UNB

Universitat Autonoma de Barcelona

Departament de Farmacologia, de Terapéutica i de Toxicologia

Unitat de Farmacologia, Facultat de Medicina

EFECTE DELS ANTICOLINESTERASICS HUPRINA X | AVCRI104P3
EN ELS PROCESSOS NEURODEGENERATIUS | D’ENVELLIMENT

Julia Relat Pardo

TESI DOCTORAL

Bellaterra 2015






UNB

Universitat Autonoma de Barcelona

Departament de Farmacologia, de Terapeéutica i de Toxicologia
Unitat de Farmacologia, Facultat de Medicina

Programa de doctorat en Farmacologia

EFECTE DELS ANTICOLINESTERASICS HUPRINA X | AVCRI104P3
EN ELS PROCESSOS NEURODEGENERATIUS | D’ENVELLIMENT

Memoria presentada per Julia Relat Pardo per optar al Grau de Doctora per la
Universitat Autbnoma de Barcelona.

Treball realitzat a la Unitat de Farmacologia de la Facultat de Medicina del
Departament de Farmacologia, de Terapéutica i de Toxicologia de la
Universitat Autobnoma de Barcelona, sota la direccié de la Dra. M? Victoria Clos

Guillén i la Dra. Belén Pérez Fernandez.

Bellaterra, 2 de marg del 2015
Doctoranda Directora de la tesi Directora de la tesi

Julia Relat Pardo Dra. M2 Victoria Clos Dra. Belén Pérez

Guillén Fernandez






INDEX






ABREVIATURES . . ... ... .. . 15
RESUM . . ... . 23
INTRODUCCIO . ... ... e 27
1. LA MALALTIAD’ALZHEIMER . . .. ... . ... ... ... .. . .. ..., 27
1.1. Ladisfuncidé colineérgica . . . .. ... .. 27
1.2. El péptid Ap i les plaques amiloides . .. ....................... 28

1.2.1. El processament de la proteina precursora amiloide . . . . .. 28

1.2.2. El model d’agregacio del peptid AB . . .................. 31
1.3. Els cabdells neurofibril-lars . . . .. ... ... L 32

2. L’APOPTOSI O LA MORT CEL-LULAR PROGRAMADA.

IMPLICACIO EN LA MALALTIAD’ALZHEIMER . . . ................ 33
2.1. L'estrés oxidatiu i 'homeostasi del calci. Implicacioé en

la malaltia d’Alzheimer . . .. ... ... 34

2.2. Vies de senyalitzacio i molécules implicades en

I'apoptosi/supervivencia i en la malaltia d’Alzheimer . ... ............ 38
221, CaSPaSES . . . i 39
2.2.2.BCl2 ... 40
2.2.3.CdK5 . .. 41
2,24,  GSKS . . . 42
225 PIBK/AKL . ... 44
2.26.Sinaptofisina . . . ... ... 44

3. LA NEUROINFLAMACIO EN LA MALALTIA D’ALZHEIMER . . . .. .. 45

4. ESTRATEGIES TERAPEUTIQUES PER A LA MALALTIA

D’ALZHEIMER . . . . ... e 48
4.1.Les colinesterases . . . ... . 50
41.1. LAcetilcolinesterasa . . . ......... ... ... ... . 51

4.1.1.1. El model molecular alterat de 'AChE en
la malaltia d’Alzheimer . . ... ... ... ... ... .. 55



index

41.1.2.LAChE ilapoptosi........... .. ... ... 56
4.1.1.3. L'AChE i el processamentde 'APP . . .. ......... 59
4.1.1.4. Interaccions de 'AChE amb els agregats
delpeptid AP .. ... 60
4.2. Elsinhibidorsde IAChE . .. ........ ... ... . . 63
4.2.1. El desenvolupament dels inhibidors de ’'AChE
dellocduniddual .......... ... .. . . ... ... 64
4.2.2. Les huprinesiels heterodimers . .. .................... 66
4221.Leshuprines .. ........... . . ... 66
4.2.2.2. Els heterodimers.............. ... .......... 68

5. MODELS EXPERIMENTALS ANIMALS PER A L’ESTUDI DE

LA MALALTIAD’ALZHEIMER . . ... ... ... ... ... ... .. ... ... ... 72
5.1. Models modificats geneticament . . . ......... ... ... .. ... .. ..., 72

5.1.1. El model de ratoli triple transgénic (3xTg) . .............. 75
5.2. Models no modificats genéeticament .. .......... ... ... ... ..... 76
OBJECTIUS . . ... .. 81
MATERIAL IMETODES . . . ... ... 85
1. MATERIAL . . . ... 85
1.1.Reactius . . ... . 85
1.2. Equips i programes informatics . . . ........... ... ... ... 86
1.3.Farmacs . ... ... 86
1.4.Encebadors . . ... . 87
1.5, ANtICOSSOS . . . . oo 87
1.6. Plasmidis . . . ... ... 88
1.7.Liniescel-lulars . . ... ... .. . . . ... 88
1.8. Animals d’experimentacio . . . . ... ... .. ... 89
2. METODES . .. ...t 90

2.1. Estudi dels efectes produits pels anticolinesterasics HX i
AVCRI104P3 en cél-lules SH-SYS5Y transfectades amb



index

els gens de les isoformes SiRdel’AChE .. ......... ... .......... 91
2.1.1. Obtencio dels plasmidis i transfeccié cel-lular . . .. ... ... .. 91
2.1.2. Estudis de viabilitatcel-lular . . . . . .............. ... ... 94

2.1.3. Determinacio dels nivells d'mRNA de les isoformes
SiRdel’AChE pergRT-PCR........ ... ... . .. . . .., 96
2.2. Estudi dels efectes produits per I'anticolinesterasic HX en el
model de neurotoxicitat amb I'acid kainic en ratolins C57BL/6 ... ...... 99
2.2.1. Disseny experimental i tractament farmacologic . . ... ... .. 99
2.2.2. Determinacio dels nivells d'mRNA de les isoformes
SiRdel’AChE pergRT-PCR . ..... .. ... ... ... . . ., 100
2.2.3. Determinacié de I'expressio de les proteines Bcl2,
pAkt(Serd73)/Akt, pGSK3p(Ser9)/GSK3p, sinaptofisina
i p25/p35 per Western blot (WB) . ... ... . o i 101
2.2.4. Determinacié de I'activitat de les caspases 3/7
en el cortex perluminescéncia. .. ......................... 108
2.2.5. Determinacio de I'expressié dels marcadors de gliosi

i neurogénesi en I’hipocamp per immunohistoquimica (IHQ):

GFAP, Iba1iDCX . ... 108
2.3. Estudi dels efectes produits per I'anticolinesterasic AVCRI104P3
en ratolins 126/SV x C57BL/6de 12mesos . . . ..., 111
2.3.1. Disseny experimental i tractament farmacologic . . ... ... .. 111

2.4. Estudi dels efectes produits per I'anticolinesterasic AVCRI104P3

en ratolins triple transgenics (3xTQg) per I'’Alzheimer (PS1m146v, APPswe,

taup301L) € 12 MESOS . . . . . 112
2.4 1. Disseny experimental i tractament farmacologic . . ... ... .. 112
2.4.2. Determinacio de I'expressio dels peptids APao i

AB42 en I'hipocamp i el cortex per ELISA (Enzime Linked

Immunoabsorvent ASsay ) . .. ... ... 112
2.5. Tractament de les dades i analisi estadistic. ... ................ 113
RESULTATS . . .. s, 117

1. AVALUACIO DELS EFECTES PRODUITS PELS INHIBIDORS DE
L’AChE AVCRI104P3 | HX EN CEL-LULES SH-SY5Y TRANSFECTA-



index

DES AMB ELS GENS DE LES ISOFORMES SIRDEL’ACHE . ... ... 117
1.1. Efecte de les isoformes S i R de 'AChE i dels IAChE sobre
laviabilitat cel-lular . . . ... ... . . . 117

1.2. Efecte dels IAChE sobre els nivells d'mRNA de les isoformes
SiRdAelACKhE . . .. . 120

2. AVALUACIO DELS EFECTES PRODUITS PER L’INHIBIDOR
DE L’AChE HX EN EL MODEL DE NEUROTOXICITAT AMB

L’ACID KAINIC EN RATOLINSC57BL/6 . . .. ... 121
2.1. Efecte de I'HX sobre els nivells dmRNA de les isoformes Si R
de ’TAChE en el cortexfrontal . .. ...... ... . . . . . . . . . i ... 123

2.2. Efecte de I'HX sobre I'expressio de les proteines implicades

en 'apoptosi i la supervivencia cel-lular en I'hipocamp i el cortex:

Bcl2, pAkt(Ser473)/Akt, pGSK3p(Ser9)/GSK3p, sinaptofisina i

p25/p35, i activitat de les caspases 3/7 enelcortex . ................ 124
2.3. Efecte de I'HX sobre I'expressio dels marcadors de gliosi i

neurogénesi en 'hipocamp: GFAP, Iba1iDCX . .................... 132

3. AVALUACIO DELS EFECTES PRODUITS PER L’INHIBIDOR
DE L’AChE AVCRI104P3 EN RATOLINS 126/SV x C57BL/6

DE 12 MESOS . . . . .. 136
3.1. Efecte de TAVCRI104P3 sobre els nivells d mRNA
de les isoformes S i R de 'AChE en el cortexfrontal . .. .............. 136

