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RESUMEN.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa
progresiva que afecta a mas de 30 millones de personas en todo el mundo. La
EA estd asociada a la formaciéon de placas amiloides compuestas por el péptido
beta-amiloide (BA). Los iones metéalicos como cobre (Cu), hierro (Fe) y zinc (Zn)
se acumulan en dichas placas, sugiriendo que pueden jugar un papel importante
en el proceso de agregacion de BA. Por tal motivo, una estrategia novedosa en el
disefio de farmacos modificadores del desarrollo de EA consiste en el disefio de
moléculas bifuncionales capaces de quelar iones metélicos y de modular la
agregacion de BA. En el presente estudio, se disefi6 y se evalu6 el efecto de un
péptido no natural y bifuncional, con secuencia Met-Asp-D-Trp-Aib (llamado TP),
disefiado para modular la agregacion de BA1-40 y para quelar Cu(ll). El disefio
del TP incluye a los residuos Met-Asp, motivo inspirado en la alfa sinucleina y
que presenta alta afinidad por Cu(ll); mientras que los residuos D-Trp-Aib (DP)
son capaces de afectar la agregacion de AB. El efecto del TP en la agregacion

del péptido AB1-40 en ausencia y presencia de Cu(ll) fue evaluado utilizando
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espectroscopia de fluorescencia, dispersion dindmica de luz (DLS, por sus siglas
en inglés) y microscopia electronica de transmision (TEM, por sus siglas en
inglés). Los resultados sefialan que los péptidos DP y TP modifican y retrasan el
proceso de agregacion de BA, ya que inhiben el crecimiento inicial de los
oligbmeros. Por otro lado, el idbn metélico Cu(ll) retrasa el crecimiento de las
fiboras de BA promoviendo la formacion de oligobmeros més grandes a tiempos
tempranos y favorece una via de agregacion diferente. El presente estudio
demuestra que el TP es una molécula bifuncional, ya que es capaz de modular la
agregacion de BA y de coordinar al ion Cu(ll), de tal forma que, aln en presencia
de Cu(ll), el TP es capaz de competir por Cu(ll) frente a BA y de abatir la
formacion de oligbmeros grandes que induce el Cu(ll). Estos resultados
representan una nueva vision en el disefio de compuestos con potencial

terapéutico para la enfermedad de Alzheimer.

ABSTRACT.

Alzheimer's disease (AD) is a progressive neurodegenerative disease that
affects more than 30 million people worldwide. One of the hallmarks of AD is the
formation of extracellular amyloid plaques, mainly composed of the peptide
amyloid-beta (AB). Accumulation of metal ions such as copper (Cu), zinc (Zn) and
iron (Fe) has been found in these amyloid plaques, suggesting that they may play
an important role in AR aggregation. Thus, a novel strategy in drug development
for AD is the design of bifunctional molecules capable of chelating metal ions and
of modulating A aggregation. In the present study, we designed and evaluate the
effect of a non-natural and bifunctional peptide, with sequence Met-Asp-D-Trp-Aib
(named TP), TP was designed to modulate the aggregation of AB1-40 and to
chelate Cu(ll). TP design includes residues Met-Asp motif inspired in alpha-
synuclein because it has high affinity for Cu (l1); while residues D-Trp-Aib (DP) are
able to affect AR aggregation. The effect of TP on the aggregation of AB1-40

peptide in the absence and presence of Cu (ll) was evaluated using fluorescence
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spectroscopy, dynamic light scattering (DLS) and transmission electron
microscopy (TEM). Results show that DP and TP peptides modify and delay the
process of aggregation of AB, because they inhibit the initial growth of the
oligomers. Furthermore, the metal ion Cu(ll) delays the growth of AR fibers by
promoting the formation of larger oligomers at early times and modified the
aggregation pathway. This study demonstrates that TP is a bifunctional molecule,
because it is able to modulate aggregation of AR and to coordinate Cu(ll), so that,
even in the presence of Cu(ll), TP is capable of compete for Cu(ll) vs. Ag and to
abate the formation of large oligomers that induces Cu(ll). These results represent
a new approach in the design of compounds with therapeutic potential for

Alzheimer's disease.
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INTRODUCCION.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas comun de demencia y
tiene consecuencias meédicas y econdmicas graves [1]. La patogénesis de EA es
un proceso complejo y heterogéneo cuyos distintivos neuropatologicos clasicos
en el cerebro son las placas amiloides compuestas del péptido beta-amiloide (BA)
y marafias neurofibrilares [2] formadas por la proteina Tau hiperfosforilada. Varias
hipotesis han sido propuestas sobre el mecanismo implicado en EA, las cuales
incluyen: la cascada amiloide, dafio vascular, excitotoxicidad, déficit en los
factores neurotroficos, disfuncion mitocondrial, rastreo de elementos de
neurotoxicidad, inflamacion y estrés oxidativo [3]. En el presente trabajo se

abordard el enfoque de la hipotesis de la cascada amiloide.

Las proteinas son macromoléculas esenciales para la vida. En ocasiones las
proteinas interactian entre ellas mismas y en presencia de estimulos quimicos,
fisicos o genéticos que modifican su plegamiento a un estado andémalo
provocando enfermedades. Aunque estas enfermedades tienen una etiologia,
pronostico y tratamiento variables, todas se caracterizan por depoésitos de
material proteinico insoluble y resistente a proteasas conocido como fibra
amiloide, cuya presencia se asocia a la degeneracion del tejido celular afectado
[4, 5].

Algunos ejemplos de este tipo de enfermedades son las patologias
neurodegenerativas como el Parkinson, las encefalopatias espongiformes
transmisibles y el Alzheimer, todas estas asociadas a proteinas amiloidogénicas,
a-sinucleina, Prion, y Tau y beta-amiloide (BA) respectivamente [6, 7]. Aunque
estas proteinas no tienen similitud en secuencia, estructura, ni funcion, las fibras
amiloides formadas por estas proteinas comparten un patron de plegamiento
denominado “beta cruzado” que consiste en dos bloques de hojas-B orientadas

paralelamente que se elongan perpendicularmente al eje longitudinal de la fibra
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[5, 8]. La agregaciéon de proteinas en estas enfermedades estd asociada a la

presencia de iones metélicos [9].

El Alzheimer, al igual que el resto de las enfermedades ocasionadas por
depositos amiloides, actualmente, carece de cura. Esto hace del proceso de
agregacion de proteinas un blanco terapéutico clave en el desarrollo de este tipo
de enfermedades. Hasta el momento, no se ha elucidado por completo el
mecanismo molecular por el cual las proteinas involucradas en EA se agregan, lo

que dificulta el disefio de estrategias terapéuticas [10].

Adicionalmente a la hipotesis amiloide, los pacientes con Alzheimer muestran
alteracion en la homeostasis de iones metalicos endégenos como son el zinc
(Zn), hierro (Fe) y cobre (Cu). Si comparamos la concentracién de estos metales
en un tejido de cerebro sano contra la de los cerebros con Alzheimer,
encontramos que las placas amiloides contienen 3 veces mas concentracion de
zinc y hierro y 6 veces mas de cobre aproximadamente. Esto sugiere que el
proceso de agregacion y el depdsito de proteinas esta influenciado por la
presencia de iones metdlicos [11]. Por tanto, una de las nuevas vertientes en el
disefio de farmacos potenciales para el Alzheimer plantea el disefio de moléculas
bifuncionales, con una parte que les confiere capacidad para unir el metal y la

otra que puede intercalarse en las placas amiloides [12].

El disefiar e identificar moléculas moduladoras de la agregacion de proteinas,
nos permite aportar compuestos con potencial terapéutico. En el presente
proyecto se estudia un tetrapéptido no natural y bifuncional y se evalla su efecto
en el proceso de agregacion del péptido BA1-40, en ausencia y presencia del ion
Cu(ll).
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CAPITULO I. ANTECEDENTES.

1.1. Laenfermedad de Alzheimer y su fundamento molecular.

En 1911, Alois Alzheimer describié un desorden neuropsiquiatrico que afecta
a los ancianos, el cual es conocido actualmente como la enfermedad de
Alzheimer (EA). Los primeros estudios de los pacientes afectados con esta
enfermedad demostraron, a través de tincion con plata, la presencia de las
lesiones en la corteza cerebral. Esas lesiones correspondian a marafias
neurofibrilares, que son estructuras histopatolégicas localizadas dentro de las
neuronas. En 1930, se tuvo éxito en la tinciébn de otra estructura patoldgica, las
placas seniles, utilizando el colorante Rojo Congo, que se une a un componente
llamado amiloide [2]. Estas placas seniles estan formadas por depdésitos de fibras
amiloides que se localizan extracelularmente en el cerebro. Posteriormente, se
mostrd por microscopia electronica que los agregados intraneuronales estaban
formados por filamentos helicoidales finos de 10 nm de didmetro [2]. A mediados
de la década de 1980, se identificé que la proteina que formaba los filamentos
intraneuronales se trataba de la proteina microtubular Tau [2]. En 1984, se
encontré que los depdsitos amiloides estaban compuestos de un péptido de 4

kDa con una estructura beta, al que llamaron beta-amiloide (BA) [2].

El péptido BA es un producto de la protedlisis de la proteina precursora
amiloide (APP, por sus siglas en inglés) [2]. Estos descubrimientos representan la
base para el impresionante progreso alcanzado durante la década 1990 en el
conocimiento de la base molecular y genética de la enfermedad de Alzheimer.
Dicha informacion contribuy6 a establecer las bases para aclarar la patogénesis
de EA y emprender acciones dirigidas a una terapia efectiva para EA y trastornos

neurodegenerativos relacionados [2, 13-17].
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Aproximadamente 5-10% de los pacientes presentan un modo autosémico
llamado Alzheimer familiar [2]. La mayoria de los casos de EA corresponden a
una forma esporadica. Por lo tanto, la elucidacion de los factores que
desencadenan la secuencia de los cambios en la maquinaria neuronal normal
gue conduce a la neurodegeneracion y a los mecanismos de transduccion de
sefiales que determinan la muerte neuronal en EA es de suma importancia. El
conocimiento de los aspectos moleculares y la participacion de genes especificos
y otros factores de riesgo han brindado informacion sobre la etiologia de EA y
también ha contribuido a la comprension de la base patolégica de la forma
esporadica de esta enfermedad [2, 4, 16, 18].

El Alzheimer es la demencia mas comun que afecta entre 60-80% de los
casos [13, 14], por encima de las demencias frontotemporales, las ocasionadas
por cuerpos de Lewy y cerebrovasculares [14]. EA es un desorden
neurodegenerativo progresivo hasta el momento irreversible que conduce
invariablemente a la muerte por lo general dentro de los 7-10 afios después del
diagnostico [13]. El Alzheimer es un enfermedad neurodegenerativa progresiva
caracterizada por disfuncion cognitiva, especialmente la pérdida de la memoria, la
alteracién en la conducta, los cambios de personalidad y la dificultad en las
actividades diarias; en las etapas avanzadas los pacientes requieren de cuidados

continuos por parte de algun familiar hasta la muerte [19].

La etiologia exacta del Alzheimer continda sin ser elucidada, aunque se ha
asociado al péptido BA con la disfuncién sinaptica, disminucién cognitiva y
formacion de depdsitos proteinicos en areas corticales del cerebro
(principalmente el hipocampo, la corteza entorinal y la neocorteza) [4, 13, 16, 19,
20]. Otras caracteristicas relacionadas con EA son: pérdida de neuronas y
sinapsis en la corteza cerebral, que involucran la memoria y la cognicién,
particularmente en el hipocampo; estrés oxidativo; alteracién y disminucion en la
captacion de glucosa, alteracion en la homeostasis de cobre, zinc, hierro y calcio;

la respuesta inflamatoria por la activacion de microglias que sobreexpresan
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citocinas interleucinas-1, la alteracion colinérgica, la disfuncién mitocondrial, el
déficit de neurotransmisores, las homocisteinas elevadas y una expresion
anormal de metaloproteinas homeostaticas como las metalotioneinas [13, 21-25].
La metalotioneina 3 (MT3) es altamente expresada en los cerebros normales y su
expresion es disminuida en EA [26]. La pérdida de sinapsis observada en EA
puede ser causada por la despolimerizacién de los microtubulos intraespinales,
basado en esto, se sugiere que la insuficiencia de microtibulos intraespinales
puede causar el cambio estructural y bloguear la plasticidad, lo que resulta en los
déficits cognitivos en EA [27]. La agregacion de BA a oligbmeros y fibras esta
implicada como un proceso clave en la progresion de EA [18]. Se sugiere que la
formacion de dichos depoésitos estd relacionada con un déficit en el trafico

vesicular, especificamente en la fusién lisosomal [28].

La enfermedad de Alzheimer es la proteopatia cerebral de mayor prevalencia,
gue involucra la agregacion de Tau y BA [4]. El diagndstico definitivo se hace
postmortem, identificando los cambios anatomicos en el cerebro que consisten en
ventriculos mas anchos de lo normal, circunvoluciones y surcos ensanchados,
descenso de peso y volumen cerebral. También se identifican los depdsitos
proteinicos que han sido bien documentados (fig. 1). Tanto el diagndstico
temprano como una medida terapéutica en etapas tempranas para detener el
progreso de la enfermedad o el revertir los sintomas en etapas tardias sigue

siendo un reto para la investigacion de EA.

; e, A

Figura 1. Cerebro que representa en su hemisferio izquierdo a un individuo sano
y en el derecho a un paciente con Alzheimer. Se resalta la identificacion de
depdsitos amiloides. Figura adaptada de la referencia [22].
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La enfermedad de Alzheimer esta asociada con el depésito de dos proteinas
presentes en el sistema nervioso: Tau y BA. La proteina Tau se encarga de
estabilizar los microtubulos de las neuronas del sistema nervioso central; cuando
hay una pérdida en el balance entre la cinasa de Tau y la fostafasa ocurre un
aumento en su fosforilacion [29]. La hiperfosforilacién de Tau fomenta que adopte
una conformacién anormal y se agregue, formando depositos proteinicos
intracelulares conocidos como marafas neurofibrilares (del inglés, NFTs). La
formacion de NFTs se considera como un evento tardio y no directamente
responsable de las primeras disfunciones sinpticas. Modelos experimentales
apuntan a pequefios agregados de Tau, llamados oligdmeros o multimeros, como

sinaptotoxicos en las primeras etapas de EA [30, 31].

Por otro lado, la BA es un péptido de un peso aproximado de 4 kDa, que
deriva del corte de la proteina precursora amiloide (APP, por sus siglas en inglés)
por la B y y-secretasas. BA forma generalmente depdsitos extracelulares
conocidos como depdsitos amiloides o placas seniles y se encuentra en el
cerebro con Alzheimer en una concentracion de 31 pg/g (15 veces mas que un
cerebro sin Alzheimer) [2, 19, 32-34]. Los depdsitos amiloides no son
completamente extracelulares, la acumulacion de BA intracelular también juega
un papel en la patogénesis de EA. BA intracelular se origina del corte de APP e
internalizacién de BA extracelular [35]. El punto exacto del corte de la y-secretasa
en la APP determina la longitud del péptido BA, que usualmente se compone de
40 o 42 residuos [20, 36, 37]. El péptido BA1l-40 es considerado el mas
abundante, mientras que el 1-42 es considerado el mas toxico [34]. En el

presente proyecto nos enfocaremos al estudio del péptido BA1-40.

1.2. El péptido beta-amiloide (BA).

El entender las vias moleculares por las cuales ocurren las alteraciones

patolégicas que comprometen las funciones e integridad de las neuronas que
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conducen a sintomas clinicos es uno de los objetivos en la investigacion de la

enfermedad de Alzheimer [38].

La hipotesis amiloide es una de las bases propuestas en la patogénesis de
EA. Las caracteristicas que soportan esta hipétesis con los sintomas clinicos es
la identificacion de pérdida de neuronas y sinapsis en las regiones corticales y
subcorticales en cerebros postmortem, asi como placas extracelulares
compuestas por el péptido beta-amiloide (BA) e intracelulares de Tau
hiperfosforilada. Aunque la funcion precisa de BA en la etiologia de EA se
mantiene en estudio, el conceso actual es que BA es una pieza muy importante
en el desarrollo de la enfermedad. La hipotesis amiloide también es soportada
por experimentos con ratones transgénicos, donde un buen modelo de estudio es
el triple transgénico (3xTg), el cual alberga la mutacion en la presenilina y la
sobreexprexion de APP y Tau (PS1wmi4ev, APPswe y taupsoiL) [39]. Estos ratones
muestran algunas de las neuropatias y comportamiento similar a los pacientes
con EA, proporcionando un vinculo entre la produccion anormal de BA vy el

desarrollo de la enfermedad [40].

El péptido BA se produce a partir de la protedlisis de la proteina precursora
amilode (APP, por sus siglas en inglés) por las enzimas 3 y y-secretasa. Desde la
clonacion molecular de la APP en 1987, comenzé la evidencia bioquimica y
genética de la implicacion de la acumulacién de BA en el desarrollo de EA. La
APP es una glicoproteina transmembrana tipo 1 codificada por el gen APP
localizado en el cromosoma 21 [41]. Mutaciones en los genes que codifican para
APP (presenilinal y presenilina2) causan EA familiar [42]. La mutacion en
presenilina-1 (PS-1), presenilina-2 (PS-2) y en el gen de la proteinas precursora
amiloide (APP) esta asociada a Alzheimer familiar. Otros genes como los de la
apolipoproteina E-4, la sintasa-3 endotelial de Oxido nitrico y la alfa-2
microglobulina también han sido asociados a EA. Por lo que, los factores
genéticos juegan un papel muy importante en el desarrollo de EA, contribuyendo
en mas del 80% a las variaciones fenotipicas de la enfermedad [15].
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La APP tiene un dominio largo extracelular y otro corto citoplasmatico. APP
tiene expresion ubicua, particularmente es altamente expresada en las neuronas.
APP es un miembro de una familia de genes conservados evolutivamente. Los
miembros de la familia de genes son la APL-1, APPL, APLP1, APLP2 y APP. La
familia de proteinas APP tienen regiones conservadas en el dominio extracelular,
en particular el dominio E1 y E2 y en el C-terminal el dominio YENPTY
intracelular muestra la mayor identidad de secuencia. Las regiones yuxtapuestas
a la membrana extracelular difieren mucho en secuencia en comparacion con A,
lo que hace a la proteina APP unica (fig. 2). El dominio E1 se divide en el sitio de
union a heparina (HBD, por sus siglas en inglés) y en el sitio de unioén a cobre o
zinc (CuBD, por sus siglas en inglés). El cobre modula el metabolismo de APP
por su coordinacidn en los residuos de histidina 149 y 151 [43]. E1 esta seguido
por una region acida (Ac) y un dominio inhibidor de proteasa tipo Kunitz (KPI, por
sus siglas en inglés). EI dominio E2 contiene un segundo sitio de unién a
heparina y un motivo RERMS implicado a funciones tréficas. A pesar de que la
APP esta implicada en la patogénesis de EA, su funcion sigue siendo tema de
estudio [37], debido a los sitios especificos y saturables de unién a zinc en la
region rica en cisteinas (APP 181-200) [24] y cobre (APP 135-155) se sugiere
qgue la APP esta implicada en el transporte de estos metales y/o que los metales

son necesarios para la funcion y metabolismo de la APP [44].
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Figura 2. Representacion de la familia de proteinas APP. Figura tomada de la
referencia [37].
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La figura 3 muestra los diferentes cortes que sufre la APP para dar origen a 2
vias: la no-amiloidogénica y la amiloidogénica. En la via no amiloidogénica, la
APP sufre un corte por la a-secretasa entre K687 y L688, previniendo la
formacion de BA, dando como resultado un C-terminal de 83 aminoacidos que
posteriormente es cortado por la y-secretasa, originando un péptido corto llamado
p3, que corresponde a las residuos 17-40 o 42 de la BA. En la via amiloidogénica,
el primer corte estd mediado por la B-secretasa entre el residuo M671 y D672,
dejando al C-terminal de 99 aminoacidos, posteriormente el corte de la y-
secretasa libera al péptido BA. El punto exacto del corte de la y-secretasa
determina la longitud de BA de 40 o 42 aminoéacidos. BA1-42 es mas hidrofébico,
menos abundante (5-10%) y tiene mayor tendencia a agregarse para formar

fibras y placas en comparacion con fA1-40 [36, 40, 45, 46].

