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ABREVIATURAS 

 

 

EA    Enfermedad de Alzheimer 

ApoEε4   Apolipoproteína E, alelo o isoforma ε4 

LOAD   Late onset Alzheimer´s disease 

FAD    Familial Alzheimer´s disease 

APP    Proteína precursora de amiloide 

βA o Aβ   Beta-amiloide 

(pE)    Piroglutamato 

APPsα   Fragmento soluble amino-terminal de la proteólisis de  APP por α-secretasa 

α-CTF o C83   Fragmento carboxilo terminal del corte proteolítico de APP por α-secretasa 

BACE   Enzima fragmentadora de APP en el sitio beta (β-secretasa) 

APPsβ   Fragmento soluble amino-terminal de la proteólisis de APP por β-secretasa 

β-CTF o C99   Fragmento carboxilo terminal del corte proteolítico de APP por β-secretasa 

AICD o γ-CTF  Dominio citoplasmático carboxilo terminal de APP 

PS1/PS2   Presenilinas 1 y 2 

NTF    Fragmento amino terminal 

CTF    Fragmento carboxilo terminal 

NCT    Nicastrina 

kDa    Kilodaltones 

iso-Asp   Iso-aspartilo 

Tg2576  Modelo murino de la EA, contiene la mutación Swedish de APP 695-

K670/M671L. Modela deposición de placas amiloides de la EA 

ACHE   Acetilcolinesterasa 

NMDA   Receptor ionótropico de glutamato 

LTP    Potenciación de largo plazo 

PDAPP  Modelo murino de la EA, con la mutación Indiana de APP V717F. Modela 

deposición de placas amiloides. 

LCR    Líquido cefalorraquídeo 

IDE    Enzima degradadora de insulina 

EROs    Especies reactivas de oxígeno 

NSAIDs   Anti-inflamatorios no-esteroideos 
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RESUMEN 

 

 

La enfermedad de Alzheimer (EA), fue descrita por Alois Alzheimer en 1906 como un 

caso de demencia progresiva con presencia de placas y marañas en el cerebro post-mortem de una 

paciente de 55 años de edad. A poco más de 100 años, la EA se ha convertido en un foco de 

atención para investigadores, trabajadores sociales, asociaciones civiles y gobiernos porque se 

considera un problema de salud pública debido al creciente número de casos en todo el mundo y 

a la falta de terapias efectivas que detengan el desarrollo de la enfermedad. La EA representa el 

70% de todos los casos de demencia senil y la incidencia aumenta con el envejecimiento.  

Clínicamente la EA se caracteriza por un deterioro cognitivo crónico y progresivo que 

termina por destruir la personalidad e inhabilita al individuo. Patológicamente se caracteriza por 

la presencia de placas seniles extracelulares, constituidas por la proteína β-amiloide plegada y 

marañas neurofibrilares intracelulares, compuestas por la proteína tau hiperfosforilada. 

La EA se clasifica en enfermedad de Alzheimer tardía o esporádica (late onset 

Alzheimer´s disease o LOAD) y familiar (familial Alzheimer´s disease o FAD). La EA 

esporádica representa el 98% de los casos y se han descrito como factores de riesgo el 

envejecimiento y la presencia del gen de la apolipoproteína E alelo 4 (ApoEε4). La EA familiar 

constituye el 2% restante y tiene un claro componente genético, mutaciones en la proteína 

precursora de amiloide (APP) y en las enzimas presenilinas (PS 1 y 2). 

La hipótesis de la cascada amiloide propone que la proteína β-amiloide (βA o Aβ) es 

primordial en el desarrollo de la EA y, últimamente se ha sugerido que inclusive favorece la 

hiperfosforilación de la proteína tau. El péptido βA se deriva del corte proteolítico de APP por las 

enzimas β-secretasa y el complejo γ-secretasa, que genera especies de xx-37(-43) residuos de 

longitud. La especie Aβ1-42 tiene mayor propensión a agregarse y su toxicidad se atribuye a su 

acumulación, favorecida por la conformación β-plegada que adquiere y que permite formar 

oligómeros y fibrillas. Estos agregados provocan daño neuronal y activación de la microglía que 

llevan a un proceso crónico de estrés oxidante, inflamación y neurodegeneración. 

Otras especies neurotóxicas son las amino-truncadas modificadas, como el Aβ(pE)3-42 y 

Aβ(pE)11-42 que se forman post-traduccionalmente por la enzima glutaminil ciclasa que cataliza 

la ciclización del glutamato N-terminal. Esta modificación les confiere mayor resistencia a la 
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degradación, hidrofobicidad y tendencia a agregarse. Aβ(pE)3-42 puede llegar a representar más 

del 25% de las especies de βA constituyentes de las placas seniles y ha demostrado ser 

neurotóxico en cultivos neuronales, induciendo apoptosis y necrosis neuronal. En modelos 

transgénicos se ha demostrado que la presencia de Aβ(pE)3-42 deteriora intensamente el 

aprendizaje y la memoria, y correlaciona con el progreso de la patología y la pérdida neuronal. 

En pacientes con EA esta especie podría ser esencial en la pérdida neuronal y el deterioro 

cognitivo. Por ello, es necesario que las terapias contra la EA incluyan como blanco a estas 

especies amino truncadas modificadas. 

Las terapias contra la EA que han sido aprobadas por la FDA se enfocan en atenuar la 

sintomatología clínica, mas no en detener el progreso de la enfermedad. Varias aproximaciones 

se han estudiado con la finalidad de modular la producción de βA, de favorecer su degradación o 

de impedir su agregación, entre otras. Una de estas estrategias es la inmunoterapia, que se refiere 

al uso de la inmunización activa y pasiva.  

La inmunoterapia activa consiste en la administración de un inmunógeno capaz de inducir 

la producción de anticuerpos específicos anti-βA, mientras que la inmunoterapia pasiva se basa 

en la introducción directa de anticuerpos anti-βA que generan un beneficio similar al de la 

inmunización activa. El propósito de ambas inmunoterapias es hacer presentes en el organismo 

anticuerpos específicos anti-βA capaces de prevenir y/o atenuar los efectos tóxicos de la proteína 

β-amiloide. Los mecanismos de acción propuestos de la inmunoterapia son: la neutralización de 

los oligómeros de βA y/o desagregación de placas amiloides por unión directa de los anticuerpos 

específicos a los péptidos de βA en el cerebro, fagocitosis mediada por microglía y el 

decaimiento de la concentración del βA cerebral hacia el plasma sanguíneo. La inmunoterapia 

tanto activa como pasiva, han demostrado ser capaces de cambiar la patología de la EA, así como 

de mejorar las funciones cognitivas. 

Una alternativa para la inmunoterapia activa involucra el uso de epítopos/mimótopos 

conjugados a sistemas acarreadores. Esta estrategia ha posibilitado la elección de epítopos de 

células B del péptido βA que representan una estrategia más segura porque no incluyen a los 

epítopos capaces de activar a las células T autorreactivas. Esto permite la producción de 

anticuerpos específicos anti-βA pero sin reacciones inflamatorias indeseables. 
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En el presente trabajo se evaluó la inmunogenicidad de epítopos/mimótopos del motivo 

inmunodominante del extremo amino terminal del péptido Aβ(pE)3-42. Se encontró que estos 

mimótopos no son capaces de inducir una respuesta inmune de tipo humoral y que son epítopos 

conformacionales. Es probable que el residuo piroglutamato (pE) y la conformación proteica sean 

esenciales en la estimulación del sistema inmune para la producción de anticuerpos específicos 

anti-Aβ. Se sugiere el diseño de un mimótopo que posea el residuo piroglutamato en el extremo 

amino terminal, en vez del residuo glutamina; que se encuentre en tándem y conjugado a un 

sistema hidrofóbico para añadir inmunogenicidad. También se sugiere realizar un análisis de la 

interacción Aβ(pE)3-42 con el anticuerpo anti-Aβ(3-42) que permita elucidar los residuos claves 

en esta unión antígeno-anticuerpo y un mejor diseño del mimótopo en cuestión. Esto permitiría 

obtener un inmunógeno capaz de neutralizar los efectos tóxicos del péptido Aβ(pE)3-42.  
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INTRODUCCIÓN 

 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia entre adultos mayores 

de 65 años de edad (Cedazo-Minguez, 2007). La enfermedad se caracteriza clínicamente por una 

pérdida progresiva de la memoria y de las funciones cognitivas, cambios en el comportamiento y 

pérdida de la independencia (McMenemey et al, 1939; Longridge, 1939). 

    La gran mayoría de casos de la EA es esporádica (Late Onset Alzheimer´s Disease –LOAD-) y 

aunque las principales causas de la enfermedad todavía no se conocen, se han descrito como 

factores de riesgo para la enfermedad al envejecimiento (Podtelezhnikov et al., 2011) y al gen 

ApoEε4 (apolipoproteína E alelo 4), pues se ha sugerido que este alelo disminuye la eliminación 

de Aβ y favorece el procesamiento proteolítico de la proteína precursora de amiloide APP (por 

sus siglas en inglés amyloid precursor protein) (Kim et al., 2009). Por otro lado,  hay un pequeño 

porcentaje de casos familiares (Familial Alzheimer´s Disease –FAD-) con un claro componente 

genético relacionado a mutaciones en APP y en las presenilinas que favorecen la producción de 

Aβ1-42 altamente amiloidogénico (Cedazo-Minguez,  2007; Hardy, 2006). 

      De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS) en el año 2001 la enfermedad de 

Alzheimer afectaba a 11 millones de personas en el mundo y se prevee que para el 2025 el 

número de personas con la EA se duplicará (OMS, 2001). Esto es preocupante porque la EA se ha 

convertido en un problema de salud pública debido a que los pacientes con esta enfermedad 

sufren un deterioro rápido y progresivo de las capacidades para valerse por sí mismos, por 

ejemplo para llevar a cabo actividades básicas como alimentarse, bañarse, vestirse y realizar sus 

necesidades fisiológicas por lo que se ven imposibilitados para trabajar y ser independientes. Esto 

implica la necesidad de un cuidador de tiempo completo que generalmente es un familiar. Para 

este significa un desgaste a nivel personal por la tensión física, mental y emocional que conlleva 

cuidar a un paciente con enfermedad de Alzheimer lo que trae como consecuencia agotamiento y 

alteración nerviosa que merma su capacidad y ánimo para dar un apoyo eficaz y el afecto que su 

ser querido necesita. Además genera gastos económicos para la atención médica del paciente y si 

este y/o su cuidador representan un sostén económico familiar, la situación se torna más difícil. A 

nivel social implica la pérdida de fuerza laboral (del paciente y/o su cuidador) y gastos médicos 

cubiertos por el estado cuando el gobierno así lo dispone (Alzheimer´s Association; OMS, 2004).  
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Por lo tanto, es importante desarrollar estrategias  preventivas y/o terapéuticas que 

disminuyan los costos sociales y económicos que ésta genera y generará y que a su vez, provean 

una mejor calidad de vida para aquellas personas con la enfermedad de Alzheimer y sus 

cuidadores. 

 

1. Características patológicas de la enfermedad de Alzheimer 

 

La enfermedad de Alzheimer (EA) se caracteriza por la formación de fibrillas de β-amiloide 

(βA) largas e insolubles que se acumulan en depósitos difusos o como placas seniles en el 

parénquima cerebral y en las paredes de los vasos sanguíneos cerebrales y leptomeníngeos. Estos 

agregados se originan por desórdenes en el plegamiento y oligomerización de la proteína β-

amiloide (βA) que se acumulan a una edad temprana en la vida del individuo, pero que solo se 

manifiestan clínicamente en la mediana edad o tardía (Kalback et al., 2002). 

Se estima que los péptidos de  βA representan el 80% del total de la masa de las fibrillas 

amiloides en la EA con un remanente de 20% compuesto de una mezcla de glicoproteínas y 

glicolípidos que aumentan la insolubilidad de las fibrillas amiloides (Kalback et. al., 2002; 

Skovronsky et al., 2006; Pimplikar, 2009). 

Otro marcador de la EA son las llamadas marañas neurofibrilares intracelulares (agregados de 

la proteína tau anormalmente fosforilada) y aunque tanto tau como el péptido β-amiloide 

participan en la patogénesis de la EA (Hardy y Allsop, 1991), se considera que el péptido β-

amiloide es un importante iniciador (Blurton-Jones y LaFerla, 2006; Jin et al., 2011; Lloret et al., 

2011).   

Las características patológicas adicionales son la inflamación, la pérdida neuronal selectiva y 

la pérdida sináptica. Por ejemplo, los oligómeros de β-amiloide activan a la microglía, induciendo 

la liberación excesiva de NO y otros factores que también activan a los astrocitos; además, los 

factores liberados por los astrocitos pueden activar a la microglía, retroalimentándose 

mutuamente (Streit et al., 2004). Se ha sugerido que esta retroalimentación entre la microglía y 

los astrocitos activados amplifican las respuestas inflamatorias, provocando neurotoxicidad y  

muerte neuronal. Esta inflamación sostenida podría contribuir a la neurodegeneración en la EA 

(Glass et al., 2011).  
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Respecto a la pérdida neuronal selectiva, en un análisis de cortes de cerebro de pacientes con 

la EA se demostró atrofia considerable y pérdida de axones colinérgicos en el complejo 

amigdaloide. Esta depleción podría contribuir a la serie de patologías clínicas observadas en la 

EA, debido a la inervación colinérgica existente entre la amígdala y el hipocampo, la corteza, el 

tallo cerebral y el hipotálamo (Emre et al, 1993). Entre las funciones afectadas se encuentran las 

alteraciones en el estado de ánimo y expresión afectiva (reguladas directamente por la amígdala), 

del aprendizaje y la memoria de corto plazo (reguladas principalmente por el hipocampo), de las 

funciones autónomas como la regulación de la función cardiaca, respiratoria, el tono muscular, el 

sistema vigilia-sueño-soñar (reguladas por el tallo cerebral), el apetito, la sed, la temperatura, el 

sueño, así como de la regulación endócrina (reguladas por el hipotálamo) (Emre et al, 1993; 

Jaques-Michel, 2000). 

  

En un estudio de la patología inducida por βA y la pérdida neuronal en ratones doblemente 

transgénicos (con los genes de APP/PS1K1, que tienen las características de presentar pérdida 

neuronal extensiva en la región CA1 del hipocampo que precede a la intensa acumulación 

intraneuronal de βA, patología motora severa, degeneración axonal y cambios de 

comportamiento a la edad de 6 meses) el análisis de cortes de cerebro reveló que la acumulación 

intracelular de β-amiloide induce la degeneración y muerte selectiva de las neuronas colinérgicas 

de los núcleos motores del tallo cerebral. Esto indica que la acumulación intraneuronal de βA 

podría contribuir a la pérdida de neuronas motoras causando los déficits motores observados en la 

EA (Christensen et al., 2008).  

 

También se ha descrito que en la EA existe pérdida selectiva de neuronas piramidales de la 

región CA1 del hipocampo (West et al., 1994) y que son los oligómeros de Aβ los responsables 

de esta neurodegeneración selectiva. En esta región del hipocampo se llevan a cabo los procesos 

de aprendizaje y memoria por lo que la pérdida selectiva de las neuronas involucradas en la 

función cognitiva correlaciona con la severidad de la enfermedad (Kim et al., 2003). 

Otra de las características patológicas de la EA es la disminución de la densidad sináptica en 

el hipocampo y neocorteza. En un estudio llevado a cabo por Shenkar, et al., en rebanadas de 

hipocampo de rata, encontraron que dímeros y trímeros (mas no monómeros) de Aβ son capaces 
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de inducir la pérdida de la densidad de las espinas dendríticas y de reducir el número y fuerza de 

las sinápsis en neuronas piramidales del hipocampo, demostrando la toxicidad de estos 

oligómeros. Esta pérdida sináptica se ha considerado como la correlación más fuerte del grado de 

deterioro clínico presente en los pacientes con EA (Shankar et al., 2007). 

 

 

2. Importancia del péptido beta-amiloide en la enfermedad de Alzheimer 

 

La evidencia de que el amiloide juega un papel importante en la patogénesis temprana de la 

EA está sustentada por varios estudios cuyas principales contribuciones se describen a 

continuación: 

a) El análisis genético de varias familias con EA hereditaria ha revelado mutaciones en el 

gen para la proteína precursora de amilode (APP), cerca o dentro de la secuencia β-

amiloide (Mullan et. al. 1992; Van Duinen et al. 1987), además de mutaciones dentro de 

los genes de las presenilinas 1 y 2 (Tomita et al, 1997; Hutton et al. 1997). La mayor 

parte de estas mutaciones llevan a un incremento en la producción de βA1-42 y/o βA 

total, mientras que algunas aumentan la fibrilogenicidad de βA y aumentan su vida 

media en el cerebro (Goate et. al. 2006; Tsubuki et al., 2003). 

b) Los pacientes con síndrome de Down tienen 3 copias del gen para el precursor de la 

proteína amiloide (APP) de modo que desarrollan la enfermedad de Alzheimer a edad 

temprana (Glenner et. al. 1984). 

c) Los oligómeros solubles de β-amiloide causan pérdida de la sinápsis (Lacor et. al., 2007; 

Takamura et. al., 2011), correlacionan mejor que el número de placas amiloides con la 

presencia y grado de neurodegeneración (McLean et. al., 1999) y se considera que 

juegan un papel principal en las etapas tempranas de la enfermedad de Alzheimer 

(Tabner et al., 2005; Fifre et al., 2006).  

d) Se ha reportado que la neutralización in vitro de los oligómeros de β-amiloide por 

anticuerpos específicos anti-Aβ puede inhibir la formación de fibrillas, así como 

desagregarlas con reducción de la toxicidad en cultivos celulares (McLaurin et. al., 

2002). En estudios in vivo, se ha reportado que la inmunización de ratones transgénicos 
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con estos anticuerpos atenúa el daño cognitivo sin necesariamente disminuir la carga de 

placas de β-amiloide (Dodart et. al., 2002; Janus et. al., 2000). 

 

3. Producción de beta-amiloide 

 

La proteína precursora de amiloide (APP) es una proteína que se encuentra de manera 

constitutiva en la membrana de todos los tipos celulares. Existen estudios que reportan que la 

APP puede funcionar como una molécula de adhesión celular, debido a que posee una estructura 

similar a la de otras proteínas de adhesión conocidas, que estimula el crecimiento celular 

aumentando el número de las sinápsis y que es capaz de restablecer la memoria de ratones 

amnésicos. Esto sugiere que la APP participa en la formación y/o consolidación de la memoria al 

estabilizar los contactos entre las neuronas y al fortalecer las sinápsis involucradas en la 

formación de esta (Meziane et al., 1998). 

En dos estudios llevados a cabo con ratones deficientes de APP demostraron que estos 

presentan peso corporal bajo, disminución de la actividad locomotora y reducción de la  fuerza 

muscular, indicando compromiso de la función neuronal o muscular (Zheng et al., 1995). Así 

como, deterioro de la plasticidad sináptica, aprendizaje espacial y memoria, sugiriendo que  APP 

juega un papel principal en el mantenimiento de la función sináptica (Dawson et al., 1999). 

También se ha descrito que APP tiene una función neuroprotectora al regular los niveles de calcio 

intracelular, por ejemplo cuando las neuronas son estimuladas por glutamato, evitando el daño 

por excitotoxicidad (LaFerla, 2002). 

En la figura 1 se observa la vía de procesamiento de APP, en la cual se ha propuesto que 

una vez que la APP se genera en los ribosomas y se transloca al lumen del retículo endoplásmico 

(RE) se procesa por las enzimas β y γ-secretasas, generando especies truncadas de Aβ42 (Aβx-

42) que permancen en el RE en estado insoluble, mientras que la APP se empaca en vesículas de 

transición para viajar hacia el aparato de Golgi. En la red trans-Golgi (TGN, por sus siglas en 

inglés trans-Golgi network) reside la mayoría de las moléculas de APP y aquí, las β y γ-

secretasas generan las especies de β-amiloide Aβ1-40, Aβ1-42 y las especies truncadas Aβx-40, 

Aβx-42, que constituyen el reservorio principal de Aβ que se secreta constitutivamente. Estos 

péptidos solubles de Aβ y la APP viajan a través de las vesículas secretoras post-trans-Golgi 
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hacia la membrana plasmática. Entonces, la APP sufre un procesamiento por la α-secretasa en la 

vía secretora o, principalmente, en la membrana celular (Greenfield et al., 1999).  Aquellas 

proteínas de APP que esta enzima no fragmenta se internalizan en los endosomas y 

subsecuentemente las β y γ-secretasas las cortan para generar más Aβ. Los péptidos de Aβ que se 

producen en la red trans-Golgi y en los compartimentos endocíticos se secretan al espacio 

extracelular (Priller, 2006). Otra fracción de las moléculas de APP endocitadas se recicla hacia la 

membrana celular y otra se internaliza para degradarse en el lisosoma (Thinakaran y Koo, 2008). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Tránsito intracelular  de APP. Las moléculas nacientes de APP (barras en negro) maduran a 

través de la vía secretora constitutiva (paso 1). Una vez que la APP alcanza la membrana plasmática, 

rápidamente se internaliza (paso 2) y subsecuentemente se transporta a través de los componentes 

recicladores y endocíticos para regresar a la membrana plasmática (paso 3) o se degrada en el lisosoma. El 

procesamiento no-amiloidogénico ocurre principalmente en la membrana plasmática. El procesamiento 

amiloidogénico involucra el tránsito a través de organelos endocíticos, donde la APP encuentra a las β- y 

γ-secretasas (tomado de Thinakaran y Koo, 2008). 