3.2. Efecte de 'AVCRI104P3 sobre I'expressio de les proteines

implicades en I'apoptosi i la supervivencia cel-lular en I'hipocamp

i el cortex: Bcl2, pAkt(Serd73)/Akt, pGSK3p(Ser9)/GSK3p,

sinaptofisina i p25/p35, i activitat de les caspases 3/7 en el cortex . .. ... 137
3.3. Efecte de 'AVCRI104P3 sobre I'expressio dels marcadors

de gliosi i neurogénesi en I'hipocamp: GFAP, Iba1iDCX............. 143

4. AVALUACIO DELS EFECTES PRODUITS PER L’INHIBIDOR DE
L’AChE AVCRI104P3 EN RATOLINS TRIPLE TRANSGENICS (3xTg)
PER L’ALZHEIMER (PS1m146v, APPswe, TAUp301L) DE 12 MESOS . . . .. 145



index

4.1. Efecte de 'AVCRI104P3 sobre els nivells d'mRNA de les

isoformes Si R de 'AChE en el cortexfrontal . . .................... 145
4.2. Efecte de 'AVCRI104P3 sobre I'expressio de les proteines

implicades en I'apoptosi i la supervivencia cel-lular en I'hipocamp

i el cortex: Bcl2, pAkt(Serd73)/Akt, pGSK3p(Ser9)/GSK3p,

sinaptofisina i p25/p35, i activitat de les caspases 3/7 en el cortex . .. ... 146
4.3. Efecte de 'AVCRI104P3 sobre I'expressio dels marcadors

de gliosi i neurogénesi en I'hipocamp: GFAP, Iba1iDCX . ............ 152
4.4. Efecte de 'AVCRI104P3 sobre I'expressio dels peptids

AP4o i APs2 en 'hipocampielcortex . ......... .. i 154
DISCUSSIO . ... ... . 159
CONCLUSIONS . . ... .. 193

BIBLIOGRAFIA . . . 197






ABREVIATURES






Abreviatures

3xTg-AD: ratolins mascles triple transgénics homozigots per a gens associats a
la malaltia d’Alzheimer

AB: péptid p-amiloide

ACh: acetilcolina

AChE: actilcolinesterasa

AChE-S,R,E: isoformes S, Ri E de 'AChE

ADAM: a desintegrin and metalloprotease motif (o-secretasa)
ADP: adenosine diphosphate

AICD: APP (amyloid precursor protein) intracellular domain
AIF: apoptosis inducing factor

AINE: antiinflamatori no esteroidal

Akt/PKB: protein kinase B

AMPA: a-amino-3hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
ANOVA: analysis of variance

Apaf-1: apoptosis-inducing factor-1

ApoE: apolipoproteina E

APP: amyloid precursor protein

APS: persulfat amonic

ASCh: acetiltiocolina

ASK: apoptosis stimulating kinase

ATP: adenosine thriphosphate

BACE1: s-site APP cleaving enzyme 1 (B-secretasa)
bAChE: AChE bovina

Bad: Bcl2 antagonist of cell death

Bak: Bcl2 antagonist killer

Bax: Bcl2 associated X protein

BCh: butirilcolina

BChE: butirilcolinesterasa

Bcl2: B-cell lymphoma 2

Bcl-X.: Bcl2-related protein long isoform

BDNF: brain derived neurotrophic factor

BH: dominis d’homologia Bcl2

BHE: barrera hematoencefalica

15



Abreviatures

Bid: BH3-interacting domain death agonist

BSA: albumina sérica bovina

BSCh: butiriltiocolina

Calpaines: calcium-dependent nonlysosomal cysteine proteases
cAMP: cyclic adenine monophosphate

CaMPK II: Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase Il
Caspases: cysteinyl aspartate-specific proteases
CAT: catalasa

CCD: charge-coupled device

CdkS5: cyclin dependent kinase 5

cDNA: copia de DNA

CD95: cluster of differentiation 95

CGC: cel-lules granulars de cerebel

ChAT: colinacetiltransferasa

ChE: colinesterasa

CNF: cabdells neurofibril-lars

ColQ: acetylcholinesterase-associated collagen
COX: ciclooxigenasa

CREB: cyclic AMP response element-binding protein
CTF: fragment C-terminal

Cyt C: citocrom C

C83: amyloid precursor ¢83 protein

C99: amyloid precursor ¢99 protein

DCX: doublecortin

DE: desviacio estandar

DEPC: dietilpirocarbonat

DISC: death-inducing signalling complex

DMEM: dulbecco’s modified eagle’s medium
DMSO: dimetilsulfoxid

DNA: acid desoxiribonucleic

DNasa: desoxiribonucleasa

dsDNA: DNA de cadena doble

DTT: ditiotreitol

16



Abreviatures

DTNB: acid 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoic)

EC: half maximal effective concentration

ECL: enhanced chemiluminiscence

EDTA: acid etilendiamintetracétic

ELISA: Enzime Linked Immunoabsorvent Assay
EMA: European Medicines Agency

ERK: extracellular signal-regulated kinase

FAD: familiar Alzheimer disease

FADD: fas associated death domain

Fas L/CD95L: Fas lignad or cluster of differentiation 95
FBS: sérum bovi fetal

FDA: Food and Drug Administration

FOXO: forkhead box transcription factor
GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
GFP: green flourescence protein

GFAP: glial fibrillary acidic protein

GSKa3: glycogen synthase kinase 3

Gpx: glutatié peroxidasa

GSH: glutatio

hAChE: AChE humana

hBChE: BChE humana

HRP: horseradish peroxidase

HX, HY, HZ: huprines X, Y i Z

IAChE: inhibidor de I'acetilcolinesterasa

Iba1: ionized calcium-binding adaptar molecule 1 (allograft inflammatory factor
1-AlF1)

ICso: half maximal inhibitory conecentration

IF: immunofluorescéncia

IHQ: immunohistoquimica

IKK: /kB kinase

IL: interleucina

INOS: inducible nitric oxide synthase

IP: joidur de propidi

17



Abreviatures

IP3: inositol trisphosphate

Iso-OMPA: tetraisopropil pirofosforamida

JIP: UNK interacting proteins

JNK: c-Jun NHo-terminal kinase

KA: acid kainic (s’ha utilitzat “KA” enlloc d”’AK” per no confondre-ho amb la
proteina Akt)

Ki: constant d’inhibicio

Km: constant de Michaelis-Menten

LCR: liquid cefalo-raquidi

LDL: lipoproteina de baixa densitat

LTP: long term potentiation

MA: malaltia d’Alzheimer

mAChR: receptor muscarinic

MAPK: mitogen-activated protein kinase
MAPs: proteines associades a microtubuls
MAPT: microtubule associated protein tau
MAO: monoamino oxidasa

Mcl1: myeloid cell leukemia

MEF2: myocite enhancer factor 2

MLK: mixed-linage kinases

MRI: magnetic resonance imaging

mRNA: acid ribonucleic missatger

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazoli bromur
nAChR: receptor nicotinic

NADH: nicotinamida adenina dinucleotid reduit
Ndufc1: NADH deshidrogenasa ubiquinona subunitat C1 mitocondrial
NF-kB: nuclear factor kappa-B

NGF: nerve growth factor

NMDA: acid N-metil-D-aspartic

NTg: ratolins no transgénics

ON: overnight

pAkt: phosphorilated protein kinase B

PAS: peripheral anionic site of AChE

18



Abreviatures

PBS: tamp0¢ fosofat sali

PBS-T: tamp¢ fosfat sali al 0.3% de tritd

PCR: polymerase chain reaction

PDB: protein data bank

PDK: posphoinositide-dependent kinase

PET: positron emission tomography

PFA: paraformaldehid

PGSK3: phosphorylated glycogen synthase kinase 3
PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase

PIP,: phosphatidylinositol biphosphate

PIPs: phosphatidylinositol triphosphate

PirDH: piruvat deshidrogenasa

PKA: protein kinase A (cyclic AMP dependent)
PKC: protein kinase C

PLC: fosfolipasa C

PRIMA: proline-rich membrane anchor

PrP: proteina pridnica

PS: presinilina

PTEN: phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10
PTP: permeability transition pore

qRT-PCR: quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction
RACKH1: receptor for activated C kinase 1

RE: reticle endoplasmatic

RMN: ressonancia magnética nuclear

RNA: acid ribonucleic

RNasa: ribonucleasa

RNS: especies reactives del nitrogen

ROS: espécies reactives de I'oxigen

sAPPo. i B: APP soluble a.i

siRNA: small interfering RNA

SDS: dodecil sulfat sodic

SNC: sistema nervios central

SNP: sistema nervios periféric

19



Abreviatures

SOD: superoxid dismutasa

SSF: solucio salina fisiologica

t12 : temps de vida mitja

TA: temperatura ambient

TACE: tumor necrosis factor-alfa converting enzyme (a-secretasa)
TcAChE: AChE Torpedo californica
TEMED: N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina
Tm: temperatura de fusio

TNFa: tumor necrosis factor a

TP: tamp¢ fosfat

Tris: tris-hiroximetil-aminometa

Trx: tioredoxina

T-TBS: Tris-Buffered Saline 0.2% Tween 20
Tween 20: polietilen sorbita monolaurat

UV: llum ultravioleta

Vmax: velocitat maxima

WB: Western blot

20



RESUM






Resum

Entre els diferents trastorns neurodegeneratius, la malaltia d’Alzheimer (MA) es
caracteritza per la pérdua progressiva de les funcions cognitives i I'alteracié del
comportament, essent el sistema colinérgic central el principal sistema afectat.
S’estima que hi ha més de 20 milions de persones que pateixen I'MA al mon i
s’espera que el 2050 la xifra augmenti fins a 135 milions, convertint-se aixi en
la proxima epidémia dels paisos desenvolupats (Sabharwal & Wisniewski
2014). La seva importancia médico-sanitaria i socio-economica, i el fet que no
existeixin farmacs prou eficagos per frenar-ne el seu progrés, ha provocat que
el desenvolupament de nous compostos hagi esdevingut un tema de gran

interés cientific.

Fins a dia d’avui, els unics farmacs aprovats pel tractament de I'MA sén els
anticolinesterasics donepezil, rivastigmina i galantamina, i la memantina, un
inhibidor dels receptors NMDA (acid N-metil-D-aspartic) del glutamat. A partir
d’aquestes molécules, i considerant que [I'acetilcolinesterasa (AChE)
desenvolupa moltes altres funcions a meés d’hidrolitzar I'acetilcolina (ACh),
s’han sintetitzat nous inhibidors de 'AChE (IAChE) capagos no només d’inhibir
I'activitat catalitica de I'enzim, sin6 també d’actuar com a modificadors de 'MA.
Aixi doncs, alguns d’aquests compostos impedeixen I'agregacio del peptid -
amiloide (Ap) induida per la propia AChE, bloquegen i potencien determinades
vies pro- i antiapoptotiques, estimulen la neurogénesi i disminueixen la

inflamacio, entre altres accions.