Por lo tanto, BA es un producto natural de la protedlisis de APP, que se
encuentra en el cerebro y en el liquido cefalorraquideo de los humanos durante
toda la vida y posiblemente tenga alguna funcién. BA existe en el cerebro en 3
formas: unido a membrana, agregado y soluble. La forma mayoritariamente
soluble en el liquido cefalorraquideo y sangre es la BA1-40. La forma BA1-42 es
menos prevalente en fluidos biolégicos y forma la base de las placas amiloides,

por lo que se considera mas amiloidogénica y neurotoxica [46].

Extracelular

Fuera de la membrana < i—  Intracelular
APP 671 672 687 688 ' 713 714
I
\ / \ / ,
.KM DAEFR HDSGY EVHHQ KLVFF AEDVG SNKGA IIGLM VGGVV IA TVIV
BA 1 S 10 15 20 25 | 30 35 40 42
l I : i
!
B-secretasa a-secretasa y-secretasa

Figura 3. Representacion de los sitios de corte de las secretasas en APP.
Secuencia primaria de APP (numeracion superior) y de BA (numeracion inferior).
Figura tomada de la referencia [34].
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Respecto a los dafios que produce la pérdida en la homeostasis de BA se
encuentran la degeneracion neuronal y la toxicidad que surge en el proceso de
agregacion desde monomero, oligobmeros Yy fibras. Los agregados extracelulares
de BA pueden interactuar con las membranas neuronales ocasionando dafio en
la permeabilidad de la bicapa. Los oligbmeros de BA y las fibras también se
pueden unir a proteinas de membrana, causando disminucion o pérdida de la
funcion [40].

Aunado a la evidencia de que BA ejerce sus efectos extracelularmente, se ha
demostrado que BA intraneuronal también es importante. Algunos modelos en
ratones muestran depdsitos de BA dentro de las neuronas antes de la aparicion
de placas extracelulares. Especificamente, el modelo de ratones triple
transgénico (3xTg) muestra que el nivel de BA intraneuronal se correlaciona con
disfuncion sinaptica y deterioro en la memoria. La internalizacion de BA se
relaciona con los receptores N-Metil-D-Aspartato (NMDA, por sus siglas en
inglés), ya que la exposicion de los receptores NMDA a oligdbmeros de BA
promueven la endocitosis de los receptores. En la corteza y el hipocampo, el
cobre es liberado en el espacio sinaptico en concentraciones 15-100 uM [46]. Se
ha propuesto que la liberaciéon de Cu(ll) protege de la excitotoxicidad mediada por
los receptores NMDA [46]. En cortes de hipocampo tratados con BA y un
antagonista de NMDA se observo la prevencién de acumulaciones de BA en las
neuronas, lo que sugiere que la activacion del receptor NMDA por BA puede
desencadenar la endocitosis del complejo NMDA-BA [40]. Otro factor asociado a
la internalizacion de BA es el nivel de colesterol, ya que las balsas lipidicas
formadas por colesterol albergan BA intraneuronal [40]. Adicionalmente, la
presencia de APP en las membranas celulares, del aparato de Golgi, del reticulo
endoplasmico, mitocondrias, endosomas y lisosomas soportan fuertemente la
presencia de BA intracelular [47]. A pesar de estas observaciones, el concepto de
gue BA intraneuronal contribuye al progreso de la enfermedad no ha sido

completamente aceptado y es motivo de controversia [40].
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De acuerdo a la relevancia del péptido BA como clave en el desarrollo de EA,
la hipotesis de la BA postula que la sobreproduccién, insuficiencia en la remocién
y el aumento en la agregacion de la BA, resultan en la pérdida y disfuncion

neuronal que desemboca en Alzheimer [4, 19].

Las fibras amiloides tienen estructura de hoja-B cruzada (del inglés, cross-
beta-strand) crecidas en direccion perpendicular al eje de la fibra (fig. 4). Dicha
estructura forma hojas-B, donde los puentes de hidrégeno entre H-N de una
hoja-B y O=C de otra estan en direccion paralela al eje de la fibra [48]. La hoja-B
puede ser paralela o antiparalela. Las interacciones (hidrofobicas, puentes
salinos, entre otros) entre las cadenas laterales estan en direccion perpendicular
al eje de la fibra. Las estructuras amiloides de BA son polimorficas, algunos
modelos estructurales se basan en datos de resonancia magnética nuclear
(RMN). Uno de los modelo propone que los residuos 10-13 estdn en estructura
de hoja-B con un giro a la mitad. EI N-terminal generalmente se plantea que es
flexible, aunque pudiera tener un contenido de hoja-B [49]. Se ha identificado que
los aminoacidos aromaticos son cruciales para la formacion y la estabilidad de las
estructuras amiloides. Esto se ha elucidado por estudios estructurales de alta
resolucion, andlisis tedricos y dinamicas moleculares. El triptéfano es el que tiene
el mayor potencial amiloidogénico [6]. La inhibicion de la formacion de la
estructura amiloide representa una prometedora estrategia terapéutica [6].

Figura 4. Diagrama de cintas de los residuos 9-40 de la BA1-40 que muestra la
estructura de hoja-B cruzada. El eje largo de la fibrilla se extiende fuera de la
pagina. Figura tomada de la referencia [50].
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Especificamente, la figura 5 muestra la fibra formada por A1-40 obtenida por
resonancia magnética nuclear [51]. El nucleo de la fibra contiene dos o mas
hojas-B, la estructura cuaternaria estd compuesta por la interaccion de los
residuos para formar la configuracion de hoja-B cruzada [51]. Las interacciones
hidrofébicas de BA involucran a los residuos L17, F19, A21, A30, 132, L34 y V3
(en la cara interna de BA) y 131, M35, and V39 (en la cara externa de BA para
interaccionar con otra BA) [52]. K28 y D23 son importantes para conferir
estabilidad por medio de puentes salinos [52]. En ambientes hidrofébicos la BA
adopta una conformacion estable y bien ordenada de a-hélice o de hoja- [48]. La
conformacién de hoja-B se favorece en presencia de un exceso molar bajo de
vesiculas lipidicas cargadas negativamente usando dodecil sulfato de sodio
(SDS) y 1,2-dihexanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DHPC) por debajo de la
concentracion micelar critica [48]. Por otro lado, la conformacién de a-hélice se
favorece en presencia de altas concentraciones de vesiculas lipidicas cargadas
negativamente, micelas de SDS o 40% de 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) [48]. La
forma de BA en a-hélice en ambientes altamente hidrofébicos no causa sorpresa,

ya que BA contiene una region de la APP que es transmembranal [48].

Y10 H14 K16 F20
Figura 5. Modelo de la fibra formada por A1-40 obtenida por resonancia
magneética nuclear. A) representacion de la estructura de hoja beta por los
residuos 12-24 (color anaranjado) y 30-40 (azul). B) BA1-40, los residuos
hidrofébicos en color verde, los polares en morado, positivos en azul y negativos
en rojo. Figura tomada de la referencia [51].
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Entender el mecanismo de formacion de fibras a partir de monémeros de BA
es fundamental para proponer agentes terapéuticos. La agregaciéon es un
proceso cooperativo que comienza con la fase de nucleacion llamada fase lag,
donde el péptido BA da origen a una estructura rica en hojas- para su posterior
ensamble y formacion de oligémeros y protofibras. Los oligdbmeros tempranos son
de estructura y tamafio diverso (diametro >50 nm), pueden ser dimeros, trimeros
y oligbmeros mas complejos, por lo que se conocen como amorfos [48]. Varios
mecanismos de nucleacion se han propuesto, éstos difieren en el estado
oligomérico en el que BA se asocia (dimeros, trimeros, entre otros.) [49]. La
generacion de nucleos representa el paso limite para la producciéon de fibras y
también ocurre el cambio estructural de los oligébmeros. La formacion de un sélo
nacleo es suficiente para que sirva como plantilla para unir otros monémeros o
proteinas oligomeéricas [49]. El comienzo del ensamble para formar fibras se
llama fase de elongacion, en la cual las protofibras comienzan a crecer hasta
finalmente formar fibras maduras [33, 53, 54]. Las protofibras son agregados
alargados con falta de estructura ordenada, por lo general, son mas delgadas,
curvilineas y no repiten el patron de forma a comparacion de las fibras maduras
[48]. La figura 6 esquematiza el proceso de agregacion de proteinas para la

formacion de las fibras.

Fase lag Fase de Fibras
(nucleacién)  Elongacion

o =g/= (it = il

Monomeros Estadode — Ngeleo  Protofibras

solubles plegamiento
anémalo

Fibras
amiloides

Agregados prefibrilares

Figura 6. Mecanismo propuesto del proceso de agregacion de proteinas para la
formacion de las fibras. Figura modificada de la referencia [53].

Un estudio in vitro propone dos modelos por los cuales BA forma fibras, uno

es elongacion por depdésito monémero-monémero y el otro consiste en la
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asociacion protofibra-protofibra [10]. El proceso se caracterizé6 modificando el
contenido de cloruro de sodio (NaCl). Los resultados sefialan que la elongacion
de protofibras en ausencia de NaCl promueve el depdsito mondmero-monoémero
s6lo en los extremos de la misma, sin aumentar su diametro. Por otro lado, en
ausencia de mondémeros, las protofibras se asocian al colocar NaCl, dando como

resultado estructuras fibrilares relativamente desordenadas [10].

Aproximadamente hace 20 afios, se pensaba que las fiboras maduras eran el
agente patoldgico de los desordenes amiloidogénicos, ya que las fibras pueden
matar a las neuronas en cultivos. Otra perspectiva sostiene que las fibras no son
la Unica forma téxica de BA, sino que los oligdbmeros pequefios y las protofibras
también afectan a las neuronas pero escapan a las medidas de deteccion de las
placas amiloides [55]. En el proceso de agregacion, los oligébmeros solubles
confieren disminucion sinaptica, afectando las terminaciones hipocampales antes
de matar a la neurona a concentraciones nanomolares de BA [56], mientras que
los oligbmeros grandes y los depdsitos insolubles pueden funcionar como
reservorio de los oligdmeros bioactivos [22]. Las fibrilas de BA suprimen el ciclo
redox del cobre y con ello la produccion de especies de oxigeno reactivas (ROS,
por sus siglas en inglés) [57]. Por lo que se piensa que los depésitos amiloides

son la consecuencia y no la causa relacionada con EA [58].

Actualmente se sugiere que las fibras podrian representar un mecanismo
celular de desintoxicacion de cadenas polipeptidicas dafiinas [59]; mientras que
los oligbmeros de BA son los responsables de la citotoxicidad y la ruptura de la
plasticidad sinaptica [59, 60]. Especificamente, los oligdbmeros tempranos estan
involucrados en el plegamiento andmalo en el proceso de agregacion y son las
especies toxicas asociadas a la muerte neuronal [61]. Se ha demostrado que los
oligbmeros de BA incrementan el flujo de calcio intracelular por su internalizacion
a las membranas neuronales formando canales idnicos sensibles al cation que
conlleva a excitotoxicidad, desbalance de neurotransmisores, degeneracion

sinaptica y muerte celular [54, 62-64]. El estudio de la toxicidad in vitro de los
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oligobmeros de bajo peso molecular demuestra que los dimeros de BA son 3
veces mas toxicos que los monomeros; y los tetrameros 13 veces mas [47]. Los
oligdbmeros dodecameros estan relacionados con la pérdida de memoria en un
modelo de ratones con EA y se ha detectado la presencia de estos oligdmeros en
cerebros de pacientes con EA [65]. La existencia de diferentes tipos de
oligébmeros y prefibrillas que son semejantes en tamafio pero diferentes en sus
propiedades inmunoldgicas y conformacionales en el cerebro con EA, indica que

un amplio intervalo de ensamble de BA pueden coexistir [59].

La agregacion es un proceso dinamico donde diferentes estados de
agregacion estan intercambiandose. Por lo tanto, durante la agregacion varios
estados estan simultaneamente presentes [49]. Oligobmero es un término utilizado
para cualquier intermedio entre monoémero y fibra, existen diferentes tipos de
oligébmeros, comenzando desde dimero hasta estructuras cercanas a la fibra
madura [49]. La determinacion de estructuras tridimensionales de los oligdmeros
es un reto, ya que en la mayoria de los casos se necesitan muestras estables y
homogéneas [49]. Un modelo de oligdbmero llamado TABFO tiene una forma de
barril o poro de 8 nm de diametro formado por 20 unidades de BA ordenadas en

hoja-B; a diferencia de la fibra amiloide, BA no tiene un giro en la region 23-28
[49].

El entender la estructura tridimensional de BA representa una clave para el
disefio de farmacos, por ello se han obtenido modelos de la fibra amiloide de
BA1-42 por resonancia magnética nuclear (PDB= 2BEG) [66]. De BA1-40 hay
varios modelos, el primero con una metionina oxidada (PDB= 1BA6), otros dos
fueron obtenidos en un ambiente agua-micelar a pH de 2.8 y 5.1 (PDB= 1AML y
1BA4, respectivamente) [67]. Otro modelo para BA1-40 consiste en su forma de
dimero (PDB= 2LMN) [68] y finalmente, una forma en solucién parcialmente

plegada que podria representar un nucleo de agregacion (PDB= 2LFM) [61]
(fig.7).

Maripaz Marquez Quiroz Pagina 27



PDB=2BEG PDB=1BA6 PDB=1AML

Figura 7. Modelos de la estructura tridimensional de BA. Figura adaptada de las
referencias del Protein Data Bank (PDB): 2BEG [66], 1BA6 [67], 1AML [67], 2BA4
[67], 2LMN [68], 2LFM [61].

La oligomerizacion, @ cambios  estructurales 'y la  consecuente
neurodegeneracion que produce BA son puntos claves en el proceso
neurodegenerativo de EA. El bloquear el ensamble de los oligébmeros toxicos,
modulando el proceso de agregacién de BA es un blanco terapéutico para la
enfermedad de Alzheimer. Para estudiar el estado de agregacion de BA y su
citotoxicidad se utilizan métodos biofisicos (tincion negativa en microscopia,
ensayos con tioflavina T) y ensayos celulares (reduccion de MTT, liberacién de
LDH) [69]. Por lo tanto, enfocar la terapia de EA a la inhibicion del ensamble de
oligbmeros tempranos parece una estrategia mas prometedora que desagregar la
fibra madura [65].

1.3. Laenfermedad de Alzheimer y los iones metéalicos.

Otro punto importante en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer es la
pérdida de la homeostasis de iones metélicos. Los metales son esenciales para

la vida y juegan un papel central en muchos procesos bioldgicos. La homeostasis
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de los iones metélicos se mantiene a través de mecanismos altamente regulados
de recaptura, almacenamiento y secrecion [70]. Un grupo especifico de
transportadores en cada compartimento celular provee un balance estricto de los
iones metalicos. Sin embargo, estos transportadores pueden perder su
homeostasis por disfuncion genética, exposicidbn ambiental, dieta inadecuada e
interaccion farmacoldgica [13]. La pérdida de homeostasis de los metales
enddégenos como cobre (Cu), hierro (Fe) y zinc (Zn) ha tomado importancia para
investigar la etiologia de diferentes enfermedades de agregacion proteinica,
como es el Alzheimer [70]. El Alzheimer se caracteriza por acumulacion de Cu y
Zn en las placas amiloides y altos niveles de Fe en el cerebro.

El Fe se acumula progresivamente en el cerebro con la edad, particularmente
en las areas afectadas con neurodegeneracion, como el hipocampo y la corteza
cerebral [70, 71]. La falla en las ferroxidasas, ferritinas y frataxinas esta
relacionada con neurodegeneracion, debido a la desregulacién de Fe [72]. Muy
pocos reportes han descrito la relacion del Fe con APP o BA, se ha demostrado
gue la concentracion de Fe afecta la produccion de APP. A pH fisiologico una
coordinacion directa de Fe(lll)-BA no es posible [46]. EI Cu(ll) y el Fe (lll) inducen
la agregacién de BA sélo en medio acido (pH= 6.6), como es el caso de los
cerebros con EA [72]. El Fe localizado en las placas amiloides se encuentra en
complejo con la ferritina posiblemente debido a un proceso neuritico y no a una
interaccion directa con BA, como es el caso de Cu y Zn [73]. Estudios donde han
solubilizado a BA de cerebros postmortem con EA han correlacionado la

disolucién de BA precipitada con Cu y Zn, pero no con Fe [73].

El Zn es el elemento mas abundante en el cuerpo, después del hierro, y su
contenido mas alto se encuentra en el cerebro. El promedio en la concentracion
total de zinc en el cerebro es de aproximadamente 150 uM. El 90% del Zn esta
unido a enzimas, factores de transcripcion, y metaloproteinas. La concentracion
de Zn libre en el citosol esta en el orden de picomolar y aproximadamente 500
nM en el fluido extracelular del cerebro. EI complejo Zn(ll)-BA con péptidos
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pequefios muestran una estequiometria 1:1 y una coordinacién por aspartato 1,
histidina 6 e histidinas 13 y 14 [46]. Se estima que la concentracion de Zn(ll) en el
espacio sinaptico es mayor a 300 uM. Se ha demostrado que la ausencia del
trasportador de Zn (ZnT3) en ratones transgénicos disminuye la acumulacion de
placas amiloides [46]. El nivel intracelular y extracelular de Zn aumenta a
concentraciones patoldgicas. La mayor fuente neuropatoldgica de los niveles de
Zn proviene de las vesiculas sinapticas ricas en Zn. Las terminales presinapticas
liberan al Zn y las postsinapticas lo recapturan. Una liberacién incontrolada de Zn
proviene de eventos patolégicos como hipoxia-isquemia, traumatismo

craneoencefalico, convulsiones y estrés oxidativo [44].