 

En la figura 2 se observa el procesamiento proteolítico de la APP, el cual procede a través 

de dos vías. Una de ellas se lleva a cabo por la enzima α-secretasa que corta a  la mitad del dominio 

Aβ  (entre Lys
16

 y Leu
17

). Este corte libera un fragmento largo y soluble, resultante del corte por 

la enzima α-secretasa (APPsα) que se secreta, dejando otro de 83 residuos anclado a la 

membrana. Este fragmento C83 (o α-CTF) sufre entonces corte proteolítico por la γ-secretasa 

liberando un fragmento que se considera no-amiloidogénico: p3, que no obstante, se ha 

encontrado depositado  en las placas difusas (LaFerla, 2002). 
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APP también puede fragmentarse por la β-secretasa (BACE: enzima fragmentadora de 

APP en el sitio β), enzima responsable de lo que se conoce como ruta amiloidogénica. El corte 

proteolítico de esta β-secretasa produce un ectodominio llamado β-APP soluble (APPsβ) y un 

fragmento carboxilo terminal transmembranal de 99 residuos (C99 o β-CTF) que contiene el 

extremo amino-terminal del βA (LaFerla, 2002). Además, BACE puede cortar dentro del 

dominio βA entre la Tyr
10

 y el Glu
11

. Este procesamiento amiloidogénico de la APP ocurre en los 

microdominios lipídicos membranales enriquecidos con colesterol y
 
esfingolípidos de organelos 

intracelulares (Thinakaran y Koo, 2008). La membrana retiene los fragmentos que entonces se 

hidrolizan dentro de sus dominios transmembranales por la γ-secretasa, liberando el  βA 

(pequeños péptidos hidrofóbicos) al espacio extracelular y los dominios intracelulares (AICDs: 

APP intracelular domain o γ-CTF ) al citoplasma (Haas y Selkoe, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2.  Procesamiento proteolítico de la APP. La proteína transmembranal APP sufre el corte 

proteolítico de la α-secretasa dentro del dominio de Aβ (entre los residuos 16 y 17 de este dominio) 

liberando una porción amino terminal soluble de APP (APPsα) y un fragmento carboxilo terminal de 83 

residuos (C83). Posteriormente la γ-secretasa corta a C83 liberando el péptido P3. Para liberar a las 

especies de Aβ, APP es cortada por la enzima BACE-1 que corta en el extremo amino terminal de la 

secuencia de Aβ generando un extremo amino terminal soluble (APPsβ) y el fragmento carboxilo terminal 

amiloidogénico (C99). La enzima γ-secretasa corta a C99 primero en el sitio denominado ε, liberando un 

fragmento carboxilo terminal de 50 residuos, conocido como el dominio intracelular de APP (AICD). 

Entonces la γ-secretasa vuelve a cortar al fragmento que contiene la secuencia Aβ en el sitio-γ, en los 

residuos  40 o 42 de Aβ (modificado de LaFerla, 2002). 
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En la figura 3 se observa el complejo enzimático de la γ-secretasa, el cual está formado 

por cuatro subunidades esenciales: la presenilina-1 (PS1) o PS2, nicastrina, APH1 y PEN2. Los 

fragmentos carboxilo terminal de la APP fragmentada por la α- y β-secretasas  sufren proteólisis 

por este complejo enzimático para liberar p3 (3 kDa) y βA (4kDa) respectivamente (Thinakaran y 

Koo, 2008). Este complejo puede cortar en diferentes sitios (γ, δ  y ε) del dominio 

transmembranal. El corte final en el sitio γ libera el βA a los fluidos biológicos. El corte γ es 

variable y ocurre después de los aminoácidos 38, 40, 42 o hasta 43 (Haas y Selkoe, 2007). 

Aunque también se han detectado cantidades menores de péptidos de βA más cortos de 37 

residuos (Thinakaran y Koo, 2008).  Los sitios precisos de estos cortes γ tienen una importante 

influencia en el potencial de auto-agregación y en la patogenicidad resultante del βA, siendo el 

péptido βA42 el que tiene más fuerte propensión a oligomerizarse in vivo (Hass y Selkoe, 2007). 

El complejo γ-secretasa, junto con su actividad enzimática está presente en múltiples 

compartimentos, incluidos el retículo endoplásmico (R.E.), el compartimento intermediario al 

R.E.-Golgi, Golgi, red trans-Golgi, endosomas y membrana plasmática. Sin embargo, se ha 

descrito que el péptido β-amiloide se produce principalmente en la red trans-Golgi y en los 

endosomas, a medida que la APP se transporta a través de las vías secretora y recicladora 

(Thinakaran y Koo, 2008). 
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Fig. 3. Generación de la proteína β-amiloide por el procesamiento proteolítico normal del 

precursor de la proteína β-amiloide (APP). a) Procesamiento amiloidogénico del precursor de 

la proteína β-amiloide (APP) por la enzima fragmentadora de APP en el sitio- β (BACE) y el 

complejo γ-secretasa. b) Varios sitios de corte intramembranales propuestos para la proteólisis 

por la γ-secretasa (tomado de Haass y Selkoe, 2007). 

 

 

El corte realizado por la γ-secretasa produce principalmente βA40 (cerca del 90% del βA 

secretado), mientras que βA42 corresponde a menos de un 10% del péptido βA (Thinakaran y 

Koo, 2008). Sin embargo, este es más propenso a agregarse y es la principal especie de βA 

encontrada en las placas amiloides. En la EA familiar ligada a mutaciones, se incrementa la 

producción de βA1-42. Hasta el momento se ha identificado que todas las mutaciones de la APP 

causantes de la EA ocurren ya sea en los flancos o dentro de la región βA. Por consiguiente, las 

mutaciones en los flancos de la región βA incrementan la producción de la isoforma de βA1-42 

altamente amiloidogénica, mientras que las mutaciones dentro de la región de βA mejoran la 

oligomerización del péptido (Haass y Selkoe, 2007). Esto favorece la agregación de péptidos β-

amiloide en las placas seniles u oligómeros, lo cual resulta altamente tóxico y constituye una 

causa importante en el desarrollo de la patología de la EA.  
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4. Fragmentos modificados de beta-amiloide 

 

Se ha demostrado que los agregados de βA presentes en la EA son diferentes en composición 

y neurotoxicidad en comparación con los agregados asociados al envejecimiento normal. Esto 

puede estar relacionado con el predominio de especies truncadas en el extremo N-terminal 

(Piccini et al., 2005).  En algunos cerebros de pacientes con EA y síndrome de Down, se ha 

encontrado que arriba del 90% de β-amiloide presente termina en x-42(43). Las especies 

identificadas son βA1-42 de longitud completa (con masa molecular relativa de 4.5 kDa), 

péptidos truncados en el residuo 3 (βA3-42), en el residuo 11 (βA11-42) -con masas relativas de 

4.2 y 3.5 kDa respectivamente- (Vanderstichele et al., 2005), en el residuo 2  (Wiltfang et al., 

2001), en el residuo 4 (Lewis et al., 2006) o isomerizados en los residuos 1 ó 7 (Roher et al., 

1993). (También se ha reportado que las especies de βA predominantes en cerebros con 

envejecimiento normal son βA1-40 y  βA1-42 mientras que con la EA es βApy3-42 (Harigaya et 

al., 2000). 

La formación de βA modificado en el residuo aspartato (isoaspartato o isoAsp) ocurre por 

medio de un proceso químicamente espontáneo durante la etapa senil por ciclización de los 

residuos de ácido aspártico. La formación de isoAsp introduce un metileno extra a la cadena 

principal del β-amiloide, lo que podría alterar su estructura y función (figura 4) (Hook et al., 

2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Formación de péptidos isoAsp peptidilo. Los residuos de L-ácido aspártico o L-

asparagina dentro de una cadena peptídica, pueden sufrir ciclización intramolecular con 

liberación de agua o amoniaco, respectivamente. La succinamida metaestable generada se 
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descompone espontáneamente en L-isoAsp, L-Asp y D-isoAsp, D-Asp en una proporción de 

70:20:5:5. L-Asp y D-Asp, son isómeros levógiro y dextrógiro del ácido aspártico, 

respectivamente. L-isoAsp y D-isoAsp, son los isómeros del isoaspartato (modificado de Hook 

et. al., 2008).  

 

 El Aβ(pE)3-42 se forma post-traduccionalmente en el aparato de Golgi por medio de la 

glutaminil ciclasa que convierte los aminoácidos N-glutamato o N-glutamina en piroglutamato 

(Figura 5) (Cynis et al., 2008). La formación del piroglutamato en el extremo N-terminal, 

resultado de la pérdida de dos cargas positivas y una negativa, lo hace más estable, más propenso 

a la agregación, favorece la formación de la estructura β-plegada, lo hace más hidrofóbico (He y 

Barrow, 1999) y más resistente a la degradación. Su velocidad de agregación in vitro respecto a 

βA 1-42 es mayor y se considera que actúa como un núcleo de agregación (D´Arrigo et al., 

2009). Su acumulación podría contribuir a la agregación intracelular observada frecuentemente 

en pacientes con síndrome de Down y con EA (Wirths et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5 Modificación piroglutamato de péptidos de β-amiloide por la glutaminil ciclasa. Los 

residuos Glutamina o Glutamato del extremo amino-terminal de Aβ se modifican en 

piroglutamato por acción del enzima glutaminil ciclasa (QC), generando las formas modificadas 

de Aβ: Aβ(pE)3-40(42) (tomado de Hook et al., 2008). 

 

Las especies modificadas/truncadas en el N-terminal comienzan a agregarse en las etapas 

tempranas de la EA, aún antes de la aparición de los síntomas clínicos y  las especies Aβ(pE)3-42 

y Aβ(pE)11-42 constituyen más del 50% del βA en las placas seniles  (D´Arrigo et al., 2009). Se 

ha descrito que algunos pacientes con la EA, con mutaciones en la presenilina 1, desarrollan una 
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proporción más alta de Aβ(pE)3-42, Aβ(pE)11-42 / Aβ1-42 que los pacientes con EA esporádica 

(Russo et al., 2000) y que los individuos sanos con placas seniles y marañas neurofibrilares 

muestran menor proporción de Aβ(pE)3-42 / Aβ1-42 soluble que aquellos con la EA. Esto parece 

indicar que la proporción soluble de estos péptidos está relacionada con los síntomas clínicos y la 

severidad de la enfermedad en la EA familiar (Tabaton y Piccini, 2005).  

Los oligómeros de Aβ(pE)3-42 inyectados intra-cerebro ventricularmente deterioran 

intensamente el aprendizaje y la memoria de ratones transgénicos, induciendo apoptosis neuronal 

e involucrando la activación de la vía pro-inflamatoria dependiente del ácido araquidónico y la 

vía de las caspasas (Youssef et al., 2008). También inducen la externalización de fosfatidil serina 

y la pérdida de la integridad de la membrana, por lo que la exposición a la forma oligomérica de 

Aβ(pE)3-42 produce apoptosis y necrosis neuronal  (Acero et al., 2009).  

Es por esto que se considera que las estrategias terapéuticas en la EA deberían tener como 

blanco particular a las especies truncadas en el extremo N-terminal del péptido β-amiloide. 

A manera de resumen, en la figura 6 se muestran las especies modificadas del péptido β-

amiloide que han sido identificadas en cortes de cerebro de pacientes con enfermedad de 

Alzheimer, síndrome de Down y sin demencia senil, así como en extractos de cerebro y en 

líquido cefalorraquídeo de pacientes con la EA (Iwatsubo et al., 1996, Wiltfang et al., 2001; 

Lewis et al., 2006; Roher et al., 1993): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6 Esquematización de las especies del péptido Aβ carboxilo y amino terminales con o 

sin modificaciones. N1(L-Asp) péptido β-amiloide (Aβ) que comienza con el residuo  aspartato, 

levógiro en la posición 1;  N1(L-isoAsp), péptido Aβ que comienza con el residuo isoaspartato 

levógiro en la posición 1; N1(D-Asp) péptido β-amiloide que comienza con el residuo aspartato 

dextrógiro en la posición 1. N2(Ala), péptido Aβ truncado en el residuo 2, alanina. N3(pE) y 

N4(Phe) 
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N11(pE) péptidos truncados en las posiciones 3 y 11, respectivamente y modificados 

(piroglutamados) en el extremo amino (N) terminal. N17(Leu), fragmento p3 resultante del 

procesamiento de APP por la α-secretasa y que comienza con el residuo leucina en la posición 17 

de la región Aβ. C37, C38, C39, C40, C42 y C43 terminaciones en las posiciones 37, 38, 39, 40, 

42 y 43 del extremo carboxilo terminal del péptido Aβ  (modificado de Iwatsubo et al., 1996). 

 

 

5. Hipótesis de la cascada amiloide 

  

Esta hipótesis postula que la excesiva deposición y acumulación del péptido β-amiloide 

podría desencadenar una compleja cascada que da por resultado los síntomas de la enfermedad de 

Alzheimer.  

Los niveles de concentración de la proteína βA en el cerebro pueden elevarse gradualmente 

por medio de un aumento de la producción y/o por una reducción de la degradación de βA. En 

particular, la proporción de βA42/βA40 puede aumentar por mutaciones en tres genes diferentes 

(proteína precursora del β-amiloide –APP-), presenilina-1 (PS1) y presenilina-2 (PS2) que causan 

las formas familiares de la enfermedad de Alzheimer. Este incremento relativo de βA1-42 

favorece la formación de oligómeros, el cual causa primero cambios sutiles y después 

alteraciones severas y permanentes de la función sináptica. En paralelo, se observan depósitos 

microscópicos de βA1-42 en el parénquima cerebral, primero como placas difusas no fibrilares. 

Conforme las placas difusas se van haciendo fibrillas  se observa inflamación local (microgliosis 

y astrogliosis). También ocurre  pérdida sináptica y distrofia neuronal. Con el tiempo esto resulta 

en estrés oxidante, alteración de la homeostasis iónica (por ejemplo, calcio) y una gran cantidad 

de cambios bioquímicos. Las marañas neurofibrilares son inducidas por alteración de las 

actividades cinasa y fosfatasa y contribuyen con defectos adicionales, por ejemplo en el 

transporte axonal. La cascada culmina en disfunción sináptica/neuronal extendida y muerte 

celular, lo cual lleva a demencia progresiva por patología extendida de βA y tau (Haas y Selkoe, 

2007) (Figura 7). 
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Fig. 7 Hipótesis de la cascada amiloide. Los cambios en el metabolismo del péptido Aβ llevan a 

su agregación y acumulación, que inducen una serie de acontecimientos que generan alteración 

sináptica, activación de astrocitos y microglía, hiperfosforilación de tau y pérdida neuronal 

progresiva con deficiencias de neurotransmisores y deterioro cognitivo  (tomado de Haas y 

Selkoe, 2007). 

 

Cambios en el metabolismo de βA: 

 Incremento en la producción total de βA. 

 Incremento en la tasa de βA42/ βA40. 

 Reducción de la degradación/eliminación de βA. 

Oligomerización de βA y depósitos iniciales (difusos) de βA42. 

Efectos sutiles de oligómeros solubles de βA42 en la función 

sináptica. 

Respuesta inflamatoria (activación de la microglía y astrocitos) y 

formación de la placa amiloide. 

Daño neuronal/sináptico progresivo. 

Homeostasis neuronal alterada y daño por estrés oxidante. 

Hiperfosforilacion y oligomerización de la proteína tau. 

Disfunción neuronal extendida y muerte celular asociada con déficits 

de neurotransmisores. 

Demencia con patología de placas y marañas. 
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6. Terapias contra la enfermedad de Alzheimer 

 

Los principales esfuerzos en el desarrollo de terapias están dirigidos hacia la prevención de la 

producción de β-amiloide, de su agregación o de la cascada de eventos neurotóxicos. De modo 

que cada uno de los pasos que llevan al plegamiento, oligomerización y fibrilización del β-

amiloide representa un blanco potencial para la intervención terapéutica (Skovronsky et al., 2006; 

Wolfe et al., 2002) (Fig. 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8 Intervenciones terapéuticas propuestas para la neutralización y/o eliminación de βA. 
La proteína nativa soluble se pliega y se asocia en la forma de oligómeros y otros intermediarios 

que eventualmente dan lugar a la generación de fibrillas. Las posibles intervenciones terapéuticas 

se muestran en los recuadros (modificado de Skovronsky et al., 2006). 

 

No obstante, se ha sugerido que las estrategias terapéuticas contra la EA deberían tener como 

blanco los oligómeros de βA, ya que aunque el incremento en los niveles de β-amiloide en el 

cerebro correlaciona con el deterioro cognitivo existen correlaciones relativamente débiles entre 

la densidad de placa de amiloide fibrilar y la severidad de la demencia (Nӓslund et al., 2000; 

Gong et al., 2003). Se ha demostrado que los oligómeros solubles de βA aplicados a rebanadas de 

cerebro o inyectados in vivo inhiben la potenciación de largo plazo del hipocampo, por lo que se 

ha sugerido que la pérdida de la plasticidad sináptica asociada al deterioro cognitivo se debe a la 
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neurotoxicidad que exhiben los oligómeros (Lambert et al., 1998; Walsh et al., 2002). Por lo 

tanto, al atacar a los oligómeros de βA puede deshacerse el equilibrio entre los monómeros y los 

agregados de Aβ altamente ordenados, trayendo como resultado la neutralización de las especies 

tóxicas solubles (Skovronsky et al., 2006).  

Estos esfuerzos por retrasar o revertir los síntomas clínicos de la EA son  necesarios debido a 

que esta enfermedad se hará más presente a medida que la población humana continúa 

haciéndose cada vez más senil. 

 

7. Estrategias sintomáticas 

 

7.1 Terapia colinérgica  

 

Una de las terapias para la EA son los inhibidores de la acetilcolinesterasa (ACHE). La base 

de esta propuesta radica en que la EA correlaciona con pérdida sustancial de las neuronas 

colinérgicas que provoca un déficit sustancial de acetilcolina y por ende deficiencias en el 

desempeño cognitivo, motor, así como alteración de actividades reguladas por el sistema 

autónomo. Los inhibidores de ACHE retardan la degradación de acetilcolina en el espacio 

sináptico, lo cual mantiene la transmisión colinérgica y aminora el déficit colinérgico. Esto 

resulta en una aparente disminución de los síntomas clínicos de la EA.  Desafortunadamente, este 

tipo de terapia no detiene la pérdida progresiva de las neuronas colinérgicas y provee solo 

mejoría moderada a los 6 meses de tratamiento. Una mejor propuesta sería desarrollar agentes 

que afecten a las moléculas que son responsables de la iniciación de la neurodegeneración (Wolf, 

2002; Klafki et al., 2006; Fan et al., 2010). 

 

7.2  Memantina: antagonista del receptor NMDA 

 

El β-amiloide tiene la capacidad de alterar el funcionamiento del receptor NMDA (N-metil-

D-aspartato), provocando el influjo de iones de Ca
++

 al citosol y a la mitocondria. Esta sobrecarga 

de Ca
++

 despliega una serie de cascadas de señalización que trae como consecuencia daño por 

estrés oxidante y finalmente apoptosis (Hynd, et al., 2004). Por otro lado, el β-amiloide también 

ha demostrado alterar la potenciación de lago plazo (LTP) dependiente del receptor memantina 
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en la región CA1 y el giro dentado en estudios in vitro e in vivo (Yamin, 2009).  La memantina es 

un antagonista del receptor NMDA de afinidad moderada que puede proteger a las neuronas del 

daño por excitotoxicidad. Se ha reportado que la memantina puede reducir los síntomas 

psicológicos y de comportamiento relacionados con la demencia (Maidment, 2008). Sin embargo, 

también se ha reportado que después de 6 meses de tratamiento de pacientes con EA moderada a 

severa con Memantina, la mejoría cognitiva es difícilmente detectable a nivel clínico (Castellani 

et al., 2010). 

Actualmente son cinco los medicamentos aprobados por la FDA para el tratamiento de la 

enfermedad de Alzheimer: 

Inhibidores de la acetilcolinesterasa: 

 Tacrina (Cognex®; Sciele) 

 Donepezil (Aricept®; Pfizer) 

 Rivastigmina (Exelon®; Novartis) 

 Galantamina (Razadyne®; Ortho-McNeil Janssen) 

Antagonista del receptor NMDA: 

 Memantina (Namenda®; Forest) 

La tacrina es un compuesto de primera generación que muy rara vez era administrado debido 

a sus potenciales efectos hepatotóxicos. El donepezil, la rivastigmina y la galantamina tienen 

efectos terapéuticos similarmente efectivos en la atenuación de las alteraciones sintomáticas 

funcionales y cognitivas en todas las etapas de la EA. La memantina provee resultados similares, 

pero solo en pacientes con EA moderada a severa. Los efectos clínicos de estos medicamentos 

son leves y no son duraderos (Kerchner y Bochner, 2010). 