S’ha descrit que les funcions no catalitiques de 'AChE estan relacionades de
forma especifica amb dues de les variants de I'enzim: la isoforma S o sinaptica
(cervell i muscul), i la isoforma R o readthrough (cél-lules embrionaries i
tumorals). S’ha demostrat que ambdues sén induibles per lesions neuronals i/o
per determinats IAChE. D’aquesta manera, I'expressié de 'AChE-R s’associa
als processos neurogénics, protectors i de reparacid, en canvi ’TAChE-S sembla
intervenir en les vies apoptotiques i en l'augment de la neurotoxicitat
(Zimmermann 2013; Soreq & Seidman 2001).
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Resum

D’acord amb aix0, la present tesi doctoral s’ha centrat en I'avaluacio dels
efectes dels anticolinesterasics huprina X (HX) i AVCRI104P3 sobre I'expressio
de les isoformes S i R de 'AChE, i altres proteines implicades en la regulacio
dels processos neurotdoxics i neurogénics, en diferents condicions
experimentals in vitro i ex vivo, com a models dels estats de neurodegeneracio
i d’envelliment. S’han escollit aquests compostos, donat que diferents estudis
previs realitzats en el nostre departament han demostrat que presenten un
ampli perfil farmacologic, ja que sén antiagregants d’Ap, inhibidors de la BACE
(B-site APP cleaving enzyme 1), agonistes nicotinics i muscarinics M i

neuroprotectors.

Els resultats obtinguts en aquesta tesi mostren que ambdds anticolinesterasics
indueixen accions antiapoptotiques i neuroprotectores i que, aquestes,
segueixen patrons diferents, depenent no nomeés del model experimental, sind
també de les caracteristiques estructurals dels compostos, malgrat que ambdos
son inhibidors de 'AChE.
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1. LA MALALTIA D’ALZHEIMER

La malaltia d’Alzheimer (MA) és el tipus de deméncia prevalent en les persones
majors de 65 anys i actualment s’estima que hi ha més de 20 milions d’afectats
al mén. Es caracteritza principalment pel deteriorament del sistema colinérgic,
els agregats del péptid B-amiloide (AB) o plaques amiloides i els cabdells
neurofibril-lars (CNF), formats per la proteina tau hiperfosforilada (Ghezzi et al.
2013). Més del 95% dels casos d’Alzheimer son esporadics d’aparicio tardana,
i es relacionen amb un conjunt de processos cel-lulars i metabdlics alterats que
acaben provocant la mort neuronal (disfunci6 mitocondrial, pérdua de
I'homedstasi del calci, desregulacié del cicle cel-lular, resisténcia a la insulina,
hipercolesterolémia, isquémia, etc). També s’ha vist que lal-lel €4 de
I'apolipoproteina E augmenta el risc de deméncia (Hunter et al. 2013).

Els casos familiars d’Alzheimer, que representen menys del 5% del total i s6n
d’aparicié no tardana, s’associen a les mutacions genétiques de la proteina
precursora amiloide (APP) i de les presinilines (PS) 1 i PS2 (De Strooper et al.
2012). El sindrome de Down (trisomia del cromosoma 21 que inclou el gen de
'APP) també es relaciona amb el desenvolupament de la deméncia en edats
no tardanes (Bello et al. 2013). No obstant, fins al moment cap causa ha estat
totalment acceptada i no hi ha tractaments que evitin, aturin o reverteixin el

deteriorament cognitiu associat a I'MA.

1.1. La disfuncié colinérgica

Una de les alteracions principals de 'MA és la hipofuncié colinérgica pre-
sinaptica. Aquesta s’atribueix a la degeneracié de les neurones colinergiques
que projecten cap al cortex i cap a I'hipocamp, a la perdua d’enzim colin-
acetiltransferasa (ChAT) i de molecules de colina (amb la consequent
disminucié de la sintesi d’acetilcolina (ACh)), i a I'esgotament dels receptors
nicotinics de 'ACh (nAChR) subtipus a3, a7 i a4p2 (Posadas et al. 2013;
Shimohama 2013). Els receptors muscarinics de 'ACh (mAChR), familia de
cinc subtipus de receptors (M-Ms) lligats a la proteina G, també estan implicats
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en la fisiopatologia de ['Alzheimer. Els receptors pre-sinatptics M, estan
disminuits, mentre que els post-sinaptics My no presenten canvis. El receptor
post-sinaptic M4, predominant en el cortex i en I'hipocamp, desenvolupa un
paper important en els processos de memoria i aprenentatge, i en particular en
la memoria a curt termini, la més afectada en ’'MA. L’estimulaci6 farmacologica
dels receptors M; activa la proteina quinasa C (PKC) i afavoreix el
processament no amiloidogénic de 'APP (Overk et al. 2010; Fisher 2012; Davie
et al. 2013).

La hipotesi colinérgica postula que els déficits colinérgics pre-sinaptics
provoquen la disfuncioé cognitiva progressiva i part del deteriorament conductual
associat a I'MA, i que aquests déficits es poden restaurar a través de I'activacio
del sistema colinérgic (Dumas & Newhouse 2011). Els unics farmacs aprovats
pel tractament de 'MA, exceptuant la memantina, sén els inhibidors de 'AChE
(IAChE), els quals es basen en la teoria colinérgica (donepezil, rivastigmina,
galantamina) (Schliebs & Arendt 2011).

1.2. El péptid Ap i les plaques amiloides

L’alteracié neuropatologica principal de I'MA sén les plaques amiloides, diposits
proteics extracel-lulars amb un diametre d’entre 20 i 25 um, localitzats al cervell
i formats majoritariament per agregats del péptid AB. Aquest té una llargada
d’entre 38 i 43 aminoacids, pesa aproximadament uns 4 kDa, és hidrofobic i té
tendéncia a agregar-se (Mokhtar et al. 2013).

1.2.1. El processament de la proteina precursora amiloide

El péptid Ap és un fragment proteolitic de la proteina de membrana precursora
amiloide (APP). La funcio bioldgica de 'APP no esta clara, sembla estar
implicada en els processos d’adhesié cel-lular i actua com a receptor de
senyals extracel-lulars (Nalivaeva & Turner 2013). La formacié d’Ap requereix
el trencament de 'APP per dues proteases, les secretases p i y, ambdues

proteines de membrana (Fig.1C). La secretasa § o BACE1 (p-site APP
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Cleaving Enzyme type 1) €s una aspartil proteasa que trenca 'APP pel fragment
N-terminal del domini AB (Holsinger et al. 2013). Aixd comporta la secrecié o
despreniment de I'ectodomini APPsf de I'APP, el qual sembla tenir una funcio
apoptotica (Zhang et al. 2012), i la generacio del fragment C-terminal de 'APP
de 99 aminoacids (C99). Aquest és posteriorment trencat per la secretasa v,
proteasa hetero-tetramérica formada per les subunitats presinilina, nicastrina,
Aph-1 (Anterior pharynx-defective 1) i Pen-2 (potenciador de la presinilina)
(Prox et al. 2012). Com a resultat d’'aquesta escissio, es secreta el péeptid A i
el domini intracel-lular de 'APP (AICD) s’allibera al citosol (Zhang et al. 2012).

Unes terceres proteases, les secretasses o, majoritariament les desintegrines
ADAM10 i ADAM17 (A Desintegrin And Metalloprotease), escindeixen I'APP
dins del domini de I'AB i n’'impedeixen la formacié (Fig.1B). Soén
metalloendopeptidases de membrana de tipus |, i requereixen de zinc per a dur
a terme la seva activitat proteolitica (Klein & Bischoff 2011). L'APP és
majoritariament trencada per les secretases o, procés que s’esdevé de forma
constitutiva, i en menor mesura per la via alternativa de la secretasa . No
obstant, en les neurones primaries I'expressi6 de la secretasa f és
particularment elevada (Janson et al. 2013). La secretasa a genera la forma
secretada de I'APP, I'APPsa, la qual presenta propietats neurotrofiques i
neuroprotectores (Zhou et al. 2011). L’altre producte resultant de la proteolisi
duta a terme per la secretasa a és el fragment C-terminal de 'APP que conté
83 aminoacids (C83). Aquest és posteriorment trencat per la secretasa v,
generant el péptid p3 (amb 16 aminoacids menys a I'extrem N-terminal que el
péptid Ap), i el fragment AICD (Fig.1B). El péptid p3 és benigne i no es troba en
les plaques amiloides (Jurisch-Yaksi et al. 2013). Actualment, tant les
secretases o, com les i les y es presenten com a possibles dianes

farmacologiques pel tractament de 'MA (Marks & Berg 2010; Epis et al. 2012).
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Fig.1 A) Sequéncia aminoacidica, localitzacié i llocs de tall de la proteina de

membrana tipus | APP.

B) i C) Processament proteolitic de I’APP per les vies no amiloidogénica i
amiloidogénica.

El trencament de I'APP per la secretasa a produeix I'ectodomini soluble APPsa i el fragment
C-terminal o (a-CTF o C83), posteriorment processat per la secretasa v, el que condueix a
la secrecio del péptid p3 i a la formacié del domini intracel-lular de 'APP (AICD). El
trencament sequencial de I'APP per les secretases f i y, en canvi, genera el péptid
amiloidogénic Ap. La secretasa p talla 'APP per I'ectodomini proper al domini trans-
membrana, s’allibera I'ectodomini soluble APPsg i el fragment C-terminal  (B-CTF o C99)
es queda unit a la membrana. La secretasa y talla el fragment C99, que provoca la secrecio
dAp i la formaci6 del domini intracel-lular de [FIAPP (AICD) (Adaptat
d'http://pt851.wikidot.com/alzheimer-s-disease-cell-bio).
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1.2.2. El model d’agregacié del peptid Ap

El péptid AB és secretat a I'espai extracel-lular en forma monomérica, on
mitjangant un procés d’associacié dona lloc a unes fibril-les que s’acoblen entre

si formant les conegudes fibres amiloides, resistents a les proteases.

