho/ng)l .. >d interoctioo«microgli. vi..> fcr«~wilh ful l_le ngth ,hoWII tn exi'-l in hoth intr"",Uulu olld extr;¡eellulor rom p>.nrnollts. !>M 

ontibody.()psoni7.ed . mylClid ""'re ;\,own to:-n.:,ult in incre>sed imp.ir 'yn.>ptic pL>1;tinry ond di5rupl c"f"il1Y<' r"nn",n (lA,,!!;1I .r al , N-I 

inl"mnuli<)n (I.ue >.nd w al."'Y OO2: Kll<'nigskiIlO(hl-T. lboo et al" ;UW:¡;¡; O .. >.ry el oL, 2005; Klyubin el 01,2005 ; Tuwnsend el .l. 2006; ~ QI I 
2008). I I~. m an int~es!lttg Sludy W Mo'lan .. nd coUWúmnf'S. Sh. nko r et 01. lOOll). APl-41 prepamiolls ",~d in nl1l' sludy 53.; 

minin'M v;¡5cular si<l~ ~e\.'L$ wer~ <>bse~ .h", ~ssiY<' OIdminis- cOIlt;¡in..d nuinly low-n oligom~n_ ~lId. ¡ml"m.ml~ . • mi!>ody ~7 
l .. ti<)n of deglyro'Ylated ron1p.li"o<! with imm ollli_~ ontibodie. fr.g!l'"Ill' selro..d in thi •• tudy neutrolized the tnxic efftcU of MIl 

(Wilrnck e l 01 .. 2006). ~.<YLllllln « liG moIl'<"ule re5l11U in fhese speci6 m 
d.t'eaiY<' bindill~ ¡o"f<;..r«q>lor-altd comph''''''''l Clq leading- tO Anolller i mpon~nt f;¡el lo cO!lS id~r for immunolher~p"Jlic ~ 
d/'CINs.-<I;¡etintioo ofmr~MOf'MV<'I'. it ha.tltell d~monstrÓlted ~pM.tion foc AD i. lhe pn!selKe of N-lrunC .. t<'d ;¡nd N·modifie<i!ol l 
Ih.U rhe re<!uOi()l' ~I~;¡erullli'iiltion oner APl-42 illllllunizoti<)n« forrru; « AP peptide In ditTuSl' ond dense ({l~ I'loques in Al) .nd ~Z 
Fd1_")' choin knod<~s:25~ m>ce w., "'-luivalenl lI) ,he <=!lInion Duwo's synd"""", polierol S, S wollas io lr. nsge"k nx)u~ m(Kfols of ~ 
in APMpOIitsseeo in immumz...:! a,¡-<'-Ill.ltCbed f(R suffident T2'2S"l6 AV. Ilowever. lhe majority of antibodies used m previoUS sludies 5« 

mire. $~estilli tho¡¡he r" ponion «the .. ,ti-Jo$ ontibody requlred rKOgIlÍl...:! the N-ternlÍIloJ inunullQdornin.11l1 epilope (EAU!) of lhe ~ 
fo< t h~ iut..-.clion >Vith f(1I ",ay [lOt be "",esso.ry fOI' AP imulU' full- len¡th ~ whid> is .~~t in N-ami"" lnul(.t..d ¡><ptidef ~ 
oothe.-.py lo bo: etT"'tive (V~e l ~L 20(3). USingÓlnlibody fragments R«u",bin;¡nt Ólnlibody r .. gments describe<! in our sludy w<:re &<7 
IKking the fUlKlio",,1 f( portion of the whole Ig tnol<'Cl.Ile lIu y ,hown to bind to N-trunC.lffi AJl pep!id~. and, thus. would torg~ • ,., 
rep .... sent an .!tem;¡~ .pproorn in p.;tSSiY<' immunotheupy treat· brood ra"V «toxic AP spe<"Íes. &<~ 

me nt .".tegies >.g.>.inst Al) (lI.c-skai el . l, 2002). The nold ,,r n.<:<~llhi""nt . ntibody frogmenlS h •• ropidly pro_ Iffl 