 

8. Estrategias que modulan la producción de β-amiloide 

 

Debido a que el βA está directamente relacionado con la EA, las proteasas que generan este 

péptido (β- y γ-secretasas) son los principales blancos para el desarrollo de terapéuticos (Wolfe, 

2002). 
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La β-secretasa (βACE) es un miembro de la familia de las pepsinas y una proteasa de tipo 

aspartilo anclada a la membrana que corta a la proteína APP en el sitio β, en lo que se ha llamado 

la vía amiloidogénica porque genera al péptido β-amiloide (Wolfe, 2002). Para disminuir la 

producción de β-amiloide y con ello sus efectos neurotóxicos, varios grupos de investigación se 

han dado a la tarea de encontrar un inhibidor de βACE que sea capaz de penetrar la barrera 

hematoencefálica. Por ejemplo, en el estudio llevado a cabo por Chang y colaboradores, 

reportaron que la inmunización de ratones transgénicos Tg2575 (modelo de ratón transgénico que 

contiene la doble mutación Swedish de APP, K670M/N671L y que representa la deposición de 

placas amiloides de la EA) con Memapsina-2 (inhibidor de la enzima BACE) resultó en la 

reducción de β-amiloide y mejoría del desempeño cognitivo sin respuesta inflamatoria (Chang et 

al., 2007). Por otro lado, recientemente se ha reportado un anticuerpo bi-específico con dos 

brazos diferentes: uno que inhibe la actividad de BACE-1 y otro que se une al receptor 

transferrina para facilitar su paso a través de la barrera hematoencefálica por transcitosis. Este 

anticuerpo ha demostrado alta especificidad y capacidad para disminuir la carga de β-amiloide 1-

40 en el cerebro de ratones silvestres (Yu et al., 2011).  

No obstante, un problema con esta estrategia es que como muchas otras enzimas que procesan 

varios sustratos, la β-secretasa procesa la proteína transmembranal ST6Gal, una sialiltransferasa 

que es particularmente importante en la función de las células B del sistema inmune (Wolfe, 

2002). También se sabe que los ratones knock-out deficientes de BACE-1 muestran 

hipomielinización ya que BACE-1 corta a la neuregulina-1, la cual es necesaria para la 

mielinización (De Strooper et al., 2010). Con respecto a la inhibición de BACE-1, se ha 

considerado que aún existen varios aspectos importantes que faltan por resolver. Por ejemplo, 

saber si su administración en humanos podría tener el mismo efecto colateral observado en los 

ratones mencionados o si su administración crónica traería efectos secundarios en modelos 

animales, entre otros. Tampoco se sabe si la inhibición de BACE-1 traería efectos colaterales 

debido al procesamiento insuficiente de otros sustratos de esta enzima diferentes de APP  

(Gandy, 2011). 

Otra enzima blanco es la γ-secretasa. En ratones transgénicos PDAPP (que poseen la 

mutación Indiana de APP, V717F y que modela la deposición de placas amiloides) el inhibidor 

no selectivo LY450139 de Ely Lilly mostró la capacidad de reducir un 60% el β-amiloide 1-40 en 

plasma, LCR e hipocampo, con reducción de la carga amiloide en corteza e hipocampo, por lo 
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cual pasó a la etapa de ensayos clínicos. Sin embargo, este inhibidor de γ-secretasa no pasó la 

fase 2 debido a un aumento inesperado del deterioro cognitivo (Castellani et al., 2010; Gandy, 

2011). 

Como se ha mencionado anteriormente, un obstáculo en el uso de inhibidores enzimáticos es 

que, en general, las enzimas procesan diferentes sustratos. La γ-secretasa además de procesar 

APP, también procesa a Notch, un importante grupo de receptores transmembranales. Por 

ejemplo, se ha visto que los ratones knock-out deficientes de Notch exhiben una neuroplasticidad 

reducida en el hipocampo, neurodegeneración y deterioro cognitivo. Otro obstáculo que se ha 

visto es que la administración de inhibidores de la γ-secretasa en modelos animales está asociada 

a efectos secundarios en el sistema gastrointestinal, el timo y el bazo (Khairallah y Aal Kassem, 

2011). Por esta razón se ha buscado el uso de moduladores, en vez de inhibidores de la γ-

secretasa.  

El Tlarenflurbil (MPC-7869, Myriad Pharmaceuticals) es un agente capaz de disminuir el 

amiloide de manera selectiva y es un modulador de la γ-secretasa que no interfiere con el 

procesamiento de otros sustratos. En la fase II de los ensayos clínicos se demostró en 207 

pacientes con EA, mejora de las funciones cognitivas en los pacientes con EA leve pero no en los 

pacientes con EA moderada. Actualmente este modulador de la γ-secretasa se encuentra en fase 

III en pacientes con EA leve (Castellani et al., 2010). 

 

9. Estrategias que inhiben la  agregación de β-amiloide 

 

De acuerdo a la hipótesis de la cascada amiloide los agregados de β-amiloide son tóxicos para 

las neuronas, por lo que la prevención de su agregación tendría un impacto benéfico para los 

pacientes con EA. En este sentido se sabe que los glucosaminoglucanos sulfatados se unen a 

monómeros de β-amiloide favoreciendo su agregación y la formación de placas. El Tramiprosato, 

es un compuesto que compite por los sitios de unión a los glucosaminoglucanos, inhibiendo de 

esta manera su unión al β-amiloide, bloqueando la formación de agregados y por lo tanto la 

deposición de placas amiloides. En ratones transgénicos el Tramiprosato fue capaz de reducir la 

patología de placas seniles y de disminuir los niveles de Aβ1-42 en el líquido cefalorraquídeo 

(LCR) (Khairallah y Aal Kassem, 2011) -la evaluación de los niveles de Aβ1-42 en el LCR se ha 
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propuesto como biomarcador de criterio diagnósitico de la EA (Fagan et al., 2011)-. En los 

ensayos clínicos de fase II, el Tramiprostato fue capaz de reducir la concentración de Aβ1-42 en 

el LCR pero sin ningún impacto significativo en los niveles de βA1-40 o tau en este fluido, ni en 

las evaluaciones psicométricas. No obstante, este compuesto pasó a ensayos de fase III en 

Estados Unidos donde finalmente fue declarado sin efectos positivos por la FDA (Khairallah y 

Aal Kassem, 2011). 

 

10. Estrategias que estimulan la eliminación de β-amiloide 

 

Los métodos alternativos para la disminución de los niveles de βA incluyen el  incremento de 

la eliminación de βA. Se ha propuesto que varias enzimas son responsables de la degradación de 

β-amiloide, tales como: neprilisina, IDE (por sus siglas en inglés insulin-degrading enzyme), 

enzima convertidora de angiotensina, enzima convertidora de endotelina y plasmina (Turner et 

al., 2004; Wolfe, 2002; Zhang y Lee, 2011).  

Se considera que la neprilisina es la principal enzima degradadora de β-amiloide extracelular 

en el cerebro. La neprilisina es una metalopeptidasa dependiente de zinc, asociada a la membrana 

plasmática y que actúa degradando moléculas de señalización en el sistema circulatorio, inmune 

y nervioso. En un estudio llevado a cabo por Marr, et al., demostraron que la inyección 

intracerebroventricular a ratones trangénicos (que modelan la formación de placas de Aβ) de un 

lentivirus que expresa neprilisina, fue capaz de reducir la deposición de Aβ y de reducir la 

neurodegeneración. Esto sugiere que la neprilisina participa en la regulación de la deposición de 

Aβ en el cerebro (Marr et al., 2003). 

 Junto con la neprilisina, la enzima IDE es una importante enzima degradadora de Aβ. La 

IDE es una metalopeptidasa dependiente de zinc, que corta a la insulina, además de otros 

sustratos La IDE se secreta de las células para degradar Aβ en el espacio extracelular o 

permanece en el citoplasma donde está involucrada en la degradación de los AICDs (por sus 

siglas en inglés APP intracelular domain). Se ha reportado que la proteína Bri2 (British precursor 

protein, una proteína cuya forma mutada está asociada a la demencia danesa pero que en su forma 

silvestre no se conocen sus funciones fisiológicas) aumenta la secreción de IDE, la cual es capaz 

de disminunir la deposición de Aβ en el cerebro de ratones transgénicos y los niveles de este 

péptido en cultivos celulares (Kilger et al., 2011). 
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  La plasmina es una proteasa de serina que aunque no parece contribuir significativamente 

en el catabolismo de βA, algunos estudios sugieren que la acumulación de βA se debe en parte a 

la pérdida de plasmina. La habilidad las proteasas IDE y plasmina para degradar βA se retarda 

cuando el βA está agregado, pero son eficientes cuando se encuentra en su estado monomérico 

(Betts et al., 2008). Como el proceso degenerativo en la EA está asociado a la producción, 

eliminación (degradación) y acumulación del βA; se ha propuesto que aumentar los niveles de 

expresión de estas enzimas por medios farmacológicos podría ser neuroprotector (Turner et al., 

2004).  

  

11. Estrategias auxiliares 

 

Otras estrategias para la prevención de la cascada de efectos neurotóxicos cuyo inicio se 

atribuye al βA incluyen el uso de: 

11.1 Quelantes metálicos: El βA tiene alta afinidad por los metales Fe, Cu y Zn, generando 

especies reactivas de oxígeno (EROs), como el H2O2 y radicales libres de βA (Smith et al., 

2007). Estas EROs producen estrés oxidante, asociado a la disfunción mitocondrial y 

apoptosis características de las enfermedades neurodegenerativas (Manton et al., 2004). En 

estudios clínicos se ha evaluado el uso de agentes quelantes como el clioquinol y un 

derivado de 8-hidroxiquinoleína, demostrando mejoras cognitivas. También se ha 

propuesto el uso de moléculas bi-funcionales que quelan metales, a la vez que interaccionan 

con el βA. Esto ha resultado en la modulación de la producción de EROs y desensamble de 

agregados de βA (Choi et al., 2010). 

11.2 Antioxidantes: El estrés oxidante juega un papel importante en la patogénesis de la EA, por 

lo que se considera que el consumo de antioxidantes podría proteger de la 

neurodegeneración. Aunque los estudios clínicos no han demostrado algún beneficio de los 

suplementos de antioxidantes en la EA, se ha relacionado el alto consumo dietario de 

vitamina E con una disminución moderada del riesgo a desarrollar demencia (Devore et al., 

2010). 

11.3 Anti-inflamatorios: La inflamación es un componente importante en la EA, por lo que se 

considera que la administración de NSAIDs (anti-inflamatorios no esteroideos) podría 
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disminuir el riesgo de desarrollar EA. Sin embargo, la evaluación de naproxeno e 

ibuprofeno en ensayos clínicos no ha demostrado disminución significativa del deterioro 

cognitivo Algunos estudios sugieren que los efectos neuroprotectores de los NSAIDs 

ocurren principalmente en pacientes menores de 65 años de edad, antes de que la patología 

de las placas amiloides y las marañas neurofibrilares estén presentes porque entonces el 

daño es irreversible  (Potter, 2010).  

11.4 Agentes neuroprotectores: Se ha propuesto el uso de compuestos capaces de inhibir a la 

NADPH oxidasa (enzima responsable de la producción de EROs) para detener la respuesta 

inflamatoria amplificada por estas y presente en la EA. Estos compuestos incluyen al 

dextrometorfano, naloxona, morfina, dopamina, IL-10, entre otros (Block, 2008). 

11.5 Neurotróficos: En la EA existe pérdida selectiva de las neuronas colinérgicas (Emre et al., 

1993; Christensen et al., 2008) por lo que se ha propuesto el uso de factores de crecimiento 

nervioso para rescatar la pérdida neuronal y funcional característica de enfermedades 

neurodegenerativas como la EA (Enciu et al., 2011). Por ejemplo, el tratamiento de células 

madre pluripotenciales con el factor de crecimiento nervioso NGF (por sus siglas en inglés, 

nerve-growth factor) ha demostrado la capacidad de promover su diferenciación a células 

colinérgicas maduras y funcionales (Wicklund et al., 2010). De hecho, en el año 2005 se 

reportó el uso de este tipo de terapia génica en ensayos clínicos de fase I. En esta 

evaluación se utilizaron fibroblastos autólogos modificados genéticamente para expresar 

NGF humano en el cerebro de pacientes con la EA y resultó en mejoría cognitiva de los 

pacientes (Tuszinsky et al., 2005). 

11.6 Estatinas: Se ha demostrado que las estatinas promueven la degradación de Aβ extracelular 

a través de la estimulación de la secreción de la enzima proteolítica IDE (insulin-degrading 

enzyme) por la microglía (Tamboli et al., 2010). La administración de simvastatina reduce 

los niveles de βA en el cerebro, así como un decremento de las maraña neurofibrilares. Los 

resultados obtenidos hasta ahora en diversos estudios sugieren que las estatinas podrían 

retardar el progreso del proceso neurodegenerativo pero no serían capaces de revertir la 

degeneración neuronal una vez que ha ocurrido (Castellani et al., 2010). 
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12. Inmunoterapia 

 

Los tratamientos actuales contra la EA proveen efectos moderados en algunos pacientes en 

cuanto a la sintomatología, pero no modifican el progreso de la enfermedad. Los estudios pre-

clínicos y ensayos clínicos han demostrado que la inmunoterapia activa y pasiva son una 

estrategia potencial para modificar el desarrollo de la EA. La inmunización activa con βA 

consiste en la administración del péptido βA sintético o fragmentos de βA conjugados a una 

proteína acarreadora y un adyuvante que estimula la respuesta inmune en el huésped, con el fin 

de generar anticuerpos anti-βA. En la inmunoterapia pasiva se administran de manera directa los 

anticuerpos anti-βA (o anticuerpos conformacionales), evitando comprometer el sistema inmune 

del huésped. La finalidad de ambas inmunoterapias es remover el βA del cerebro (Fu et al., 2010) 

(Fig. 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9 Tres aproximaciones para la aplicación de anticuerpos anti-βA. a) Inmunización activa 

con el péptido βA1-42 de longitud completa. Las células presentadoras de antígeno fagocitan al 

βA1-42, lo procesan y presentan a las células T. b) Inmunización activa con fragmentos de βA 

conjugados a una proteína acarreadora no relacionada. c) Inmunización pasiva con anticuepos 

anti-βA. No requiere el compromiso inmunológico del huésped por lo cual es útil en individuos 

que de otro modo no podrían montar una respuesta inmune (tomado de Schenk, 2002). 
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12.1  Mecanismos de acción de la inmunoterapia 

Existen tres mecanismos de acción propuestos para explicar la disminución de β-amiloide 

a través de la inmunoterapia. Estos mecanismos no son mutuamente excluyentes ya que podrían 

estar actuando de manera concertada. El mecanismo de acción podría depender de la vía de 

administración y del estado de desarrollo de la enfermedad, en el cual existe variabilidad en 

cuanto al nivel de producción de β-amiloide, la proporción de isoformas de β-amiloide y el estado 

de desarrollo de agregados de β-amiloide (Klafki et al., 2006; Lemere, 2009). 

 

12.1.1 Disociación de agregados de β-amiloide por anticuerpo 

  Los anticuerpos se unen directamente a los monómeros de βA, induciendo un cambio 

conformacional que previene su oligomerización y fibrilización (Cribbs y Agadjanyan, 2005). Se 

ha propuesto que los anticuerpos actúan sobre la estructura secundaria de los monómeros de βA, 

cambiándola en una estructura que es menos propensa a formar agregados oligoméricos y 

fibrilares (Solomon et al., 1997; Solomon et al., 1999). Estudios in vivo han demostrado que los 

anticuerpos anti-βA son capaces de disociar placas y de bloquear la neurotoxicidad inducida por 

oligómeros de βA  (McLaurin et al., 2002; Morgan et al., 2000; Bacskai et al., 2001;  Klyubin et 

al., 2005) (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10 Modificación de la conformación. El anticuerpo se une al βA y modifica la estructura 

secundaria a una que minimiza la formación de agregados (modificado de Morgan, 2011). 
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Este mecanismo se basa en la capacidad de los anticuerpos de opsonizar antígenos, 

induciendo la fagocitosis por parte de los macrófagos y la activación del complemento. 

Aproximadamente 0.1% de los anticuerpos monoclonales murinos 3D6 y 10D5 (dirigidos contra 

Aβ fibrilar en placas 
Generación de Aβ  

monomérico 

Anticuerpos anti-Aβ 



36 

 

las regiones 1-5 y 3-7 de Aβ, respectivamente) administrados intraperitonealmente a ratones 

transgénicos PDAPP entran al sistema nervioso central y se unen al βA, activando la función 

fagocítica de la microglía residente o de macrófagos/monocitos infiltrados que fagocitan el 

complejo antígeno-anticuerpo por unión al receptor Fc de los anticuerpos (Bard et al., 2006). El 

hallazgo de anticuerpos decorando placas de β-amiloide después de la administración intracraneal 

a ratones transgénicos Tg2576, corrobora este mecanismo (Wilcock et al., 2003) (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 11 Opsonización y fagocitosis. Los anticuerpos anti-βA se unen a los agregados de βA en el 

SNC. Este complejo inmune estimula la fagocitosis por microglía activada que se une al receptor 

Fc-gamma (modificado de Morgan, 2011).  

 

 

12.1.3 Decaimiento periférico  

Los anticuerpos anti-βA circulantes en el torrente sanguíneo remueven el βA del cerebro 

al unirse al βA que se encuentra en el plasma, esto rompe el equilibrio entre la concentración de 

βA en el SNC y el plasma. El resultado es un gradiente de concentración que remueve el βA 

cerebral hacia la periferia. Este mecanismo se propuso a partir del estudio realizado por DeMattos 

y colaboradores, en el que el anticuerpo m266 dirigido hacia la región central de βA y 

administrado periféricamente fue capaz de reconocer βA soluble, incrementando los niveles de 

βA plasmático, con marcada reducción de la deposición de βA en el cerebro. Este mecanismo fue 

confirmado posteriormente por estudios de inmunización pasiva y activa contra βA (DeMattos et 

al., 2001; Fu et al., 2010) (Figura 12). 
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Fig. 12 Decaimiento periférico.  Los anticuerpos anti-βA circulantes se unen al βA libre en el 

plasma e incrementan el eflujo de βA desde el cerebro (Morgan, 2011). 

 

 

12.2 Inmunoterapia activa 

 

 La evaluación clínica de la inmunoterapia para el tratamiento de la EA se impulsó con el 

hallazgo de que la inmunización activa de ratones transgénicos que modelan la EA es efectiva 

para modificar las características patológicas, así como para mejorar el desempeño cognitivo de 

los mismos. A continuación se describen brevemente los tres trabajos que sustentan el uso de la 

inmunoterapia activa para el tratamiento de la EA: 

En 1999, Schenck y colaboradores de Elan Pharmaceuticals reportaron los efectos de la 

inmunización activa con el péptido βA1-42 de ratones transgénicos PDAPP (que sobreexpresan 

APP con la mutación V717F y que desarrollan de manera progresiva la deposición de βA). La 

inmunización de los ratones a las seis semanas de edad, antes de la aparición de la neuropatología 

de la EA, previno la formación de placas, la aparición de neuritas distróficas y de la astrogliosis. 

En los ratones de 11 meses de edad, en los cuales la deposición de βA y los cambios 

neuropatológicos ya estaban bien establecidos, la inmunización redujo el βA total un 72-81%. 

También encontraron células que parecían contener βA y que asemejaban a la microglía activada. 

Ambos experimentos indicaron claramente que la inmunización con βA1-42 previene el 

desarrollo de la neuropatología de la EA. Por otro lado, realizaron un examen de órganos, 
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incluyendo cerebro y riñón, encontrando que no había signos de complicaciones mediadas por el 

sistema inmune (Schenk et. al., 1999).  

Posteriormente, Janus y colaboradores reportaron en el año 2000 un estudio en el cual 

inmunizaron con βA1-42 a ratones transgénicos TgCRND8 (que poseen mutaciones en APP en 

los residuos 670, 671 y 717 y que muestran déficits de aprendizaje espacial a los 3 meses de edad 

junto con aumento de βA soluble, así como aumento progresivo de placas amiloides en el 

cerebro). Este estudio demostró que la inmunización con βA1-42 (en conformación hoja β-

plegada) mejora el déficit cognitivo de los mismos, haciéndose comparable al desempeño 

mostrado por sus pares no-transgénicos. También encontraron que el número y tamaño de las 

placas amiloides en hipocampo y corteza disminuyó 50% a las 25 semanas de edad (Janus et al., 

2000).  

En el mismo año, Morgan y colaboradores reportaron otro estudio en el cual inmunizaron 

con βA1-42 ratones transgénicos que sobre-expresan APP y APP+PS1. En este estudio 

encontraron que la inmunización es capaz de inducir una reducción de depósitos de βA  y 

proteger a los ratones de los déficits de memoria  (Morgan et al., 2000). 