Alguns dels estudis realitzats in vitro sobre la caracteritzacio cinética del procés
de fibril-logénesi del péptid AP suggereixen una conversio d'estructura
desordenada a estructura § a través d'un intermediari ric en estructura o
(Corsale et al. 2012). El contingut de fulla plegada 3 creix exponencialment fins
a la formacio de fibres amiloides. EI model d’agregacié6 majoritariament
acceptat consisteix en un mecanisme de polimeritzacié depenent de nucleacio.
Aquest model comenga amb una etapa lenta de formacio de nuclis d’agregacié
que oligomeritzen i donen lloc a protofibril-les. En la segona etapa, I'elongacio,
es formen rapidament les fibres madures per associacido i/o addici6 de
monomers als extrems de les protofibril-les. Aquesta etapa d’elongacié té un
caracter exponencial i irreversible (Jarrett et al. 1993; Hard 2011) (Fig.2).

Els oligomers petits d’Ap sén neurotdxics i capagos de desencadenar una
cascada patologica d’esdeveniments que inclouen la inflamacid, la inhibicié de
la potenciacié a llarg termini de I'hipocamp, la disfuncio sinaptica, els cabdells
neurofibril-lars, la pérdua neuronal, I'aparicioé clinica de la malaltia i en ultima
instancia, la mort. La hipotesi de la cascada amiloidogénica considera que
I'eliminaciéo de I'acumulacié de I'Ap al cervell prevé la progressio de I'MA,
essent per tant el péptid Ap una de les dianes terapéutiques actuals
(Lichtenthaler 2011; Belluti et al. 2013).
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Fig.2 Model d'agregacié de la proteina AB. Comprén una fase de nucleacié lenta i una
fase d’elongacié rapida que porta a la formaci6 de fibres insolubles (Adaptat
d'http://talaga.rutgers.edu/index.php).

1.3. Els cabdells neurofibril-lars

La tercera alteracié neuropatologica de I'MA son els cabdells neurofibril-lars
(CNF) formats per la proteina tau hiperfosforilada i agregada en filaments
helicoidals aparellats (Wischik et al. 2013) (Fig.3). La hipotesi de la tau per a
I'Alzheimer postula que la prevencio de la fosforilacié excessiva d’aquesta
proteina disminueix la formacié dels cabdells neurofibril-lars i consequentment

frena la progressio de 'MA.

La tau s’expressa als axons associada als microtubuls que conformen el
citoesquelet neuronal, als quals estabilitza i en permet el transport axonal
(Kuchibhotla et al. 2013). La fosforilacié i desfosforilacio reversible d’aquesta

proteina regula la seva desunio i unié als microtubuls permetent la funcio
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dinamica dels mateixos. Durant 'MA es produeix una fosforilaci6 andomala de la
tau per culpa de l'accid de determinades proteines tals com les quinases
activadores de mitogens (MAPKSs), la quinasa glicogen-sintasa 3p (GSK3p), la
quinasa tau-tubulina, les quinases dependents de ciclina 2 i 5 (la Cdk2 i la
Cdk5), i les quinases activades per estrés (SAPks), totes elles dirigides a
prolina o a motius prolina-serina/treonina (P-ST) (Clavaguera et al. 2014). Un
altre grup de proteines implicades que fosforilen motius diferents als P-ST son
la quinasa reguladora d’afinitat als microtubuls (MARK), la quinasa Il depenent
de Ca*/calmodulina (CaMPK Il), la quinasa depenent d’AMP ciclic (PKA) i la
quinasa Il de la caseina (Cavallini et al. 2013). Posteriorment a aquesta
hiperfosforilacio, varis processos glicosilen i recobreixen de quitina la tau. La
proteina modificada s’'uneix entre si formant filaments helicoidals aparellats que
s’agreguen originant els CNF. Aquests alteren el citoesquelet neuronal i
provoquen una degeneracio neurofibril-lar (una pérdua de ramificacions
dendritiques i una reduccioé del numero d’estructures sinaptiques). Les lesions
originades per la proteina tau, al igual que les provocades per I'AB, condueixen

a la mort neuronal en diferents regions cerebrals.

2. L’APOPTOSI O LA MORT CEL-LULAR PROGRAMADA.
IMPLICACIO EN LA MALALTIA D’ALZHEIMER

L’apoptosi o la mort cel-lular programada és un procés cel-lular actiu (requereix
consum d’energia), que tant es doéna en condicions fisioldgiques com
patologiques. Fisiologicament és un procés fonamental i comu en els
organismes pluricel-lulars, ja que és imprescindible per al desenvolupament, la
morfogénesi dels organs, 'homeostasi dels teixits i per a I'eliminacié de les
cél-lules danyades o infectades pels patdogens. En les malalties
neurodegeneratives i en I'envelliment, les causes principals de l'apoptosi
neuronal sén l'estrés oxidatiu, la sobreactivacid dels receptors del glutamat i
I'estres metabolic (Favaloro et al. 2012).
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Fig.3 Formacié dels cabdells neurofibril-lars (CNF) en ’'MA. En condicions normals la
tau proporciona estabilitat als microtubuls i presenta una fosforilacié adequada per dur a
terme les seves funcions. La hiperfosforilacié de la tau provoca l'alteracié de les seves
funcions, la inestabilitat dels microtubuls i finalment la seva degradaci6. La tau
hiperfosforilada s’aparella en filaments helicoidals que s’agreguen i formen els cabdells
neurofibril-lars (Adaptat de Querfurth & LaFerla 2010).

2.1. L’estrées oxidatiu i I'homeostasi del calci. Implicacié en la

malaltia d’Alzheimer

Varies hipotesis consideren I'estrés oxidatiu com la base de la progressio de

les malalties neurodegeneratives i de I'envelliment, essent un dels primers
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esdeveniments que apareixen en 'MA (Lee et al. 2010; Popa-Wagner et al.
2013). Afecta a multiples sistemes neuronals i esta implicat en la disfuncid
mitocondrial (Aliev et al. 2014), la desregulacio del calci (Stefani et al. 2012),
els canvis en la senyalitzacié de I'ACh i el glutamat (Guan 2008; Matos et al.
2008; Forder & Tymianski 2009), la disfuncio vascular (Kelleher & Soiza 2013) i
I'apoptosi (Nakamura et al. 2011).

Les espécies reactives de I'oxigen (ROS) produides durant el metabolisme
oxidatiu propi de la cél-lula, es veuen incrementades en condicions
patologiques o d’envelliment, trencant-se el balang oxidatiu entre els processos
bioquimics que porten a la produccié de les ROS i els responsables de la seva
eliminacié. El mecanisme subjacent sembla implicar la pérdua de 'homeostasi
del calci cel-lular per culpa de la regulacio pertorbada d’aquest en el reticle
endoplasmaitic, i/o per la seva entrada a la cél-lula en resposta a algun dany o
trastorn cel-lular. Aixd provoca la seva acumulacio en el mitocondri, 'augment
del potencial de la membrana mitocondrial (AWm) i I'increment de la produccid
de les ROS. Com a consequeéencia de la despolaritzacié de la membrana del
mitocondri, s’allibera el citocrom c i es produeix la mort cel-lular. En condicions
fisiologiques la mitocondria elimina I'excés de les ROS a través de la superoxid
dismutasa (SOD), la catalasa o el sistema del glutatié entre altres mecanismes
antioxidants, perd quan es dona un desequilibri entre la produccio i I'eliminacio
de les ROS o hi ha una reduccié de la reparacié de les macromolécules
oxidades, la cél-lula pateix un dany oxidatiu (Gutowski & Kowalczyk 2013).
L’SNC és particularment vulnerable al dany oxidatiu com a consequéncia de la
gran utilitzacio d’O,, la manca d’antioxidants endogens i I'elevat contingut en
lipids poliinsaturats, les biomolecules més susceptibles a I'oxidacio. A més, hi
ha elevades concentracions regionals de metalls redox capagos de generar
cataliticament espécies reactives de I'oxigen (Fig.4a i b).
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Fig.4a Estrés oxidatiu, desregulacié del calci i dany mitocondrial en I'MA. El péptid Ap
centrat en la imatge provoca la sobreproduccié de les ROS i les RNS. La peroxidacio lipidica
de la membrana produeix toxines mitocondrials (hydroxinonenal (HNE) i malondialdehid). E
dany oxidatiu i I'estimulacié dels mecanismes per I'entrada del Ca2+ provoquen 'augment del
calci citosodlic i mitocondrial. L’Ap intracel-lular ataca al Complex IV de la cadena
transportadors d’electrons, als enzims claus del cicle de Krebs i danya el DNA mitocondrial
(mtDNA) fragmentant-lo. Els productes de la peroxidaci6 lipidica també promouen la
fosforilacié i I'agregacié de la tau, que a la vegada inhibeix el Complex | de la cadena
transportadora d’electrons. Els Complexes | i lll generen quantitats exagerades de les ROS i
les RNS, es col-lapsa el potencial de la membrana mitocondrial (MPP) i s’activen les
caspases (Adaptat de Querfurth & LaFerla 2010).