El Cu es un micronutriente esencial para la vida, es un metal de transicion
involucrado en procesos bioldgicos como la respiracion mitocondrial, desarrollo
embrionario, regulacibn de los niveles de hemoglobina, biosintesis de
neurotransmisores y detoxificacion de radicales libres [74]. El cerebro humano
adulto representa 2% en masa de todo el cuerpo, pero contiene 7.3% del cobre
total, lo cual lo hace comparable con el higado (aprox. 9%), el cual es el 6rgano
central de la homeostasis de cobre [46]. En condiciones normales, el cobre esta
unido a enzimas como la citocromo ¢ oxidasa, la ceruloplasmina y la superdxido
dismutasa [75]. En el cerebro se ha visto que el nivel de cobre esta elevado en
las placas seniles [75]. La pérdida en la homeostasis de cobre estd mediada por
la expresion de APP; un modelo de ratones knock out de APP mostr6 aumento
en el nivel de cobre en la corteza cerebral e higado, mientras que la
sobreexpresiéon de APP ocasiona una reduccion significativa en el nivel de cobre
en el cerebro [76]. Un estudio piloto fase 2, mostré que el grupo placebo tuvo mas
rapido deterioro cognitivo que el tratado con clioquinol, sugiriendo que el
tratamiento con agentes quelantes (sustancia que forma complejos con iones de
metales pesados) tiene un efecto benéfico [76]. Esto sugiere que el idn cobre es
un blanco terapéutico importante que estad involucrado en el proceso de
agregacion del péptido BA. Por tal motivo, la pérdida de la homeostasis de iones

metalicos es uno de los puntos de intervencion terapéutica.
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El nivel de BA monomérico extracelular es alrededor de 5 nM, y su
concentracion es mayor en las placas y durante la sinapsis. El nivel de Cu(ll)
extracelular en el fluido cerebroespinal 100 nM hasta aproximadamente 1 uM [77,
78]. Una afinidad picomolar por Cu(ll) permite a A competir por el metal contra
las moléculas quelantes, especialmente durante la sinapsis, donde Ila
concentracion de Cu(ll) puede aumentar hasta 20-250 uM [77]. La concentracion
fisiologica de Zn(ll) en el fluido cerebroespinal es de aproximadamente 3 uM [78].

Durante la sinapsis la concentracion de Zn(ll) puede alcanzar los 300 uM [78].

La estimacion de la concentracion de los metales en las placas amiloides es
subestequiométrica, por lo tanto, basandose en la literatura los estudios deben
considerar una estequiometria metal-BA <1 [49]. Simulando las condiciones
fisiologicas, BA se encuentra en concentraciones nM (por ejemplo, en el liquido
cefalorraquideo) y los metales en la sinapsis se enriquecen hasta uM, pero hay
que considerar que hay ligandos biol6gicos en el medio, disminuyendo la
disponibilidad del los metales libres [49]. Los iones Cu(ll) y Zn(ll) modifican la
cinética de agregacion de BA. Por otro lado, los iones Cu(ll) y el Fe(ll) libres
promueven neurotoxicidad por su actividad redox. En condiciones normales, el
Cu y el Fe estan unidos a metaloproteinas como la ceruloplasmina y la
transferrina, respectivamente [70]. Mas del 95% de cobre en plasma esta unido a
la ceruloplasmina, el resto esta unido a albumina o a residuos de histidinas de

otras proteinas [74, 76].

La liberacién conjunta de BA, Zny Cu en la sinapsis glutamatérgica, promueve
la formacion de oligébmeros de BA que modulan la actividad de los receptores
NMDA. La acumulacién excesiva de los oligomeros de BA en el espacio sinaptico
afecta la neurotransmision. Con base en lo anterior, se ha postulado la hipotesis
de los iones metdlicos en la enfermedad de Alzheimer, la cual estipula que los
efectos neuropatogénicos de BA son regulados por las interacciones con el metal
[72].
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En la figura 8 se muestra codmo en el cerebro el Cu(ll) y el Zn(ll) se
encuentran en vesiculas sinapticas y son liberados al espacio sinaptico durante la
neurotransmision [36]. El Zn es liberado de las terminales presinapticas
glutamatérgicas [24]. El cobre también regula la funcién sinéptica y su liberaciéon
post-sinaptica es seguida por la activacion de receptores NMDA [13]. El péptido
BA se encuentra en el espacio sinaptico, lugar donde interactiia con el Zny el Cu.
En el espacio sinaptico también hay proteinas que regulan la concentracion de
metales, estas metaloproteinas son liberadas por los astrocitos, como es el caso
de la metalotioneina-3 (MT-3), que tiene la capacidad de disminuir las
interacciones BA-metal. En el Alzheimer los niveles de MT-3 estan disminuidos,

reduciendo la recaptura de Zny Cu [36, 72].
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Figura 8. Representacion de la interaccion de zinc y cobre con BA durante la
sinapsis. Figura adaptada de la referencia [13].

Se ha propuesto que el proceso de plegamiento anémalo de la BA y su
proceso de agregacion esta altamente influenciado por los iones metalicos [79].
También se ha propuesto que los efectos neuropatogénicos de la BA estan
asociados a las interacciones BA-metal [72, 80, 81]. Estudios realizados en
cerebros de pacientes con Alzheimer demostraron que el nivel de Zn en las

placas seniles es de 1055 puM, el de Fe es de 940 uM y el de Cu es de 393 uM,
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mientras que en cerebros control es de 346, 338 y 69 uM, respectivamente [11,
13, 73].

BA tiene sitios de unién de baja y alta afinidad mediados por histidinas. El sitio
de union de alta afinidad a zinc tiene una Kq=107 nM con una estequiometria 1:1
y el de baja afinidad es de K¢=5.2 uM, 2:1 (Zn:BA) [24]. La constante de
disociacion aparente para Zn-BA en varios buffer esta en el intervalo de 1-20 yM
[82]. EI sitio de union de Zn en BA1-40 que parece tiene un efecto crucial en la
agregacion de BA mediada por este metal es el residuo 13 [24]. BA también tiene
un sitio de alta y baja afinidad de unién a Cu de 7x10'® M y 5 nM [83],
respectivamente. Se han reportado otras Kq de Cu(ll) por BA1-40 como 5x101L.
BA1-42 tiene alta afinidad por Cu(ll) (log Kapp= 17.2) que modula su precipitacion
y la tendencia a agregarse en soluciones acuosas con cobre 0.1 yM [75, 84].
BA1-40 tiene menor afinidad por Cu(ll) (log Kapp= 10.3) [75, 84]. Estos resultados
explican por qué BA1-40 es menos amiloidogénico que BA1-42 [75, 84]. La
constante de union de Cu(ll) a BA monomérica a pH 7.4 es Ka= 57 + 5 nM [85].
La constante de disociacion condicional del complejo Cu-BA es de 10 pM a 100
nM, preferentemente entre 100 pM a 1 nM [82]. La determinacién de Kg provee
una idea general de la afinidad de union entre el cobre y BA en término de una
relacion sin contemplar la estequiometria de las especies o la presencia de una
mezcla de ellas [60]. Aunque los datos de Kq varian, el consenso consiste en que
las cantidades uM liberadas de Zn y Cu durante la sinapsis, son suficientes para

inducir la agregacion de BA [60, 72].

Las interacciones metal-proteina dependen de la electrostatica y las
interacciones de coordinacion entre el cation metalico y ciertos residuos de la
proteina [46]. Cuando el Cu(ll) se une a la BA, pueden coexistir diferentes modos
de coordinacion, algunos modos propuestos para Cu(ll)-BA dependen del pH. A
bajos pH el Cu(ll) es coordinado por dos histidinas y el aspartato 1, mientras que
a altos pH el complejo consiste en tres histidinas y los nitrégenos del aspartato 1
y alanina 2 [36, 46]. Utilizando resonancia paramagnética electronica (EPR, por
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sus siglas en inglés) se encontré que la esfera de coordinacion del Cu(ll) a altos
pH es de los 4tomos de nitrégeno provenientes de His6, 13 y 14 y un &tomo de
oxigeno del carboxilo de la cadena lateral de Aspl , y so6lo dos histidinas a bajos
pH [36]. A pH fisiologico, experimentos con resonancia magnética nuclear (RMN),
espectroscopia de infrarrojo, absorcion de rayos X y espectrometria de masas
indican que BA forma un complejo mononuclear con Cu formando una esfera de
coordinacion de 3 histidinas de la cadena lateral (His6, 13 y 14) o 2 histidinas y el
N-terminal [36]. En general, el consenso indica que el Cu(ll) forma un complejo
1:1 con BA [46]. Las afinidades reportadas para BA por Cu(ll) varian de attomolar
a micromolar, debido a las diferentes técnicas usadas (potenciometria,

calorimetria, fluorescencia) y las diferentes condiciones experimentales [46].

Los iones metalicos inducen desprotonacion y enlaces de coordinacion de los
grupos amida de los péptidos para formar complejos estables [86]. Atomos
donadores ubicados en las cadenas laterales de los residuos especialmente los
nitrogenos del imidazol de la histidina, el azufre en el tiol de la cisteina y el
oxigeno del carboxilato de la cadena lateral del aspartato y glutamato
representan los mejores sitios de unién a metales, y se demuestra en las
metaloenzimas [86]. Los modos de coordinacién de cobre dependen altamente
del pH [87].

En la figura 9 se muestran los modos de coordinacibn mas aceptados para
Cu(ll), Zn(ll) y Fe(ll). A pH 7.4 coexisten 2 componentes de Cu(ll); en el
componente | participa el NHz del amino terminal, el CO del enlace peptidico
entre Aspl-Ala2, el anillo imidazol de la His 6 y otro de la Hisl3 o 14, en la
posicion apical se ha propuesto la presencia de un carboxilato o una molécula de
agua [9, 79, 88-90]. A diferencia del componente I, en el componente Il, hay una
desprotonacién del enlace peptidico entre Aspl-Ala2, donde el Cu(ll) tiene
enlaces ecuatoriales con el -NH2 del amino terminal, la amida desprotonada de
Aspl-Ala2, el CO del enlace peptidico de Ala2-Glu3 y un anillo imidazol de His6 o
13 0 14 [79, 88, 90]. Para el Fe(ll) hay un anico reporte parecido al componente |
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del Cu(ll), el anillo imidazol de la His6 y otro de la His13 o 14, el NH2 del amino
terminal, el grupo CO adyacente perteneciente a Ala2, el CO de la His6, y axial
un carboxilato preferentemente de la Aspl o Glu3 [49]. Para el caso del Zn, en la
coordinacion participan 3 histidinas y la Aspl, ésta ultima puede estar coordinada
por el carboxilato o el N-terminal, otros ligandos pueden ser posibles, por
ejemplo, Glull o agua [49, 82]. Otro parametro importante es la afinidad metal-
BA, el Cu es mas afin que Zn por BA, 101°M* y 108 M, respectivamente. Estos
valores se tomaron a pH 7.4, 0.1 M de sal en ausencia de competencia del buffer

por los metales y A monomérico [49].
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Figura 9. Esquema de los modos de coordinacién propuestos para A con A)
Cu(ll), B) Fe(ll) y C) zZn(ll). Figura tomada de la referencia [49].

El cobre tiene un efecto dual en EA. Cu(ll) es un mediador de la agregacion
de BA y un generador de especies de oxigeno reactivas (ROS, por sus siglas en
inglés) [91]. El efecto del cobre en el estado conformacional de BA indica que es
uno de los mayores agentes patolégicos para la enfermedad de Alzheimer. Ya
gue, a diferencia del zinc, el cobre es activo redox, participa en reacciones como
la de Fenton o Haber—Weiss y cataliza la oxidacion de BA. Por lo tanto, el cobre
presente en las placas amiloides participa en la generacion de especies de
oxigeno reactivas y en la catalisis de la formacion de radicales libres, reaccion

gue es inhibida por quelantes selectivos de cobre. Ademas, el cobre precipita a
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BA en medio acido (pH 6.6), proceso que ocurre en el Alzheimer, especificamente
en sitios de inflamacién cerebral donde se ubican las placas amiloides [44]. El
estrés oxidativo es el resultado de la pérdida en el balance de la produccion y la
detoxificacion de ROS, que incluyen al radical superéxido (O2°), peroxido de
hidrégeno (H202) y al radical hidroxilo (OH®) [92]. En la regulacion de ROS se
encuentran las enzimas antioxidantes como la catalasa, superoxido dismutasa y
la glutation peroxidasa y tioles intracelulares como el glutation [92]. El nivel
elevado de ROS produce dafio celular irreparable como degradaciéon de lipidos,

proteinas y acidos nucléicos [92].

La reaccion de Fenton consiste en [46]:
donde Me representa al metal.
Me™ + H202 ---> Me™D* + OH* + OH-

La reaccion de Haber-Weiss es [46]:

Me2*
02* + H202 -----—-- > OH" + OH*® +0O2

El cobre y el hierro son metales con propiedades redox que contribuyen al
estrés oxidativo presente en la enfermedad de Alzheimer, donde el residuo redox
mas activo es la Tyrl0 [44, 93]. BA cataliza la generacién de H20:2 a través de la
reduccion de Cu(ll) y Fe(lll) a Cu(l) y Fe(ll), usando Oz y agentes reductores
biologicos, por ejemplo, colesterol, vitamina C y catecolaminas [44, 73, 94].
Debido a la generacién de H202, la neurotoxicidad asociada a BA en EA esta
mediada por la interaccién con Cu(ll) y Fe(lll) [73]. H202 reaccionara con los
metales para generar OH®, el cual genera peroxidacion de la membrana lipidica,
dafio en el ADN y oxidacion proteinica [71, 73, 75]. El Fe (al igual que el aluminio)
se ha encontrado en las marafias neurofibrilares, ya que es capaz de unirse a la
proteina Tau hiperfosforilada [71]. Por lo tanto, la estrategia de utilizar agentes
guelantes para interrumpir la actividad oxidativa y las interacciones BA-metal
parece prometedora, pero la falta de especificidad por un solo metal representa

un reto en estudio [44].
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El cobre parece tener un efecto bifasico en la citotoxicidad con BA en funcién
al grado de agregacion del péptido, es decir, el complejo Cu-BA puede tener un
efecto toxico (posiblemente por un mecanismo de estrés oxidativo) o protector
(posiblemente al mantener una estructura no fibrilar). Yoshiike y colaboradores
incubaron BA con Cu antes de exponerlos a cultivo celular y observaron que BA
era menos toxica a pesar de su estado agregado [44]. S6lo se puede especular
en la forma del cobre de modular la citotoxicidad, por ejemplo, es posible que el
complejo Cu-BA se resolubilice y una vez en el medio de cultivo, BA soluble y el
cobre libre interactien con moléculas como el peroxido de hidrégeno (H202) que

es muy reactivo frente a metales e inducir muerte neuronal [44].

La interaccién de Cu(ll) con BA es dependiente de pH y se piensa que tiene
efecto en la neurotoxicidad, ya que el pH acido en el cerebro es un factor de
riesgo para desarrollar EA, como es en el caso de traumatismos [95]. El Cu(ll)
aumenta la agregacion de BA a pH &cidos (pH 6.6), aunque BA une en relacion
equimolar Cu(ll) y Zn(ll) a pH 7.4, el cobre desplaza al zinc del complejo con BA a
pH 6.6 al ocupar el sitio de coordinacion de histidina [44]. A pH 7.4 ambos iones
compiten por su unién con BA. A pH 5.5 el Cu(ll) mantiene su unidn a histidinas,
mientras que el Zn(ll) parece perder sus interacciones especificas. El bajo pH
imita la acidosis asociada al proceso inflamatorio in vivo [96]. Estos resultados
sugieren que a condiciones no &cidas, la union de zinc puede contribuir a la
disminucién en la citotoxicidad de BA catalizada por Cu(ll), ya que el Zn no es
activo redox [96]. A condiciones acidas, el efecto protector del Zn(Il) disminuye,
ya que compite en menor grado con el Cu(ll) por el sitio de union a BA [96]. A un
intervalo de pH de 7 a 4 la constante de disociacion oscilan entre 3.5x10®% M a
8.7x10° M [95]. A pH 5 a 6, la débil afinidad de Cu(ll) por BA aumenta el estrés
oxidativo [95].

De manera semejante al cobre, el zinc también presenta un efecto bifasico en
la citotoxicidad, concentraciones mayores a 1 mM aumentan la toxicidad de BA,

esto no es sorprendente, ya que, altos niveles de zinc son toxicos.
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Concentraciones bajas de zinc protegen de la citotoxicidad de BA. Los
mecanismos exactos de estos efectos son hasta el momento desconocidos.
Algunas propuestas sobre las cuales el zinc confiere citoproteccion es a traves
del bloqueo de los canales de calcio membranales formados por BA y por el
aumento en la actividad de la bomba ATPasa Na*/K* que podria rescatar a las
células de la toxicidad de BA [44]. Otro mecanismo propuesto es que el zinc
protege a la célula al competir con el cobre (o hierro), el zinc modifica la
conformaciéon de BA impidiendo que el cobre acceda al sitio de union [44, 97].
Incluso el exceso de Zn por encima de los complejos Cu o Fe-BA, previene la
produccién de H20:2 in vitro [44, 97]. Esto sugiere que el zinc induce la agregacién
de BA posiblemente en una forma fisiologica benéfica para EA, protegiendo a A

de interacciones oxidativas con cobre o hierro [44].

Los iones metélicos pueden tener un impacto en la agregacion de dos formas:
por actividad redox y por unién y subsecuente cambio estructural, sin enlaces
covalentes (solo los enlaces de coordinacion) [49]. EI Zn(ll) y el Cu(ll) se unen a
BA y tienen un impacto profundo en la agregacion, promoviendo su precipitacion
[78]. Un estudio sugiere que Cu(ll) y Zn(ll) a concentraciones bajas (1 uMy 4 uM,
respectivamente) disminuyen la poblacion de oligdbmeros y la precipitacion no es
afectada, lo que sugiere que las concentraciones fisiologicas de cobre y zinc
pueden alterar la estabilidad de los oligdbmeros téxicos de BA e influyen en el
curso de la neurodegeneracién [78]. Una concentracion micromolar de zinc es
suficiente para precipitar a BA in vitro [44]. El efecto inhibitorio del zinc (ICso= 1.8
pmol/L) es 3 veces mayor al del cobre [98]. El entender la forma en que los iones
metalicos interaccionan con BA para ensamblar estructuras toxicas y elucidar el
mecanismo de toxicidad son dos preguntas de interés que contintdan en estudio y
gue son clave para el desarrollo de farmacos efectivos que prevengan o

modifiquen la agregacién de BA.

La agregacion de BA y su toxicidad estan relacionada con los iones metalicos.
La adicion de agregados preformados inicia la formacion de fibras acelerada de
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BA. La incubacion prolongada del metal con los agregados preformados también
provoca la formacién espontanea de fibras, que son la forma mas estable de BA1-
42. Las mutaciones en los residuos de histidina 13 y 14 por alanina (H13A y
H14A) reducen el efecto inhibitorio de los iones metalicos. Mientras que, H6A no
tiene efecto significativo. Estos resultados sugieren que la union del metal en la
H13 y H14 previene la formacién de la estructura B-cruzada. Los agregados de
BA1-42 con Cu(ll) son toxicos a los cultivos neuronales en presencia de
ascorbato, mientras que los monémeros y los agregados BA-Zn no lo son [98].

El estado de agregacién y la estructura de BA pueden variar en el tiempo y el
espacio por la influencia de su concentracién, el pH y la concentracion de iones
zinc, cobre o hierro. La toxicidad de BA depende de su estado conformacional y
de su longitud (40 o 42 residuos). BA en su conformacion sin estructura repetitiva
(del inglés, random coil) y no fibrilar es soluble y con efectos citotoxicos minimos;
por otro lado, la estructura ordenada de BA en hoja-B es insoluble, fibrilar y
altamente tdxica [44]. La agregacion de BA ocurre por un cambio conformacional
de a-hélice o random coil a hoja-B en un proceso dependiente del tiempo,
indicando que la formacién de hojas-B son la clave para que el péptido se
agregue [99]. Sin embargo BA aun en su forma de a-hélice, es capaz de generar

estrés oxidativo en presencia de cobre [99].