Por lo tanto, en ese mismo año 2000 se realizó un estudio de fase I (seguridad) en 

pacientes con EA esporádica moderada, con 80 individuos de 70 años de edad en promedio. A los 

pacientes se les administró AN1792 (la misma preparación de agregado de βA1-42 usada en los 

ratones transgénicos) junto con la saponina QS21 como adyuvante o placebo. Se realizaron 

cuatro inmunizaciones en un periodo de 6 meses por vía intramuscular. Cuatro personas murieron 

durante el estudio pero ninguno de los fallecimientos fue atribuido al estudio. Los pacientes 

mostraron algunos efectos secundarios, tales como alucinaciones, hostilidad y convulsiones, pero 

se ha reportado que todos ellos ocurren también en pacientes con EA no tratada. En general el 

tratamiento fue bien tolerado por lo que avanzaron a la fase II de los ensayos clínicos. Durante el 

desarrollo de los ensayos de fase II un paciente proveniente de la fase I desarrolló encefalopatía 

subaguda, no se recuperó y murió, encontrándose meningoencefalitis con predominio de 

linfocitos T en la necropsia. No hubo una clara relación entre el título de anticuerpos anti-βA1-42 

y la meningoencefalitis encontrada, sin embargo los investigadores propusieron como 

mecanismos potenciales la infiltración de células T y la activación de microglía (Orgogozo et al., 

2003; Brody y Holtzman., 2008).   
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La fase II del estudio terminó después de sólo 1-3 de las 6 inmunización planeadas debido 

a que 6% de los pacientes (18/300) presentaron encefalitis. Doce de los pacientes se recuperaron 

a lo largo de algunas semanas, mientras que seis pacientes presentaron secuelas neurológicas o 

invalidez cognitiva. Estos sucesos adversos no habían sido predichos en los estudios pre-clínicos 

desarrollados antes de iniciar los ensayos clínicos (Brody y Holtzman, 2008). 

El hallazgo más importante del ensayo clínico de AN-1792 fue la evidencia de que los 

anticuerpos anti-βA son capaces de cambiar la patología de la EA y que estos podrían disminuir 

el progreso de la enfermedad. Sin embargo, despertó sospechas acerca de la seguridad y eficacia 

de la inmunización activa con el péptido βA1-42 completo. El bajo número de pacientes que 

respondieron generando anticuerpos y los bajos títulos de estos en plasma sugieren que es 

necesario desarrollar nuevos protocolos de inmunización (Ghochikyan, 2009).  

Hoy en día se considera que la inmunoterapia activa contra la EA es efectiva pero que 

sería mejor aplicarla de modo profiláctico en vez de terapéutico. El desafío se encuentra el 

desarrollo de vacunas con mejor inmunogenicidad que sean capaces de inducir anticuerpos 

específicos anti-βA pero sin exacerbar la neuroinflamación de por sí ya presente en la 

enfermedad, así como de desarrollar técnicas de neuroimagen y evaluación de biomarcadores que 

permitan un diagnóstico temprano a nivel de ―pre-sintomático de EA‖ (Gandy, 2011). 

 

12.3   Alternativas para la inmunización activa 

 

Una de las preocupaciones en cuanto a la inmunización activa con βA1-42 es la 

autoinmunidad que ocurre en humanos y que no ha sido reportada en ratones transgénicos APP 

(modificados para expresar el gen de APP humano) inmunizados con el péptido. La 

autoinmunidad es una reactividad inmune adquirida contra auto-antígenos y las enfermedades 

autoinmunes ocurren cuando estas respuestas generan daño tisular. Las diferencias en la respuesta 

inmune a auto-antígenos entre ratones y humanos pueden ser significativas. Además de tener 

altos niveles de APP humano, los ratones transgénicos también expresan APP de ratón en niveles 

endógenos. El APP humano y su derivado βA tienen una secuencia de aminoácidos diferente  de 

las de ratón y en el estudio reportado por Schenk y colaboradores (Schenk et al., 1999) los 

ratones inmunizados con βA1-42 tuvieron títulos mucho más altos de anticuerpos contra el βA 
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humano que contra el βA de ratón. Por consiguiente, los ratones pueden ser menos propensos a 

desarrollar una enfermedad autoinmune que los humanos quienes expresan sólo βA humano 

(Sigurdsson et al., 2002). 

También se considera que la inmunización con βA1-42 no es apropiada en humanos 

porque el péptido puede cruzar la barrera hematoencefálica y formar núcleos de fibrilización. Las 

fibrillas de βA1-42 pueden entonces causar inflamación y neurotoxicidad. (Sigurdsson et al., 

2002). 

Otro factor importante en la inmunoterapia contra βA es el tipo de respuesta inmune 

estimulada. La respuesta inflamatoria observada en individuos durante la inmunización activa 

con βA1-42 se ha atribuido a la activación de células T. Los epítopos que estimulan células T han 

sido mapeados a la mitad de la región carboxilo-terminal (residuos 15-42) del βA. Por lo tanto, la 

inmunización con el péptido βA1-42 de longitud completa que contiene tanto los epítopos 

estimuladores de las células B como de las células T, resulta en una activación extensiva de 

células T autoreactivas (Gelinas et al., 2004) (Figura 13). 

 

 

 

 

 

Fig. 13. La secuencia de epítopos estimuladores de células B y T dentro de la secuencia de 

aminoácidos del péptido βA1-42, determinada por algoritmos matemáticos (tomado de Gelinas et 

al., 2004). 

 

Las alternativas actuales para la inmunoterapia activa tienen la finalidad de reforzar la 

inducción de anticuerpos, así como de minimizar la respuesta inmune pro-inflamatoria de tipo 

Th1. Estas alternativas incluyen:  

12.3.1 La generación de inmunógenos de fragmentos/epítopos específicos de βA que 

evadan la respuesta de células T autoreactivas 

En un estudio realizado por Petrushina, et al., utilizaron un epítopo foráneo de células T, 

denominado PADRE, activador de células T específicas pero no auto-antigénicas, unido al 

epítopo de βA1-15. Este epítopo PADRE estimula fuertemente las señales co-estimuladoras que 

DAEFRHDSGY10EVHHQKLVFF20AEDVGSNKGA30IIGLMVGGVV40IA 
  

     Epítopo de Células B               Sitios de Activación de Células T 
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amplifican la respuesta inmune específica al antígeno, generando altos títulos de anticuerpos IgG 

con alta afinidad. La respuesta inmune humoral se genera solamente contra el epítopo de células 

B y no contra PADRE (Petrushina et al., 2007). En estudios clínicos ha demostrado ser seguro y 

bien tolerado (Ghochikyan, 2009).  

Otra estrategia ha sido utilizar un inmunógeno que consiste en dos monómeros de βA1-15 

unidos covalentemente por dos lisinas, en una formulación con un adyuvante de enterotoxina de 

E. coli. La inmunización de ratones transgénicos con este inmunógeno generó altas 

concentraciones de anticuerpos anti-βA de tipo Th2, no inflamatoria (IgG1 e IgG2b) después de 

la administración via intranasal. Así como una reducción significativa de los niveles de βA en el 

cerebro y mejora en la adquisición de la memoria en comparación con ratones silvestres (Maier et 

al., 2006). 

Otro ejemplo es una vacuna experimental  que está compuesta de una serie repetida de 4 

copias de βA1-15 (4x βA1-15) en un vector adenoviral. Esta vacuna disminuyó los niveles de βA 

en el cerebro con mejoría del desempeño cognitivo en ratones Tg2576 (Zou et al., 2008).  

Un acercamiento interesante es la introducción de 11 copias del epítopo de βA1-9 dentro de la 

cápside viral (vacunas basadas en partículas virales –VLP-) que permite la expresión del epítopo 

en la superficie del VLP de manera repetitiva y ordenada. Esta organización del epítopo podría 

inducir la activación de células B independiente de células T y producir anticuerpos anti-βA 

capaces de eliminar el βA cerebral (Zamora et al., 2006). Este mismo epítopo ha sido incorporado 

al bacteriófago Qβ, y se ha demostrado que esta construcción induce una respuesta inmune a 

dosis bajas y sin el uso de adyuvantes (Chackerian et al., 2006). Con base en estas estrategias 

terapéuticas se ha desarrollado una vacuna (CAD106) que consiste en la introducción del epítopo 

de βA1-6 unido a VLPs y que actualmente está en investigación clínica (Ghochikyan, 2009).  

12.3.2 La evaluación de diferentes adyuvantes que modulen hacia una respuesta inmune 

de tipo Th2 en lugar de una respuesta pro-inflamatoria para evitar efectos adversos 

También es necesario que los protocolos de inmunización estimulen la producción de 

anticuerpos, disminuyan la respuesta pro-inflamatoria Th1 y resulten en la liberación de citocinas 

anti-inflamatorias que tienen el potencial de mitigar condiciones inflamatorias crónicas de por sí 

ya presentes en pacientes con EA (Sigurdsson et al., 2002). 
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En un estudio de evaluación de los adyuvantes CFA, Alum, TiterMax Gold (TMG) y QS21 

como adyuvantes individuales en la terapia activa con βA1-42 demostró que los adyuvantes CFA 

y QS21 de tipo Th1 indujeron una respuesta humoral anti-βA más fuerte que Alum, un adyuvante 

de tipo Th2 que generó una respuesta humoral intermedia (Cribbs et al., 2003). Entonces, en un 

estudio posterior se evaluó el efecto del adyuvante de tipo Th1 Quil A y el de tipo Th2 Alum, 

junto con la vacuna PADRE-βA1-15, de manera separada y en combinación. El resultado 

encontrado fue que al iniciar la terapia con Alum y después cambiar por Quil A, se incrementa la 

producción de anticuerpos en comparación con solamente el uso de Alum y mantiene la respuesta 

de tipo Th2  (anti-inflamatoria) (Ghochikyan, 2006).  

A pesar de los efectos secundarios demostrados en los diversos estudios pre-clínicos  y un 

estudio clínico reportados, actualmente se sigue utilizando QS21 como adyuvante en algunos 

estudios clínicos. Todavía se está en la búsqueda de adyuvantes que modulen hacia una respuesta 

de tipo Th2, con la finalidad de evitar la activación de células T autoreactivas e inflamación en el 

parénquima cerebral y vascular, y cuyo uso pueda ser seguro en humanos con la EA. 

12.3.3 La producción de vacunas de βA-ADN 

 Las vacunas de ADN consisten en vectores plasmídicos a los que se les ha insertado un 

gen que codifica la proteína antigénica contra la cual se quiere generar una respuesta inmune. La 

expresión genética se lleva a cabo por la presencia de un promotor que permite la expresión de la 

proteína antigénica en las células que son transfectadas in vivo tras la inyección del vector 

plasmídico (Reyes y Pinto, 2002). Las vacunas de ADN tienen la habilidad de inducir la síntesis 

de antígeno endógeno de manera prolongada y este se procesa dentro de las células del huésped. 

Además del antígeno de interés, puede introducirse cDNA de citocinas que pueden actuar como 

adyuvantes moleculares para dirigir hacia una respuesta inmune de tipo Th1 o Th2 (Ghochikyan, 

2009). Un ejemplo de este tipo de vacunas es la formada por la quimiocina derivada de 

macrófagos (MDC) como adyuvante molecular, 3 copias del epítopo de células B  βA 1-11 y el 

epítopo PADRE. Esta vacuna indujo en el ratón transgénico 3xTg-AD una robusta respuesta de 

tipo Th2 y altos niveles de anticuerpos (Movsesyan et al., 2008).  
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12.3.4. El uso de diferentes vías de administración 

 La optimización de diferentes vías de administración es otra estrategia para incrementar la 

seguridad de las vacunas para inmunización activa, así como para aumentar la generación de 

anticuerpos anti-βA. Por ejemplo, en un estudio donde se evaluó el adyuvante compuesto por la 

toxina de E. coli (E.coli heat-labile enterotoxin LT(R192G) por vía de administración sub-

cutánea, se generó una respuesta intensa Th1 así como Th2. Pero al realizar administración 

intranasal se generó la respuesta Th2 (Fu et al., 2010). También se ha demostrado que la 

administración transcutánea de βA1-15 con el adyuvante LT(R192G) induce una respuesta Th2 y 

un moderado título de anticuerpos neuroprotectores  (Seabrook et al., 2007). 

12.3.5 El uso de otros epítopos del péptido βA 

 La mayor parte de los estudios pre-clínicos, en cuanto a la inmunización activa, están 

dirigidos hacia el epítopo EFRH que corresponde a la región amino terminal del péptido βA de 

cadena completa. Sin embargo, las especies patológicas de βA truncadas en el extremo amino, 

entre ellas el péptido AβN(pE)3-42, no contienen este motivo EFRH (Acero et al., 2009). 

También se sabe que el AβN(pE)3-42 constituye aproximadamente el 25% del total de βA en las 

placas seniles, que es más resistente a la degradación y que se agrega con mayor rapidez que las 

especies de longitud completa no modificadas (Harigaya et al., 2000; Sanders et al., 2009). Por 

último, se ha demostrado que el AβN(pE)3-42 aparece en etapas iniciales de la EA, antes de la 

aparición de la sintomatología clínica, y que su acumulación intraneuronal en ratones 

transgénicos es altamente tóxica, generando pérdida neuronal masiva y muerte prematura (Acero 

et al., 2009; Wirths et al., 2009). Por ello, es necesario encontrar inmunógenos que sean capaces 

de neutralizar el efecto neurotóxico del AβN(pE)3-42 y así aumentar la efectividad de la 

inmunoterapia contra la EA. 
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12.4   Inmunoterapia pasiva 

 

En el año 2000, Bard y colaboradores llevaron a cabo un estudio en ratones transgénicos 

PDAPP a los cuales les administraron periféricamente anticuerpos anti-βA. Observaron 

reducción de las placas amiloides junto con activación de microglía que aparecía decorando las 

placas. Concluyeron que los anticuerpos fueron capaces de entrar al SNC y opsonizar a las placas 

para su eliminación por fagocitosis (Bard et al., 2000). 

Al siguiente año, DeMattos y colaboradores reportaron un estudio en el cual 

administraron por vía intravenosa el anticuerpo monoclonal m266 dirigido contra la región 

central de βA a ratones transgénicos PDAPP. Encontraron que los anticuerpos eran capaces de 

secuestrar el βA desde el SNC hacia la periferia aumentando los niveles de βA en plasma, 

alterando el equilibrio en la concentración de βA entre el cerebro y el plasma. También 

encontraron disminución significativa de la carga de βA en el cerebro (DeMattos et al., 2001). 

Posteriormente, este mismo grupo reportó que los niveles basales de βA en plasma no 

correlacionan con la carga amiloide en el cerebro de ratones transgénicos. Sin embargo, después 

de administrarles periféricamente el anticuerpo m266 los niveles de βA en plasma 

correlacionaron directamente con la carga de βA en la corteza e hipocampo, indicando que este 

procedimiento podría utilizarse como método diagnóstico para cuantificar la carga amiloide en 

pacientes con EA pre-clínica, así como para monitorear la respuesta a la terapia anti-βA 

(DeMattos et al., 2002). Otro grupo reportó que la administración crónica del anticuerpo m266 

fue capaz de mejorar el desempeño de ratones transgénicos en algunas pruebas de aprendizaje y 

memoria, encontrando además la presencia de complejos de βA y anticuerpo en el plasma y el 

LCR (Dodart et al., 2002). 

La inyección directa de anticuerpos anti-βA puede ser una estrategia relativamente más 

segura para revertir los efectos de la EA porque no desencadena la respuesta inmune de tipo Th1 

(Fu et al., 2010). Sin embargo, se ha encontrado en algunos modelos de EA la presencia de 

microhemorragias cerebrales al inmunizar pasivamente a los ratones. Este hecho es de particular 

atención puesto que el 83% de los pacientes con EA tienen depósitos de βA en los vasos 

sanguíneos cerebrales, una patología denominada angiopatía amiloide cerebral (CAA) (Town, 

2009).  
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Una estrategia estudiada en modelos murinos de la EA que minimiza el riesgo de 

microhemorragias causadas por la inflamación desencadenada por el complejo inmune βA/anti-

βA en los sitios con CAA, ha sido la co-administración de minociclina junto con la 

inmunoterapia pasiva. Este fármaco tiene la capacidad de suprimir la activación de la microglía y 

los monocitos y aunque no afecta el número de microhemorragias presentes sí disminuye 

levemente el tamaño de estas. Otro enfoque ha sido el uso de anticuerpos des-glicosilados en la 

fracción Fc, con la finalidad de reducir la activación del complemento y la inflamación mediada 

por el receptor Fc. Esta estrategia disminuye significativamente los depósitos de βA vascular y 

las microhemorragias (Vasilevko et al., 2010). 

Una de las estrategias que se han llevado a cabo en estudios pre-clínicos y clínicos es la 

administración de un pool de auto-anticuerpos de humanos sanos, incluyendo anti-βA, por vía 

intravenosa (denominados IVIg). Se ha demostrado in vitro que estos anticuerpos neutralizan 

oligómeros de βA e interfieren con su fibrilización, son neuroprotectores en cultivos celulares 

expuestos a concentraciones tóxicas de βA, son capaces de eliminar el βA desde el cerebro hacia 

la periferia y de atravesar la barrera hematoencefálica. También se ha reportado cierta mejoría en 

las funciones cognitivas sin efectos adversos en pacientes con EA inmunizados con IVIg (Fu et 

al., 2010; Magga et al., 2010). 

Otra estrategia es el uso de Bapineuzumab, la versión humanizada (de isotipo IgG1) del 

anticuerpo murino monoclonal 3D6 dirigido contra la región amino terminal de βA1-5 y que 

actualmente se encuentra en la fase III de los ensayos clínicos. En los estudios de fase II 

Bapineuzumab resultó con efectos benéficos en al menos un sub-grupo de los pacientes 

participantes, también se demostró que los portadores del genotipo ApoE ε4 son menos 

beneficiados que los no portadores ya que el edema vascular cerebral es un efecto secundario 

potencial que depende de la dosis, sobre todo en pacientes ApoE ε4 y por último, que parece 

facilitar la eliminación de βA desde el cerebro (Kerchner y Boxer, 2010). 
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13. Ensayos clínicos 

 

Las terapias actualmente aprobadas por la FDA se refieren a terapias sintomáticas, por tal 

razón es necesario encontrar una estrategia terapéutica que permita detener el desarrollo de la 

enfermedad. Algunos de los ensayos clínicos que hasta el momento se están llevando a cabo son 

los siguientes: 

 

Tabla 1. Ensayos clínicos para la inmunoterapia de la EA (www.clinicaltrials.gov). 

Tipo de 

inmunoterapia 

Intervención Propósito del estudio Fase 

clínica 

Fecha 

de 

término 

Pasiva IVIG 

Inmunoglobulinas 

humanas 

intravenosas 

 

Evaluar pacientes con deterioro 

cognitivo leve (MCI), un estado que se 

considera en riesgo de desarrollar EA, 

como terapia potencialmente 

preventiva. 

Fase II Enero 

2013 

Pasiva IVIG Evaluar si IVIG disminuye o previene el 

progreso de la demencia en pacientes 

con EA leve a moderada. 

Fase III Febrero 

2013 

Pasiva Bapineuzumab 

Anticuerpo 

monoclonal 

humanizado 

IgG1 dirigido 

contra βA1-5  

Evaluar la eficacia y seguridad de dosis 

múltiples en pacientes con EA leve a 

moderada portadores de ApoEε4 

Fase III Junio 

2013 

Pasiva Bapineuzumab Evaluar la eficacia y seguridad de dosis 

múltiples en pacientes con EA leve a 

moderada no portadores de ApoEε4 

Fase III Junio 

2014 

Pasiva  Bapineuzumab Evaluar seguridad y tolerancia a largo 

plazo en pacientes que participaron en 

el estudio anterior de Bapineuzumab 

Fase III Junio 

2017 
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con portadores de ApoEε4 

Activa ACC-001 + 

QS21 

ACC-001 es el 

epítopo βA1-7 

acoplado a una 

proteína 

acarreadora. 

Evaluar la eficacia y seguridad a 

diferentes dosis en pacientes con EA 

leve a moderada. 

Fase II Agosto 

2014 

Pasiva AAB-003 

(Bapineuzumab) 

Evaluar la seguridad de dosis múltiples 

en pacientes con EA leve a moderada. 

Fase I Agosto 

2013 

Activa ACC-001 + 

QS21 

Determinar la seguridad, tolerancia e 

inmunogenicidad en pacientes con EA 

leve a moderada. 

Fase II Marzo 

2013 

Activa ACC-001 + 

QS21 

Evaluar seguridad, tolerancia y la 

capacidad de ACC-001 de disminuir la 

carga amiloide en el cerebro en 

pacientes con EA temprana. 

Fase II Mayo 

2014 

Pasiva Solanezumab 

Anticuerpo 

monoclonal 

humanizado 

IgG1 dirigido 

contra βA13-

28. 