En el cas de 'MA, el péeptid Ap, com a substancia proapoptotica, augmenta la
vulnerabilitat neuronal a la mort induida per condicions com I'estrés oxidatiu i la

falta d’energia disponible, tal i com passa en els cervells d’edat avangada. En
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un entorn oxidant amb una alta concentraci6 d’Ap, aquesta comencga a

autoagregar-se i a induir la peroxidacio lipidica de la membrana cel-lular. Aixo

impedeix el funcionament de les ATPases o bombes de Na*/K* i Ca®" i dels

transportadors de la glucosa i del glutamat, la qual cosa porta a la

despolaritzacié6 de la membrana, I'esgotament de I'ATP, l'influx excessiu de

calci i la disfuncid mitocondrial (Mattson & Pedersen 1998; Liu et al. 2013)

(Fig.4a i b).
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Fig.4b L’homeostasi del calci i la neuropatologia de I’'MA. Diagrama esquematic que
mostra els mecanismes que poden conduir a la desregulaci6 de 'homeostasi del calci
neuronal a partir de la desestabilitzaci6 de I'homeodstasi del calci en el reticle
endoplasmatic, i com aquest desequilibri contribueix a la formacié de les plaques amiloides,
a la degeneracioé neurofibril-lar, a I'estrés oxidatiu i a 'apoptosi. AICD, APP intracellular
domain (Adaptat de LaFerla 2002).
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2.2. Vies de senyalitzaci6 i molécules implicades en

I’apoptosi/supervivéncia i en la malaltia d’Alzheimer

L’apoptosi pot iniciar-se com a minim a través de dues vies generals,
I'extrinseca i la intrinseca. L’extrinseca comencga fora de la cél-lula, quan les
condicions del medi extracel-lular determinen que ha de morir. La unio del
ligand Fas (FasL o CD95L) al receptor Fas (CD95) provoca l'agrupacié de
receptors i comenga la via extrinseca. El receptor Fas és un membre de la
familia dels que es coneixen com a receptors de la mort, que també inclou el
receptor TNF (Tumor Necrosis Factor). L'agregacié de receptors Fas s’uneix a
I'FADD (Fas Associated Death Domain), una proteina adaptadora que conté un
domini de mort citosolic. L'FADD es fixe a la forma inactiva de la caspasa 8 que
experimenta una auto-activacio catalitica i és llavors capag¢ de trencar la pro-
caspasa 3 a caspasa 3, principal caspasa efectora de I'apoptosi. Aquesta via
de l'apoptosi s’anomena mort cel-lular induida per activacio donat que és
induida per [I'activacio receptor/lligand i no per l'abséncia d’estimuls de

supervivéncia (Lheureux & Le Moulec 2011).

La via intrinseca comenga a partir d’'una lesio intracel-lular. La lesi6 podria
donar lloc a necrosi i produir una resposta inflamatoria, perd la maquinaria
apoptotica de la cél-lula empaqueta la cél-lula i I'elimina prevenint aixi la
inflamacio. El dany mitocondrial, el dany del DNA, I'estrés oxidatiu o I'increment
del calci intracel-lular sén possibles desencadenants de la via intrinseca en
activar proteines apoptotiques com la Bad o la Bax, i superar els efectes de la
proteines antiapoptotiques Bcl2 (B cell lynphoma 2) i BclXL. El citocrom c,
alliberat de les mitocondries danyades, s’uneix a la proteina Apaf-1 (Apoptosi
protease-activating factor-1) que activa la caspasa iniciadora 9, que a la
vegada activa la caspasa efectora 3 (Brentnall et al. 2013). Les cél-lules
apoptotiques s’encongeixen, es degrada la cromatina i el fosfolipid
fosfatidilserina, que es troba amagat a la membrana plasmatica, s’exposa a la
superficie i interacciona amb els receptors dels macrofags i les cél-lules
dendritiques, els quals s’empassen els fragments cel-lulars (Sinha et al. 2013).
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En els cervells amb Alzheimer, I'activitat de les caspases esta incrementadai el
DNA esta danyat. | per tant, I'expressié dels gens relacionats amb I'apoptosi
tals com els membres de la familia Bcl2 (Bad, Bax, Bcl2, BcIXL) i els gens de
resposta al dany del DNA es veuen alterats en aquelles neurones associades
amb els dipodsits amiloides. Una de les proteines que es sobreexpressa és I'Akt
o proteina quinasa serina/treonina B (PKB), la qual inhibeix la GSK3p, que
hiperfosforila la proteina tau i activa la Bax (Fig.5). A la vegada, una de les
consequencies de l'activacio de les caspases és el trencament de la tau, la
qual cosa afavoreix els canvis conformacionals caracteristics del filaments
helicoidals aparellats (PHF-TAU, Paired Helical Filaments-TAU). Com ja s’ha
comentat, I'acumulaciéo progressiva de la tau comporta una disrupcié del
citoesquelet, la fallada del transport dendritic i axoplasmatic, i la pérdua
subseguent del suport trofic que culmina amb la mort neuronal (Rohn 2009). Es
planteja que I'Ap intracel-lular podria activar les caspases per la via intrinseca a
través del procés que involucra el reticle endoplasmatic, la desregulacio de
I'homeodstasi del calci i I'estrés mitocondrial. | els oligdbmers extracel-lulars d’Ap
podrien iniciar I'apoptosi a través de l'activacio dels receptors de mort de la
superficie tals com el receptor TNF per la via extrinseca (Zorn et al. 2012).

2.2.1. Caspases

Les caspases s6n una familia de proteases sintetitzades com a zimogens o
pro-caspases, corresponents als precursors inactius. Les pro-caspases es
tallen en resposta a senyals apoptotics i passen a formar heterodimers de dues
subunitats petites i dues subunitats grans, que son la forma activa de I'enzim.
S’han descobert 12 caspases en els humans, que es divideixen en les
caspases iniciadores i les efectores. Les iniciadores es poden activar a elles
mateixes i son la 2, la 8, la 9ila 10. Un cop activades inicien una cascada que
activa a les efectores o executores, les quals inclouenla 3,la6ila 7, ison les
responsables de processar una gran varietat de substrats cel-lulars, alterant
aixi el funcionament de la cél-lula, fet que condueix a la mort cel-lular. La resta
de les caspases no intervenen en l'apoptosi, sind en el processament de les

citocines proinflamatories, i s'anomenen caspases inflamatories (Mcllwain et al.
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Fig.5 Vies apoptotiques i molécules implicades. Es mostra la via extrinseca del receptor
de mort cel-lular (esquerra) i la via intrinseca mitocondrial (dreta). Les caspases s’indiquen
en blau, els membres apoptotics de la familia de la Bcl2 en taronja i els antiapoptotics en
vermell, i la via de I'Akt i la GSK3p en gris (Adaptat de Lossi et al. 2005).

2.2.2. Bcl2

Les proteines de la familia de la Bcl2 sén reguladors critics de I'apoptosi.
S’inclouen un grup de membres antiapoptdtis i dos grups de membres
proapoptotics: les proteines BH3 i el grup Bax (Wyllie 2010). ElI grup de
membres antiapoptotics esta format per la Bcl2, la BelXL, la BelW, 'MCLA
(Myeloid cell leukemia 1), la BCL2A1 i la BCLB. La Bcl2 és una proteina
integral de membrana que promou la seva accié antiapoptotica en inhibir la
translocacié de la Bax cap a la mitocondria, mantenint d’aquesta manera el
potencial de membrana i evitant l'alliberacié6 del Cyt C mitocondrial. Aixi
s’'impedeix l'acoblament de l'apoptosoma (complex proteic format per la
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proteina Apaf-1, el Cyt C, la caspasa 9 i una molécula d’ATP o de dATP) i la

consequent mort cel-lular programada (Vogler 2012).

2.2.3. Cdk5

La quinasa Cdk5 és I'unic membre de la familia de les Cdk que no intervé en la
progressio del cicle cel-lular. Es activa sobretot en neurones postmitotiques i és
necessaria pel desenvolupament del cervell, ja que intervé en processos com
la migracié neuronal i el creixement axonal. A diferéncia de la resta de
quinases dependents de ciclina, no s’activa per ciclines, sind pels factors p35 i
p39 (Kawauchi et al. 2013). Els activadors p35 i p39 s’expressen
especificament en neurones, i per tant la seva activitat esta restringida a aquest

tipus de cél-lules (Zhu et al. 2011).

Tot i la seva importancia en el desenvolupament embrionari del cervell, la
sobreactivacié de la Cdk5 condueix a la mort neuronal (Shukla et al. 2012). Un
dels mecanismes responsables d’aquesta sobreactivacio és la unié de la Cdk5
amb el metabdlit p25, producte del trencament proteolitic del factor p35 per les
calpaines, les quals son activades pel calci. Diferents estimuls apoptotics, com
el glutamat, el peroxid d’hidrogen o I'acumulacio del peptid Ap, incrementen la
concentracio del calci intracel-lular, que provoca l'activacié de les calpaines i la
formacio del factor p25. El complex Cdk5-p25 és més estable que el format
amb el factor p35, i manté la quinasa permanentment activada (Lew 2013)
(Fig.6). A més a meés, la unié Cdk5-p25 s’allibera de la membrana plasmatica i
es queda al citoplasma, des d’on pot hiperfosforilar diferents proteines
associades als microtubuls, com per exemple la proteina tau, i conduir a la
disrupcié del citoesquelet, fet que pot induir I'apoptosi. En els cervells dels
malalts d’Alzheimer s’han observat acumulacions de la forma p25 en els
cabdells neurofibril-lars (Sundaram et al. 2013). Contrariament, el complex
Cdk5-p35, el qual es manté a la membrana plasmatica, activa diferents vies de
supervivéncia com la de la PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase)/Akt (Li et al.
2003), la de 'ERK (Wang et al. 2006), o inhibeix vies apoptotiques com la de la
JNK (Li et al. 2002). L'activador de la Cdk5 determina que es promogui
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I'apoptosi o la supervivencia cel-lular (Fig.6).

Fig.6 Accions proapoptotiques del complex p25-CDK5 (Adaptat de Yeste 2008).