Inte~lingly, antibody fr~menu seleaed in thi, nudy did Mt Jl~'s.-<I during the IOSI ~rol ytm t:><'Ca~ of lhe intt~t in their 5,';1 
biltd lo lhe amino-lern>inaJ pul or AP I-42. 1ñese binding cllaran",- lherapeuhc uS<:. The discov...-y lhal c;¡fl,elids have f"nclionol 5,';2 

Ple;,:;e nle ¡his .. rticle OS; Med<'CQ!o. M .. et oJ. N()IIe l ;nnyloid-bet.l spe\:ilk so::fv >,lId VH an¡iIxtd~ f .. gmen\.ii rrom human and m()USe ph;¡¡e 
di~p"y anrihody librarles.]. N~uroimmtln<JI. (2010), dm:1!). m1(¡,jJ~lrot m.2mo.03.1l23 
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....el .. "'11" .... rootrol p~ Of "",n",loo" 6[10 ..,tillody~ .. """'~ " -,lKt<d ;"ro " " 10ft h",po,,,.m p..' o/ l~_mot.,IH)1d lJ2~75 """'. 5oe,¡.., d>y< LI[". be.., """""" 
,...,... im""",o<"", ... lO< Al> wIlh P"IY<IOn.' .. _ ... , ; ~ "'"""'Y. ~"", <:>av. ... ~ .. " w .. ., ..... <. A/l ..... """ ,_. <Onf" ....... ,;"" WH <oo ... , ...... .. \=. o." .... 
p, . ... ,' ..... ~±5L 

~lIlib<>dies dev<>id or tighl eh"; n le! reseil'l:hirs 10 lum tll single· 
do" .. i" . nlibody fr' gn"''''$ (VH Hs or ~~'l.:'nd i..I ..... lc \/I{ 

do)main ant ihOOit s biooLllg to a nllJl'lb<t '~"MI!if"'Wof illt...-~ in 
cm<;er studie~;>lId ~ number oC ill{eaiOOi::- ilill;llllm~lOlY ;rnd otller 
d¡~.$I:S (H. m ... "" ~nd ~ H •• rd. 2007). Arnon¡¡>. dv. nt .gcs or VIl 
damain ;I!llib<ld ies are lhrir bi¡!l sulilily.nd solubililv, ,apid ¡¡$SU<: 

~",,(wion ~r.d r"",gni{ionDfhidd~n ~~ic 5i{~.,. _U.,. CD"_ 
eITecti"" production in mic¡n<g.ni.\ms. 111= ~sp«Hk VI1 dom.i" 
. Il1ibodips S<!lf:(I.,d in 'hi,~~¡'" "r p"' ~"I;,1 illl ~....sl ro, 
. Iltibody.ba5ed AV l~r~y.~ 

An addition.>1 ilKeres'iliJ¡ ap¡'ilic;ltion of s .. ~{ ... VIl. aOO scPYs. will 
¡", lheir ~Xpr..ssioll ~i;;Y~a: llul.r Ah, (i"t ... bodie~J lo ~lIow lho: 
I~tine of im=ellWar ~ or Al> (Gouras " 1 al. 2005: La f"1a el ;¡L 
2007). A numbel'ofinl;r;>Q'llILlM reCDmbina.m ""HOOd iel. binding lo lhe 
mi<;Il)l Ublde as.s<)(ial.,.[ prt'JI"n Ion¡. inl¡-a<el lul.lr >.w~"les of hllllliro¡;
lin ;rnd . pru-;¡pupWlic pro¡ein ISa.\, wt"re isulated.OO cllar.cu,ri.ed 
from bo!h synmetic ' .lId ",'Iv.. . ,"iOOdy libr. ri., (!.!'Cm re ol. 2001: 
Visinlin M al. 2002: CUI'orgui<'Va et al. lO(6). Impoortanl1y. II>t~ 