Evaluar la cantidad promedio de βA en 

sangre después de la administración de 

Solanezumab. 

Fase II Junio 

2012 

Pasiva Solanezumab Estudio de seguimiento a pacientes que 

han participado en dos estudios 

anteriores con Solanezumab para 

monitorear seguridad. 

Fase III Julio 

2014 

Pasiva  Ponezumab 

PF-04360365 

Anticuerpo 

Evaluar el efecto de PF-04360365 en la 

eliminación de βA desde el líquido 

cefalorraquídeo (LCR)  en pacientes 

Fase I Mayo 

2012 
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monoclonal 

humanizado 

IgG2a dirigido 

contra βA33-

40 

con EA leve y sanos. Evaluar 

farmacocinética y farmacodinamia en la 

relación plasma-LCR. 

Pasiva MABT5102A Evaluar los efectos de MABT5102A en 

la carga amiloide y otros biomarcadores 

en pacientes con EA leve a moderada. 

Fase II Agosto 

2014 

Pasiva Gantenerumab 

 

Evaluar el efecto en la función 

cognitiva, así como seguridad y 

farmacocinética en pacientes con 

síntomas tempranos de EA. 

Fase II Abril 

2015 

Activa CAD-106 

Fragmento 

βA1-6 

acoplado a 

partícula viral 

(VLP) sin 

adyuvante 

Evaluar seguridad y tolerancia de CAD-

106 vía intramuscular en pacientes con 

EA leve. 

Fase II Enero 

2013 

Activa V950-001 

Mimótopo de 6 

aminoácidos 

correspondient

es al  extremo 

N-terminal 

Evaluar la seguridad, tolerancia y 

respuesta inmune generada por V950-

001. 

Fase I Marzo 

2012 
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14. Tecnología del despliegue de péptidos en el fago M13 

La técnica de despliegue en fago se basa en el principio de que se pueden desplegar 

péptidos exógenos en la superficie de fagos filamentosos. Esta técnica fue descrita por primera 

vez por Smith a mediados de los años 80´s y permite la construcción de bibliotecas de arriba de 

10
9
 péptidos exógenos en diferentes permutaciones (Koivunen et al., 1999). La tecnología de 

despliegue en fago permite diferenciar estructuras peptídicas que mimetizan epítopos naturales, 

por lo cual se les llama mimótopos (Knittelfelder et al., 2009). Las bibliotecas de péptido tienen 

la posibilidad de caracterizar la especificidad de  unión de péptidos de diferentes proteínas, tales 

como anticuerpos. Además, ofrece la posibilidad de encontrar péptidos con el potencial de 

desarrollar fármacos péptidomiméticos. Las bibliotecas de péptidos han tenido gran aplicación no 

solo en la expresión de péptidos pequeños, sino también de dominios proteicos de mayor tamaño 

como los anticuerpos de cadena sencilla (Koivunen et al., 1999). 

 Un fago que se une a una molécula blanco se puede eluir y después amplificar mediante 

su crecimiento en una bacteria. Al proceso de captura y elución se le llama biopanning o 

bioselección y se repite muchas veces hasta obtener los péptidos que mejor se unen al blanco de 

interés. La secuencia de estos péptidos se obtiene por secuenciación de la parte del genoma que 

codifica estos péptidos y finalmente el péptido se puede reproducir como un péptido 

recombinante o sintético. Por medio de esta tecnología se pueden encontrar ligandos específicos 

y selectivos para receptores blanco (Koivunen et al., 1999).  

 El fago M13 es un bacteriófago filamentoso de forma cilíndrica, delgada, de 900 nm de 

longitud y 6-7 nm de diámetro. Su genoma es de cadena sencilla, de 6,407 pares de bases de 

longitud que codifican 11 genes, 5 de los cuales son proteínas de la cápside. De estas, la principal 

es la proteína pVIII que se presenta en al menos 2,700 copias y encapsula el DNA del fago. En el 

extremo distal se encuentran las proteínas pVII y pIX con 5 copias cada una y en el extremo 

proximal de 4 a 5 copias de cada una de las proteínas pIII y pVI (Figura 14). El fago M13 infecta 

solamente bacterias macho, por ejemplo células de E. coli que poseen el plásmido F que codifica 

al pili-F. La infección ocurre a través de la proteína pIII del fago y el pili-F de la bacteria. Este 

fago tiene la característica de que una vez que infecta a la célula huésped no la lisa, sino que 

continúa replicándose en ella y se libera de la membrana celular en múltiples copias mientras la 
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bacteria continúa creciendo y dividiéndose, a diferencia de los fagos líticos T4 y T7 (Carmen y 

Lemutz, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14 Estructura de la partícula de fago M13. El fago M13 es de forma cilíndrica (900 nm de 

longitud) y solo 6-7 nm de diámetro. Las proteína que no son estructurales están en blanco. Todas 

las proteínas de la cápside están sombreadas de acuerdo con su gen correspondiente en el 

genoma. Las regiones intergénicas están marcadas como IG. La proteína pVIII es la proteína 

principal de la cápside y está presente en aproximadamente 2,700 copias. Las proteínas menores 

de la cápside son pIII, pVI, pVII y pIX y están presentes en alrededor de 5 copias cada una 

(tomado de Carmen y Lemutz, 2002). 

 

Los fagos filamentosos son altamente inmunogénicos y se sabe que inducen respuestas 

inmunes de tipo humoral y celular dirigidas contra las proteínas de la cápside. Son las proteínas 

pIII y pVIII las que frecuentemente se han utilizado en la técnica de despliegue en fago. El DNA 

externo se inserta en los genes de las proteínas pIII o pVIII creando una proteína de fusión que se 

exporta a la superficie y se despliega en la cápside del bacteriófago (Figura 15). En el caso de 

M13 la respuesta de anticuerpos contra el fago se restringe a 12 de los residuos del extremo 

amino terminal de pVIII y a los dominios externos de pIII (Hashiguchi et. al., 2010). 
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Fig 15. Bacteriófago M13 silvestre, con las proteínas pIII y pVIII comúmente utilizadas para la 

sub-clonación de péptidos (izquierda) y bacteriófago modificado con péptidos insertados en la 

proteína pIII (derecha) (modificado de Pini y Bracci, 2000). 

 

 

 En el presente trabajo se utilizó una serie de péptidos expresados en el fago M13, 

previamente elegidos en el laboratorio por bioselección con base en su reactividad con el 

anticuerpo anti-Aβ(pE)3-42 (Acero et al., 2009). Estos péptidos son mimótopos del extremo 

amino terminal de la proteína Aβ(pE)3-42 y se utilizaron para evaluar su capacidad 

inmunogénica. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genoma del  

Fago M13 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La EA es un problema potencial de salud pública por el aumento del número de casos 

conforme aumenta la población mundial. Además, los medicamentos hasta ahora aprobados por 

la FDA para el tratamiento de la EA atacan únicamente la sintomatología pero no detienen el 

progreso de la enfermedad. 

 

La mayor parte de los ensayos clínicos de inmunoterapia activa que se están realizando 

actualmente están enfocados en el empleo de epítopos del extremo amino-terminal de los 

péptidos de βA de longitud completa, es decir, en el motivo EFRH no contenido en las especies 

patológicas amino-truncadas piroglutamadas. 

 

Se sabe que estas especies de βA, como es el caso del Aβ(pE)3-42, constituyen cerca del 

50% del contenido de las placas seniles, comienzan a acumularse intracelularmente en etapas 

tempranas de la EA y son altamente neurotóxicas, por lo que se considera importante atacar a 

estas especies de βA. 

 

También se ha demostrado que la inmunoterapia activa es más segura con el uso de 

inmunógenos compuestos de epítopos de células B del péptido βA, que estimulan la producción 

de anticuerpos y que no contienen los epítopos de células T capaces de desencadenar una 

respuesta inflamatoria y con ello el riesgo de meningoencefalitis y microhemorragias a nivel 

vascular.  

 

Por lo tanto, se considera de suma importancia encontrar inmunógenos que puedan ser 

utilizados en la inmunoterapia de la EA que permitan que el tratamiento de esta sea más efectiva 

atacando varias especies patologicas del βA.  

 

 

 

 

 



53 

 

HIPÓTESIS 

 

Los epítopos de Aβ(pE)3-42 seleccionados previamente en el laboratorio, serán capaces de 

inducir anticuerpos con las mismas características que el péptido de longitud completa 

(Aβ)(pE)3-42, sin inducir respuesta pro-inflamatoria debido a la ausencia del epítopo de células T 

ubicado en la región central del péptido.  

 

 

 

OBJETIVOS 

 

Objetivo general: 

 

Evaluar la capacidad inmunogénica de epítopos del péptido Aβ(pE)3-42 amino-terminal con 

la finalidad de neutralizar el efecto tóxico de agregados de β-amiloide. 

 

Objetivos particulares: 

 

1. Expresar los epítopos del Aβ(pE)3-42  en alta copia en el fago M13 con el fin de obtener 

un inmunógeno con multiples copias del epítopo. 

 

2. Inmunizar conejos y ratones con los epítopos de Aβ(pE)3-42 en baja y alta copia. 

 

3. Evaluar la producción de anticuerpos en cada caso. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Previamente en el laboratorio se identificaron epítopos de Aβ(pE)3-42 por bioselección de 

una biblioteca comercial de péptidos de siete residuos expresados en el extremo amino terminal 

de la proteína pIII del fago M13. Consistió de una serie de 3 rondas y se eligieron 21 clonas 

individuales después de la última ronda, se amplificaron y se utilizó la técnica de ELISA para 

evaluar su unión al anticuerpo anti-Aβ(pE)3-42. Se obtuvo DNA de cadena sencilla de cada uno 

de los péptidos positivos y uno negativo, y se secuenciaron (Acero, et al., 2009). La siguiente 

tabla muestra los resultados obtenidos: 

 

Tabla 2. Secuencias de los péptidos y reactividad por ELISA de los epítopos seleccionados 

con suero de conejo anti-Aβ(pE)3-42. 

 

Clonas Secuencia OD 405 nm 

C5 T P S Y V S K 0.03 +- 0.001 

C8 W P V G G E H 0.8 +- 0.008 

C3, C10, C18 Q F R H D W Y 1.42 +- 0.04 

C11 Q F R H D D P 1.39 +- 0.046 

C12 Q F R V P Y P 0.78 +- 0.06 

C17 Q F R S D S T 0.82 +- 0.142 

C 3.15 S Y E F R H H 0.03 +- 0.005 

(Acero, et al., 2009). 

Los péptidos positivos se consideraron como mimótopos del extremo amino terminal de la 

proteína Aβ(pE)3-42 y en el presente trabajo se utilizaron para evaluar su capacidad 

inmunogénica. 

 

Protocolos de Inmunización 

Se inmunizaron vía subcutánea (s.c.) conejos Nueva Zelanda albinos de 2.0 kg de peso 

con 10
12

 unidades formadoras de placa/100 µL/conejo de los epítopos expresados en el fago M13 

pIII bajo la siguiente clasificación experimental (un conejo por cada una): Pool de clonas (clonas 

C10, C11, C12, C17),  control negativo (clona C5) y control positivo (clona C3.15). El esquema 
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de inmunización fue el siguiente: Primera inmunización (prime) y 4 refuerzos cada 14 días. 

Sangrado final a los 8 días después del cuarto refuerzo. 

Se inmunizaron vía intraperitoneal (i.p.) grupos de 3 ratones BalbC/AnN de 6 semanas de 

edad con 10
11

 ufp/ratón de los epítopos expresado en M13 pIII organizados de la siguiente 

manera: experimentales (grupo 1: clona C10, grupo 2: clona C11 y grupo 3: clonas C12 y C17), 

controles negativos (grupo 4: TBS y grupo 5: clona C5), control positivo (grupo 6: clona C3.15). 

El esquema de inmunización fue el siguiente: Primera inmunización (prime) y 4 refuerzos cada 

14 días. Sangrado final a los 8 días después del cuarto refuerzo. 

Para el caso de los ratones inmunizados con los epítopos expresados en M13 pVIII 

(1.00E+11 ufp/ratón) se inmunizaron vía i.p. grupos de 5 ratones BalbC/AnN de 6 semanas de 

edad agrupados de la siguiente manera: grupo experimental (clona C11.2) y control negativo 

(clona C5.2); bajo el siguiente esquema de inmunización: Primera inmunización (prime) y 4 

refuerzos cada 10 días. Sangrado final a los 8 días después del cuarto refuerzo. 

Se inmunizaron vía s.c. grupos de 3 ratones BalbC/AnN de 6 semanas de edad con 20 µg 

de péptido sintético PC11V o PN + Adyuvante de Freund (AF) relación 1:1, clasificados de la 

siguiente manera: grupo experimental (PC11V, correspondiente a la secuencia de la clona C11) y 

control negativo (PN, péptido no relacionado). El protocolo de inmunización fue el siguiente: 

Primera inmunización (prime) y 4 refuerzos cada 10 días. Sangrado final a los 8 días después del 

cuarto refuerzo. 

Se inmunizaron vía i.p. grupos de 5 ratones BalbC/AnN de 8 semanas de edad con 40 µg 

de péptido sintético PC11V o PN + AF relación 1:1, agrupados de la siguiente manera: grupo 

experimental (PC11V, correspondiente a la secuencia de la clona C11) y control negativo (PN, 

péptido no relacionado). El protocolo de inmunización fue el siguiente: Primera inmunización 

(prime) y 4 refuerzos cada 10 días. Sangrado final a los 8 días después del cuarto refuerzo. 

Se inmunizaron grupos de 2 conejos Nueva Zelanda vía s.c. con 100 μg de péptido 

sintético PC11V, 11-25 o PN + Adyuvante de Freund 1:1, como sigue: grupo experimental 

(PC11V, correspondiente a la secuencia de la clona C11), 11-25 (fragmento 11-25 del péptido βA 

1-42) y control negativo (PN, péptido no relacionado). El protocolo de inmunización fue el 

siguiente: Primera inmunización (prime) y 4 refuerzos cada 10 días. Sangrado final a los 8 días 



56 

 

después del cuarto refuerzo. En el tercer y cuarto refuerzo de los grupos 11-25 y PC11V, 

respectivamente, se dobló la dosis a 200 µg/conejo. 

 

Sub-clonación de epítopos en la proteína pVIII del fago M13 

 

La secuencia de los oligonucleótidos que se sub-clonaron en la proteína pVIII del fago 

M13 y que corresponden a los diferentes epítopos que se utilizaron para evaluar su 

inmunogenicidad es la siguiente: 

 

Tabla 3. Secuencia de oligómeros correspondientes a los epítopos experimentales, sub-clonados 

en la proteína pVIII del fago M13. 

 

Cada uno de los oligonucleótidos se reconstituyeron (de cada una de las direcciones 

―hacia adelante‖ y ―reverso‖) con agua miliQ estéril y se llevaron a una concentración final de 

1µg/µL. Posteriormente se hicieron diluciones 1:10 de cada uno de los oligonucleótidos con agua 

miliQ estéril y se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 2% cargando 1 µL del colorante 

Clona Secuencia de nucleótidos Dirección 

 

C5 

 

 

CAT GAC CCC GAG CTA TGT GAG CAA AA 

             TG GGG CTC GAT ACA CTC GTT TTT CGA 

 

 

5´→ 3´ 
(“hacia adelante”) 

3´← 5´(“reverso”) 

 

C10 

 

 

CAT GCA GTT TCG CCA TGA TTG GTA TA 

            GT CAA AGC GGT ACT AAC CAT ATT CGA  

 

 

5´→ 3´ 

3´← 5´ 

 

C11 

 

 

CAT GCA GTT TCG CCA TGA TGA TCC GA  

           GT CAA AGC GGT ACT ACT AGG CTT CGA    

                

 

5´→ 3´ 

3´← 5´ 

 

C12 

 

 

CAT GCA GTT TCG CGT GCC GTA TCC CA 

           GT CAA AGC GCA CGG CAT AGG CTT CGA 

 

5´→ 3´ 

3´← 5´ 

 

 

3.15 

 

 

CAT GAG CTA TGA ATT TCG CCA TCA TA  

            TC GAT ACT TAA AGC GGT AGT ATT CGA  

 

5´→ 3´ 

3´← 5´ 
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azul de bromofenol y xilensianol + 2 µL de muestra (en dil. 1:10), en buffer de tris-boratos-

EDTA (TBE) 1x a 100-120 mV. Se calculó la relación 3´:5´ de cada uno de los oligonucleótidos 

y de acuerdo a ello se calculó una relación 1:1, entonces se colocaron en tubos por separado cada 

uno de los pares 3´-5´ de acuerdo a las concentraciones calculadas, llevándose a un volumen final 

de 50 µL.  

Para el alineamiento de los oligonucleótidos se calentó cada muestra durante 5 min a 70
○
C 

y se dejó enfriar lentamente en el termoblock (Dri-bath 16500, Thermoline) hasta que la 

temperatura marcó 30
○
C. Entonces se terminó de enfriar en hielo. Para llevar a cabo la sub-

clonación se calculó una relación 1:1 molar de la ligación con el vector.  

Para preparar el vector para la sub-clonación se digirió el vector NRpG8SAET (un 

fagémido que codifica una secuencia señal, la proteína pVIII del fago M13 y un marcador de 

resistencia a antibióticos) con la enzima de restricción HindIII como sigue: 0.9 µg de vector, 2 

µL de buffer (2) 10x (NewEngland), 10 Unidades/µL de la enzima de restricción HindIII 

(NewEngland) y 10 µL agua miliQ estéril; incubando a 37
○
C por 90 min. Se corroboró que la 

digestión haya sido completa por medio de una electroforesis en agarosa al 2% en TBE 1x a 100 

V. A la digestión se añadieron 2 µL de buffer (3) 10x (NewEngland), 20 Unidades/µL de la 

enzima de restricción NcoI (NewEngland) y 10 µL de agua miliQ estéril y se incubaron a 37
○
C 

por 90 min. Se corroboró que la digestión haya sido completa por medio de una electroforesis en 

gel de agarosa (Invitrogen) al 2% en TBE 1x a 100 Volts y usando como control el vector 

NRpG8SAET superenrrollado, se tiñó con bromuro de etidio a una concentración de 10 µg/µL y 

se observó en un transiluminador UV (Life Technologies Gibco BRL). Con la misma finalidad 

también se llevó a cabo una electroporación como sigue: 45 µL de células E. coli competentes 

como control de crecimiento celular, 4 ng del vector NRpG8SAET superenrrollado (no digerido) 

+ 45 µL de células E. coli competentes, 4 ng de vector digerido + 45 µL de células E. coli 

competentes y 0.5 µg del plásmido pUC (USB) + 45 µL de células E. coli competentes como 

control óptimo de DNA. 

La electroporación consistió en la aplicación de un pulso eléctrico de 2.5 kV/mseg y con 

una resitencia de entre 200 y 700 Ohms en el electroporador (Biorad) a células de E. coli 

electrocompetentes TG1. Después de la electroporación cada reacción se llevó a un volumen de 1 

mL en medio SOC y se incubó a 37
○
C por 40 min. Posteriormente se plateó la quinta parte del 
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volumen total en cajas Petri con LB agar con 50 µg/mL de carbinicilina (Invitrogen), como sigue: 

vector ligado, vector lineal,  pUC y células competentes cada uno por separado y se incubó  toda 

la noche a 37
o
C. Una vez verificado que el vector se ha digerido se purificó utilizando el kit 

Wizard SV Gel and PCR Clean Up system (Promega. Madison, WI., USA) y se cuantificó en un 

espectrofotómetro UV-visible (Nanodrop 1000 de Acceso Lab).   

Para la sub-clonación (ligación) se hizo un coctel de la siguiente manera: 1 µL de buffer 

de ligasa 10x (Promega), 1.5 Unidades/µL de Ligasa (Promega) y 4 ng de vector digerido para 

cada uno de los pares de oligonucleótidos a ligar. Se llevó a un volumen final de 5.5 µL con agua 

miliQ estéril y se añadió a cada oligonucleótido alineado, completando con agua miliQ estéril a 

un volumen final de 10 µl. Para el control se mezclaron 5.5 µl del coctel y se llevó a 10 µl con 

agua miliQ estéril. Posteriormente se incubó toda la noche a 4
○
C. Para corroborar que los 

oligonucleótidos (mimótopos de interés) se sub-clonaron en el vector NRpG8SAET se llevó a 

cabo una electroporación como sigue: 45 µL de células E. coli competentes, como control de 

células; 1 µL del vector NRpG8SAET digerido + 45 µg de células E. coli competentes, como 

control negativo del vector; 1 µL de cada una de las ligaciones (sub-clonaciones) + 45 µL de 

células competentes E. coli y 0.5 µg del plásmido pUC (USB) + 45 µL de células E. coli 

competentes, como control de la eficiencia de la transformación de las células de E. coli. 