2.2.4. GSK3

La GSKS3 (Glycogen synthase kinase 3) és una quinasa serina/treonina que
s’identifica com I'enzim capag de fosforilar 'enzim glicogen sintetasa provocant
la seva inhibici6. Posteriorment, es va veure que podia fosforilar
aproximadament uns 50 substrats i modular diferents processos com el
metabolisme del glicogen, I'estructura cel-lular, I'expressié génica i I'apoptosi
(Phukan et al. 2010). Existeixen dues isoformes, I'a i la , essent aquesta
ultima la més abundant en I'SNC i la que presenta un paper més rellevant en
I'apoptosi. EI mecanisme de regulaci6 més conegut es dona a través de la
fosforilacié de la GSK3p en el residu Ser9 i de la GSK3a en el residu Ser21,
que inhibeixen la seva activitat. La principal quinasa responsable d’aquestes
fosforilacions és I'Akt o PKB (Protein Kinase B), tot i que existeixen d’altres
quinases involucrades (Freyberg et al. 2010).
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Una de les funcions més importants de la GSK3p és la regulacié de I'apoptosi.
Esta demostrat que la via intrinseca mitocondrial pot ser amplificada per la
GSK3p, després de ser activada per diferents tipus d’estimuls, com poden ser
la privacié de factors trofics, la inhibicio de la via de la PI3K/Akt, el dany del
DNA, l'estrés oxidatiu, I'excitotoxicitat pel glutamat o la hipoxia. A la vegada, és
una de les principals quinases involucrades en la fosforilacido aberrant de la
proteina tau, la qual en ser fosforilada es dissocia dels microtubuls, que es
desestabilitzen provocant els canvis estructurals propis de I'apoptosi i formant
els cabdells neruofibril-lars (Avila et al. 2010; Hernandez et al. 2013) (Fig.7).
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Fig.7 Accions proapoptotiques de la GSK3 (Adaptat de Yeste 2008).

També s’ha demostrat la fosforilacio de 'APP per la GSK3q, fet que contribueix

al processament d’aquesta per formar el péptid neurotoxic Ap, que es pot

acumular formant les plaques amiloides tipiques de I'MA (Balleza-Tapia & Pefia

2009; Avila et al. 2010). Per altra banda, la inhibici6 metabolica de la piruvat
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deshidrogenasa (Pir DH) per la GSK3p pot produir una disfuncié neuronal
selectiva, ja que aquest enzim proporciona I'acetilCoA necessari per a la sintesi
de I’ACh, la qual es deficitaria en I'MA (Hoshi et al. 1996; Chen & Zhong 2013)

(Fig.7).

2.2.5. PI3K/Akt

Una de les proteines que es troben sobreexpressades en situacions d’estres
cel-lular és I'Akt o proteina quinasa serina/treonina B (PKB). S’activa a través
de la fosforilaci6 depenent de la via de senyalitzacid de la fosfatidil inositol 3-
quinassa (PI3K), i un cop fosforilada en el residu Ser473 o en el residu Thr308,
fosforila els seus substrats, tals com la Ser9 de la GSK3p, que inhibeix, la
proteina apoptotica Bad, que també inactiva en fosforilar-li el residu Ser136, i
les proteines apoptotiques de la familia FOXO, les quals també inhibeix
(Del'Guidice & Beaulieu 2010; Altomare & Khaled 2012). A la vegada, I'Akt
activa, per fosforilacio, proteines antiapoptotiques com per exemple el factor de
transcripcio CREB (cAMP Response Elment-Binding protein) o la quinasa IKK
(kb kinase), la qual al seu torn activa el factor de transcripcié NF-kB (Nuclear
Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), que regula I'expressio
de determinats gens involucrats en processos immunitaris, inflamatoris, de

desenvolupament i de creixement (Chan & Ye 2012) (Fig.8).

2.2.6. Sinaptofisina

La sinaptofisina és una glicoproteina integral de membrana de les vesicules
sinaptiques, que es troben a les terminacions nervioses de I'axd o botons
sinaptics de les neurones pre-sinaptiques. Hi ha estudis que demostren que la
sinaptofisina esta estretament relacionada amb la remodelacié sinaptica, amb
els processos cognitius i, a meés, presenta un paper important en la plasticitat
neuronal (Gordon & Cousin 2013).
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Fig.8 Via de la PI3K/Akt (Adaptat de D’Mello & Chin 2005).

3. LA NEUROINFLAMACIO EN LA MALALTIA D’ALZHEIMER

La neuroinflamacio és un dels primers esdeveniments que apareixen en I'MA
(Popp et al. 2009; Perry & Teeling 2013), i comporta I'activacio de la micro- i la
macroglia. La inflamaciéo en I'Alzheimer acaba esdevenint un procés cronic
causat principalment pel péptid Ap i per I'envelliment del sistema immunitari
(Herrup 2010; Pizza et al. 2011). L’Ap activa la microglia (Cai et al. 2013) que
contribueix al seu aclariment, tant de la forma soluble com de la fibril-lar,
possiblement per diferents mecanismes (Lee & Landreth 2010). Al seu torn, les
citocines IL-6 i TNFa generades durant el procés inflamatori i I'envelliment
activen les cél-lules microglials augmentant aixi la seva taxa de fagocitosi
(Cunningham 2013). A la vegada, paradoxalment, la microglia també pot
contribuir a la deposicio del péeptid AR en ratolins transgenics (Wegiel et al.
2004). Per la seva part, I'eritropoetina, a través de la via de senyalitzacio6 de les
proteines Wnt en modula la seva activacié (Shang et al. 2012), i hi ha estudis
que demostren la regulacio i implicacié del sistema colinérgic en la resposta
immunitaria innata, basant-se en I'augment dels nivells d’expressié de I'enzim

AChE en les ceél-lules microglials activades (Vezzani et al. 2011). En cultius de
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microglia, 'AChE indueix canvis en la morfologia de les cél-lules aixi com la
regulacio a l'alga de la INOS (la isoforma induible de la sintasa de I'0xid nitric)
(von Bernhardi et al. 2003) (Fig.9). En aquest sentit, cal remarcar la importancia
dels IAChE, els quals disminueixen la neuroinflamacié associada a I'MA, tant
per la propia inhibici6 de I'AChE, com pel consequent augment d’ACh
disponible, la qual actua com a antiinflamatori (Ofek et al. 2007).

L’activacié dels astrocits per part del péptid Ap, entre d’altres, i la seva
participacio en la funcio vascular cerebral, podria contribuir a la progressié de la
malaltia (Merlini et al. 2011). L’aclariment de I'Ap per part dels astrocits sembla
implicar la lipoproteina de baixa densitat (LDL) i 'ApoE (Verghese et al. 2013)
amb ambdues funcions, la protectora i la relacionada amb la malaltia,
respectivament (Thal 2012). També s’ha vist que els astrocits a través de les
citocines (I'interfero-y, el TNFa, I'lL-1p) afavoreixen la produccié del péptid Ap, i
que les petites plaques poden derivar directament d’ells (Wakabayashi & Miki
2013; Meraz-Rios et al. 2013) (Fig.9).

L’Ap també pot ser transportada a través de la barrera hematoencefalica,
drenada a nivell perivascular (amb el risc de que es formi una angiopatia
amiloide congofilica), i fagocitada pels macrofags peri-vasculars enlloc de per la
microglia (Hawkes & McLaurin 2009; Malm et al. 2010; Lai & McLaurin 2012).

Les funcions especifiques de la micro- i la macroglia, protectores o toxiques,
dependran dels multiples sistemes de senyalitzacio i seran modificades pels
mateixos. L’envelliment de les cél-lules i del sistema immunitari, les mutacions
en les presinilines, la formacio del péptid Ap i dels cabdells neurofibril-lars, aixi
com les possibles infeccions, sén factors que poden desencadenar o ser
desencadenats per la resposta inflamatoria. Per tant, el sistema immunitari pot
contribuir al desenvolupament de la malaltia, o al contrari, actuar com a

mecanisme de defensa (Solito & Sastre 2012).
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Fig.9 Neuroinflamacié i mecanismes d’aclariment de I’AB. La microglia elimina el péptid

Ap directament per fagocitosi. Els astrocits també participen en [l'aclariment de TI'A,

l'internalitzen a través de receptors i en faciliten la seva transferéncia a la circulacié, fora de

'SNC. La microglia i els astrocits son reclutats i estimulats en 'MA per alliberar citocines

proinflamatories (I'lL-1f, el TNFa) i reactants de fase aguda (les ROS i el NO). L’aclariment de

I'Ap també es produeix per protedlisi enzimatica (la neprilisina (Nep), 'enzim de degradaci6 de

la insulina (IDE), la matriu de metaloproteinases (MMP)) (MOTC denota el centre de

microtubuls organitzats i MVB el cos multivesicular) (Adaptat de Querfurth & LaFerla 2010).

47



Introduccid

4. ESTRATEGIES TERAPEUTIQUES PER A LA MALALTIA
D’ALZHEIMER

Actualment, els unics farmacs aprovats per I'FDA (Food and Drug
Administration) i 'TEMA (European Medicines Agency) per al tractament de
I’Alzheimer, intenten restablir I'equilibri d’aquells neurotransmissors alterats per
culpa de la mort neuronal generalitzada. Aquests son els inhibidors de 'AChE
(IAChE), que augmenten els nivells d’ACh en inhibir I'enzim responsable del
seu metabolisme (tacrina, donepezil, rivastigmina i galantamina) (apartat 4.2)
(Anand & Singh 2013), i la memantina, que en bloquejar els receptors NMDA
impedeix la neurotransmissio glutamatérgica, la qual esta sobreactivada en els
malalts d’Alzheimer (Wilkinson et al. 2013).

Altres farmacs utilitzats per millorar la funcié colinérgica sén els agonistes dels
receptors muscarinics My. Aquests receptors romanen gairebé intactes en els
cervells dels pacients amb I'MA i per tant es consideren una diana terapéutica
atractiva per al tractament de la malaltia. Milloren els simptomes de I'Alzheimer
i es creu que retarden la progressid de la infermetat. Entre ells destaquen la
xanomelina i la milamelina (Greig et al. 2013). També s’han descrit millores
cognitives en models animals i una disminucié dels nivells del péptid A amb

I'administracio d’agonistes dels receptors nicotinics (Ni et al. 2013).

No obstant, les estrategies farmacologiques van enfocades principalment al
péptid Ap i a la proteina tau hiperfosforilada. En el cas de I'Af, s’intenten
modular les proteases implicades en la seva formacio, /o evitar la seva
agregacio i promoure la seva eliminaci6. Pel que fa a la tau, es busquen
molécules que inhibeixin les quinases responsables de la seva hiperfosforilacio
i que impedeixin la formacio dels cabdells neurofibril-lars (Singh et al. 2012;
Lemere 2013). Entre les aproximacions terapéutiques focalitzades en les
secretases responsables del processament de 'APP, hi ha en fase d'estudi
l'inhibidor de la B-secretasa KMI-429 (Singh et al. 2012), entre d’altres, i els
inhibidors i/o0 moduladors de la y-secretasa (GSIs i GSMs) (Golde et al. 2013).