El zinc induce agregados de BA a pH fisioloégico (pH 7.4) diferentes a los
inducidos por cobre en términos de su densidad y solubilidad; los agregados con
zinc son mas densos y menos solubles que los de cobre. Una concentracién =1
MM precipita a la BA1-40 sintética. El zinc mantiene a BA1-40 en conformacion de
a-hélice y el complejo es completamente reversible al usar agentes quelantes
[44]. Aunque el Zn(ll) es el unico metal que a pH fisiologico precipita a BA y
fomenta la formacién de estructuras no fibrilares [97], el Cu(ll) y Fe(lll) inducen
una agregacion limitada de BA, la cual aumenta a pH acidos [73]. Los agregados
de Cu-BA son altamente estructurados y solubles, semejantes a los de Zn [44].
En 1997, Cuajungco y Less establecieron la hipdtesis de que el zinc esta ligado a

EA no sélo por precipitar a BA. La hipétesis consiste en que niveles intracelulares
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patologicos de zinc son liberados por la sinapsis que precipita a A y compromete
las funciones neuronales. En consecuencia, se producen respuesta inmunoldgica
e inflamatoria, se forman los depdsitos de BA-Zn y hay un desbalance en la

homeostasis de Zn [44].

El Cu(ll) esté relacionado con promover agregados amorfos. En contraste
con esta informacion, la presencia subestequiométrica del nivel de Cu(ll) duplica
la cantidad de fibras amiloides acelerando la nucleacion y la elongacion de las
fibras [77]. Sugiriendo que la unién de Cu(ll) a BA a pH fisiologico promueve que
BA se acerque a su punto isoeléctrico, induciendo la asociacion entre ella misma
y la posterior formacién de fibras [77]. El Cu(ll) unido a BA es mas toxico a las
neuronas que BA en ausencia de Cu(ll), mientras que Cu(ll) en ausencia de BA
no es citotéxico [77]. El efecto parece ser especifico de Cu(ll), ya que Zn(ll)
inhibe la formacion de fibras [77]. El papel que juega el Cu(ll) al acelerar la
cinética de agregaciéon y promover la muerte neuronal, sugiere que la pérdida en
la homeostasis de Cu(ll) es un factor de riesgo en EA [77]. Otro estudio indica
gue concentraciones subestequiométricas de Cu(ll) inhibe la formacion de fibras
[94]. En particular, se ha planteado que las concentraciones de Cu(ll) sub y
supra-estequiométrica actian en sentido contrario, acelerando y previniendo la
formacion amiloide de BA1-42, respectivamente [100]. Utilizando condiciones
cercanas a las fisiolégicas se demostré por microscopia electrénica de
transmision (TEM, por sus siglas en inglés) y ensayos con tioflavina T (ThT) que
concentraciones sub y supra-estequiométricas de Cu(ll) previenen el ensamble
de BA1-42 [100]. Se ha visto que el Cu(ll) modifica la formacion de agregados
fibrilares en morfologia y cinética [101]. El efecto del Cu(ll) en el proceso de
agregacion de BA continla en controversia, ya que se ha visto que el Cu(ll)
puede acelerar o inhibir la agregacion de acuerdo a las condiciones

experimentales [94].

En Cu(ll) y el Zn(ll) a concentraciones micromolares supra-estequiométricas

en comparacion con BA tienden a formar agregados amorfos (precipitacion) y
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fiboras amiloides por auto-ensamblaje, estos iones metalicos tienen su mayor
efecto en la etapa de nucleacion de la cinética de agregacion, el impacto es
especifico del metal, afectando la concentracion y el tipo de las estructuras
intermedias de la agregacion, la union del metal cambia la estructura y la
concentracion de BA, por ultimo, la disminucion de pH (< 7.4) favorece la
agregacion en forma de precipitacion y no en forma de fibras, los cambios

estructurales parecen ser relevantes en la formacion amiloide de la BA [49].

El efecto del pH también modifica la cinética de agregacion de BA. A bajo pH
el Cu(ll) acelera la formacion de fibras, mientras que el Zn(ll) la inhibe [96]. A pH
neutro y diferentes concentraciones Cu(ll)-BA la via de agregacion de BA se
modifica [96]. Estudios del efecto de cobre y zinc en la agregacion de BA son
controversiales, por ejemplo, se ha reportado que el Zn(ll) puede inhibir pero
también acelerar la formacion de fibras. En el caso de fibras obtenidas de
cerebros postmortem, la quelacion de zinc aumenta la solubilidad de BA. El Cu(ll)
sufre la misma polémica, se ha sugerido que bajas concentraciones de cobre

desestabiliza los oligémeros de BA e inhibe la formacion de fibras [94].

Los iones metalicos aumentan la forma polimérfica de los oligbmeros
amiloides. La naturaleza polimorfica se explica por la presencia de dos posibles
escenarios de interaccion BA-metales, el primero consiste en la unién del metal a
un mondémero de BA con subsecuente ensamble para formar oligobmeros a partir
de un mondémero con metal; y la segunda contempla la unién del metal a un
nucleo preformado de BA [94]. La unidén de los metales a BA podrian tener un
impacto en la nucleacion, la elongacion y por lo tanto la fibrilizacion. En la fase de
elongacion, se ha reportado una reduccion por Cu(ll) y Zn(ll) sobre BA1-42. El
mayor impacto de Cu(ll) y Zn(ll) ha sido reportado en la fase de nucleacion y la
inhibicién de la formacion de fibras amiloides. Por lo tanto, Cu(ll) y Zn(ll) inducen
un rapido ensamble hacia agregados amorfos y fomentan una lenta formacion de

fibras, indicando que las fibras son el estado termodindmicamente mas estable
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[49]. La via exacta por la que el metal afecta la nucleacion y la elongacion es
hasta el momento desconocida [49].

1.4. Terapia actual para Alzheimer.

En el desarrollo de farmacos para la enfermedad de Alzheimer existen los de
primera y de segunda generacion [16]. Los farmacos de primera generacion se
enfocan en disminuir los sintomas pero no modifican la progresion de la
enfermedad (tacrina, donepezil, rivastigmina, galantamina y memantina) [16, 102-
106]. Los farmacos de segunda generacion buscan modificar la evolucion de la
enfermedad (ver seccidon 1.5), considerando como blancos terapéuticos aquellas
vias responsables de los sintomas clinicos como es el proceso de formaciéon de
los depdsitos de BA, las marafas neurofibrilares, la pérdida de la homeostasis de
iones metdlicos, el estrés oxidativo, la inflamacion y el metabolismo del colesterol

[17]; por lo que muchos de ellos siguen en investigacion.

Los inhibidores de la acetil colinesterasa (AChE) son farmacos muy utilizados
en el tratamiento sintomatico para EA. La enzima colina-acetiltransferasa (ChAT)
se encarga de la sintesis presindptica del neurotransmisor, acetil colina. En los
cerebros de pacientes con EA, la actividad de esta enzima esta disminuida. La
reduccion de la actividad de ChAT y de acetil colina se relaciona fuertemente con
el déficit cognitivo presente en los pacientes con EA [64, 107]. Entre los
inhibidores de la AChE se encuentran, Tacrina (tetrahidroaminoacridina),
Donepezil (aricept, E2D2D), Galantamina, Rivastigmina, Exelon R y Metrifonato
[64, 107, 108]. Dichos medicamentos incrementan la concentracién y la duracién
de la acetilcolina en la sinapsis [107]. Los efectos adversos incluyen confusion,
alucinaciones, cambios de comportamiento, nauseas y dolor estomacal [64]. La
interaccién de BA con AChE favorece la agregacion de BA y la toxicidad [64]. La
siguiente generacion de farmacos basados en la interaccion con AChE aun en
estudio, involucra el enfoque dual de moléculas que contengan la inhibicion con

AChE en combinacion con anti-agregantes de BA o inhibidores de la B-secretasa
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0 antioxidantes o antagonistas de los canales de calcio o inhibidores de las
monoamino oxidasas o quelantes de iones metélicos [64, 109, 110]. Tomando en
cuenta el papel que juega el calcio en la muerte celular por apoptosis en EA, un
farmaco de uso comun es el antagonista de los receptores NMDA, llamado
memantina, que al igual que el donepezil muestra beneficios cognitivos en

pacientes con EA moderada o severa [64, 102, 105, 111].

En EUA, Europa, Australia, Nueva Zelanda, Japdn y muchos paises de Asia,
los medicamentos aprobados para la venta consisten en: 5 inhibidores de
colinesterasa, memantina, el extracto de Ginkgo biloba (EGb 761) y cerebrolisina
[102]. El antipsicético respiridona fue aprobado en Reino Unido, Espafa y
Canada para el tratamiento de la agitacion, la psicosis, la demencia y la

alteracion en la conducta provocados por EA [102].

El uso de estrégenos en EA incrementa la densidad de botones sinapticos, el
flujo sanguineo, interactia con el factor de crecimiento nervioso, actuando en el
sistema colinérgico y previniendo la muerte celular. A pesar del efecto
neuroprotector de los estrégenos, su uso para EA es limitado por los efectos
adversos, por ejemplo, el carcinoma uterino y la feminizacion en hombres, entre
otros [107]. Para regular el desbalance en la formacion de radicales libres
ocasionada en EA, se utilizan antioxidantes naturales como la vitamina E, ya que
son capaces de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas, oponiéndose

al proceso de envejecimiento y neurodegeneracion progresiva [107].

Dentro de los tratamientos utilizados para aminorar las manifestaciones
conductuales se encuentran los antipsicoticos como la tioridazina, el haloperidol,
la clorpromacina, la clozapina y la risperidona [107]. Las benzodiacepinas pueden
tener mayores efectos colaterales y menor efecto en aliviar la agitacion, la
ansiedad, el insomnio, la agresividad y la confusién que los antipsicéticos. Sin
embargo, son de ayuda para controlar la agitacion so6lo en aquellos pacientes
donde la ansiedad es prominente [107]. Otros agentes recomendados incluyen la
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carbamazepina, la trazadona, la buspirona, los inhibidores de la recaptacion de
serotonina y los betabloqueadores como el propranolol [107].

Los antidepresivos se utilizan para mejorar la calidad de vida del paciente, su
apatia y su estado cognitivo. El tratamiento inicial por eleccién son los inhibidores
en la recaptura de serotonina, como la fluoxetina, la paroxetina y la sertralina
[107].

En el 2012 se reportaron 75 farmacos en estudios clinicos y 200 moléculas o
més estan en desarrollo como posibles farmacos enfocados a EA [112]. También
hay tratamientos no farmacoldgicos para EA. Para tratar el trastorno del suefio
gue tienen los pacientes con EA se recomienda fomentar las actividades fisicas y
mentales durante el dia y evitar la ingesta de liquidos por la noche, en caso de
gue no sea suficiente, se recomienda tratamiento con hidrato de cloral, zolpidem,
antipsicoéticos a bajas dosis y con menos resultados, benzodiacepinas [107]. Las
alternativas no invasivas consisten en la estimulaciéon magnética transcranial que
continla en estudio de fase 2 en pacientes con EA como tratamiento sintomatico
para mejorar la memoria y la estimulacion transcranial directa a las areas
corticales [112, 113].

1.5. Estrategias terapéuticas para disminuir la agregacion de BA.

En base a la hipétesis amiloide, han surgido diferentes alternativas
terapéuticas, conocidas como farmacos de segunda generacién. Dichos farmacos
atacan diferentes puntos de la cascada de formacion amiloide: produccion,
acumulacion, remocion y toxicidad asociada a BA [103, 104]. Por ejemplo, para
disminuir la produccion de BA se usan inhibidores de la produccion de APP y de
secretasas, para reducir la acumulacion de BA se utilizan inhibidores de
agregacion amiloide (del inglés, B-breakers) o se aumenta la remocién del

péptido BA como es el caso en la inmunoterapia [13, 16, 114-117]. También se
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ha abordado el enfoque de la hipétesis de BA y los iones metdlicos, donde se

utilizan moléculas quelantes para disminuir la interaccion fA-metales.

1.5.1. Inhibidores de la produccién de BA.

El corte de APP por la B-secretasa (BACE-1) es el primer paso para producir a
BA, ratones knock out de BACE-1 se desarrollaron normalmente y no
presentaron producciéon de BA [103, 108]. El inhibidor selectivo de BACE-1,
llamado GSK188909, redujo el nivel secretado e intracelular de BA1-40 y 42 in
vitro e in vivo [103]. El inhibidor KMI-429 en administracién hipocampal en modelo
de ratones transgénicos de APP, mostré disminucién en la produccion de BA
[108]. Los inhibidores de B-secretasa contindian en estudio y hasta el momento no
hay estudios clinicos de su efecto [103]. La inhibicion de la y-secretasa reduce la
produccion de BA, pero al tener otros sustratos, los estudios preclinicos indicaron
anormalidades en el tracto gastrointestinal, timo y bazo [103]. El inhibidor de la y-
secretasa, Semagacestat (LY450139 dihidratado), utilizado en pacientes con EA
mostré una disminucién significativa en los niveles de BA en plasma, pero no en
liquido cefalorraquideo [15], el inhibidor GSI-953 tuvo el mismo efecto dosis
dependiente [17, 103]. R-flurbuprofeno no tuvo beneficios debido a que la
concentracion que llegaba al cerebro no era suficiente [15, 118]. Tarenflurbil
(Flurizan) otro inhibidor de la y-secretasa ni Latrepirdin (Dimebon) tuvieron éxito
en fase 3 [15, 105]. El desarrollo de inhibidores de B y y secretasas esta basado
en la hipotesis de que los depdsitos de BA es por la sobreproduccion de APP, sin
embargo, esta hipétesis soOlo aplica en casos de EA familiar causada por

mutaciones genéticas [106].

1.5.2. Estrategias para aumentar laremocion de BA.
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Una alternativa al uso de inhibidores de secretasas que no interfiere con los
procesos proteoliticos fisioldégicos es inhibir la agregacion de BA. El tramiprosato
(Alzamed) es un glicosaminoglicano mimético que se une a BA e inhibe la
formacion de la placa amiloide por inhibicion de los oligémeros [15, 105], estudios
preclinicos muestran que el tramiprostato reduce los niveles de BA en plasma y
en el cerebro; en fase 2 mostrd un perfil seguro, bien tolerado y reduce el nivel de
BA1-42 en liquido cefalorraquideo de pacientes con EA. La fase 3 de
tramiprostato no fue exitosa en EUA (datos no publicados) y en Europa se
suspendié su uso [17, 103]. El colistrinin es un polipéptido rico en prolinas
(ReGen Therapeutics) que inhibe la agregacion de BA y la neurotoxicidad in vitro
e incrementa la cognicion en modelos animales [17]. En un estudio con pacientes
gue duré 3 semanas se demostré que colistrinin es bien tolerado [17]. En otro
estudio de fase 2 de 15 meses mostré ligero beneficio en la memoria de los
pacientes con EA, sin embargo, este ligero beneficio no se mantuvo durante otros
15 meses [17].

Con la finalidad de aumentar al remocion de BA, se han identificado enzimas
gue degradan a BA, por ejemplo, la neprilisina, la degradadora de insulina, la
plasmina, la convertidora endotelial y la convertidora de angiotensina [108]. La
inhibicion de nepilisina o knock out en ratones mostré decremento en la remocién
de BA y en la cognicidn; mientras que su sobreexpresion resultd un una mejora
de la memoria y en la remocién de BA [108]. Otra alternativa para la remocién de
BA es la inmunoterapia. La inmunoterapia ha demostrado tener efecto en la
remocion de BA, incluso en placas [19, 118]. La inmunoterapia puede ser pasiva
0 activa, la pasiva se refiere a la administraciéon de anticuerpos monoclonales
anti-BA; la activa involucra la administracion de A o de fragmentos de BA para
activar el sistema inmune del paciente y él mismo produce los anticuerpos anti-A
[19, 119]. EI BA completo o los fragmentos pueden ser acompafiados de algin
adyuvante con la intensibn de estimular la respuesta inmune [119]. La
concentracion y la naturaleza de los anticuerpos varia en cada paciente, y

algunos no generan los titulos suficientes para detectar algun efecto [119]. En
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1999, Schenk y colaboradores demostraron que la administracion de BA1-42 a
ratones transgénicos que sobre expresan APP (PDAPP) previene la formacién de
placas amiloides y disminuye la distrofia neuritica y astroglisis [119]. EI mismo
grupo de investigacion demostro que la "vacuna" o inmunoterapia activa, protege
a los ratones doble transgénico (APP+PS1) de desarrollar el déficit de
aprendizaje y memoria [119]. Estudios preclinicos con inmunoterapia activa
mostraron que el anti-BA administrado periféricamente, entra al sistema nervioso
central y se une a las placas de BA, disminuyendo la placa en un 86% en
comparacién con los controles [119]. En un estudio clinico fase 2 con
inmunoterapia activa, se utiliz6 un péptido sintético de BA, llamado AN1792,
mostré una disminucion en el deterioro funcional, pero no tuvo éxito en disminuir
las especies toxicas de BA [114] y los efectos adversos consistieron en mareo
severo, desorientacion y meningoencefalitis [15, 103, 114, 119]. Otros
anticuerpos para inmunoterapia activa son ACC-001 (BA1-7), AD02 (BA1-6),
CAD106 (BA1-6) y V950 (BA multivalente), los cuales han llegado a estudios de
fase 1 y 2 [119]. La capacidad de los anticuerpos enddgenos y exdgenos para

neutralizar los oligdbmeros de BA es una estrategia que sigue en estudio [120].

Por otro lado, la inmunoterapia pasiva se ha evaluado en estudios clinicos
fase 1, 2 y 3. Algunos anticuerpos son: bapineuzumab (anticuerpo monoclonal
humanizado que identifica la region N-terminal de BA), IVIG (inmunoglobulina
intravenosa que contiene anti-BA), solanezumab (anticuerpo monoclonal
humanizado que reconoce la region media de BA), gantenerumab (anti-BA
monoclonal), ponezumab (anticuerpo monoclonal humanizado que reconoce los
residuos 33-40 de BA1-40) y BAN2401 (anticuerpo monoclonal humanizado que
reconoce selectivamente y elimina las protofibras de BA) [15, 119]. El hecho de
gue la inmunoterapia pasiva esté en fase 3 es alentador, sin embargo, el numero
de pacientes que muestran beneficios es limitado [118]. La inmunoterapia
demuestra que se puede reducir la cantidad de carga amiloide, pero cuando se

administra a finales de la enfermedad, no es una cura eficaz [118].
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1.5.3. Inhibidores de la agregacion de BA.

El uso de elementos B-breaker es una forma de inhibir la formacién amiloide
[65]. Los péptidos B-breakers tienen la capacidad de interactuar especificamente
con BA e interferir la formacion de hojas-B, por lo que se consideran una
herramienta para inhibir la formacion de depdsitos amiloides [121, 122]. La
hipétesis alrededor del mecanismo de accion de los B-breakers consiste en dos
eventos moleculares: primero por la union entre el B-breaker y BA; segundo
desestabiliza la conformacién de hoja-$ [122]. El reconocimiento de union puede
estar mediado y estabilizado por interacciones hidrofébicas entre el B-breaker y
BA [122]. Por ejemplo, el fluoréforo llamado tioflavina T (ThT) y los derivados de
carbazol-cianina son considerados B-breaker por su alto reconocimiento hacia
BA. Los derivados de carbazol-cianina inhiben la agregacién de oligébmeros de
BA1-40, protegen de la neurotoxicidad, no son toxicos y son permeables a la
barrera hematoencefélica [123]. Uno de los enfoques en el disefio de farmacos
para EA es bloguear la oligomerizacion de BA a tiempos tempranos [122]. Para
predecir el efecto de la molécula hacia BA se utilizan herramientas in silico. Una
molécula que inicidé por disefio de simulaciéon dinamica es la [Nle3°,D-Pro®/]ABa2,
la cual forma una estructura estable que facilita su estudio por resonancia
magnética nuclear y otros estudios in vitro. [Nle3>,D-Pro%’]AB42 estabiliza los

trimeros de BA1-42 y previene la formacién de fibras maduras [124].