Cada una de las electroporaciones se incubaron a 37
○
C durante 40 min y se platearon en 

cajas Petri con LB agar con 50 µg/mL de carbinicilina de la siguiente manera: 100 μL de muestra 

sub-clonada, 400 μL de muestra sub-clonada, 200 μL de células competentes, 100 μL de pUC y 

400 μL del vector NRpG8SAET, cada uno por separado. Se incubaron toda la noche a 37
o
C. Al 

siguiente día se comparó el crecimiento bacteriano. Para corroborar que las colonias obtenidas 

contenían el vector recombinante se llevó a cabo una PCR en el termociclador (Corbett Research) 

que permitió analizar la presencia o ausencia del inserto en cada colonia elegida. Se utilizaron los 

oligonucleótidos F8 y PYSAET como cebadores bajo las siguientes condiciones: temperatura de 

desnaturalización 95
○
C, un ciclo por 3 min seguido de 30 ciclos de 30 seg cada uno; temperatura 

de hibridación 62
○
C, 30 ciclos de 30 seg cada uno; temperatura de extensión 72

○
C, 30 ciclos de 

30 seg cada uno, seguido de un ciclo de 1 min a 4
○
C. Posteriormente se corrió una electroforesis 

en gel de agarosa 2.5 % a 80 Volts y se tiñó de acuerdo a las condiciones anteriormente descritas 

para hacer evidentes los insertos amplificados de las colonias elegidas para la PCR. 
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Secuenciación 

  

Para comprobar que los insertos sub-clonados en el vector NRpG8SAET corresponden a 

las secuencias de los epítopos de interés se enviaron a secuenciar. Esta se llevó a cabo usando el 

equipo Genetic Analyzer (Applied Biosystems) modelo 310, con el kit BigDye Terminator v.3.1 

Cycle Sequencing kit. 

 

Amplificación del vector sub-clonado en la proteína pVIII 

 

En un tubo Corning de 50 mL con 10 mL de medio de cultivo 2YT broth (Invitrogen, 

Carlsbad, CA) y 10 µL de carbinicilina se incubó una colonia de E. coli transformada con el 

vector sub-clonado 5-6 h a 37
○
C en agitación. Se infectaron 2 mL de este crecimiento bacteriano 

con una moi de 10 de fago helper (M13K07) para ensamblar el fago M13 completo y se incubó 

30 min a 37
○
C sin agitación (con el resto se hicieron gliceroles para almacenarlos a -80

○
C). Se 

escaló a 50 mL de medio 2YT con 50 µL/mL de ampicilina y se incubó 1 h a 37
○
C en agitación. 

Se escaló a 500 mL de medio 2YT con 50 µg/mL de ampicilina y 50 µg/mL de kanamicina, se 

incubó de 16-20 h a 30
○
C en agitación. Se centrifugó a 1000 rpm en un rotor JA-14, 10 min a 

4
○
C y se recuperó el sobrenadante. Se agregaron 100 mL de polietilénglicol 8000 (PEG) 

(Promega) para precipitar los fagos y se incubó toda la noche a 4
○
C.  

 

Purificación del amplificado 

 

Los fagos pre-incubados se centrifugaron, recuperando el pellet con 1.5 mL de TBS 

estéril. Nuevamente se centrifugó a 10000 rpm 5 minutos a 4
○
C para eliminar las células muertas 

precipitadas. Se recuperó el sobrenadante y otra vez se centrifugó. Se recuperó el sobrenadante y 

se agregó 1/5 parte del volumen total de PEG para recuperar los fagos, se vortexeó y se dejó en 

reposo en hielo 1 h. Se centrifugó a 10000 rpm 5 min y se recuperó el precipitado. Se centrifugó 

otra vez 5 min, retirando el sobrenadante para dejar seco el pellet. Este se resuspendió en 1 mL de 

TBS y se centrifugó 5 min, repitiendo la operación dos veces y recuperando el sobrenadante.  
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Titulación de los fagos sub-clonados 

 

A partir de tres diluciones seriales 1:1000 se infectaron 200 µL de células TG1 con 5 µL y 

50 µL de la dilución III en dos tubos por separado. Se incubaron 45 min a 37
○
C y después se 

plaquearon en cajas petri con medio LB con carbinicilina 1:1000. Se incubó toda la noche a 

37
○
C. El título del amplificado se obtuvo mediante el conteo del número de colonias y el número 

de diluciones realizadas, el cual se expresa como unidades formadoras de colonias por mililitro 

(ufc/mL). 

 

Inmunoblot    

 

Por electroforesis desnaturalizante (SDS PAGE) en un gel de poliacrilamida de gradiente 

4-12% (NuPAGE Novex, Invitrogen), se corrieron muestras correspondientes a las secuencias 

C5.2, C10, C11.2, C12.2 y 3.15.3 expresadas en la proteína pVIII  del fago M13 10
9
 y 10

11 

ufc/mL.  Se tiñó uno de los geles con azul de Coomasie y otros se transfirieron en un equipo de 

transferencia semi-seca (Biorad) a membranas de nitrocelulosa a 25 Volts durante 40 min. Se 

bloquearon con PBS-Leche 2% toda la noche a 4
○
C en agitación. Para exponer los epítopos las 

membranas se sellaron en una bolsa con PBS y se calentaron en baño maría 10 min. La 

membrana se bloqueó con PBS-Leche 2% toda la noche a 4
○
C. Después de 5 lavados manuales 

de 5 min cada uno con PBS-Tween 20 0.2% se agregó el anticuerpo primario  (anti-M13 1:1000,  

anti-Aβ(pE)3-42, anti-Aβ1-42 o suero control 1:100) y se incubó toda la noche a 4
○
C. Después de 

lavar las membranas se agregó el anticuerpo secundario acoplado a HRP 1:3500 1 hr en agitación 

a temperatura ambiente. Nuevamente se lavaron y se revelaron por quimioluminiscencia. 

 

Protocolo general del ELISA de captura de anticuerpo. 

Se sensibilizó una placa de microtitulación (Nunc MaxiSorp) con 0.2 μg/pozo de péptido 

en un amortiguador de carbonatos (pH 9.6) o, además con 10
10

 unidades de fago M13 en PBS y 

se incubó toda la noche a 4
◦
C. Se hicieron 4 ciclos de lavados automáticos (en un equipo Well 

Wash, Thermo Electron Corporation, USA) con un amortiguador de PBS 1x/Tween 20 0.2% y se 

bloqueó con PBS 1x/Leche 2% 1 h a 37
◦
C. Después de lavar los pozos se agregaron 100 μl/pozo 

de anticuerpo primario y se incubó 1 h a 37
◦
C. Después de lavar la placa se agregaron 100 
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μl/pozo de anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa de rábano (HRP, por sus siglas en 

inglés horseradish peroxidase) en PBS 1x/Leche 2%/Tritón 0.2 %, 1 h a 37
◦
C. Después de los 

lavados se reveló con 100 μl/pozo de sustrato de H2O2 con el indicador ABTS (2,2´-azina-bis(3-

etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico) y se tomó la lectura a 405 nm en un lector automático de 

microplacas (Dynex, Virginia). 

Los péptidos utilizados para la sensibilización de la placa, así como los anticuerpos 

primarios y secundarios utilizados en cada uno de los ELISA de captura de anticuerpo realizados 

en este trabajo se presentan a continuación: 

a) Detección de IgG en suero de conejos inmunizados con epítopos en baja copia. 

Péptidos Aβ 1-42, Aβ(pE)3-42, Aβ(pE)11-42 y el péptido no relacionado PAF3, además 

de 10
10

 ufc/mL de fago M13. Anticuerpo primario: sueros problema (pool, control 

negativo y control positivo) y anticuerpo secundario: anti-IgG (H+L) de conejo hecho en 

cabra acoplado a peroxidasa de rábano (goat anti-rabbit IgG (H+L) horseradish 

peroxidase conjugate) 1:3000. 

b) Detección de IgM en suero de ratones inmunizados con epítopos en baja copia. 

Péptidos βA 1-42, 1-16, Aβ(pE)3-42, Aβ(pE)11-42, 12-28 y el péptido no relacionado 

PAF3 además de 10
10

 ufc/mL de fago M13. Anticuerpo primario: suero problema de ratón 

y anticuerpo secundario: anti-IgM de ratón acoplado a peroxidasa 1:2500. 

c) Detección de IgG en suero de ratones inmunizados con epítopos en baja copia. 

Péptidos Aβ 1-42, Aβ(pE)3-42, Aβ(pE)11-42 y el péptido no relacionado PAF3 además 

de 10
10

 ufc/mL de fago M13. Anticuerpo primario: suero problema de ratón y anticuerpo 

secundario: anti-IgG (H+L) de ratón hecho en cabra acoplado a peroxidasa de rábano 

(goat anti-rabbit IgG (H+L) horseradish peroxidase conjúgate) 1:1000. 

d) Detección de IgG en suero de ratones inmunizados con epítopos en alta copia. 

Péptido Aβ(pE)3-42 y el péptido no relacionado T1C, además de 10
10

 ufp/mL de fago 

M13. Anticuerpo primario: suero problema 1:100 y sueros control anti-M13 pVIII  (para 

el fago M13) y anti-Aβ(pE)3-42 (para Aβ(pE)3-42 y T1C). Anticuerpo secundario: anti-

IgG (H+L) de ratón hecho en cabra conjugado a peroxidasa (goat anti-mouse IgG (H+L) 

HRP conjúgate) 1:1000. 
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e) Evaluación de la reactividad de anti-Aβ(pE)3-42 contra diferentes péptidos. Péptidos 

Aβ(pE)3-42, PN, PC11V y el péptido no relacionado PAF3. Anticuerpo primario: suero 

anti-Aβ(pE)3-42 y anticuerpo secundario: anti-IgG (H+L) de conejo hecho en cabra 

acoplado a peroxidasa (goat anti-rabbit IgG horseradish peroxidase conjúgate) 1:2500. 

f) Detección de IgG en suero de ratones inmunizados con 20 µg de péptido PC11V o 

PN. Péptidos Aβ(pE)3-42, PN, PC11V y el péptido no relacionado T1C. Anticuerpos 

primarios: sueros problema (de ratón) y como controles anti-Aβ(pE)3-42 policlonal y 

anti-adyuvante (hechos en conejo). Anticuerpos secundarios: anti-IgG de ratón hecho en 

cabra conjugado a peroxidasa (goat anti-mouse IgG (H+L) horseradish peroxidase 

conjúgate) 1:2500 para los sueros problema y anti-IgG de conejo hecho en cabra 

conjugado a peroxidasa (goat anti-rabbit IgG (H+L) horseradish peroxidase conjúgate) 

1:2500 para anti-Aβ(pE)3-42 y anti-adyuvante. 

g) Detección de IgG en suero de conejos inmunizados con los péptidos PC11V, 11-25 y 

PN. Péptidos Aβ(pE)3-42, 11-25, Aβ(pE)11-42 y el péptido no relacionado PAF3. 

Anticuerpos primarios: Sueros problema PN (1), PN (2), PC11V (1), PC11V (2) y como 

controles anti- Aβ(pE)3-42 y anti-adyuvante, además de los sueros pre-inmune 11-25 (1), 

pre-inmune 11-25 (2), 11-25 (1), 11-25 (2) y como controles, Aβ(pE)11-42, Bam90.1 y 

anti-adyuvante. Anticuerpos secundarios: anti-IgG de conejo hecho en cabra conjugado a 

peroxidasa (goat anti-rabbit IgG (H+L) horseradish peroxidase conjúgate) 1:2500 para los 

sueros de los conejos inmunizados, anti-Aβ(pE)3-42 policlonal y anti-adyuvante; y anti-

IgG de ratón hecho en cabra (goat anti-mouse IgG (H+L) horseradish peroxidase 

conjúgate) 1:2500 para Bam90.1. 

h) Evaluación de la reactividad del suero anti-Aβ11-25 contra diferentes péptidos de 

Aβ. Sensibilización de la placa con los péptidos Aβ11-25, Aβ1-42, Aβ11-42, Aβ(pE)11-

42, Aβ(pE)3-42 y el péptido no relacionado PAF3. Anticuerpo primario: anticuerpos 

policlonales de conejo anti-Aβ11-25 obtenido de la inmunización del conejo (2) con 

Aβ11-25. Anticuerpo secundario: anti-IgG de conejo hecho en cabra (goat anti-rabbit IgG 

(H+L) horseradish peroxidase conjúgate) 1:2500. 
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Protocolo general del ELISA de competencia. 

Se sensibilizó una placa de microtitulación (Nunc MaxiSorp) con 0.2 µg de péptido en un 

amortiguador de carbonatos (pH 9.6), toda la noche a 4
◦
C. Se pe-incubaron independientemente 

cada uno de los epítopos expresados en fago o péptido a diferentes concentraciones, con una 

solución de anticuerpo primario en PBS 1x/Leche 2%/Tritón 0.2%, toda la noche a 4
◦
C en 

agitación paralela. Los lavados se hicieron con un amortiguador de PBS 1x/Tween 20 0.2% en un 

equipo Well Wash, Thermo Electron Corporation, USA, usando un ciclo de 4 lavados. Se 

bloqueó con PBS 1x/Leche 2% por 1 h a 37
◦
C. Los pozos se lavaron y se agregaron 100 μl/pozo 

de las reacciones de competencia por 1 h a 37
◦
C. Después de los lavados se agregaron 100 

μl/pozo de anticuerpo secundario en PBS 1x/leche 2%/tritón 0.2 %, 1 h a 37
◦
C. La placa se lavó y 

se reveló con  100 μl/pozo de sustrato H2O2 con el indicador ABTS (2,2´-azina-bis(3-

etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico) durante 15 minutos a 37
◦
C.  Finalmente se tomó la lectura a 

una longitud de onda de 405 nm en un lector de automático de microplacas (Dynex, Virginia).  

Los péptidos utilizados para la sensibilización de la placa, así como los anticuerpos 

primarios y secundarios utilizados en cada uno de los ELISA de competencia realizados en este 

trabajo se presentan a continuación: 

a) Evaluación de la especificidad de los epítopos de Aβ(pE)3-42. Péptido Aβ(pE)3-42 

(AnaSpec). Se  preincubaron 10
11

, 10
10

 y 10
9 

ufp/mL de cada uno de los epítopos 

expresados en fago, con una solución de anticuerpos anti-Aβ(pE)3-42 policlonal 

hecho en conejo. Anticuerpo secundario: anti-IgG de conejo conjugada a peroxidasa 

1:5000. 

b) Evaluación de la reactividad de los péptidos PN y PC11V con anti-Aβ(pE)3-42. 

Péptido Aβ(pE)3-42. Se preincubaron 0.5 µg, 1 µg y 2 µg de los péptidos PN o 

PC11V con anti-Aβ(pE)3-42. Anticuerpo secundario: anti-IgG de conejo hecho en 

cabra conjugado a peroxidasa 1:5000. 

c) Evaluación de la reactividad de los anticuerpos anti-Aβ11-25 en solución contra 

diferentes especies de Aβ. Sensibilización de la placa con péptido Aβ11-25. 

Independientemente se pre-incubaron 10 µg, 20 µg y 40 µg de los péptidos Aβ(pE)11-

42, Aβ11-42 (no piroglutamato), 1-42 y Aβ(pE)3-42  con anti-11-25 (conejo 2). Anti-

IgG de conejo hecho en cabra conjugado a peroxidasa 1:5000.  
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ELISA de captura de antígeno doble sándwich para detección de IgG en suero de ratones 

inmunizados con 40 µg de péptido PC11V o PN 

 

Se sensibilizó una placa de microtitulación con anti-IgG de conejo o de ratón O.2 

µg/pozo/100 μl en un amortiguador de carbonatos (CO3
=
/H2CO3) a pH 9.6 1 h a 37 

○
C. Se lavó 

automáticamente en un ciclo de 4 lavados con un amortiguador de PBS 1x/Tween 20 0.2% y se 

bloqueó con PBS 1x/Leche 2% por 1 h a 37
◦
C. Después de lavar la placa se agregaron 100 

μl/pozo de suero PN, suero PC11V, anti- Aβ(pE)3-42 y anti-adyuvante (hechos en conejo) en 

PBS 1x/Leche 2%/Tritón 0.2% 1h a 37
◦
C. Se lavaron los pozos y se agregaron 10

10
 ufp/pozo de 

las clonas C5 o C11 expresadas en pIII de M13 en PBS 1x/Leche 2%/Tritón 0.2% pre-incubadas 

por 30 min y se incubaron toda la noche a 4
◦
C. Después de los lavados se agregaron anti-M13 

hecho en ratón 1:2500 y hecho en conejo 1:1000 en PBS 1x/Leche 2%/Tritón 0.2%, 1 h a 37
◦
C. 

Se lavaron los pozos y se agregaron 100 μl/pozo de anti-IgG de ratón hecho en cabra acoplado a 

peroxidasa (goat anti-mouse IgG (H+L) HRP conjúgate) 1:2500 en PBS 1x/leche 2%/tritón 0.2 % 

o anti-IgG de conejo hecho en cabra acoplado a peroxidasa (goat anti-rabbit IgG (H+L) 

horseradish peroxidase conjúgate) 1:2500 1 h a 37
◦
C. La placa se lavó y se reveló con 100 

μl/pozo de sustrato de H2O2 con el indicador ABTS (2,2´-azina-bis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido 

sulfónico) a 37
◦
C por un tiempo máximo de 40 min.  Finalmente se tomó la lectura a diferentes 

intervalos de tiempo hasta obtener una lectura estable en un lector automático de placas a 405 

nm. 
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RESULTADOS 

 

a) Evaluación de epítopos de Aβ(pE)3-42 expresados en pIII del fago M13 (clonas C5, 

C8, C10, C11, C12 y C17) 

 

Con el fin de confirmar la especificidad de las clonas seleccionadas previamente utilizando 

anticuerpo anti-AβN(pE)3-42, se realizó un ensayo de ELISA de competencia. Este ensayo 

evalúa la interacción antígeno-anticuerpo en solución, por lo que podemos ver la capacidad que 

tienen los diferentes epítopos expresados en el fago M13 pIII de inhibir la interacción del 

anticuerpo anti-AβN(pE)3-42 con el péptido AβN(pE)3-42 inmovilizado en la placa (Tabla 4). 

Tabla 4. Porcentaje de inhibición de la unión de anticuerpos anti-Ab(pE)3-42 al péptido 

Aβ(pE)3-42 de las clonas positivas respecto a la clona negativa C5 a una concentración de 10E11 

ufp/mL. 

 

 

CLONA 

 

SECUENCIA 

% de Inhibición  

(10E11 ufp/pozo) 

C8 W P V G G E H 
11.0 % 

C10 Q F R H D W Y 
84.4 % 

C11 Q F R H D D P 
37.1 % 

C12 Q F R V P Y P 
32.5 % 

C17 Q F R S D S T 
33.1 % 

 

 

Las clonas C10, C11, C12 y C17 inhiben la interacción anti-Aβ(pE)3-42 con el péptido 

Aβ(pE)3-42, mientras que la clona C8 no modificó significativamente la capacidad de asociación 

entre el anticuerpo anti-Aβ(pE)3-42 y el péptido Aβ(pE)3-42.  Por esta razón se seleccionaron las 

clonas C10, C11, C12 y C17 como aquellas que expresaban epítopos de interés y eran candidatas 

para evaluar su inmunogenicidad (Tabla 6). 
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b) Evaluación IgG en los sueros de conejos inmunizados con fagos que expresan 

epítopos de Aβ(pE)3-42 en pIII (baja copia)  

 

Con la finalidad de estudiar la inmunogenicidad de los epítopos expresados en baja copia en 

las clonas seleccionadas se procedió a inmunizar conejos Nueva Zelanda (un conejo por cada 

grupo). A estos se les dio un primer estímulo de 10
12

 ufp/conejo y 4 inmunizaciones de 10
12 

ufp/conejo de los fagos purificados a un título de 10
13

 ufp/mL en TBS estéril. Las clonas de fagos 

se usaron en los siguientes grupos experimentales:  

Pool: clonas C10, C11, C12, C17. Secuencias de los insertos:  

C10 (QFRHDWY), C11 (QFRHDDP), C12 (QFRVPYP) y C17 (QFRSDST). 

Control negativo: clona C5 (secuencia del inserto: TPSYVSK) y,  

Control positivo: clona C3.15 (secuencia del inserto: SYEFRHH). 

 

 
 

Figura 16.  Reactividad por ELISA de los sueros de conejos inmunizados con los epítopos en 

M13 pIII, con los péptidos Ab1-42, Aβ(pE)3-42, Aβ(pE)11-42, el péptido no relacionado PAF3 y 

el fago M13. Los sueros se obtuvieron después de un 4º refuerzo y se usaron en dilución 1:100. 

Cada dato es el promedio ± desviación estándar de tres ensayos independientes.  
 

 

Los tres conejos inmunizados con las diferentes clonas generaron una fuerte respuesta 

humoral contra el fago M13 (Fig.16). En cambio, el suero del conejo inmunizado con el pool de 

clonas experimentales no mostró reactividad contra ninguno de los péptidos, incluyendo el 

péptido Aβ(pE)3-42, del cual las clonas poseen un mimótopo del extremo amino terminal 
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(Fig.13). Para descartar que la falta de reactividad es debida a la dilución de suero utilizado, 

procedimos a hacer una segunda evaluación por ELISA, esta vez usando una dilución de suero 

1:45. 