En el cas de la tau, els inhibidors de la GSK3p (quinasa implicada en la
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hiperfosforilacié d’aquesta proteina) com ara el liti o I'acid valproic, sén les
molécules que susciten més interes. També s’estan desenvolupant inhibidors
de la quinasa Cdk5. Les vacunes en contra de I'Af com I'ACC-001 de la
Janssen and Pfizer, la CAD-106 de la Novartis o I'ACI-24 de 'AC Immune
encara estan en fases d’estudi, i pel que fa a la immunoterapia passiva, cal
destacar els anticossos monoclonals anti-Ap (mAb) com I'AAB-03 (una nova
versio del Bapineuzumab de la Janssen and Pfizer), el Solanezumab de la Lilly,
el Crenezumab de 'AC Immune, el Gantenerumab de la Roche, el BAN2401 de
la BioArtic Neuroscience AB i Eisai Inc. o el BIIBO37 de la Biogen Idec. Altres
immunoterapies inclouen la immunoglobulina intravenosa (1VIlg), composta per
un pool d’anticossos humans, també en fase d’estudi, i la vacuna de la tau
AADvac1 tau-peptide-KLH-conjugat de ’Axon Neuroscience SE (Lemere 2013).

Degut a la desregulacid i a I'excés de calci intracel-lular que es produeix en les
neurones dels malalts amb Alzheimer, provocat en part pel peptid Ap, s’estan
utilitzant antagonistes del calci com ara el nimodipino (Nimmrich & Eckert
2013), la flunarizina, el verapamilo i la tetrandrina pel tractament de 'MA. Altres
estrategies s’han enfocat cap a I'estrés oxidatiu i la inflamacié desencadenants
apostant pels antioxidants tals com la capsaicina, la melatonina (Polimeni et al.
2014), I'acid lipoic, les flavones, els polifenols com la curcumina (Wang et al.
2013) i la vitamina E (Evans et al. 2014), i els antinflamatoris no esteroidals
(AINE) (Enciu & Popescu 2013). Entre aquests ultims destaquen Ila
indometacina, I'AAS, l'ibuprofé i el naproxé. A la vegada, s’ha descrit que
alguns AINE modulen l'activitat de la y-secretasa disminuint la produccio de
I'AB42. També s’han proposat els inhibidors de la monoamino oxidasa B (MAO-
B) com a possibles candidats per a la farmacoterapia de 'MA, degut a la seva
capacitat per inhibir el dany oxidatiu (selegilina) (Pazini et al. 2013). La MAO és
una flavoproteina present en la membrana mitocondrial externa de les cél-lules
neuronals i glials. La MAO pot existir en dues isoformes, I'A i la B. S’ha descrit
que l'activitat de la MAO-B augmenta amb I'edat i es troba en concentracions
elevades al voltant de les plaques senils. A més, en el transcurs de la
desaminacio oxidativa de les amines biogenes, la MAO-B produeix peroxid
d’hidrogen i altres espécies ROS, fet que ha suggerit la seva possible
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implicacié en l'estrés oxidatiu associat a 'MA (Trillo et al. 2013). Altres
estrategies proposen I'us de farmacs quelants de ferro. S’han trobat alts nivells
de ferro tant en les plaques amiloides com en els cabdells neurofibril-lars que
poden estar implicats en la formacié de radicals lliures i en la degeneracio
neuronal. El tractament amb quelants té com a objectiu eliminar I'excés de ferro

que causa neurotoxicitat en el teixit cerebral (deferoxamina) (Jellinger 2013).

En base als coneixements adquirits en els ultims anys en relacié amb les bases
moleculars de I'MA, perfils farmacologics com les estatines (Richardson et al.
2013), els antidiabetics (Alagiakrishnan et al. 2013), els antihipertensius (Yasar
et al. 2013), els agents neurotrofics i neuroprotectors (Doi et al. 2013), els
inhibidors de les caspases (Zhao et al. 2013) o els moduladors dels receptors
AMPA (Pirotte et al. 2013), entre altres, també s’han proposat com a possibles
farmacs per al tractament de I’Alzheimer.

No obstant, i donada [letiologia multifactorial de [I'MA, les estratégies
terapéutiques cada vegada meés, van dirigides al desenvolupament de
compostos “mulitdiana”, i el que es busca és que un mateix farmac actui a la
vegada sobre diferents dianes terapéutiques, és a dir, dissenyar compostos
capagos d’unir en una sola molécula diferents accions farmacologiques.
Actualment hi ha multiples combinacions com els compostos hibrids derivats de
la tacrina que uneixen farmacofors d’antiinflamatoris, antioxidants (Sun et al.
2013), inhibidors de la BACE1..., a una molécula de tacrina (Minarini et al.
2013), o les molécules antiinflamatories i antiagregants d’Ap (Shi et al. 2013).
D’entre aquests farmacs multifuncionals, cal destacar els IAChE de lloc d’uni6
dual, heterodimers formats per almenys un faramcofor d’'un IAChE, que
inhibeixen tant el lloc actiu com el lloc periféric de 'AChE, i per tant presenten a
la vegada una accié colinérgica i antiagregant del peptid AB. També inhibeixen
la BACE1 (apartats 4.2.1.14.2.2.) (Viayna et al. 2013; Di Pietro et al. 2014).

4.1. Les colinesterases

Les colinesterases, que inclouen ['acetilcolinesterasa (AChE) i |la
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butirilcolinesterasa (BChE), son essencials en les sinapsis colinergiques
responsables de les funcions cerebrals superiors tals com l'aprenentatge i la
memoria, participen en el control de la comunicaci®é neuromuscular i les
activitats musculars, i serveixen com a component fisioldgic caracteristic de
determinades condicions patologiques. L’AChE i la BChE inicialment es van
identificar com a eficients hidrolases amb la capacitat d’hidrolitzar rapidament
'ACh i la BCh, mostrant TAChE una rapidesa i una potencia selectiva en la
hidrolisi superior a la de la BChE. A la vegada, multiples estudis suggereixen el
paper vital de les colienesterases en altres funcions com ara la regulacié de
'apoptosi i la inflamacié convertint-les en nous focus d’interés (Ofek & Soreq
2013).

4.1.1. L’acetilcolinesterasa

L’acetilcolinesterasa (AChE) es caracteritza principalment per ser la hidrolasa
que metabolitza 'ACh en I'SNC, produint una molécula d’acetat i una de colina
que sera recaptada i reutilitzada per la neurona per a la sintesi de nou
neurotransmissor. La seva estructura tridimensional va ser determinada per
raigs X a partir de 'AChE de l'espéecie Torpedo californica (TcAChE) pels
doctors Sussman i Silman a l'institut Weizmann a Israel el 1991 (Sussman et al.
1991). El lloc actiu de I'enzim esta constituit per una triada catalitica (Ser220,
His440 i Glu327) responsable de la hidrolisi del neurotransmissor i un lloc
hidrofobic anionic localitzat a prop del lloc actiu (Trp84, Tyr130, Tyr330 i
Phe330), que estabilitza la carrega positiva de I'amoni quaternari de I'ACh i
permet que el grup ester s’ubiqui davant del lloc actiu. El lloc actiu es localitza
al final d’una gorja estreta de 20A de profunditat constituida majoritariament per
residus aromatics (Phe288 i Phe290). A la boca de la gorja es troba el lloc
anionic periferic, ric en residus hidrofobics (Tyr70, Asp72, Tyr121, Trp279 i
Tyr334), responsable de la primera unié de ’'ACh amb 'enzim, la qual dirigeix
el neurotransmissor cap al lloc actiu situat al final de la gorja (Wlodek et al.
1996) (Fig.10 i Fig.11).
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Fig.11 Estructura tridimensional de la TcAChE (PDB 1GQS). L’estructura plegada de la
moléecula es presenta amb els tres residus del lloc catalitic en vermell i els cinc residus del
lloc periféric (PAS) en blau. El lloc catalitic s’'ubica a la part inferior de la gola i els residus
anionics a la seva entrada. La regié helicoidal que condueix a la variable C-terminal es

mostra en verd i el peptid N-terminal en taronja (Adaptat de Zimmerman & Soreq 2006).

Existeixen multiples isoformes de 'AChE obtingudes a partir de I'is alternatiu
del promotor del gen, dels splits alternatius dels mRNA pre-AChE naixents, de
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la multimeritzacié de les subunitats individuals de I'AChE, i de la seva
associacio amb els diferents ancoratges o proteines associades. L'us alternatiu
del promotor juntament amb I'splicing alternatiu modifiquen els extrems 5’ i 3’
dels mRNA de I'AChE, i permeten la formacié de sis subunitats proteiques
distintes en combinar les tres variants C-terminals amb les dues variants N-
terminals. Els tres extrems carboxi diferents donen lloc a les isoformes S o
sinaptica (la qual també s’anomena T o tailed), E o eritrocitica (també
anomenada H o hidrofobica), i R o readthrough. Els dos extrems amino distints
(comu i extens) determinen que hi hagi dos variants de cada isoforma, la curta i
la llarga (Meshorer & Soreq 2006) (Fig.12). Mentre que el domini catalitic de
totes les isoformes de 'AChE es manté invariable, les propietats dels diferents
péptids terminals alteren varies de les caracteristiques clau de la proteina. Una
de les caracteristiques de 'AChE-S, la forma majoritaria de 'SNC, és el residu
de cisteina en la regido C-terminal, a tres aminoacids del final de la proteina.
Aquest residu de cisteina permet la unio disulfur amb d’altres unitats d’AChE-S,
donant lloc a homodimers amfipatics i homotetramers. Més enlla de la
sequéncia d’aminoacids, I'AChE-R es diferencia de I'AChE-S en dues
caracteristiques: (1) és hidrofilica, i (2) al faltar-li el residu de cisteina present a
'extrem carboxi de I'AChE-S, aquesta no pot tetrameritzar amb altres
subunitats a través de les unions disulfur. Aixi, TAChE-R és una molécula
soluble monomerica, enlloc de ser un tetramer amfipatic compost per dimers
com és el cas de la majoria de molécules d’AChE-S (Zimmerman & Soreq
2006).