Un estudio piloto de Soto y colaboradores mostré el potencial que tiene el
aminoécido natural: prolina, como B-breaker en el disefio de inhibidores
pentapeptidicos del ensamble de BA [65]. Estos inhibidores fueron efectivos in
vitro e in vivo, pero su potencial como farmacos fue limitado por su tamafio,
naturaleza peptidica y falta de biodisponibilidad al ser administrado por via oral
[65]. A pesar de que la estrategia de B-breaker fue sugerida para la inhibicion de
la formacion de fibras maduras, también es valida para la formacion de

oligbmeros tempranos por su alto contenido de hoja-f [65]. Los inhibidores del
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formacion amiloide deben tener reconocimiento aromatico y un B-breaker en el C-

terminal [65].

Los péptidos representan una poderosa herramienta terapéutica, sin embargo,
el uso de farmacos peptidicos tiene la limitante de su pobre biodisponibilidad al
cerebro debido a la presencia de la barrera hematoencefalica, a que son
facilmente metabolizados por las enzimas y son altamente removidos por el
higado. Multiples estrategias han sido estudiadas para contrarrestar estas
desventajas, por ejemplo, el uso de glicosilaciones, aminoacidos no naturales
(con esterereoquimica D, a-metilado, entre otros), conjugacion a  grupos
voluminosos como PEG, metilaciones para disminuir los puentes de hidrégeno y
el uso de vectores que fomenten la endocitosis. Por ejemplo, se han empleado
liposomas, nanoparticulas y anticuerpos monoclonales que son reconocidos por
transportadores en la barrera hematoencefalica [125]. Se ha demostrado que
modificaciones quimicas en los péptidos incrementan sus propiedades

farmacolégicas [122].

Algunos inhibidores de la agregacion amiloide son péptidos o
peptidomiméticos, generalmente basados en la region amiloidogénica de BA, los
residuos del 16 al 20 de BA (KLVFF) [106, 117, 126-132]. La formacion amiloide
puede ser inhibida utilizando péptidos homdlogos a BA (residuos 17-21,
secuencia LVFFA) [122, 133-136] con un grado similar de hidrofobicidad pero con
poca tendencia a adoptar una conformacion de hoja-f incorporando residuos de
prolina como B-breaker y aminodcidos con estereoquimica D para conferir
resistencia proteolitica [134]. Otra regiébn de BA que ha sido probada para
interferir con la formacion de fibras es la region del C-terminal (residuos 29-42,
VVIA) y su derivado el peptapéptido RVVIA [133]. Un tetramero de KLVFF
llamado K4 mostro ser efectivo en la inhibicion de la agregacion de BA1-42 en su
forma de oligbmeros y protofiboras en una manera dependiente de la
concentracion [127]. El acople del péptido KLVFF con el quelante cicleno permite

la coordinacion de Cu(ll) mostrando que el complejo interfiere con la agregacion
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de BA, previene la formacion de H202 y disminuye la toxicidad en cultivos
neuronales. Por lo tanto las moléculas que interaccionan con BA y unen al Cu(ll)
son prometedoras para regular la agregacion de PA [137]. Los resultados
prometedores en el uso de la region KLVFF produjo el disefio de péptidos
basados en esta secuencia pero modificados mediante la adicion de grupos
voluminosos, secuencias cargadas o polietilenglicol a sus extremos, o por N-
metilacion, sustitucion de una amida de la cadena principal por un éster, y

mediante la sustitucion de algun residuo con prolina [126].

El péptido B-breaker de 5 residuos llamado iAB5 (LPFFD) previene la
fibrilogénesis y neurotoxicidad de BA en estudios in vitro, celulares y modelos de
animales [122, 138]. KLVFF y LPFFD se unen fuertemente a BA1-40, pero
KLVVF tiene menor afinidad de unién que LPFFD [52, 128, 139], sin embargo
muestra una pobre estabilidad in vivo [122]. Si iAB5 esta unido covalentemente a
polietilen glicol (PEG), el péptido conserva la capacidad de unirse a BA y por lo
tanto, de inhibir la formacién amiloide, ademas de prevenir apoptosis [140]. Otra
variante del iAB5 es el péptido iAB5p (acetilado-LPFFD-amidado) que se disefié
para ser resistente a la degradacion proteolitica y tener una buena permeabilidad
para cruzar la barrera hematoencefalica [121, 136]. El efecto protector de iAB5p
con administracion intraperitoneal, fue estudiado en un modelo de rata con déficit
en el comportamiento inducido por inyeccion intrahipocampal de fibras de BA
[121]. El tratamiento con iAB5p mostrd una proteccion de los dafios inducidos por
los depdésitos de BA en el hipocampo dorsal y una dramética disminucion de los
depdsitos amiloides en dos modelos transgénicos diferentes, ademas de tener
baja toxicidad, baja inmunogenicidad y alta solubilidad, pero una baja vida media
in vivo [121, 141, 142]. Con el objetivo de aumentar la estabilidad, mantener o
mejorar la potencia, el cruce por la barrera hematoencefélica, la solubilidad y la
baja toxicidad de iAB5p, se sintetizaron péptidos modificados con metilacion en
los nitrégenos de las amidas y en el carbono-a, proteccion de N-terminal,
modificacion en las cadenas laterales de la prolina o la fenilalanina; dando como

resultado que el perfil farmacoldgico de los péptidos B-breakers puede ser
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mejorado produciendo compuestos que contengan las propiedades de un
farmaco [141]. Por lo tanto, es posible que un tratamiento no invasivo con

péptidos B-breakers tenga potencial farmacoldgico [121].

Un peptidomimético que involucra B-amino4cidos es el heptapéptido BABA
KLVFF (donde los residuos de alanina son B-aminoacidos) mostro capacidad de
unién a BA1-42, modificando su fibrilizacion [117]. El uso de aminoacidos no
naturales como los B o y-aminoacidos y el Aib es efectivo para modular la
agregacion de proteinas, no solo de BA sino también de la a-sinucleina. También
se ha demostrado que ayudan a aumentar la resistencia proteolitica y conferir
estabilidad a la molécula [117], como es el caso del dipéptido no natural D-Trp-
Aib [65].

Algunos ejemplos de péptidos que han sido efectivos en estudios in vivo y en
humanos consisten en: los derivados de KLVFF: iAB5 (LPFFD), iAB5p (acetilado-
LPFFD-amidado), LPYFD-amidado, metil-LVFF, LVFFL [52], GVVIA-amidado y
RVVIA-amidado [128], LPFFD y DPFFL [143]; el dipéptido: D-Trp-Aib [65]; los
bloqueadores de la interaccion de BA: acetilado-VHHQKLPFFAEDVGSNK-
amidado; el compuesto antiinflamatorio y antioxidante acetilado-
DWFKAFYDKVAEKFKEAF-amidado; y una combinacion de las librerias de
péptidos RPRTRLHTHRNR [116], RGTWEGKW [52].

Algunos ejemplos de compuestos S-breakers se muestran en la figura 10.
Entre otras moléculas que se han reportado que retardan la formacion de fibras
amiloides in vivo e in vitro se encuentran la nicotina, acido nordihidroguaiaretico
(NDGA), acido rosmarinico (RA), rifampicina (RIF), acido tanico, curcumina, acido
acetilsalicilico, melatonina, a-cristalina Hsp20, surfactantes di-C6-PC (1,2-
dihexanoil-sn-glicero-3-fosfocolina y di-C7-PC  (1,2-diheptanoil-sn-glicero-3-

fosfocolina) [144], benzofuranos [145] y nanogeles [146].
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Figura 10. Algunos compuestos S-breakers citados en el texto. Figura adaptada
de las referencias: ThT [147], carbazol-cianina [123], [Nle3®,D-Pro3’|AB42 [124], D-
Trp-Aib [65], KLVFF [131], iAB5 [138].

El uso de polifenoles naturales como el té verde, el vino (por su contenido de
resveratrol), la fresa, la curcumina, la vitamina A, C y E, la coenzima Q, el selenio
y los &cidos grasos poliinsaturados (omega 3 o DHA) representa una alternativa
terapéutica para EA. Estos compuestos han sido bien caracterizados como
antiinflamatorios, antioxidantes y agentes quelantes de hierro y cobre y se ha
demostrado que tienen actividad neuroprotectora [71, 103]. Los mecanismos
moleculares y celulares por los que los polifenoles ejercen su actividad
neuroprotectora contemplan a PKC, ERK1/2, NK-kB y Akt [71]. Muchos
polifenoles han demostrado que poseen efectos anti-amiloidogénicos, protegen a
las células de la neurotoxicidad inducida por BA y regulan la produccion de BA en
cultivo celular e in vivo [71]. El polifenol llamado galato de epigalocatequina
(EGCG) que se encuentra en el té verde, inhibe eficientemente la fibrilogénesis

de la proteina a-sinucleina y BA y promueve la formacion de oligdmeros amorfos
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por su union directa a los polipéptidos en su forma naturalmente desplegada y
previene su conversion a la forma toxica, lo que sugiere que modifica el proceso
de agregacion [7, 148]. Por lo tanto, estos compuestos continlan en estudio ya
gue pueden ser considerados como quelantes naturales, agentes que permean al
cerebro y actian sobre mdultiples blancos para prevenir o retrasar la muerte

neuronal [71].

1.5.4. Inhibidores de la interaccion metal-BA.

Las dos enfermedades relacionadas con aumento en el nivel de cobre son la
degeneracion de los ganglios basales en la enfermedad de Wilson y la
neurodegeneracion cortical en Alzheimer [149]. Una hipétesis alrededor de la
presencia de cobre consiste en que la neurodegeneracion es causada por la
acumulacion de Cu en el cerebro. En la enfermedad de Wilson se utilizan los
agentes quelantes BAL, trietilentetramina (TETA) y penicilamina para liberar al
cobre de los reservorios y aumentar su excrecion via urinaria [150]. Basandose
en la experiencia con el tratamiento utilizado en la enfermedad de Wilson, se
sabe que el cobre libre en plasma es la forma mas téxica del metal [149]. El cobre
libre cataliza la formacion amiloide, genera estrés oxidativo, radicales libres y

degeneracion de las neuronas corticales [149].

En un estudio de 47 pacientes con EA, 24 con demencia vascular y 44
individuos sanos como controles, se midio la concentracion de cobre en suero. El
promedio de la concentracion de cobre en los pacientes con EA fue
significativamente mayor que el resto de los grupos. Lo que sugiere que la
concentracion de cobre libre esta involucrada en la neurodegeneracion presente
en EA [149]. En otro estudio doble ciego, 17 pacientes con AD se sometieron a
600 mg/dia de penicilamina y 17 individuos sanos con placebo durante 6 meses.
Los pacientes no presentaban envenenamiento por cobre libre y el tratamiento se
enfocO en la acumulacion de cobre, teniendo como objetivo aumentar la

excrecion de cobre via renal, reducir el estrés oxidativo y disminuir la progresiéon
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del deterioro cognitivo. S6lo 9 pacientes de cada grupo completaron el estudio.
De los pacientes tratados con penicilamina, 1 murié de infarto cardiaco y 4
tuvieron serios efectos adversos. El estudio piloto fue detenido por el comité de
ética [149]. Esta evidencia sefiala la importancia de realizar estudios cuidadosos
basados en la terapia con agentes quelantes. Por ejemplo, el cobre es un metal
esencial para la vida, donde su deficiencia puede comprometer el buen

funcionamiento de enzimas, disminuyendo su actividad catalitica [151].

El principio de una molécula terapéutica cuyo blanco es un sitio de union a
metal en una proteina es actualmente descrito en farmacologia. Algunos
antibidticos, anticonvulsivos, antitumorales y antiinflamatorios ejercen sus efectos
farmacoldgicos mediante la interaccion con Cu, Zn o Fe. Por ejemplo, disulfiram
bloquea la actividad enzimatica al quelar el zinc del sitio activo de alcohol
deshidrogenasa. Antiinflamatorios no esteroideos como la aspirina, diflunisal,
ibuprofeno, naproxen sédico, indometacina, d-penicillamina, entre otros, bloquean

el sitio catalitico homo-Fe en la via ciclooxigenasa/acido araquidonico [83].

Se han disefiado moléculas peptidicas de origen natural para quelar cobre.
Dos quelantes de Cu(ll) que se encuentran en el suero humano y en el liquido
cefalorraquideo son los péptidos DAHK y GHK [151]. DAHK corresponde a la
secuencia en el N-terminal del sitio de union a metales, principalmente Cu(ll) de
la albumina sérica humana (HSA, por sus siglas en inglés). GHK es la unién a
cobre de un factor de crecimiento en el plasma. El Cu(ll) se coordina a DAHK en
una geometria ligeramente distorsionada de cuadrado plano por 4 atomos de
nitrégeno, correspondientes a la amina del N-terminal, al enlace peptidico entre
Asp-Ala y Ala-His y al del anillo imidazol de la histidina [151]. EI Cu(ll) se coordina
a GHK en el grupo amino del N-terminal de la glicina, al nitrogeno del enlace
peptidico entre Gly-His y al nitrdgeno del anillo imidazol de la histidina [151]. El
tripéptido GHK incrementa la viabilidad celular y compite con BA por el Cu(ll), por

lo tanto, es un neuroprotector. DAHK y GHK unen Cu(ll) en una estequiometria
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1:1 a pH 7.4 con constantes de disociacion de 2.6 + 0.4x10* My 7.0 + 1.0x10%
M, respectivamente [151]

La presencia de los iones metdlicos cobre, hierro y zinc en las placas
amiloides son clave en la modulacion de la fisiopatologia de la enfermedad de
Alzheimer. Farmacos con potencial para unir a los metales (quelantes) podrian
desagregar los depodsitos de placas amiloides o modificar el proceso de
agregacion. El interés en el desarrollo de farmacos con propiedades quelantes ha
ido en aumento, debido a que representan una alternativa para atenuar las
interacciones anormales BA-metales sin causar alteracién sistémica de los

metales esenciales [72].

La investigacion sobre las moléculas pequefas dirigidas a las interacciones
BA-metales actualmente ha tenido gran avance llegando a ensayos clinicos,
sugiriendo que el desarrollo de farmacos al rededor de la hipétesis de metales en
el desarrollo de EA podria ser una estrategia terapéutica prometedora [72].
Aungue existen farmacos quelantes para enfermedades como Wilson y la artritis
reumatoide, el riesgo de una terapia quelante consiste en remover metales
esenciales a niveles patoldgicos, por ejemplo, el déficit de Fe ocasiona anemia
[72]. Por lo tanto, el disefio de moléculas con propiedades sofisticadas como
especificidad ante los metales y cruce a través de la barrera hematoencefélica

contintia en estudio [72].

El disefio racional de agentes quelantes requiere el estudio de la estructura
electronica y molecular del complejo metal-ligando [152]. Estudios tedricos de
guelantes de Cu(ll) utilizando céalculos de estructura electrénica usando la teoria
de funcionales de la densidad (DFT, del inglés, density functional theory), se han
enfocado en el reconocimiento aromatico. Los ligandos que se han considerado
para sitios de union a cobre tienen coordinaciéon con atomos de nitrégeno de un

heterociclo y un oxigeno de un OH desprotonado por el Cu(ll) [152].
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La inhibicién en la acumulacion amiloide puede ser un punto de intervencion
terapéutica. Agentes quelantes de cobre o zinc solubilizan las placas amiloides in
vitro [153]. Algunos ejemplos de moléculas atenuadoras de la interaccion metal-
proteina, son los quelantes XH1, DP-109 disminuyen la patologia de BA en
ratones transgénicos de APP, mostrando mejoria cognitiva y disminucion en el
nivel plasmatico de BA1-42 [103, 108]. La terapia quelante con el &cido etil-
diamino-tetra acético (EDTA, por sus siglas en inglés) ha mostrado que
interrumpe la estabilidad de los agregados de BA con los iones metalicos [154] e

induce mejoria en pacientes con EA [155].

El clioquinol (5-cloro-7-yodo-8-hidroxiquinolina) o PBT1 es un quelante de
Cu/Zn que promueve la disolucién de las placas de BA [103, 156]. El clioquinol
tiene un efecto dual en presencia de cobre o zinc pero no de hierro, es decir, es
capaz de desagregar a las fibras de BA1-40 inducidas por la presencia del metal
por quelacion y retardar la formacion de fibras en presencia de cobre o zinc [157].
El clioquinol ha demostrado la reduccion de placas amiloides corticales (49%) en
un modelo in vivo de ratdn transgénico (Tg2576), con tratamiento oral durante 9
semanas. Los resultados indican un aumento en la BA soluble (1.45%) y
presencia de mejoria general comparado con los controles [72, 73, 153]. El
clioquinol es hidrofébico, capaz de cruzar la barrera hematoencefélica y tiene
afinidad nanomolar por el cobre y el zinc, que es suficiente para facilitar la
disociacion de estos metales en el sitio de unidn de baja afinidad de BA [72]. Por
lo tanto, el mecanismo de accion del clioquinol consiste en unir al Cu 'y Zn de la
placa amiloide, promoviendo la disolucién de la misma. Un mecanismo alterno,
consiste en modular los niveles de los iones metélicos, imitando la funcion de la
metaloproteasa, es decir, el clioquinol une al Cu y lo internaliza, favoreciendo la
degradacion de BA [72]. Un estudio piloto en fase 2 mostré que el clioquinol
administrado por via oral en pacientes con EA moderadamente severo disminuyd
la pérdida en la cognicién y redujo el nivel de BA1-42 en plasma, en comparacion
con los controles [72, 103, 158]. El clioquinol a pesar de haber sido originalmente
desarrollado como antibidtico, tiene la capacidad de cruzar la barrera
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hematoencefélica, disolver las placas amiloides, reducir el nivel de BA1l-42 en
plasma y el deterioro cognitivo [155, 159]. Por lo tanto, el uso de compuestos que
modulan la interaccion metal-proteina y su relocalizacion a sitios benéficos
representan una estrategia terapéutica prometedora. Sin embargo, en 1960 se
reportd que el clioquinol disminuye el nivel de vitamina Bi2 hasta niveles
patolégicos [159]. Los derivados de 8-hidroxiquinolinas han sido evaluados como
compuestos multifuncionales para tratamiento de EA, mostrando selectividad
hacia Cu(ll), baja toxicidad y permeabilidad a la membrana hematoencefalica
[160].

La segunda generacion del clioquinol consiste en la molécula llamada PBT2
(Prana Biotechnology, Ltd.) [161]. PBT2 cruza de la barrera hematoencefalica,
reduce significativamente el nivel de BA y las placas amiloides en un modelo de
raton transgénico Tg2576 y APP/PS1 [12, 72, 105]. Prana Biotechnology
completdé el primer estudio fase 2 de doble ciego y placebo como control
utilizando 78 pacientes de EA. Los resultados revelaron que PBT2 es seguro y
bien tolerado en dosis de 50 y 250 mg al dia durante 12 semanas; y que el nivel
de BA en liquido cefalorraquideo fue significativamente menores con dosis de
250 mg en la semana 12. Ademas, los estudios neuropsicoldgicos indicaron que
hubo mejoras en la cognicién y en la fluidez verbal [72, 103, 105, 162-164].
Estudios in vitro e in vivo sugieren que PBT2 podria usarse en la clinica como

tratamiento para EA [156].