 

 

 
 

Figura 17.  Reactividad por ELISA de los sueros de conejos inmunizados con los epítopos en 

M13 pIII, con los péptidos Aβ1-42, Aβ(pE)3-42, Aβ(pE)11-42, el péptido no relacionado PAF3 y 

el fago M13. Los sueros se obtuvieron después de un 4º refuerzo y se usaron en dilución 1:45.  

 

 

Al repetir el ensayo con la dilución 1:45 de los sueros obtuvimos resultados similares. No 

se detectaron anticuerpos específicos en el conejo inmunizado con el pool de clonas 

experimentales (Fig.17). 

 

Por último decidimos hacer un quinto refuerzo con los mismos inmunógenos y volvimos a 

evaluar la presencia de anticuerpos específicos después de once días. Nuevamente no detectamos 

anticuerpos βA específicos, lo que podemos atribuir, probablemente, al bajo número de copias de 

péptido por partícula viral (Fig. 18). 
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Figura 18.  Reactividad por ELISA de los sueros de conejos inmunizados con los epítopos en 

M13 pIII, con los péptidos Aβ1-42, Aβ1-16 Aβ(pE)3-42, Aβ(pE)11-42, Aβ12-28, el péptido no 

relacionado PAF3 y el fago M13. Los sueros se obtuvieron después de un 5º refuerzo y se usaron 

en dilución 1:120. Cada dato corresponde al promedio ± desviación estándar de tres ensayos 

independientes.  

 

 

 

c) Evaluación de IgM en los sueros de ratones BALB/c AnN inmunizados con fagos 

que expresan epítopos de Aβ(pE)3-42 en pIII   

 

Los ratones fueron inmunizados con 10
11

 ufp/ratón de los fagos purificados a un título de 10
13

 

ufp/mL en TBS estéril. Los sueros se obtuvieron antes del primer estímulo y 21 días después de 

la primera inmunización. Se usaron 6 grupos experimentales de tres ratones cada uno como sigue:  

Grupo 1: clona C10 

Grupo 2: clona C11 

Grupo 3: clonas C12 y C17 

Controles Negativos: Grupo 4 (TBS) y Grupo 5 (clona C5) 

Control Positivo: Grupo 6: clona C3.15 

 

No se detectaron anticuerpos específicos en ningún grupo (Fig. 19). 
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Figura 19. Reactividad por ELISA de los sueros de ratones inmunizados con los epítopos en 

M13 pIII, con los péptidos Aβ1-42, Aβ(pE)3-42, Aβ(pE)11-42, el péptido no relacionado PAF3 y 

el fago M13. Los sueros se obtuvieron antes de la primera inmunización (pre-) y 21 días después 

de esta. Se usaron en dilución 1:250. Los datos son el promedio ± desviación estándar de tres 

ratones por grupo. 

 

 

 

d) Evaluación de IgG en los sueros de ratones BALB/cAnN inmunizados con fagos que 

expresan epítopos de Aβ(pE)3-42 en pIII  

 

Los ratones se inmunizaron con 10
11 

ufp/ratón de los fagos purificados a un título de 10
13

 

ufp/mL en TBS estéril. Los sueros se obtuvieron después de un primer estímulo y 4 

inmunizaciones. Se usaron 6 grupos experimentales de tres ratones cada uno como sigue: 

 

Grupo 1: clona C10  

Grupo 2: clona C11 

Grupo 3: clonas C12 y C17 

Controles Negativos: Grupo 4 (TBS) y Grupo 5 (clona C5) 

Control Positivo: Grupo 6  (clona C3.15) 

Aβ1-42 Aβ(pE)3-42 Aβ(pE)11-42 M13 PAF3

pre-TBS 0.094 0.091 0.069 0.109 0.076

TBS 0.045 0.011 0.013 0.006 0.017

pre-C3.15 0.061 0.051 0.047 0.045 0.044

C3.15 0.024 0.005 0.008 0.008 0.021

pre-C12/17 0.035 0.034 0.030 0.035 0.016

C12/17 0.087 0.039 0.034 0.026 0.035
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Figura 20. Reactividad por ELISA de los sueros de ratones inmunizados con los epítopos en 

M13 pIII, con los péptidos Aβ1-42, Aβ(pE)3-42, Aβ(pE)11-42, el péptido no relacionado PAF3 y 

el fago M13. Los sueros se obtuvieron después de un 4º refuerzo y se usaron en dilución 1:250. 

Los datos son el promedio ± desviación estándar de tres ratones por grupo y dos experimentos 

independientes. En el recuadro se muestra la reactividad de los sueros usados como controles 

anti-Aβ1-42, anti- Aβ(pE)3-42 y anti-Aβ(pE)11-42 con su péptido correspondiente.  

 

 

No se detectaron anticuerpos específicos anti-Aβ. Sin embargo, en este caso como 

anteriormente, se generaron anticuerpos anti-M13 (Fig. 20). Desafortunadamente los ratones de 

los grupos 2 y 3 no pudieron ser evaluados al finalizar el esquema de inmunizaciones, debido a 

que murieron en el bioterio por causas ajenas a las condiciones del experimento. 
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e) Sub-clonación de epítopos de Aβ(pE)3-42 en la proteína pVIII del fago M13 (alta 

copia) 

 

Para obtener un mayor número de copias por fago de los epítopos seleccionados y mejorar así 

su inmunogenicidad, se procedió a sub-clonarlos en la proteína pVIII del fago M13. Las clonas 

correspondientes a los epítopos son C5 (epítopo no relacionado), C10, C11 y C12 (mimótopos 

del extremo amino terminal de Aβ(pE)3-42 y C3.15 (mimótopo que contiene la secuencia EFRH 

del péptido Aβ1-42). Después de sub-clonarlos se verificó por medio de secuenciación que cada 

plásmido contuviera el inserto correspondiente a cada uno de los epítopos. La secuencia de 

nucleótidos de los insertos es correcta (Tabla 5). 

 

Tabla 5.  Resultados de la secuenciación obtenida después de la sub-clonación de los oligómeros 

correspondientes a los epítopos experimentales en la proteína pVIII del fago M13.          

 

Clona 

 

C5.2 

 

                

                    T   P   S    Y   V    S     K 

Secuencia de 

aminoácidos 

 CCATGACCCCGAGCTATGTGAGCAAAAAGCTT Secuencia de 

nucleótidos 

 

C10 

 

        

       Q    F    R   H    D  W  Y                

 

 CCATGCAGTTTCGCCATGATTGGTATAAGCTT  

 

 

C11.2 

 

 

                  Q   F    R   H   D    D   P 

 CCATGCAGTTTCGCCATGATGATCCGAAGCTT 

 

 

C12.2 

 

 

                  Q    F    R    V     P   Y    P    

 CCATGCAGTTTCGCGTGCCGTATCCGAAGCTT 

 

 

3.15.3 

 

 

                  S    Y   E    F    R   H   H 

 CCATGAGCTATGAATTTCGCCATCATAAGCTT 
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f) Evaluación de los epítopos sub-clonados en pVIII de M13 por Inmuno-blot 

 

Con la finalidad de caracterizar y comprobar la reactividad de los epítopos C5.2, C10, C11.2, 

C12.2 y 3.15.3 expresados en la proteína pVIII del fago M13 se realizó una tinción de Coomasie 

para visualizar a las proteínas pIII y pVIII del fago M13. También se realizó un ensayo de 

inmuno-blot revelando con los anticuerpos anti-Aβ(pE)3-42, anti-M13 y anti-adyuvante.  

En la figura 21A, se observa la presencia de las proteínas pIII y pVIII en los fagos M13 

recombinantes, clonas C5.2, C10, C11.2, C12.2 y C3.15.3. Esta es semejante a la del fago M13 

sin inserto alguno (Fig.21D). Respecto a la reactividad con el anticuerpo anti-M13, en el fago sin 

inserto M13 y en dos clonas, C11pIII y C11.2 pVIII se observa el mismo patrón, indicando que 

todas las proteínas del fago M13 están presentes (Fig.21F). Esto confirma que el ensamble del 

fago después de la sub-clonación fue adecuada. 

En cuanto al reconocimiento por el anticuerpo anti-Aβ(pE)3-42, se observa la reactividad 

positiva para la clona C11.2 en el peso molecular correspondiente a la proteína pVIII del fago y 

para la clona C11 pIII en el peso molecular correspondiente a la proteína pIII, esto concuerda con 

el hecho de que el epítopo C11 fue sub-clonado en las proteínas pVIII y pIII respectivamente, y 

demuestra que ambas contienen el inserto de interés (Fig. 21B y E). 

Respecto a la evaluación de los fagos con suero de conejo inmunizado con adyuvante 

observamos que hay reconocimiento inespecífico de algunas proteínas del fago, aunque ninguna 

corresponde al patrón observado con anticuerpo anti-Ab(pE)3-42 (Fig. 21C). 

Estos resultados demuestran que la clona C11.2 pVIII tiene el inserto por lo que puede ser 

utilizada para la evaluación de la inmunogenicidad de su epítopo, expresado en la proteína pVIII 

del fago M13. Otras clonas que no contenían el inserto fueron descartadas. 
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Figura 21. Caracterización de los epítopos expresados en la proteína pVIII del fago M13, 

revelado con azul de Coomasie y con los anticuerpos anti-Aβ(pE)3-42 y anti-M13. 
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g) Evaluación de IgG en los sueros de ratones BALB/cAnN inmunizados con fagos que 

expresan un epítopo de Aβ(pE)3-42 en pVIII (alta copia) 

 

Con la finalidad de evaluar la inmunogenicidad del mimótopo QFRHDDP insertado en la 

clona C11.2 y expresado en alta copia en el fago M13, se procedió a inmunizar un grupo de 

ratones BalbC/AnN. Se efectuó un primer estímulo con 10
11

 ufc/ratón y 4 inmunizaciones con 

10
11

 ufc/ratón de los fagos purificados a un título de 10
13

 ufc/mL en TBS estéril. Las clonas de 

fagos se usaron en 2 grupos experimentales de cinco ratones cada uno como sigue:  

 

Control negativo: C5.2 

Grupo experimental: C11.2 

 

Nuevamente no observamos anticuerpos anti-Aβ(pE)3-42 y detectamos anticuerpos anti-M13 

(Fig. 22). 

 

  
 

Figura 22. Reactividad por ELISA de los sueros de ratones inmunizados con el epítopo de la 

clona C11.2 en M13 pVIII, con los péptidos Aβ(pE)3-42, fago M13 y el péptido no relacionado 

T1C. Los sueros se obtuvieron después de un 4º refuerzo y se usaron en dilución 1:100. Los datos 

son el promedio ± desviación estándar de cinco ratones por grupo y dos experimentos 

independientes. 
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h) Caracterización de los péptidos sintéticos PC11V y PN por ELISA de captura de 

anticuerpo 

 

Con el fin de evaluar la inmunogenicidad del epítopo de Aβ(pE)3-42 correspondiente a la 

clona C11.2, decidimos utilizar el péptido con la secuencia del inserto de dicha clona. A este 

péptido lo denominamos PC11V y tiene la secuencia QFRHDDPGGGSA, un mimótopo del 

extremo amino terminal de Aβ(pE)3-42 (secuencia piro3EFRHDSGYEVHH14). También se 

sintetizó un péptido de secuencia no relacionada, denominado PN y cuya secuencia es 

SITMGQNGGGSA. Primero se caracterizó la reactividad de ambos péptidos con el anticuerpo 

anti-Aβ(pE)3-42 por medio de ELISA.  

 

 
 

Figura 23. Reactividad de los péptidos sinténticos PN y PC11V con anti-Aβ(pE)3-42. PN y 

PAF3 son péptidos no relacionados, PC11V es el mimótopo N-terminal del péptido Aβ(pE)3-42. 

El resultado es el promedio ± desviación estándar de tres ensayos independientes. 

 

En la figura 23 se observa que el anticuerpo anti-Aβ(pE)3-42 no reconoce al péptido PC11V 

cuya secuencia es un mimótopo del extremo N-terminal del péptido Aβ(pE)3-42 de longitud 

completa. En contraste, hay reconocimiento claro del péptido Aβ(pE)3-42. Por esta razón se 

procedió a evaluar a PC11V (péptido experimental) por ELISA de inhibición. 
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i) Evaluación por ELISA de competencia de los péptidos PN y PC11V 

 

Para evaluar la reactividad del péptido PC11V con el anticuerpo anti-Aβ(pE)3-42 en solución 

se realizó un ensayo de inhibición. En la figura 24 se muestran las lecturas obtenidas en uno de 

los experimentos y en la tabla 6 estos resultados se expresan como el porcentaje de inhibición 

respecto al péptido PN (cuya secuencia no está relacionada al motivo inmunodominante del βA-

py3-42) de dos ensayos independientes. 

 

 

Figura 24. Lecturas de O.D. de las reacciones de inhibición obtenidas a 405 nm y porcentaje 

de inhibición de los péptidos PC11V y Aβ-(pE)3-42 de la interacción anti- Aβ(pE)3-42/Aβ-

(pE)3-42. Los porcentajes se obtuvieron con respecto a la densidad óptica obtenida por el 

péptido no relacionado PN. Cada dato es el promedio ± desviación estándar de dos ensayos 

independientes. 
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Tabla 6. Porcentaje de inhibición de epítopos de βA-py3-42 respecto del control negativo PN. 

El resultado es el promedio de dos ensayos independientes. 

 

   

% Inhibición 

PÉPTIDO SECUENCIA          0.5 µg            1 µg           2 µg  

 

PC11V 

 

QFRHDDPGGGSA 

 

    86.43 ± 0.014 

 

 

   

   92.85 ± 0.009 

 

95.55 ± 0 

Aβ(pE)3-42       Piro3EFRHDSGYEVHH14 79.39 ± 0.013 87.09 ± 0.002 90.60 ± 0 

 

Se observa interacción entre el péptido PC11V y el anticuerpo anti-Aβ(pE)3-42 de manera 

dosis-dependiente, esto indica que aunque el péptido PC11V no es reconocido por el anticuerpo 

anti-Aβ(pE)3-42 cuando está adsorbido en placa, sí lo es cuando ambos se encuentran en 

solución. Por lo tanto, el péptido PC11V puede ser utilizado para inmunización en animales de 

experimentación. La interacción entre el anticuerpo anti-Aβ(pE)3-42 y su propio antígeno 

Abeta3-42 es similar. 

 

j) Evaluación de IgG en los sueros de ratones BALB/cAnN inmunizados con péptido y 

adyuvante de Freund 

 

Con el fin de evaluar la inmunogenicidad del péptido PC11V procedimos a inmunizar un 

grupo de ratones BALB/cAnN. Los sueros se obtuvieron después de un primer estímulo con 20 

μg de péptido/ratón y 4 inmunizaciones con 20 μg/ratón de los péptidos en PBS estéril + 

adyuvante de Freund 1:1 por vía de administración sub-cutánea.  Los péptidos se usaron en 

grupos experimentales de tres ratones cada uno como sigue:  

  

Control negativo: PN (péptido no relacionado, secuencia: SITMGQNGGGSA). 

 

Grupo experimental: PC11V (secuencia de la clona C11: QFRHDDPGGGSA). 

 

 

No observamos anticuerpos específicos al realizar ELISA de captura de anticuerpo utilizando 

los sueros de ratones inmunizados (Fig. 25). Los sueros se evaluaron por medio de dos formatos 

de ELISA: de captura de anticuerpo y doble sándwich, para descartar que los sueros no podían 
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detectar el Aβ(pE)3-42 adsorbido en placa. Sin embargo, bajo ninguno de los dos formatos 

pudimos detectar anticuerpos específicos anti-Aβ(pE)3-42. Por esta razón decidimos realizar una 

segunda evaluación, esta vez aumentando la dosis de los péptidos PC11V y PN y cambiando la 

vía de administración.  

 

Figura 25. Reactividad por ELISA de los sueros de ratones inmunizados con los péptidos PN o 

PC11V y adyuvante de Freund vía s.c., contra los péptidos PN (no relacionado), PC11V (cuya 

secuencia es un motivo inmunodominante de AβN(pE)3-42) y T1C (péptido no relacionado). Los 

sueros se usaron en dilución 1:100. Cada dato es el promedio ± desviación estándar de tres 

ratones por grupo y dos ensayos independientes. 

 

k) Evaluación de IgG en los sueros de un segundo grupo de ratones BALB/cAnN 

inmunizados con péptido y adyuvante de Freund 
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cambiando ambas condiciones y utilizando los mismos péptidos. Los sueros se obtuvieron 

después de un primer estímulo con 40 μg de péptido/ratón y 5 inmunizaciones con 40 μg/ratón de 

los péptidos en PBS estéril + adyuvante de Freund 1:1 por vía de administración intraperitoneal. 

Los péptidos se usaron en grupos experimentales de cinco ratones cada uno como sigue:  

  

Control negativo: PN (péptido no relacionado, secuencia: SITMGQNGGGSA). 
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Nuevamente no obtuvimos anticuerpos anti-Aβ(pE)3-42 (Fig. 26). 

 

 

 
 

Figura 26.  Reactividad por ELISA doble sándwich de los sueros de ratones inmunizados con 40 

µg/ratón de los péptidos PN (péptido no relacionado) o PC11V (mimótopo de Aβ(pE)3-42) y 

adyuvante de Freund vía i.p., después de un 5º refuerzo. Los sueros se usaron en dilución 1:50 y 

se evaluaron contra las clonas C11 (cuyo inserto es un motivo inmunodominante de Abeta3-42) y 

C5 (secuencia no relacionada). Cada dato es el promedio de cinco ratones por grupo y dos 

ensayos independientes ± desviación estándar. 

 

 

l) Evaluación de IgG en los sueros de conejo Nueva Zelanda inmunizados con 

péptido y adyuvante de Freund 

 

Con la finalidad de descartar que la especie de los animales de experimentación es la 

causa de la falta de reconocimiento inmunológico del epítopo de interés (PC11V) decidimos 

inmunizar conejos Nueva Zelanda, esta vez usando como péptido control un péptido de similar 

número de residuos, el fragmento 11-25 del péptido Aβ1-42. 

 

Los sueros se obtuvieron después de un primer estímulo con 100 μg de péptido/conejo y 4 

inmunizaciones con 100 μg de los péptidos en PBS estéril + adyuvante de Freund 1:1 por vía de 
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0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

suero PN suero PC11V anti-adyuvante anti-Aβ(pE)3-42

O
.D

. 4
0

5
 n

m

C5

C11



80 

 

los grupos inmunizados con 11-25 o PC11V, respectivamente. Los péptidos se usaron en grupos 

experimentales de dos conejos cada uno como sigue:  

Control negativo: PN (péptido no relacionado, secuencia: SITMGQNGGGSA). 

 

Grupos experimentales:  

 

PC11V (secuencia de la clona C11: QFRHDDPGGGSA) y, 

 

11-25 (secuencia de la región 11-25 de βA 1-42: EVHHQKLVFFAEDVG). 

 

Nuevamente no encontramos anticuerpos anti-Aβ(pE)3-42 en los conejos inmunizados con el 

péptido PC11V, sin embargo hubo anticuerpos anti-11-25 en uno de los conejos inmunizados con 

el péptido 11-25 (conejo 2) (Fig. 27). Para estudiar la interacción de los anticuerpos anti-11-25 

con diferentes péptidos decidimos realizar un ELISA de inhibición. 

 

 
 

Figura 27. Reactividad por ELISA de los sueros de conejos inmunizados con los péptidos PN, 

PC11V u 11-25. El suero fue evaluado contra los péptidos PAF3 (no relacionado), Aβp(E)3-42, 

el fragmento 11-25 y Aβ(pE)11-42 después de un 4º refuerzo. Los sueros anti-Aβ(pE)3-42, anti-

Aβ(pE)11-42 y anti-adyuvante, así como el anticuerpo monoclonal Bam90.1 (que reconoce la 

región 13-28 de Aβ) se usaron como controles. Los sueros PN, PC11V, anti-Aβ(pE)3-42 y anti-

adyuvante se usaron en dilución 1:50, los sueros 11-25, su correspondiente anti-adyuvante, anti- 

Aβ(pE)11-42 y Bam90.1 se usaron en dilución 1:200. Cada dato es el promedio de dos conejos 

por grupo y tres experimentos independientes ± desviación estándar. 
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m) Evaluación del suero anti-Aβ11-25 en su interacción con diferentes péptidos 

 

Para evaluar la reactividad de los anticuerpos anti-Aβ11-25 en solución con diferentes 

especies de Aβ, se realizó un ensayo de competencia. En  la figura 28, se observa que el 

fragmento Aβ11-25, pre-incubado con el anticuerpo anti-Aβ11-25, es capaz de inhibir la 

interacción anti-Aβ11-25 con el péptido Aβ11-25 (este último inmovilizado en la placa de 

microtitulación) aproximadamente un 75%. El péptido Aβ 1-42 la inhibe en un rango de 28.2% a 

41.2%. El fragmento Aβ11-42 (no piroglutamado) y los péptidos piroglutamados Aβ(pE)11-42 y 

Aβ(pE)3-42 inhiben dicha interacción en un rango de 10% a 23% aproximadamente, ambos de 

manera similar.  