rewmbin.mt Ab f,agmel' lS ~ subly ""pr~sed in Ill.llrm>!i.rn (~~as 

illlr. hodies .OO were sh<:rM> lO ¡", """,Imíe 10 le.: (t'I 15. In .dditi,m. le.: 
.crectivmess in improvin¡ leamiro¡; md memorydeftcils in Tg2576 mice 
of intr..,~u1 .. ""pression of ""l i.A¡> 5C~\I vi. adMKh'Moci.;¡I.,d virus 
W'" d~!r",ed ~!ly by Flllrucfli ti al. (2006). M= r=nl1y. " 

" . 

panfl of . m i-A¡) SCI-Vs. t¡¡I¡¡tlingintrm:llulM A¡> oti¡¡om", w .. seloaed ~~ 
( Meli ti ~l. 2(09). Thus. le.: ...,\ooC!ion of ~Illi-A/> ""on,¡'¡,.,,,, ~77 
intra<:t'llular a ntiOOd i., may rtprt:S.fn1 a n.ew ime"'sting a¡>prooch ror S~ 
me dev..toplnt'llt of IIM.>r,1pelllic stntegies for M). ~~ 

",.,lIy. ~ II soluble VIl , aOO sd'v . "tilladies ..., I.,.;te<! in Ihis Sludy MO 
sIlowed • ,p«ific reaclivily On !r;lIlsgen;c moUlc br. ;n ...,CI;unl. ~Sl 

hu .. cstingly. contra!)' lo r~ul!S obuin.,d with " , .. bbil "-n{i·A¡>142 m 
.ntibodi~s. t~ immul>OrNC\iviry p.ncms wilh 00' anlibody fr" i' .IS3 
me ,,!S ¡ 1K)w<:<! nn plaque <:un. stai nill8. R""," 'ly . • si mil~r Shi ning ~84 
p~nem in broin ofTg2S76 mice wu obsI'rved bytrC.lLaa~ <'I.l J.M 

(2008) wilh .. m"u", monor101Ll.¡ ,,-mi_~142 "-ntibody (6E 10). llle 6e6 
bil>tli"¡ of 5~~<:<! <iIllitx>dy fr~","1$ IU ,.,Iur. lly ,,<xurri~ Al> m 
ag~egales is importanl ror coruidl'rinl: lh"u aS prornisi ng molecules I&! 
tMi"tlrq¡ =yloid d~pos¡ls in hurn;m br,¡j ,L Indeed. _ ,hQwed tl"'t ~!II> 

" ne oft~ le'led . u titx>dy fr.~n",nLS dearc:d ~my!oid deposilS aft" ~(j(t 

imram.lIi>! delivery ;mo Ihe Tg2576 mOU5e. m 
In condus;oll. in Ihe prc:..."" "ooy W<! doscribed fiV<' "",,ombin.m ~¡n 

amibody fr.lglllems isolalN from an anti-A¡) mo use ;mmune VII 1>93 

dom";" .. nlibody libr.uy . nd "- ""fve hum". scFv libr.uy. Consid~ring ~" 
In. p 'l poIellli.¡ of . nlibudies llr In.ir r.,.;"",¡'ina"t rr>¡;m er>l$ r", b(¡& 

NJ inullUnolh"apy. VIlS at>tl SCf v, may be ofinLerest OS comp"uents SII6 

of fu{ur~ ""tibody·b.>....:l Il>tr~I"'Ul;CS for AO "-, we!l os olh .. . !17 

ne"Md~¡:ene .. t i"" discases. b96 

Pll'.I.\e dIe Ihis ~rtide.,.: Meo.!"'Ogo. M.. el ..... Nove! .. n\jl!oid-bel~ specilk >eFv and VH .nlibody fr~nts from hUIll,lll .. oo IUOU5e pil.lge 
displ.y ¡nl;body libr.""s. J. Nwn¡immunol (2010 ). doi: 10.1016/}jnellmim.2010.0l.021 
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