A partir de la 8-hidroxiquinolina se desarrollaron moléculas no toxicas,
permeables a la barrera hematoencefalica y quelantes de Fe. Por ejemplo, el
derivado del 8-hidroxiquinolina llamado VK28, se uni6 con el grupo N-propargilo
gue tiene la capacidad neuroprotectora del farmaco anti-Parkinsoniano rasagilina
y seleginil (deprenil) [110, 155]. Entre estos compuestos se encuentran: M30 (5-
[N-metil-N-propargilaminometil]-8-hidroxiquinolina; PM= 299.3) y HLA-20 (5-[4-
propargilpiperazin-1-ilmethil]-8-hidroxiquinolina; PM= 390.9). Estos ultimos
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compuestos fueron los mas eficaces, potentes en quelar el Fe, eliminar radicales

libres e inhibir la peroxidacion lipidica de membranas [155, 165].

Una terapia alterna a la quelacion enfocada a disminuir los efectos toxicos del
cobre, es la administracion oral de Zn, con dosis 50 mg/dia en suplementos
alimenticios [149]. Una estrategia similar para normalizar los niveles de cobre en
el uso de la molécula gtsm que contiene Cu(ll) [glioxalbis(N (4)-
metiltiosemicarbazonato)Cull] para inhibir a la cinasa sintasa de glucogeno 3B
(GSK3B). La inhibicion in vitro de GSK3B, aumenta la expresion de la proteasas
gue degradan a BA y también GSK3B es capaz de fosforilar Tau. Por lo tanto, la
acumulacion de BA y la fosforilacidbn de Tau pueden ser prevenidas in vivo por
inhibicion de GSK3B, al utilizar un agente que incremente la biodisponibilidad
intracelular de cobre. ElI gtsm es capaz de disminuir los trimeros de BA y la
fosforilacién de Tau in vivo, el tratamiento con gtsm revirtié el déficit cognitivo de
ratones transgénicos APP/PS1 [166, 167]. El gtsm es capaz de entregar cobre al
interior de la célula y a diferencia del clioquinol, el gtsm no es capaz de competir
por iones metélicos contra BA [167]. La figura 11 muestra algunos de los

compuestos quelantes mencionados en el texto.

1.6. Una nueva estrategia terapéutica para Alzheimer: moléculas

bifuncionales.

Las interacciones anormales entre iones metalicos y BA estan asociadas a la
patogénesis de EA. Modificar la interaccion BA-metal usando agentes quelantes
es una estrategia terapéutica prometedora para EA. Una de las nuevas vertientes
en el disefio de farmacos modificadores de la enfermedad de Alzheimer plantea
el disefio de moléculas bifuncionales. Una molécula bifuncional contiene en su
estructura quimica una parte que tiene la funcion de quelar el metal y la otra que

puede intercalarse en las placas amiloides [12] (fig. 12).
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Figura 11. Algunos compuestos quelantes citados en el texto. Figura adaptada de
las referencias: clioquinol [156], PBT2 [156], gtsm [166], VK28 [155], M-30 [155] y
HLA-20 [155].
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Figura 12. Esquema de una molécula bifuncional. Figura adaptada de la
referencia [81].

Las estructuras base para la parte quelante son compuestos insaturados
ciclicos ricos en hidroxilos y aminas desprotonadas, por ejemplo, el EDTA (acido
etiléndiaminotretraacético), el clioquinol (5-cloro-7-iodo-8-hidroxiquinolina) y el
cicleno (1,4,7,10-tetraazaciclododecano) [137, 158]. Dentro de las estructuras
base para la parte de interaccion con la BA sobresalen los compuestos
insaturados ricos en anillos aromaticos e hidroxilos, por ejemplo, la tioflavina T
(ThT, 2-[4-(dimetilamino)fenil]-3,6-dimetilbenzotiazolio), la curcumina (((1E,6E)-
1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona), el estilbeno (N,N-

Maripaz Marquez Quiroz Pagina 59



dimetil-4-[(1E)-2-(4-iodofenil)etenillbenzenamina), algunos péptidos como el
KLVFF que es una parte de la secuencia de BA y el IMPY (4-(7-iodoimidazo[1,2-
a]piridin-2-il)-N,N-dimetilanilina) [80, 117, 168-170] (fig. 13).

Moléculas que
interaccionan con el metal Moléculas que interaccionan con BA
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Figura 13. Algunos compuestos base utilizados para crear moléculas
bifuncionales. Figura adaptada de la referencia [171].

Algunos ejemplos de moléculas bifuncionales reportadas son: L1-a (N-(piridin-
2-ilmetilen)anilina), L1-b  (N1,N1-dimetil-N4-(piridin-2-ilmetilen)-benzeno-1,4-
diamina), L2-a (N-(piridin-2-ilmetil)anilina) y L2-b (N1,N1-dimetil-N4-(piridin-2-
iimetil)benzeno-1,4-diamina) cuya parte quelante esta inspirada en el clioquinol y
la interaccion con BA sucede con la region aromética del estilbeno [80, 172, 173].
Otras moléculas bifuncionales reportadas combinan la propiedad intercalante con
la BA de la tioflavina T (ThT) con la capacidad quelante del clioquinol,
obteniéndose la molécula HBX [147]. La molécula MPY ha sido reportada como
modulador de la agregacion amiloide inducida por cobre, L2-b como un agente
gue desensambla los agregados de BA inducidos por cobre o zinc y HBX como
un biomarcador potencial de la agregacion amiloide [158]. La molécula

bifuncional L2-NO (2-((4-(dimetilamino)benzil)amino)fenol) tiene una modificacién
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en la estructura quimica del L2-b, con la cual L2-NO es mas reactivo ante cobre
que zinc [174].

Las moléculas llamadas L1 y L2, combinan al N-(2-piridilmetil)lamina como
agente quelante con la estructura quimica de la tioflavina T (ThT) y de la o-
vanilina para interaccionar con BA. L1 y L2 tienen altas constantes de estabilidad
con Cu(ll) y Zn(ll), por lo que se consideran buenos agentes quelantes para estos
metales. También mostraron alta afinidad por BA1-42. Ambos compuestos son
inhibidores eficientes en la agregacion mediada por metales y promueven la
desagregacion de las fibras amiloides. La formacion de oligdmeros de BA1-42, en
presencia del metal y de L1 o L2, aumenta la toxicidad en células, sugiriendo que
la estrategia de fomentar la desagregacion de las fibras amiloides, no es el
camino terapéutico correcto, ya que conlleva a la formacion de oligdmeros téxicos
[175].

Un grupo de moléculas modificadas y funcionalizadas de la hidroxipiridinona
interacciona con los iones metalicos modulando el estrés oxidativo. Estas
moléculas pueden o no estar glicosiladas, el grupo glicosilado esta disefiado para
cruzar a la membrana hematoencefalica y posteriormente por accion de las
enzimas se libera la parte glicosilada y deja funcional la parte que regula el
exceso de los iones metalicos en el cerebro y protege a las neuronas de las
especies de oxigeno reactivas. Los resultados in vitro mostraron que las
moléculas tienen poder antioxidante y disminuyen la agregacion de pA1-40 [176].
Una molécula bifuncional pequefia puede adquirir acceso a compartimentos
relevantes farmacoldégicamente uniéndola a una chaperona, y de este modo
obtiene un volumen necesario para interrumpir una interaccion proteina-proteina
como B-breaker. Las chaperonas son ideales para este propdsito ya que se unen
a proteinas plegadas o desplegadas a través de superficies hidrofébicas
expuestas sin modificar la interaccion amiloide de la molécula bifuncional [106,
177].
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XH1 es una molécula lipofilica con propiedad bifuncional de unién amiloide e
iones metalicos unida covalentemente por enlaces amida que interacciona con
BA de acuerdo a estudios con acoplamiento molecular (docking, en inglés). La
molécula XH1 reduce la agregaciéon de BA1-40 inducida por Zn(ll) in vitro
determinada por ensayos de turbidez, no es neurotdéxica a concentraciones
micromolares ni administrado de forma aguda a ratones transgénicos PS1/APP y
es permeable a la barrera hemoencefalica [178]. FC-1 fue disefiado con la
combinacion de una unidad quelante y la union de BA del ThT [179]. FC-1 es
permeable a la membrana celular con una habilidad moderada de quelar al Cu(ll)
y Zn(ll) y se puede unir a los oligobmeros de BA-metal, sin embargo, al fomentar la
formacion de oligbmeros, la toxicidad aumentdé [179]. La figura 14 muestra

algunos ejemplos de moléculas bifuncionales citadas en el texto.

L2-b L2-NO HBX
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\
OH HO
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R R= 4-hidroxifenil

Figura 14. Algunos ejemplos de moléculas bifuncionales citados en el texto.
Figura adaptada de las referencias: L2-b [172], L2-NO [174], HBX [147],L1 0 L2
[175], XH1 [178], hidroxipiridinonas glicosiladas [180] y FC-1 [179].

Para construir moléculas bifuncionales o multifuncionales con potencial
farmacoldogico enfocado a enfermedades neurodegenerativas con agentes

guelantes es necesario considerar ciertas propiedades que el ligando debe tener,
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por ejemplo, afinidad al metal de interés, bajo peso molecular, lipofilicidad para
cruzar la membrana hematoencefélica y baja toxicidad [156]. Con excepcién de la
afinidad a metales y la toxicidad, el resto de las consideraciones estan
contempladas en las reglas de Lipinski o también conocidas como las reglas de
los 5 [147, 181]:

1.- Peso molecular menor a 500.

2.- El logaritmo del coeficiente de particion octanol/agua (CLogP) menor a 5.

3.- El nimero de hidrogenos donadores menor a 5.

4.- El numero de hidroégenos aceptores menores a 10.

Tomando en cuenta estas caracteristicas, reconocer la molécula con mejor
potencial para ser un farmaco no es una tarea facil, por esta razén se buscan
estructuras quimicas similares a las ya conocidas como farmacos y propiedades
fisicoguimicas similares [156]. Por lo tanto, el disefio de farmacos no se reduce a
sintetizar y realizar pruebas de estructura-funcién, para ello se utilizan técnicas in
silico para identificar mejores compuestos que puedan continuar con el disefio y
desarrollo de farmacos [156]. Bloguear las etapas iniciales de la agregacion del
péptido BA con moléculas pequefias se considera un punto prometedor para el
desarrollo de farmacos para EA [106].

1.7. Disefio de la molécula bifuncional TP.

En el afio 2009 se reportd un agente inhibidor de la oligomerizacion de BA: el
dipéptido NH2-D-Trp-Aib-OH (pbW-Aib) [65]. EI mecanismo de accion del pW-Aib
se basa en el reconocimiento de los grupos aromaticos hacia BA en combinacion
con la estrategia B-breaker del carbono a-metilado del Aib. El grupo indol del
triptofano puede unirse a los anillos aromaticos de la BA, mientras que el acido a-
aminoisobutirico (Aib) funciona intercalandose entre las hojas-p demostrando un
potencial de B-breaker mayor que la prolina y la estereoquimica “D” del triptofano

le proporciona resistencia a la degradacion enzimatica. pW-Aib interactia en el
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ensamble de intermediarios tempranos de BA e inhibe la formacion de oligbmeros
toxicos. El dipéptido administrado por via oral mostré una reduccién en la
cantidad de los depdsitos amiloides en cerebros de ratones con EA. El
tratamiento con pW-Aib muestra la recuperacion cognitiva en un modelo de

ratones transgénicos [65].

El dipéptido bW-Aib es una molécula pequefia de 289 Da, tiene estabilidad en
el plasma, biodisponibilidad después de administracion via oral, baja toxicidad,
alta solubilidad y estabilidad quimica en solucién. El bW-Aib también tiene efecto
inhibidor de la formacion de oligomeros toxicos, se incubé BA1-42 en presencia
de pW-Aib en relacion molar ascendente y se examinO por electroforesis. Los
resultados mostraron un efecto dosis dependiente de pW-Aib en la capacidad de
inhibir el crecimiento de oligébmeros tempranos (18 kDa) a oligémeros toxicos (56
kDa). El efecto inhibitorio de pW-Aib fue observado desde una relacion 1:1 (BA:
dipéptido), sin embargo, el perfil de inhibicién no es lineal. La afinidad de oW-Aib
por BA1-42 es aproximadamente de 300 nM. pW-Aib en relacion 1:2 (BA:
dipéptido) modifica la morfologia de las fibras maduras haciéndolas mas
delgadas, pequefias y escasas que aquellas que no tienen el dipéptido, estos
resultados demuestran que pW-Aib actla a niveles tempranos de fibrilizacion,
previniendo el ensamble de los oligdbmeros toxicos a partir de los oligbmeros

tempranos [65].

El efecto de pW-Aib en la toxicidad de los oligdmeros tempranos de BA1-42 se
estudi6 por ensayos de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio bromido). pW-Aib inhibe significativamente el efecto toxico de los
oligbmeros tempranos de BA1-42 en un modelo celular PC12 a una dosis de 10
excesos. Las células tratadas con BA1-42 y pW-Aib (40 excesos) presentaron una
alta viabilidad y poca apoptosis. Estos resultados son consistentes con los de
MTT y revelan el efecto protector de pW-Aib hacia la toxicidad de los oligdmeros
tempranos. La interaccion pW-Aib-BA también fue estudiada por resonancia
magnética nuclear BA12-28 y 4 excesos de pW-Aib, dando como resultado una
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interaccion hidrofobica principalmente por el reconocimiento aromético de la
Phel9, Phe20 y del bW [65].

Adicionalmente estudios in vivo muestran que el pW-Aib disminuy6 los
depdsitos amiloides en un modelo de ratones transgénicos e incrementd la
capacidad cognitiva significativamente. El efecto de pW-Aib se estudid en un
modelo de ratones transgénicos que sobreexpresaban la hAPP (23 ratones de
4.5 meses de edad). Los animales fueron tratados 120 dias, con administracion
intraperitoneal 3 veces al dia y una dosis de pW-Aib igual a 1 mg/kg/ratén/dia.
Los resultados se observaron desde el dia 3 y 4 donde el grupo tratado con pW-
Aib tenia mejoras en comportamiento con respecto al grupo control utilizando la
prueba de Morris. Los ratones transgénicos tratados con pW-Aib recuperaron un
perfil cognitivo similar al del grupo de ratones no transgénicos. El tratamiento con
pW-Aib también mostré un notable decremento en la concentracion de BA en el
cerebro del grupo transgénico y el tamafio de las placas amiloides en la corteza

fueron mas pequefias que el grupo administrado con vehiculo [65].

La seguridad y la biodisponibilidad de pW-Aib fueron medidas para determinar
el potencial del dipéptido como posible farmaco. bW-Aib no es toxico a cultivo
celular a una dosis de 50 mM. Una unica dosis intravenosa de pW-Aib en los
ratones transgénicos mostré que la dosis maxima tolerada es entre 750 y 1000
mg/Kg, en la mayoria de los casos no se presentaron efectos adversos. Se
determinaron los perfiles de estabilidad y farmacocinética de pW-Aib. pW-Aib
mostro ser estable en suero de ratones y humano durante 24 h, estos resultados
eran esperados debido a la presencia del aminoacido con estereoquimica "D".
También se evalud la biodisponibilidad oral y la habilidad de cruzar la barrera
hemoencefalica. pW-Aib se administr6 via oral y nasal, mostrando una
biodisponibilidad del 39% y del 55%, respectivamente. A pesar de su excelente
absorcion por el tracto digestivo, el compuesto muestra un perfil soluble en agua
en concentraciones tan altas como 100 mg/mL de agua o solucion salina. El

porcentaje de cruce de la barrera hematoencefalica es 4-8% dependiendo de la
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via de administraciéon [65]. El dipéptido pW-Aib representa una excelente opcion
como inhibidor del proceso de agregacion del péptido BA especialmente en
etapas tempranas, lo que representa una estrategia prometedora como

tratamiento para la enfermedad de Alzheimer [65].

Para el disefio de una molécula bifuncional, en este trabajo se propone
combinar las propiedades del dipéptido pW-Aib con un agente quelante del i6n
Cu(ll) de naturaleza peptidica. En este estudio, se ha elegido a un sitio de union a
cobre de la proteina a-sinucleina como agente quelante de este i6n. La
agregacion de la proteina a-sinucleina est4d asociada a la etiologia de la
enfermedad de Parkinson. La interaccion metal-proteina es un paso critico para
la agregacion de a-sinucleina y puede ser la clave para entender el rol en la
agregacion, el estrés oxidativo y el proceso patolégico. La a-sinucleina une
especificamente Cu(ll) y fomenta su agregacion en condiciones relevantes al
desarrollo de la enfermedad. La a-sinucleina tiene dos sitios de union a Cu(ll)
independientes con diferente afinidad al metal, el primero y de mayor afinidad
esta ubicado en el N-terminal, mientras que el segundo esta en la H50; otro sitio
de unién a Cu(ll) estd ubicado en el C-terminal el cual se considera el de mas
baja afinidad y no especifico, aunque continta en estudio [182, 183].

El principal sitio de unién de Cu(ll) en la a-sinucleina esta ubicado en el
extremo N-terminal con Kg = 107 (10°) M [184]. En un estudio espectroscépico
detallado de la a-sinucleina, se determind que los primeros seis aminoacidos de
la secuencia: MDVFMK constituyen el sitio de mayor afinidad por cobre en el N-
terminal de la proteina [182, 183]. También se determiné que el i6n Cu(ll) se une
especificamente al a-NH2 de la Metl favoreciendo la desprotonacion de la amida
del segundo residuo, y formando un quelato muy estable de cobre con el
aspartato. Por lo tanto, la esfera de coordinacion del Cu(ll) esta formada por el a-
NH2de la Metl, el nitrogeno de la amida desprotonada de Asp2, el carboxilato de
la cadena lateral de Asp2 y el oxigeno de una molécula de agua (fig. 15). A partir

de este modelo de coordinacién se puede inferir que la secuencia minima para
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lograr la quelacién del metal con alta afinidad constituye de dos aminoacidos: MD
[183].

H,0 @ Met1-a-NH,

Asp2-3-COO-

Figura 15. Representacion del complejo Cu(ll)-MDVFMK. Figura tomada de la
referencia [183].

En el presente proyecto se estudia la molécula bifuncional NH2-Met-Asp-D-
Trp-Aib-NH2 (TP), y se compara con la molécula control NH2-D-Trp-Aib-NH2 (DP).
Las propiedades del tetrapéptido TP estan constituidas por la parte quelante del
i6n Cu(ll) que corresponde a los residuos de metionina y aspartato en la posicion
1-2 de la proteina a-sinucleina, y a la propiedad de intercalarse entre la BA del
dipéptido DP (fig. 16).

Los péptidos DP y TP se evaluaron como agentes moduladores de la
agregacion de BA1-40 en ausencia y presencia del ién Cu(ll) por ensayos de
espectroscopia de fluorescencia de tioflavina T (ThT), dispersion dinamica de luz
(DLS por sus siglas en inglés) y microscopia electronica de transmision (TEM, por
sus siglas en inglés). También se caracterizé el poder de quelacion de TP hacia
Cu(ll) por dicroismo circular (CD, por sus siglas en inglés) y resonancia
paramagnética electronica (EPR, por sus siglas en inglés). Con los resultados

obtenidos se comprobd la capacidad bifuncional de TP.
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Agente quelante:

Interacciéon con BA:
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Figura 16. Disefio original de la molécula bifuncional TP.