 

Figura 28.  Porcentaje de inhibición obtenido por ELISA de competencia del suero de conejo  

inmunizado con el péptido Aβ 11-25. El suero fue evaluado con el fragmento Aβ 11-25 y los 

péptidos Aβ1-42,  Aβ11-42, Aβ(pE)11-42 y Aβ(pE)3-42. El suero anti-Aβ11-25 se usó en 

dilución 1:200. 
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En la figura 29, se observa que la reactividad del suero anti-Aβ11-25 con los péptidos 

Aβ1-42, Aβ(pE)11-42 y Aβ(pE)3-42, cuando estos están inmovilizados en la placa, es similar a la 

reactividad con el péptido no relacionado PAF3. Esto contrasta con la reactividad del suero anti-

Aβ11-25 con los péptidos Aβ11-42 (no piroglutamado) y el fragmento Aβ11-25.  

 

 

Figura 29.  Reactividad por ELISA de captura de anticuerpo del suero de conejo  inmunizado 

con el péptido 11-25. El suero fue evaluado contra el fragmento 11-25 y los péptidos Aβ1-42,  

Aβ11-42, Aβ(pE)11-42 y Aβ(pE)3-42. El suero anti-11-25 se usó en dilución 1:200. 

 

 

Esto parece indicar que los anticuerpos anti-Aβ11-25 se unen a los péptidos Aβ1-42, 

Aβ(pE)11-42 y Aβ(pE)3-42 en disolución, pero no así cuando los péptidos están inmovilizados 

en la placa.  
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DISCUSIÓN 

  

Se sabe que las especies amino-truncadas y piroglutamadas de βA se encuentran 

principalmente en cerebros de personas que han desarrollado la EA (Piccini, 2005). Estas 

especies se generan a nivel intracelular en el aparato de Golgi por medio de la glutaminil ciclasa 

(Cynis et al., 2008) y ejercen un efecto neurotóxico por estrés oxidante, apoptosis (Youssef et al., 

2008) y necrosis (Acero et al., 2009) causando muerte celular y deterioro cognitivo en modelos 

animales (Youssef et al., 2008). En pacientes con EA se acumulan aún antes de la aparición de 

los síntomas clínicos con efectos igualmente degenerativos, sugiriendo que son especies de β-

amiloide involucradas en el desarrollo de la EA (Piccini et al., 2005). Por lo tanto, se consideran 

un blanco importante en la inmunoterapia de esta enfermedad. 

La inmunoterapia es una estrategia prometedora para la prevención y/o tratamiento de la 

EA en el futuro. Se ha demostrado que la inmunización activa con el péptido β-amiloide o sus 

fragmentos inmunodominantes es capaz de disminuir la patología y mejorar las funciones 

cognitivas (Cribbs et al., 2005; Gelinas et al., 2004; Lemere et al., 2004; Li et al., 2010;  Tabira et 

al., 2010). Sin embargo, las estrategias descritas anteriormente no están considerando las especies 

truncadas del péptido β-amiloide. Es por esto que se considera que la inmunización activa con 

fragmentos de Aβ(pE)3-42 podría ser importante para disminuir el efecto de estas especies 

también.  

En un estudio anterior se identificaron mimótopos desplegados en el fago M13 de 

AβN(pE)3-42 correspondientes a la región N-terminal del péptido (Acero et al., 2009). En el 

presente trabajo se evaluó la inmunogenicidad de 5 de los péptidos identificados. Los resultados 

demuestran que ninguno de los péptidos seleccionados expresados en la proteína pIII del fago 

M13 tuvieron la capacidad de inducir la producción de anticuerpos anti-Aβ(pE)3-42 en conejos 

Nueva Zelanda y ratones BALB/cAnN. No obstante, las proteínas del fago M13 desencadenaron 

una respuesta inmune con producción de anticuerpos IgM y posteriormente de IgG. 

Esto puede deberse a que la expresión de los péptidos es en baja copia (de 3 a 5 péptidos 

expresados en cada fago), de modo que el tamaño del fago impide que el sistema inmune pueda 

reconocer a los péptidos. Es muy probable que, de manera predominante, estén siendo 
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reconocidas las proteínas pVIII de la cápside, las cuales se encuentran más abundantemente a lo 

largo del filamento de M13. 

Por lo tanto, se procedió a la sub-clonacion de los mimótopos en la proteina pVIII del 

fago M13. Sin embargo, tampoco se generaron anticuerpos anti-Aβ(pE)3-42, pero sí anti-M13. 

Estos resultados contrastan con los obtenidos en estudios anteriores donde de igual manera 

evalúan la inmunogenicidad de epítopos de 9 a 12 residuos de longitud expresados en M13, 

obteniendo anticuerpos que reconocen al inserto (Dam-Tuxen et al., 2009; Villa-Mancera et al., 

2011). 

Sin embargo, para descartar la posibilidad de que las proteínas del fago interfieren con el 

reconocimiento de nuestro epítopo, procedimos a la evaluación de la inmunogenicidad de 

péptidos sintéticos, uno de los cuales tiene la secuencia de uno de los insertos identificados. 

La inmunización de ratones con una dosis de 20 µg de péptido/ratón con adyuvante de 

Freund y por vía sub-cutánea, no indujo una respuesta inmune contra el péptido evaluado. Cabe 

la posibilidad de que la dosis no haya sido suficiente y/o que la vía de administración no fuera la 

adecuada para montar una respuesta inmune. Al aumentar la dosis al doble y cambiar la vía de 

administración a intraperitoneal tampoco se obtuvieron anticuerpos contra el péptido sintético. En 

este caso, el genotipo murino podría ser un factor que esté impidiendo el adecuado 

reconocimiento del antígeno (Kindt, 2007). Por lo tanto, se procedió a evaluar la 

inmunogenicidad del péptidos sintéticos en conejos Nueva Zelanda, incluyendo esta vez otro 

péptido sintético que corresponde a la región 11—25 del péptido βA de longitud completa. 

Nuevamente, hubo ausencia de anticuerpos contra el péptido PC11V (que corresponde al 

mimótopo identificado). Sin embargo, encontramos anticuerpos anti-Aβ11-25, indicando que el 

tamaño del péptido no es la principal razón para la ausencia de la respuesta inmune hacia el 

mimótopo. También podemos descartar que las características biológicas a las cuales se enfrenta 

el antígeno, tales como: la constitución genética de los animales de experimentación, la dosis, la 

vía de administración y el adyuvante (Kindt et al., 2007), son los factores que están determinando 

la falta de inmunogenicidad del péptido PC11V. 

Los mimótopos evaluados corresponden a la región inmunodominante del extremo N-

terminal de Aβ(pE)3-42 clasificada como epítopo de células B. Se sabe que estos epítopos se 

componen de aminoácidos hidrofílicos que se encuentran en la superficie de la proteína, cuya 
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movilidad maximiza la complementariedad con el anticuerpo, que pueden ser secuenciales o 

conformacionales y  que la afinidad de un anticuerpo a un epítopo flexible suele ser más baja que 

a un epítopo rígido (Kindt et al., 2007). En la tabla 7 se observa que las secuencias de las clonas 

C10 y C11  (QFRHDWY y  QFRHDDP, respectivamente) son secuencias que coinciden en un 

57% con la secuencia del péptido N-terminal de Aβ(pE)3-42 (secuencia p(E)FRHDSG) y que 

mostraron una reactividad alta con el anticuerpo anti-Aβ(pE)3-42. La secuencia de las clonas C12 

(QFRVPYP) y C17 (QFRSDST) coinciden en un 29% y 57%, respectivamente, y mostraron una  

reactividad positiva pero menor con el suero anti-Aβ(pE)3-42. Aunque la clona C17 también 

posee cuatro residuos iguales a la secuencia N-terminal de Aβ(pE)3-42 como las clonas C10 y 

C11, claramente se observa que la interacción de la clona C17 con el anticuerpo anti-Aβ(pE)3-42 

es menor.  

De los resultados de los ensayos de ELISA de inhibición de estos mimótopos de la 

interacción del anticuerpo anti-Aβ(pE)3-42 y el péptido Aβ(pE)3-42, se encontró que a pesar de 

que la clona C11 mostró una reactividad semejante a la clona C10 en los ensayos de ELISA de 

captura de anticuerpo, el porcentaje de inhibición en ELISA de competencia fue de 37.1% en el 

caso de la clona C11 y 84.4% en el caso de la clona C10. La diferencia en la estructura primaria 

de estos péptidos radica en la presencia de triptofano (W) y tirosina (Y) en la clona C10, en vez 

de ácido aspártico (D) y prolina (P) en la clona C11 (Tabla 7). Esto sugiere que los residuos 

adyacentes W y Y pudieran resultar críticos en la conformación adquirida por el mimótopo en 

solución de tal forma que permite un mejor reconocimiento de este por parte del anticuerpo anti-

Aβ(pE)3-42. Otro aspecto a considerar es el hecho de que los antígenos y anticuerpos interactúan 

por complementariedad espacial y no por uniones covalentes. Esta asociación específica depende 

de fuerzas intermoleculares tales como: puentes de hidrógeno, fuerzas de Van der Waals, 

interacciones hidrofóbicas y fuerzas electrostáticas; que en general son efectivas a distancias 

cortas (Calderón, 2007). Es posible que la diferencia en el tipo de residuos que constituyen a cada 

uno de los mimótopos evaluados tiene influencia en el arreglo espacial de la molécula y con ello 

en la interacción antígeno-anticuerpo, esto podría afectar la obtención de anticuerpos específicos 

contra el péptido silvestre Aβ(pE)3-42. No obstante, este análisis requiere ser evaluado mediante 

otros estudios. 
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Tabla 7. Análisis comparativo de la secuencia, reactividad y porcentaje de inhibición de 

los mimótopos evaluados en este trabajo. 

 

 

Clona 

 

Secuencia 

 

% de residuos 

contenidos en el 

epítopo N-terminal 

de Aβ(pE)3-42 

 

O.D. 405  

ELISA de 

captura de 

antígeno  

 

 

% de inhibición 

de la interacción 

anti-Aβ(pE)3-

42/Aβ(pE)3-42 

C10 Q F R H D W Y 57 % 1.42 84.4 % 

C11 Q F R H D D P 57 % 1.39 37.1 % 

C12 Q F R V P Y P 29 % 0.78 32.5 % 

C17 Q F R S D S T 57 % 0.82 33.1 % 

 

 

 

 

 

La reactividad de estas clonas, seleccionadas previamente en el laboratorio con el 

anticuerpo anti-Aβ(pE)3-42, sugiere que los residuos correspondientes a los diferentes 

mimótopos y que coinciden con el epítopo de Aβ(pE)3-42 son suficientes para proveer una 

interacción antígeno-anticuerpo. Además, se sabe que el anticuerpo anti-Aβ(pE)3-42 únicamente 

reconoce a su propio antígeno, Aβ(pE)3-42 y no a Aβ(pE)11-42, otro péptido Aβ amino-truncado 

piroglutamado, indicando que la región inmunodominante del péptido Aβ(pE)3-42 corresponde a 

la región amino-terminal (Acero et al., 2009, Perez-Garmendia et al., 2010). Si el reconocimiento 

antígeno-anticuerpo está basado en los residuos 3-10 de Aβ(pE)3-42 y al menos tres de los 

mimótopos estudiados coinciden en un 57%, se esperaría que fueran capaces de desencadenar 

una respuesta inmune humoral. Sin embargo, en los estudios experimentales descritos en este 

trabajo no fue posible inducir anticuerpos anti-Aβ(pE)3-42 utilizando los mimótopos 

seleccionados. 

          p(E) F R H D S G  

Secuencia del epítopo de células B de 

Aβ(pE)3-42 N-terminal 
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Por otro lado, y más importante aún ¿qué hace diferentes a todas las secuencias de los 

mimótopos ya descritos, del epítopo amino-terminal de Aβ(pE)3-42, además de los residuos 

claramente distintos? Es la ausencia de piroglutamato (pE), que en el caso de las secuencias de 

las clonas seleccionadas está sustituido por glutamina (Q). 

Estas observaciones, junto con los resultados obtenidos en la evaluación de sueros de 

ratones y conejos inmunizados con fagos en baja y alta copia, que expresan estos mimótopos y 

con el péptido sintético que corresponde al inserto de una de las clonas, nos lleva a la hipótesis de 

que el residuo piroglutamato (pE) es indispensable para la inducción de anticuerpos anti-

Aβ(pE)3-42.  

En este estudio también se demostró que el péptido PC11V, con la secuencia del inserto 

de la clona C11 además de una extensión de 5 residuos correspondientes a la proteína pIII del 

fago M13 (QFRHDDPGGGSA), es un epítopo conformacional que fue reconocido por el 

anticuerpo anti-Aβ(pE)3-42 solo en disolución y no cuando estaba inmovilizado en la placa de 

microtitulación. A pesar de haber demostrado la especificidad de este péptido, tampoco pudimos 

inducir anticuerpos anti-Aβ(pE)3-42 en los animales de experimentación. Es muy probable que 

este péptido sintético, además de requerir al residuo piroglutamato, también requiere una 

conformación específica para ser inmunogénico. 

La evaluación del suero anti-Aβ11-25 también demuestra que un péptido de 15 residuos 

puede adquirir una conformación diferente cuando se encuentra libre, a diferencia de cuando 

forma parte de un péptido de mayor longitud. Por ejemplo, el suero anti-Aβ11-25 es capaz de 

reconocer ampliamente a su propio antígeno (Aβ11-25) en placa y en disolución. Sin embargo, en 

los ensayos de ELISA de captura de anticuerpo se encontró que el suero anti-Aβ11-25 no es 

capaz de reconocer a los péptidos Aβ1-42, Aβ(pE)11-42, ni Aβ(pE)3-42, que contienen el 

epítopo 11-25, cuando estos se encuentran inmovilizados en la placa, pero sí los reconocen 

cuando se encuentran en disolución. Comparando la reactividad del suero anti-Aβ11-25 con el 

péptido Aβ11-42 no piroglutamado y Aβ(pE)11-42 adsorbidos en la placa de microtitulación, es 

probable que el epítopo 11-25 contenido en el péptido Aβ(pE)11-42 no esté disponible para su 

reconocimiento por el anticuerpo anti-Aβ11-25, quizás porque se encontraba en un estado de 

agregación influido por el residuo piroglutamato (He y Barrow, 1999) que imposibilita el 

reconocimiento del epítopo (Necula et al., 2007). Esto sugiere que el reconocimiento del epítopo 
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Aβ11-25 por el anticuerpo específico anti-Aβ11-25 se ve influido por los residuos que componen 

al resto de la molécula y en particular por el residuo piroglutamato. 

Cabe señalar que a través de la bioselección de péptidos desplegados en fago  no todos los 

mimótopos imitan realmente al epítopo relevante del antígeno original. Aunque tales péptidos 

son capaces de inhibir la unión de los anticuerpos que los caracterizaron con el epítopo original, 

fallan en inducir una respuesta inmune específica hacia el antígeno original. Se sabe que los 

epítopos de células B son conformacionales por naturaleza, por lo cual es posible que los 

anticuerpos dirigidos contra estos reconocen ciertas conformaciones de epítopos que no se 

despliegan en el fago en el mismo contexto estructural que presenta el antígeno natural. Estas 

limitaciones subrayan la principal dificultad de la tecnología de despliegue de epítopos en fago, 

que dificulta la selección de mimótopos verdaderos, basada exclusivamente en sus características 

de unión a anticuerpos. Por otro lado, se plantea que la inmunización con mimótopos no 

garantiza la inducción de anticuerpos que despliegan el parátopo apropiado para el antígeno 

original, enfatizando también una posible contribución del modelo animal en el resultado de la 

inmunización (Latzca, et al., 2011).   

Otros aspectos importantes son la posibilidad de que el péptido Aβ(pE)3-42 presente un 

epítopo único porque los anticuerpos específicos anti-Aβ(pE)3-42 no reconocen Aβ1-42 ni 

Aβ(pE)11-42 (Perez-Garmendia, et al., 2010) y que el estado estructural del inmunógeno 

utilizado permite obtener anticuerpos que reconocen preferentemente tal conformación (Janus et 

al., 2000). 

Se ha reportado que el epítopo inmunodominante del péptido Aβ(pE)3-42 corresponde a 

la región amino-terminal del mismo, representada por los mimótopos estudiados en el presente 

trabajo (Acero et al., 2009). Sin embargo, es probable que este epítopo inmunodominante 

consista de un arreglo estructural muy específico, que al parecer está influido por la presencia del 

residuo piroglutamato y que adquiere una conformación que resulta inmunogénica en su estado 

natural. Esto parece indicar que los mimótopos desplegados en el fago no presentan la 

conformación natural de este epítopo de células B de Aβ(pE)3-42, necesaria para inducir 

anticuerpos específicos anti-Aβ(pE)3-42.  

En resumen, podemos concluir que  los mimótopos correspondientes a la región N-

terminal de Aβ(pE)3-42 no son inmunogénicos bajo las condiciones evaluadas en este estudio.  
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Como ya se menciónó, el 90% de los epítopos de células B son epítopos 

conformacionales constituidos por un grupo de residuos separados en la secuencia primaria del 

antígeno pero cercanos espacialmente como resultado del plegamiento de la proteína. También se 

ha descrito que la función de unión a anticuerpo de un residuo antigénico está determinada no 

solo por el mismo, sino por los residuos que lo rodean (Ansari y Raghava, 2010). Por lo tanto, y a 

la luz de los resultados obtenidos en este trabajo, se sugiere incluir en el diseño de un nuevo 

mimótopo (que podría ser la secuencia de la clona C10) un residuo piroglutamato (pE) N-

terminal y presentar a la molécula en repeticiones, para favorecer un arreglo en el espacio capaz 

de asemejar la conformación natural del epítopo de Aβ(pE)3-42. Esta repetición de residuos le 

añade tamaño molecular y complejidad química, lo cual es importante porque se sabe que la 

secuencia repetida de un epítopo es capaz de aumentar la inmunogenicidad de una molécula y 

que a su vez, las células B son activadas eficientemente por antígenos altamente ordenados de 

estructura repetida (Agadjanyan et al., 2005; Hong-Duck et al., 2007; Kindt et al., 2007; Bach et 

al., 2009; Bachmann y Jennings, 2010; Hashiguchi et al., 2010).  

Se considera que los mimótopos desplegados en fagos filamentosos M13 no son 

apropiados para su evaluación en ensayos clínicos en humanos, porque aunque los fagos M13 son 

altamente inmunogénicos debido a los epítopos de células T en las proteínas de su superficie, 

poseen ADN externo y resistencias a antibióticos. Por esta razón y tomando en cuenta la 

posibilidad de que una vacuna de epítopo pueda llegar a ser evaluada en humanos, se propone la 

conjugación del mimótopo en cuestión a sistemas acarreadores alternativos, tales como la 

hemocianina de lapa gigante (KLH) o la proteína estreptocócica de unión a albúmina (ABP) 

(Knittelfelder et al., 2009).  
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CONCLUSIONES 

 

 

En el presente estudio se encontró que los mimótopos de Aβ(pE)3-42, de 7 residuos de 

longitud y seleccionados anteriormente en el laboratorio no son capacez de inducir anticuerpos 

específicos anti-Aβ(pE)3-42. Es probable que el residuo piroglutamato (pE) del extremo amino-

terminal de Aβ(pE)3-42 y la conformación de esta región inmunodominante sean imprescindibles 

para la estimulación del sistema inmune en la producción de anticuerpos específicos anti-

Aβ(pE)3-42.  

 

El péptido Aβ11-25 con la secuencia de la región central de Aβ1-42 es capaz de inducir 

anticuerpos que reconocen al peptido Aβ11-42 lo que indica que la region 11-25 es epítopo del  

Aβ11-42.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



91 

 

 

 

 

 

 

PERSPECTIVAS 

 

Con la finalidad de obtener un inmunógeno que sea capaz de desarrollar anticuerpos específicos 

anti-Aβ(pE)3-42, se sugiere: 

 

  El diseño de un nuevo mimótopo que: 

 

a) Contenga la secuencia de la clona C10 con la inclusión de un residuo piroglutamato 

(pE) en el extremo amino-terminal en lugar del residuo glutamina (Q), 

 

 b) Una presentación del mimótopo en una serie de repeticiones, con la finalidad de 

aumentar su inmunogenicidad, 

 

 c) Conjugado a una proteína acarreadora diferente del fago M13 que provea tamaño 

molecular y estimulación de células T para mejorar la inmunogenicidad sin el riesgo de 

material de ADN exógeno y de genes de resistencia a antibióticos.   

 

 

  Y el análisis de la interacción Aβ(pE)3-42 con el anticuerpo anti-Aβ(pE)3-42 para 

determinar el número y tipo de residuos que participan en esta unión antígeno-anticuerpo. 

Esto sería importante para el diseño de inmunógenos a partir de mimótopos.  
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