1.8. Justificacion.

La enfermedad de Alzheimer es la demencia mas comun (60 al 80%) [185]. La
demencia es un sindrome que afecta la memoria, el pensamiento, la conducta y
la habilidad de desarrollar las actividades cotidianas. En el afio 2010 se report6
gue hay 35.6 millones de personas que padecen demencia en todo el mundo,
incrementando a 65.7 millones para el 2030 y 115.4 millones para el 2050 [1]. La
demencia tiene un costo mundial total estimado en el 2010 de $604 millardos de
USD [1]. [186, 187]. En México, el Alzheimer es un problema de salud publica
gue afecta al 10% de los 15 millones de adultos mayores (>65 afios), de acuerdo
al INEGI [188]. Sin embargo, en México no hay una epidemiologia detallada
sobre el padecimiento y la atencion especializada; las estadisticas obtenidas
estan basadas en registros hospitalarios [189]. Otros problemas en México son la
carencia de estancias, infraestructura, personal, presupuesto y de un programa

especifico de ayuda multidisciplinaria del sector salud [190].

Hasta el momento, la enfermedad de Alzheimer no tiene cura. La terapia
utilizada para EA se enfoca en disminuir la progresion de los sintomas pero no

ataca los blancos moleculares que producen la enfermedad. Por lo tanto, existe

Maripaz Marquez Quiroz Pagina 68



una necesidad social y econémica en el desarrollo de agentes terapéuticos que
prevengan, detengan o curen dicha enfermedad.

Atendiendo a esta necesidad, en el presente proyecto se propone el estudio
de la molécula bifuncional TP, de naturaleza peptidica no natural como molécula
moduladora de la agregacion del péptido BA1-40 y quelante de cobre. Se espera
gue este estudio sirva como antecedente para proponer nuevos agentes
terapéuticos enfocados a los blancos moleculares que desarrollan la enfermedad

de Alzheimer.

1.9. Hipotesis.

La molécula bifuncional TP es un péptido no natural que podria ser capaz de

guelar cobre y de interferir en el proceso de agregacion del péptido A1-40.

1.10. Objetivo general.

Evaluar el efecto del péptido no natural bifuncional TP en el proceso de

agregacion del péptido BA in vitro en ausencia y presencia de cobre.

1.11. Objetivos particulares.

» Evaluar la capacidad del TP para quelar al ion Cu(ll), usando espectroscopia
de dicroismo circular electrénico y resonancia paramagnética electrénica.

» Caracterizar el efecto del TP en el proceso de agregacion del péptido BA por
las técnicas de espectroscopia de fluorescencia, dispersién dinAmica de luz
(DLS) y microscopia electronica de transmision (TEM); y compararlo contra la
molécula control DP.

» Evaluar el efecto del ién Cu(ll) en el proceso de agregaciéon del péptido BA.

» Caracterizar el efecto del TP en el proceso de agregacion del péptido BA en

presencia del ion Cu(ll); y compararlo contra la molécula control DP.
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CAPITULO L METODOLOGIA PARA LA
EXPERIMENTACION.

2.1. Sintesis y purificacion de los péptidos BA1-40, DPy TP.

Los péptidos BA1-40, DP y TP se sintetizaron usando sintesis de péptidos en
fase sélida con quimica Fmoc [191]. Para la sintesis de BA se utiliz6 10% de
anisol en los disolventes para sintesis basandose en la referencia [192]. Para la
purificacion de BA se utilizd una columna Superdex 75 preparativa, modo
isocratico flujo 0.3 mL/min y fase movil 1% NH4OH (pH > 10). Los péptidos DP y
TP se purificaron por cromatografia liquida de alta presion, fase reversa (HPLC,
por sus siglas en inglés), gradiente acetonitrilo/agua, utilizando una columna C18
Waters microBondapack. Todos los péptidos se caracterizaron por
espectrometria de masas de electro-spray (ES-MS, por sus siglas en inglés). DP
y TP se almacenan en desecador a temperatura ambiente; BA1-40 se almacena

en desecador en refrigeracion (4-8 °C).

2.2. Preparacion de la muestra.

El péptido BA1-40 (1 mg) fue solubilizado en hidroxido de sodio (1 mL), NaOH
400 uM fue adicionado hasta alcanzar un pH=10.9, se sonicé 3 ciclos de 5 min
con intervalo de 2 min de descanso, se centrifugd 10 min a 14,500 rpm, se filtré
con filtro de poro de 0.1 um membrana PVDF y se cuantificO por espectroscopia
de absorcion de electrénica a 280 nm (¢=1,490 M-icm). Los péptidos DP y TP
liofiizados se disolvieron en agua, se filtraron con filtro de poro de 0.1 um
membrana PVDF y se cuantificaron por absorcion electronica a 280 nm (€=3.33
mM-icm?t y €=3.77 mM-cm™, respectivamente). Las soluciones de DP y TP se
guardaron en refrigeracion (4-8 °C). Para los experimentos se disolvieron BA1-40
(20uM) y DP o TP (40pM) en buffer NEM 20 mM y NaCl 10mM pH=7.4. Para los
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experimentos en presencia de cobre se utilizaron 0.4 equivalentes de Cu(ll) a
partir de una solucién acuosa 25 mM de CuClo.

2.3. Ensayos de agregacion de BA monitoreados con espectroscopia de

fluorescencia de ThT.

El ensayo consiste en disolver el péptido BA en concentraciéon 20 uM en el
buffer NEM 20 mM y NaCl 10 mM pH=7.4 previamente filtrado y ThT 20 pM. Se
monitore6 el espectro de emision de fluorescencia de 460 a 550 nm con una A de
excitacidon= 450 nm. Los ensayos en presencia de DP o TP se realizaron a una
concentracion de 40 uM. El experimento se realizé en celda de plastico de paso
optico 1 cm, a 37 °C y agitacion constante con un agitador magnético. El equipo
utilizado fue un fluorémetro Varian, Cary Eclipse.

2.4. Monitoreo del tamafio de particula de la agregaciéon de BA a tiempos

tempranos con dispersion dinamica de luz (DLS).

El péptido BA en concentracion 20 uM fue preparado con buffer NEM 20 mM y
NaCl 10 mM pH=7.4 previamente filtrado. Para los experimentos con DP o TP,
estos fueron afadidos a una concentracion de 40 uM. El experimento se realizo
en celda de cuarzo grado Spectrosil de paso 6ptico 1 cm, a 37 °C, sin agitacion.
El equipo utilizado fue un Zetasizer Nano series ZS90, Malvern. Los datos

analizados mostraron una funcién de correlacion <1.

2.5. Observaciéon de la morfologia de fibras amiloides utilizando

microscopia electrénica de transmision (TEM).

Las fibras de BA generadas en el ensayo de agregacion monitoreado por ThT
en ausencia y presencia de DP o TP con o sin cobre se colocaron en rejillas de

cobre durante 2 min y se sec6 con papel filtro, se tifieron con acetato de uranilo al
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2% durante 30 seg y se sec0O con papel filtro; después se agreg6 la solucién de
uranilo durante 2 min y se sec6; por ultimo se llevo a cabo otro ciclo con la
solucion de uranilo durante 30 seg y se seco con papel filtro. El tratamiento fue el
mismo para las muestras con oligdbmeros y se observaron al microscopio

electronico de transmision. El microscopio utilizado fue un JEOL-JEM 1400 EX.

2.6. Titulacion del complejo BA-Cu(ll) con TP monitoreada por dicroismo

circular electrénico (CD).

La titulacidbn de TP monitoreada por dicroismo circular se realiz6 usando el
complejo BA1-16 (0.3mM) con 1 equivalente de Cu(ll), previamente preparado a
pH 7.4. Posteriormente se agregd TP cada 0.12 equivalentes hasta 1.5
equivalentes. Se midi6 el espectro de dicroismo circular electrénico en la region
UV-Visible de 300 a 800 nm cada 2 nm con una velocidad de barrido de 100
nm/min y un ancho de banda de 5 nm. El equipo utilizado fue un espectrémetro
de dicroismo circular, Jasco J-815 y se us6 una celda de cuarzo grado Sprectrosil
con paso 6ptico de 1 cm.

2.7. Caracterizacion de la coordinacién del ion Cu(ll) por TP, MDVFMK y
fibras amiloides utilizando resonancia paramagnética electronica
(EPR).

Se caracteriz6 el modo de coordinacion del Cu(ll) con TP y con el péptido
MDVFMK. Se obtuvieron los espectros de EPR de MDVFMK y de TP, ambos 0.3
mM con 1 equivalente de Cu(ll). También se realizaron experimentos con fibras
de BA1-40 producidas con cobre en presencia de DP o TP obtenidas en los
ensayos de ThT. Se utilizaron tubos de cuarzo de 4mm, 150 K, microondas 10
mW, modulacion de amplitud 8 G, modulacién de frecuencia 100 kHz, tiempo
constante 327 ms y 12 scans. El espectrometro utilizado fue un EPR Bruker EMX
Plus banda X.
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2.8. Analisis estadistico de datos.

Los datos de DLS y espectroscopia de fluorescencia sin cobre se analizaron
por ANOVA de una via Pos-hoc seguida por Tukey. El &rea bajo la curva también
se analizé por ANOVA de una via Pos-hoc seguida por Tukey. Los datos estan
expresados como el promedio + el error estandar, todos los experimentos se

realizaron minimo por triplicado (BA n=9, BA+DP n=8, BA+TP n=6).

CAPITULO lIl. RESULTADOS.

3.1. Sintesis y purificacién de péptidos.

En la sintesis y purificacion de péptidos se obtuvieron liofilizados de BA1-40,
DP y TP. Los cromatogramas de DP y TP muestran un tiempo de retencion de 3
y 18 minutos, respectivamente. Se caracterizaron los péptidos por ES-MS
obteniendo una masa exacta de fA1-40= 4,328.82, DP=288.26 y TP=534.23 Da.

3.2. Evaluacion de la capacidad del TP para quelar Cu(ll).

Con la finalidad de caracterizar el modo de coordinacion del Cu(ll) con TP, se
colectd el espectro de EPR del TP con 1 equivalente de Cu(ll) (fig. 17, linea
morada) y comparado con el complejo de Cu(ll) y el péptido MDVFMK (linea
negra), esta secuencia contiene a la metionina y al aspartato que coordina cobre
especificamente [183]. En la figura 17 se observa que los espectros son muy
similares, con sefiales asociadas a los valores ¢;=2.5 y A= 189x10* cm para
ambos complejos. Cabe mencionar que, en el caso del TP se observa un par de

sefiales (marcadas con asterisco en la fig. 17) que estan asociadas a una
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pequefia cantidad de cobre en solucién. Estos resultados indican que el TP es
capaz de quelar al Cu(ll), de acuerdo a su disefio quimico.

<%‘-)>
A= 189x104 cm

Intensidad Relativa de EPR
801

5 |
27 26 25 24 23 22 21 2 19
g

Figura 17. Espectros de resonancia paramagnética electrénica (EPR) de
MDVFMK (linea negra) y TP (linea morada) en presencia de 1 equivalente de
Cu(ll). Los asteriscos representan las sefiales de Cu(ll) en solucion.

Los valores de gj y Aj asociados a los complejos Cu(ll)-MDVFMK y Cu(ll)-TP
indican un modo de coordinacion de 2 nitrégenos y 2 oxigenos (2N20). La figura
18 muestra el modo de coordinacién propuesto por Binolfi y colaboradores para
MDVFMK [183]. En la esfera de coordinacion de Cu(ll) los dos atomos de
nitrégeno provienen del extremo del amino terminal de la metionina 1 y de una
amida desprotonada de la cadena peptidica del aspartato 2, mientras que los
atomos de oxigeno proceden del carboxilo de la cadena lateral del aspartato 2 y

de una molécula de agua.
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Figura 18. Representacion del modo de coordinacion del Cu(ll) en complejo con
TP. Figura adaptada de la referencia [183].

Con la finalidad de evaluar la capacidad de TP de competir por el ion Cu(ll)
contra BA, se realiz6 una titulacibn monitoreada por dicroismo circular electrénico
(CD, por sus siglas en inglés). El dicroismo circular electronico (CD) es una
técnica ampliamente utilizada para estudiar la estructura secundaria de una
proteina. También, se usa para caracterizar transiciones electrénicas en la region

UV-visible de un complejo metalico [193].

La figura 19 muestra el espectro de BA1-16 con Cu(ll) (linea azul cielo);
posteriormente se agregd TP cada 0.12 equivalentes (lineas punteadas) hasta
1.5 equivalente (linea azul). A manera que las bandas caracteristicas del
complejo BA1-16 con Cu(ll) desaparecen desde 0.2 equivalentes de TP, mientras
gue las bandas propias del complejo TP-Cu(ll) aparecen; mostrando que el
complejo TP-Cu(ll) tiene una banda positiva d-d a 15,900 cm? y una banda
negativa de transferencia de carga del ligando al metal a 33,000 cm™*. A partir de
1 equivalente de TP (linea azul) las bandas caracteristicas de BA1-16 con Cu(ll)
desaparecen completamente. Lo que sugiere que TP es capaz de competir por el
Cu(ll) frente a BA1-16 y tiene la capacidad de desprenderlo de BA1-16.
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Figura 19. Titulacion del complejo BA1-16 con cobre a concentraciones crecientes
de TP monitoreada por dicroismo circular electronico (CD). BA1-16 con cobre
(linea azul cielo), titulacion cada 0.12 equivalentes de TP (lineas azul cielo
punteadas) pasando por 1 equivalente (linea azul), 1.12 a 1.36 equivalentes
(lineas azules punteadas) hasta 1.5 equivalentes (linea azul).

Consistentemente, al obtener los espectros de resonancia paramagnética
electronica (EPR, por sus siglas en inglés) se observd que el Cu(ll) esta
coordinado al BA1-16 al inicio de la titulacion monitoreada por CD (fig. 20A) y al
final (fig. 20B) ya est& unido al TP. La EPR es una técnica espectroscépica que
permite estudiar moléculas con electrones desapareados. Varios iones de
metales de transicion son paramagnéticos y por lo tanto el complejo metal-
proteina puede ser estudiado por EPR [193]. En el punto final de la titulacion
seguida por CD, donde el cobre estd unido a TP, se obtuvieron los valores de
01=2.5 y Aj= 189x10* cm. Mientras que los valores de ¢;=2.27 y A= 180x10*
cm estan asociadas al complejo Cu-BA1-16.

Con la finalidad de evaluar el efecto de la parte quelante del TP en el proceso
de agregacion de BA. Se obtuvo la cinética de agregacion de BA monitoreada por
ThT en presencia del péptido MDV (fig. 21). Los resultados muestran que MDV

es un agente quelante de Cu(ll) pero no modifica la cinética de agregacion de BA.
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Figura 20. Espectros de EPR del Cu(ll) unido a BA1-16 (linea azul cielo) (A) y en
el punto final de la titulacion con TP monitoreada por CD en la figura 19 (linea
azul) (B).
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Figura 21. Cinética de agregacion de BA monitoreada por ThT(linea negra), y de
BA con Cu(ll) en ausencia (linea gris) y presencia de 2 equivalentes de TP (linea
verde) o MDV (linea azul).
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3.3. Ensayos para la agregacién de BA monitoreados con espectroscopia
de fluorescenciade ThT.

Una herramienta para detectar y analizar la cinética de agregacion de las
fibras amiloides es el ensayo monitoreado por el colorante fluorescente tioflavina
T (ThT). En 1959, se describio por primera vez el uso de ThT como estandar de
oro para la deteccion de fibras amiloides [194]. EI ThT es un benzotiol
ampliamente utilizado por su sensibilidad y su selectividad al tefiir in vitro o in vivo
a las fibras amiloides. La ThT se une a diversas fibras amiloides, es decir, su
reconocimiento es independiente de la proteina que forma las fibras [195, 196]. El
reconocimiento de la ThT hacia las fibras amiloides se basa en la estructura de
hoja-B y no en la secuencia de aminoacidos. La fase de elongacion representa la
etapa de mayor enriquecimiento de hojas-B, que se puede monitorear por la
unién del colorante fluorescente ThT [49]. El aumento de fluorescencia del ThT al
unirse a las fibras ocurre cuando el enlace carbono-carbono que une la parte de
benzilamina con la de los anillos de benzotiazol que conforman a la molécula de
ThT se mantiene sin rotar. Adicionalmente, el ThT no tifie a materiales en etapas
iniciales de polimerizacion, ya que, los monémeros y los oligbmeros tienen un
bajo contenido de hoja-B. Por otro lado, en la fase de elongacion ocurre el
enriquecimiento de contenido de hojas-p promoviendo la union ThT-BA hasta
obtener la fibra amiloide como producto final [49]. Entonces, la ThT es una
molécula utilizada para monitorear el proceso de fibrilizacibn de proteinas,
comenzando desde cero de fluorescencia en la etapa de nucleacion, pasa por la
etapa de elongacion de las protofibras aumentado la intensidad de fluorescencia
hasta obtener la fibora madura que se detecta por una meseta del maximo de

fluorescencia, dando como resultado un fendmeno sigmoidal [194].

El ensayo de agregacion del péptido BA monitoreado por espectroscopia de
fluorescencia de ThT sirve para caracterizar la cinética de formacién de fibras.
Con este ensayo se obtiene una sigmoide que da la informacion del tiempo que

tarda el mondmero en agregarse hasta la elongacion de la fibra, conocido como
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tiag 0 tiempo de nucleacion. La figura 22 muestra la cinética de agregacion de BA
donde el tiempo de nucleacion (tiag) €s el cruce entre el ajuste en la etapa de
elongacion (linea roja) y de nucleacion (linea azul), por lo tanto el tiag de BA es de
214 £ 19 min.
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Figura 22. Cinética representativa de la agregacion del péptido BA. El tiempo de
nucleacion (tiag) es el cruce entre el ajuste de la etapa de elongacién (linea roja) y
el de nucleacion (linea azul).

La figura 23 muestra las cinéticas de agregacion de BA en ausencia y presencia
DP y TP. En la figura 23A se observa un desplazamiento en el tiempo de
nucleacion cuando hay DP (269 + 35 min) y el desplazamiento es mas
pronunciado con TP (328 + 48 min). Al realizar el analisis estadistico, se observa
qgue solo el tag de BA con TP es significativamente mayor que el tiag de BA en
ausencia de TP (fig. 23B). Esto sugiere que TP retrasa el tiempo de nucleacion y

por lo tanto, la formacién de fibras de BA.
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Figura 23. A) Cinéticas representativas de la agregacion del péptido BA en
ausencia (linea negra) y presencia de DP (linea roja) y TP (linea verde),
seguidas por el ensayo de ThT. B) Analisis estadistico ANOVA de una via Post-
hoc Tukey de tiag. LOS resultados obtenidos se muestran con el error estandar
asociado a BA n=9, BA+DP n=8, BA+TP n=6. * p<0.05 comparado con BA.

3.4. Monitoreo del tamafio de particula de la agregacién de BA a tiempos

tempranos utilizando dispersion dindmica de luz (DLS).

Debido a que el ensayo de fluorescencia monitoreado por ThT no brinda
informacion en la etapa inicial de la agregacion de proteinas, ya que en esta
etapa no hay estructuras suficientemente rigidas para que la ThT emita
fluorescencia. Esta espectroscopia se basa en el movimiento browniano de las
particulas en solucion, arrojando una funcidon de correlacibn que permite
comparar el punto inicial del proceso con el punto final en funcién del tiempo para

finalmente poder calcular el tamafio de particula [197].

Con la dispersion dinamica de luz (DLS, por sus siglas en inglés) se pueden
determinar tamafos de particula en un intervalo de 0.3 a 3000 nm de radio, lo
gue hace esta técnica ideal para caracterizar el proceso inicial de nucleacion. La
cinética de agregacion de BA seguida por DLS brinda la informacion de un

tamafno de particula promedio (Z-Average) y la funcidn de correlacion. La figura
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24A muestra la cinética de tamafo de particula de BA en ausencia y presencia de
DP o TP de 0 a 600 min. Los resultados muestran que el area bajo la curva
(AUC) es significativamente menor en presencia de DP o TP en comparacion con
la BA en ausencia de DP o TP. El tamafio de particula no cambia
significativamente entre el tiempo inicial y el final en presencia de TP (fig. 24B), lo
gue sugiere que el TP mantiene el tamafio de particula a tiempos tempranos de
agregacion del péptido BA. Estos resultados sugieren que el DP y el TP son

capaces de retrasar el proceso de oligomerizacion del péptido BA.
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Figura 24. A) Cinéticas del cambio en el tamafio de particula del péptido BA
medidas por dispersion dindmica de luz (DLS), en ausencia (linea negra) y
presencia de DP (linea roja) y TP (linea verde). B) Analisis estadistico ANOVA de
una via Post-hoc Tukey del &rea bajo la curva (AUC, por sus siglas en inglés).
Los resultados obtenidos se muestran con el error estandar asociado a 4
experimentos para cada condicion. ** p<0.005 y *** p<0.0005 en comparacién
con el AUC de BA.

3.5. Evaluacion de la morfologia de las fibras amiloides utilizando

microscopia electronica de transmision (TEM).

Con la finalidad de observar la morfologia de las especies que se forman

durante el proceso de agregacion de BA, hasta la formacién de las fibras
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amiloides obtenidas por el ensayo de agregacion de BA monitoreado por
espectrocopia de fluorescencencia de ThT, se usa la técnica de microscopia
electronica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés); la cual utiliza un haz

de electrones que bombardean la muestra para dar una imagen [198].

La cinética de agregacion de BA monitoreada por TEM revel6 que las
estructuras iniciales de BA (fig. 25A, t=0 min) estdn mas agrupadas que cuando
hay presencia de TP (fig. 25B, t=0 min). En funcion del tiempo, las especies de
BA se agregan para formar oligébmeros (fig. 25, t=40 min) hasta obtener las fibras
maduras en el punto final de la cinética (fig. 25, t=1600 min). Las fibras de BA
forman una red bien definida de hilos estructuralmente estables (fig. 25A,
t=1600min). La microscopia muestra que al adicionar TP, la morfologia de las
fiboras de BA cambia, siendo mas delgadas y menos entrecruzadas que BA en

ausencia de TP (fig. 25B, t=1600min).

Figura 25. Micrografias de la cinética de formacion de las fibras amiloides en
ausencia (A) y presencia de TP (B), colectadas por microscopia electroncia de
transmision (TEM).
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3.6. Efecto del iéon Cu(ll) en la agregacion de BA.

Una vez caracterizado el efecto de DP y TP en el proceso de agregacion de
BA. Se procede con el estudio del mismo fendmeno en presencia del ion Cu(ll).
La figura 26 muestra que desde el punto inicial de la cinética de BA monitoreada
por DLS, el radio de los oligdmeros aumenta inmediatamente en presencia de
Cu(ll). Estos resultados indican que el Cu(ll) induce una oligomerizacién
inmediata de BA. El tamafio de los oligdmeros de BA-Cu(ll) es tan grande que en
la presente tesis se reporta una aproximacion del radio, ya que no se puede

calcular un radio exacto por dispersion dinamica de luz (DLS).
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Figura 26. Cinéticas del cambio en el tamafio de particula de BA en ausencia
(linea negra) y presencia de 0.4 equivalentes de cobre (linea azul), monitoreadas
por dispersion dinamica de luz (DLS). Los asteriscos azules indican que el radio
hidrodindmico de BA+Cu es aproximado, ya que la funcién de correlacién en
estructuras mayores a 500 nm es >1.

El tamafio de los oligdbmeros de BA es mayor en presencia de Cu(ll) que en su
ausencia, ademas las cinéticas de agregaciéon monitoreadas por espectroscopia
de fluorescencia de ThT a concentraciones crecientes de cobre indican que la
presencia del ion Cu(ll) apaga la fluorescencia y retrasa la cinética de formacion
de fibras de BA (fig. 27). Con la finalidad de evaluar el efecto de DP y TP
ubicando la fase de nucleacion, elongacion y meseta en la cinética de agregacion

de BA se continud con la concentracion de 0.4 equivalentes de cobre.
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Figura 27. Cinéticas de agregacion de BA monitoreadas por espectroscopia de
fluorescencia de ThT en ausencia y presencia de 0.2, 0.4, 0.6 y 1 equivalente de
Cu(ll).

La figura 28 muestra las micrografias de BA obtenidas por tincién negativa en
el punto final de la cinética de agregacion monitoreada por ThT a
concentraciones crecientes de Cu(ll). La presencia de Cu(ll) en concentraciones
sub-estequiométricas (de 0.2 a 0.6 equivalentes) ocasiona que las fibras se
observen més cortas y menos ordenadas conforme aumenta la concentracion de

cobre.

Figura 28. Micrografias de las fibras de BA obtenidas en el punto final de los
ensayos de agregacion de BA mostrados en la figura 27, a concentraciones
crecientes de cobre, utilizando microscopia electrénica de transmision (TEM). A)
0.0 Equivalentes de cobre, B) 0.2 Equivalentes de cobre, C) 0.4 Equivalentes de
cobre y D) 0.6 Equivalentes de cobre.

Con la finalidad de evaluar el modo de coordinacién del Cu(ll) en las fibras
amiloides obtenidas en el ensayo de ThT, se obtuvieron los espectros de
resonancia paramagnética electrénica (EPR, por sus siglas en inglés) en la forma
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soluble de BA1-16 y la fibrilar (BA1-40). Los espectros de EPR en la figura 29
muestran el valor de g)=2.27 y A= 180x10* cm™ para la BA soluble (fig. 29A) y la
fibrilar (fig. 29B). Estos resultados sugieren que el cobre esta coordinado al BA en

el punto final de la cinética de agregacion.
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Figura 29. Espectros de EPR del Cu(ll) con BA1-16 soluble (linea azul cielo) (A) y
en fibras de BA1-40 colectadas en el punto final de los ensayos de agregacion de
BA monitoreados por espectroscopia de fluorescencia de ThT (linea negra) (B).

3.7. Efecto del DP y el TP en la agregacién de BA en presencia del ion
Cu(ll.

Posterior a la caracterizacion del proceso de agregacion de BA en presencia
de Cu(ll), se continué con la evaluacion del efecto del TP en la agregacion de BA
en presencia de Cu(ll). En la figura 30 se aprecian las cinéticas de agregacion de
BA en presencia de 0.4 equivalentes de Cu(ll) y 2 equivalentes de DP o TP. La
agregacion de BA con Cu(ll) en ausencia y presencia de DP no muestran un
cambio en el patron de la cinética (fig. 30, linea negra y roja, respectivamente).

Maripaz Marquez Quiroz Pagina 85



Este resultado refleja el hecho de que el DP no posee la propiedad de quelar al
Cu(ll), de tal forma que no afecta la agregacion de BA con cobre. En contraste, el
TP tiene un efecto importante en la cinética de agregacion de BA en presencia de
Cu(ll) (fig. 30, linea verde), ya que, es capaz de recuperar parcialmente el efecto
sigmoidal en la agregacion de BA, caracteristico de la agregacion del péptido en
ausencia del metal (fig. 27, linea negra). Estos resultados confirman que el TP

esta quelando al Cu(ll) durante el proceso de agregacion de BA.
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Figura 30. Cinéticas de agregacion de A con 0.4 equivalente de cobre
monitoreadas por espectroscopia de fluorescencia de ThT, en ausencia (linea
negra) y en presencia de DP (linea roja) o TP (linea verde).

Al monitorear el tamafio de particula del proceso de agregacién de BA en
presencia de Cu(ll) se observa un aumento inmediato en el radio (fig. 26 y 31).
Por otro lado, la presencia de TP abate parcialmente el crecimiento del radio de
los oligdbmeros de BA en presencia de 0.4 equivalentes de Cu(ll), permiendo
monitorear la cinética hasta 100 min (fig. 31). Estos resultados indican que el TP

es capaz de abatir parcialmente la oligomerizacion inducida por el Cu(ll).
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Figura 31. Cinética del cambio en el tamafio de particula de BA con 0.4
equivalentes de cobre, en ausencia (linea negra) y presencia de DP (linea roja) y
TP (linea verde). Los asteriscos en el trazo negro y rojo indican que el radio
hidrodindmico de BA+Cu y de BA+Cu+DP es aproximado, ya que la funcion de
correlacion en estructuras mayores a 500 nm es >1.

En la figura 32 se observan las micrografias de la cinética de agregacion de
BA con Cu(ll), en ausencia (fig. 32A) y presencia de TP (fig. 32B). En el tiempo
inicial se observan oligdmeros de BA+Cu(ll) de mayor tamafio que en ausencia
de Cu(ll). Consistente con los resultados reportados por dispersion dinamica de
luz (ver fig. 26), en presencia de TP, los oligbmeros que se forman de BA en
presencia de Cu(ll) son de menor tamafo. Con el paso del tiempo, se observa
gue los oligébmeros de BA en presencia de Cu(ll) son amorfos a los 40 min. Por
otro lado, con TP, se observan oligobmeros estructurados (fig. 32, t=40 min). El
arreglo diferente de los oligébmeros resulta que en presencia de TP, la morfologia
de las fibras de BA con Cu(ll) se modifica, obteniendo fibras bien definidas,
gruesas y ordenadas (fig. 32B, t=1600 min).

En el punto final de la cinética de agregacion de BA también se obtuvieron las
micrografias de las fibras amiloides en presencia de DP (fig. 33). La microscopia
muestra que al adicionar el DP, la morfologia de la fibra de BA cambia: las fibras

se tornan cortas, escasas y débiles, asi como lo describieron Frydman-Marom en
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el 2009 [65]. En presencia de Cu(ll) se observa que las fibras se conservan
tenues y cortas.

t=40 min

Figura 32. Micrografias de la cinética de agregaciéon de BA con 0.4 equivalentes
de Cu(ll) en ausencia A), y presencia de TP B).

Figura 33. Micrografias de las fibras de BA con 2 equivalentes de DP, en
ausencia (A) y presencia de 0.4 equivalentes de cobre (B).
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CAPITULO IV. DISCUSION.

En el presente trabajo se presenta el disefio y caracterizacion de un péptido
no natural y bifuncional, Met-Asp-D-Trp-Aib (TP). El disefio original del TP incluye
al quelante especifico de Cu(ll): Met-Asp, que corresponde a la secuencia de la
proteina a-sinucleina; y a la interaccion con el péptido B-amiloide (BA): D-Trp-Aib.
Por lo tanto, se espera que el TP sea capaz de quelar Cu(ll) y de modular el
proceso de agregacion de BA1-40 aun en presencia del ion Cu(ll). Nuestros

resultados indican que asi es.

La estructura quimica de la region D-Trp-Aib del TP disminuye el crecimiento
inicial de los oligébmeros de BA y retarda la formacion de fibras (esquema 1). Al
mismo tiempo, TP puede competir por Cu(ll) frente a las especies solubles de BA,
debido a su interaccién con los residuos Met-Asp. Por lo tanto, TP sienta las
bases para continuar el disefio de péptidos no naturales con propiedad
bifuncional, usando como parte quelante de Cu(ll) a los residuos Met-Asp.

TP expande la biblioteca de moléculas peptidicas no naturales con propiedad
bifuncional y se ha demostrado que es una herramienta Util para elucidar el rol del
Cu(ll) en el proceso de agregacion de BA, asociado a la enfermedad de
Alzheimer. Los resultados sugieren que el Cu(ll) no acelera ni retrasa el proceso
de agregacion de BA, simplemente, modifica la via de agregacion de BA que
involucra la formacién de fibras cortas y desordenadas, morfologia consistente
con reportes previos [199, 200]. En este trabajo demostramos que las fibras
crecidas con Cu(ll) se forman a partir de oligomeros grandes inducidos por la
presencia del metal. La via de agregacion de BA con Cu(ll) es abatida por la
presencia de TP, obteniendo como producto final fibras largas y bien definidas; lo
gue sugiere que, aun en presencia de Cu(ll), TP promueve parcialmente la via

de agregacion como si no hubiera cobre (esquema 1).
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Esquema 1. Modelo propuesto para la agregacion de BA1-40 en presencia de
Cu(ll) y TP.

En la literatura se ha descrito que las especies toxicas de BA son los
oligbmeros, sin embargo, los oligémeros generados por la presencia de Cu(ll) en
el proceso de agregacion de BA son aun mas toxicos, posiblemente por la
generacion de especies de oxigeno reactivas. Por lo tanto, la bifuncionalidad del
TP podria prevenir la formacion de especies toxicas promovida por el Cu(ll). El
efecto de TP en la neurotoxicidad de BA en presencia de Cu(ll) tendria que ser
evaluado. Aunque, la especificidad del TP por Cu(ll) es un disefio prometedor
para elucidar el efecto del Cu(ll) involucrado en la neurotoxicidad del proceso de

agregacion de BA.

El presente trabajo brinda informacién sobre el papel del Cu(ll) en el proceso
de agregacion de BA y en el disefio de compuestos con potencial terapéutico

para la enfermedad de Alzheimer.

Al evaluar la capacidad de TP de competir por el Cu(ll) contra BA, se concluyo
gue es necesario 1 equivalente de TP para desprender al cobre de BA. Y el
complejo TP-Cu(ll) tiene el mismo modo de coordinacion que el péptido
MDVFMK, por lo tanto TP se comporta conforme al disefio quimico.
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En este trabajo se disefi6 y se comprobé la propiedad bifuncional de la
molécula TP, ya que es capaz de:
e Retrasar el tiempo de nucleacion de BA.
e Retrasar el aumento en el tamafio de los oligbmeros a tiempos
tempranos.
¢ Modificar la morfologia de las fibras amiloides.

e Coordinar al ion Cu(ll) y de competir por él.

Se espera que este estudio sirva como antecedente para elucidar el
mecanismo de agregacion de BA y continuar el disefio de compuestos con
propiedades farmacologicas modificadoras del desarrollo de la enfermedad de

Alzheimer.

CONCLUSIONES.

La molécula peptidica no natural llamada TP es bifuncional. El disefio original
de su parte quelante con los residuos Met-Asp y su interaccion con el péptido B-

amiloide (BA) de los residuos D-Trp-Aib fueron exitosos en la evaluacion in vitro.

El estudio de la molécula bifuncional TP permitié aportar informacion sobre el
rol que tiene el Cu(ll) en el proceso de agregacion de BA. El Cu(ll) promueve la
formacion inmediata de oligdbmeros grandes de BA que promueven la formacion
de estructuras cortas y desordenadas como producto final del proceso de
agregacion de BA. La via de agregacion de BA con Cu(ll) cambia en presencia de
TP, modificando el equilibrio a oligdbmeros no amorfos que conllevan a fibras
ordenadas. La molécula control DP, demostré ser un agente que interacciona con
la BA, se comportd conforme a lo reportado por Frydman-Marom y colaboradores
en el 2009 [65]. DP hace las fibras amiloides mas delgadas, pequefias y delgadas

gue aquellas que no tienen DP.
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El TP retrasa el proceso de agregacion de BA en etapas tempranas, compite
por Cu(ll) frente a BA y promueve la via de agregacion similar a la de BA sin
cobre aun en presencia del metal. Estas caracteristicas lo hacen un excelente
candidato como farmaco modificador del proceso de agregacion de BA en
presencia de Cu(ll) en etapas tempranas de la enfermedad de Alzheimer.
Ademas, la caracterizacion de la interaccion de BA con Cu(ll) brinda informacién
para entender la neuroquimica asociada a la enfermedad de Alzheimer.

PERSPECTIVAS.

El TP es una molécula bifuncional que ha demostrado tener propiedades in
vitro interesantes para continuar su estudio como posible farmaco que ataca
blancos terapéuticos involucrados en el desarrollo de la enfermedad de
Alzheimer. En el proceso de descubrimiento farmacéutico, la optimizacion del
farmaco lider (en este caso el TP) es la etapa siguiente. Por lo tanto, el proyecto
continuara con el escalamiento en la produccion de TP para su posterior
evaluacién en estudios preclinicos y toxicologicos. La etapa preclinica es parte
del desarrollo farmacéutico, como perspectiva se evaluara el efecto de TP en un
modelo in vivo de ratones triple transgénico, con las mutaciones en APP, Tau y
presenilina 1. Estas modificaciones genéticas correlacionan las alteraciones
moleculares de la enfermedad de Alzheimer con los sintomas clinicos, siendo un
excelente modelo de estudio in vivo. Ademas, se evaluaran las propiedades
farmacocinéticas del TP por administracion intraperitoneal. Con la informacion
farmacocinética, se conocera la absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion
del TP, también se sabra si llega al sitio de accion y si lleva a cabo el mecanismo

conforme al disefio quimico original.

A partir de las observaciones obtenidas en este trabajo, se propone el uso de
moléculas bifuncionales como farmacos prometedores modificadores de la

agregacion de BA, ya que permite abordar la estrategia terapéutica de
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modulacion de la agregacion de BA y su disminucion en el contacto con los iones
metélicos. Atacar el proceso de agregacion de BA en las etapas tempranas de EA
con moléculas bifuncionales se considera clave para el tratamiento de esta
enfermedad. Tanto en la literatura como en la presente tesis, las moléculas
bifuncionales han demostrado ser excelentes candidatas como farmacos
moduladores del desarrollo de la enfermedad de Alzheimer, seria interesante
evaluar el efecto del TP en otras enfermedades amiloidogénicas. Por lo tanto, el
TP se evaluara en otros modelos de enfermedades amiloidogénicas como las

enfermedades pridnicas y la diabetes tipo 2.

El descubrimiento y desarrollo de farmacos para la enfermedad de Alzheimer
es un campo amplio para explorar, ya que, actualmente esta enfermedad no tiene
cura. Otra perspectiva es realizar una amplia biblioteca de moléculas
bifuncionales de naturaleza peptidica no natural como es el caso del TP. La
estructura quelante puede mantenerse en los residuos MD ya que se ha
demostrado por Binolfi y colaboradores [184] y en este trabajo su alta afinidad por
cobre, también se podrian explorar quelantes de hierro para disminuir la actividad
redox en la enfermedad. Mientras que la parte de interaccion con la proteina
podria ser algun derivado de la secuencia KLVFF, la cual en la literatura ha
demostrado buenos resultados intercalantes con BA. El disefio de farmacos esta
apoyado por las herramientas in silico, por lo que, antes de realizar la sintesis de
péptidos se sugiere utilizar herramientas para conocer los mejores candidatos en
base a la interaccién farmaco-proteina como docking y célculos de estructura
electronica usando la teoria de funcionales de la densidad (DFT); para calcular
los pardmetros de las reglas de Lipinski en el disefio de farmacos se propone el
uso de www.molsoft.com y para predecir la informaciéon farmacocinética

www.organic-chemistry.org.

Es claro que las perspectivas en torno al disefio de farmacos que ataquen
los puntos claves en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer son infinitas

hasta encontrar la forma de aliviar esta enfermedad.
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