Els tetramers d’AChE-S s’associen amb una o dues molécules d’ancoratge a la
membrana, les quals determinen en part la localitzacié sinaptica de la proteina:
el col-lagen Q (ColQ) a les juntures neuromusculars, i la proteina de membrana
rica en prolines (PRIMA, proline-rich membrane anchor) a les sinapsis cerebrals.
Les unitats de ColQ homotrimeritzen per formar una estructura helicoidal triple
en el domini ric en prolines a I'extrem carboxi. Cada ColQ pot adjuntar un
tetramer d’AChE, de tal manera que els complexos hetero-oligomérics poden
contenir quatre, vuit o dotze subunitats d’AChE, anomenades A4, A8 o A12,

respectivament. La glicoproteina PRIMA, al seu torn, indueix la formacio
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d’homotetramers d’AChE i els adjunta a través d'un motiu ric en prolina,
mantenint-los ancorats a la membrana cel-lular a través d’'un domini trans-
membrana. Les formes de 'AChE amb un ancoratge PRiIMA representen entre
el 70 i el 90% del total de l'activitat de 'AChE a I'SNC, I'altre 10-30% s’explica
per les formes asimétriques; i sense condicions d’estres, I'1% és degut a
'AChE-R. Els tetramers d’AChE associats a PRIMA s’anomenen G4 (per ser
globulars), i els monomers i homodimers no associats a cap proteina

d’ancoratge s’identifiquen com a G1 i G2, respectivament (Fig.12b).

Mouse
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Fig.12 Estructura dels gens de ’AChE i proteines resultants. a) Exons i introns dels
gens de 'AChE de ratoli i humana (cilindres: exons, linies: introns, linies per sobre dels
gens: opcions d’splicing). A partir dels splicings alternatius de 'ImRNA pre-AChE s’obtenen
diferents transcrits que es tradueixen en sis subunitats proteiques diferents. b) Proteines
resultants del gen de 'AChE. Les unitats d’AChE poden dimeritzar, tetrameritzar o quedar-
se com a monomers. Els tetramers d’AChE poden romandre solubles o ancorar-se a la
membrana mitjangant les molécules ColQ o PRIMA. L’AChE-R roman de forma inherent
com a mondomer soluble. L’AChE-E forma dimers glipiats (lligats covalentment a una
molécula de glicosilfosfatidiliniositol) ancorats a la membrana dels globuls vermells (Adaptat

de Zimmerman & Soreq 2006).
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L’AChE-R no té un domini hidrofobic i és incapa¢ d'unir-se a ColQ o a PRIMA,
per tant segueix essent soluble, i la seva forma secretada mostra una major
mobilitat que 'AChE-S (Soreq & Seidman 2001; Sigoillot et al. 2010).

4.1.1.1. El Model molecular alterat de ’AChE en la malaltia d’Alzheimer

La composicio de 'AChE en I'SNC esta subjecte als canvis dinamics dels
diversos estimuls cel-lulars i fisioldogics. Un augment gradual de I'AChE
acompanyat d’'un canvi de la isoforma G1 a la forma adulta G4 durant
'embriogénesi ha estat ampliament descrit en molts organismes (Anselmet et al.
1994). De forma reciproca, la pérdua dels circuits colinérgics caracteristica de
I'MA es reflecteix en la reduccié de 'activitat acetilcolinesterasica acompanyada
per un augment de les fraccions monomériques en el liquid cefaloraquidic (LCR)
i en diversos nuclis cerebrals. Els canvis es correlacionen amb la gravetat
clinica de la malaltia, la qual cosa suggereix la seva rellevancia fisiologica
(Darreh-Shori et al. 2004). Curiosament, varies arees del cervell dels malalts
d’Alzheimer mostren una pérdua selectiva de la forma tetramérica de 'AChE, i
la sobreregulacio de les formes asimétriques, reduint en gran mesura la relacio
entre les isoformes G4 i G1 en diverses regions cerebrals (Greenberg et al.
2010). Estudis en pacients d’Alzheimer tractats amb anticolinesterasics mostren
un augment de la isoforma G1 que es correlaciona amb la sobreregulacio de
I'’AChE-R (Darreh-Shori et al. 2004) (Fig.13).

La importancia fisioldgica de I'expressié en els primers estadis de vida, i
sostinguda, de la forma embrionaria G1 podria estar relacionada amb les
funcions de desenvolupament tals com la diferenciacidé neuronal, la regulacié
del creixement cel-lular o I'adhesio cel-lular atribuides a 'AChE. Aquestes
funcions possiblement depenen més de les interaccions proteina-proteina que
de l'activitat catalitica de I'enzim (Paraoanu et al. 2006). Segons aix0, s’ha
suggerit que 'AChE en I'MA podria ser similar a 'AChE embrionaria, i que
podria reflectir 'activacié dels mecanismes de reparacio en els cervells amb
Alzheimer. S’especula que la forma G1 de I'AChE presenta un paper no
colinérgic durant el desenvolupament del cervell (Layer et al. 2013). Els
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mamifers sans presenten una marcada sobreexpressio de 'AChE-R en el
cortex, I'’hipocamp, l'estriat i el cerebel quan estan exposats a varis estimuls
d’estrés (Livneh et al. 2010). Aquesta sobreregulacio depén de I'augment del
factor d’splicing SC35 que es dona durant I'estrés i es manté varies setmanes
(Meshorer et al. 2005). Un augment similar de 'AChE-R es produeix durant els
tractaments amb corticosterona, organofosforats o amb els IAChE

piridostigmina i fisostigmina (Jameson et al. 2007).

o
00,138,000 100,137,000 100,136,000 100 135,000 100 134 000 100,133,000 100,132,000

100,139,000
111 ]
hE1a

| Tj! =

| LIt || T

AChE-S —I— 8% (:ﬁi
N

AChE-R [ je— . @

AChE-E N—I— 3 W

b_.—

hE1e

o

1

Fig.13 L’estrés modifica la composicio de ’AChE. Es mostren els canvis C i N-terminals
que donen lloc a les diferents variants de I'’AChE. La variant monomérica soluble AChE-R,
produida en aquells teixits que expressen aquest gen, s’acumula en condicions d’estres i es
troba en circulacio, tot i que és menys estable que 'AChE-S. El C-terminal marcat en
vermell de 'AChE-R representa el péptid hematopoétic ARP (Adaptat de Gilboa-Geffen et
al. 2012).

4.1.1.2. L’AChE i ’apoptosi

El gen de 'AChE presenta patrons d’'splicing diferents en condicions d’estres,
inflamacio i apoptosi (Meshorer & Soreq 2006; Zhang & Greenberg 2012). Sota
condicions d’estres s’activen tant les fibres pre-ganglionars simpatiques com el

sistema septohipocampal, secretant grans quantitats d’ACh tant en el sistema
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nervios periféric (SNP) com en I'SNC. Aquesta secreci0 massiva activa els
receptors nicotinics que permeten I'afluéncia dels ions Na* i Ca®* dins de la
cél-lula. La despolaritzacié causada per aquest influx activa, entre altres, els
canals de calci dependents de voltatge. L'augment del calci intracel-lular actua
sobre els CREB (cAMP Response Elment-Binding protein) o elements de
resposta d’'unid a cAMP que promouen la transcripcio de determinats gens com
ara el c-fos. Diverses proteines involucrades en el metabolisme de I'ACh
inclouen llocs de resposta al factor c-fos en els seus promotors, essent la seva
transcripcio regulada a la alta o a la baixa poc després de I'inici de la cascada
de senyalitzacions en resposta a l'estrés, recolzant la idea de qué poden
contrarestar la hiperexcitacié colinérgica. Entre aquests canvis d’expressio
geénica hi ha la induccio selectiva de I'expressio de la isoforma R de 'AChE, de
igual capacitat catalitica que la isoforma S, perd0 minoritaria, més inestable i
més mobil (Shaked et al. 2008) (Fig.13 i Fig.14).

Diferents estudis convergeixen en la idea de qué la desregulacio del calci esta
implicada en la sobreexpressi6 de I'AChE-R, tot i que no ha de ser
necessariament desencadenada pels receptors de 'ACh. Hi ha experiments
que demostren la secreci6 d’AChE-R en talls de substantia nigra
sobreexcitada. Els efectes dels receptors NMDA sobre 'AChE-R per exemple,
son directes, a través de l'accié dels motius CREB del promotor del gen de
I'’AChE, involucrant la sobreregulacio del gen c-fos, o a través d’altres elements
activadors del promotor (com els elements de resposta a glucocorticoides) (Li
et al. 2013).

L’AChE-R que es manté a I'espai intracel-lular interactua a través del péptid
ARP amb altres proteines senyalitzadores promovent la proliferacié cel-lular. Ex
vivo, el peptid ARP és més efectiu que el cortisol i igual d’efectiu que el factor
de les cél-lules mare en promoure I'expansio i la diferenciacié de les cel-lules
progenitores hematopoetiques en els llinatges mieloide i megacariocit (Johnson
& Moore 2007).
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Fig.14 L’AChE controla el reflex antiinflamatori i la resposta a I’estrés. A) A I'espai

extracel-lular, tant 'AChE-S com I'’AChE-R hidrolitzen 'ACh impedint la seva capacitat de
bloquejar, a través dels receptors nicotinics a7, I'activacié del factor NFkB que permet la
secrecio de citocines proinflamatories (bloquegen 'anomenat “reflex antiinflamatori” mediat
per 'ACh). B) En condicions normals 'AChE-S és la isoforma predominant i manté un
equilibri amb I'ACh, essent 'AChE-R el component minoritari. C) En situacions d’estres,
'excés d’ACh desestabilitza I'equilibri colinérgic. D) La substitucié de I'AChE-S per I'excés
d’AChE-R que es comenca a sintetitzar donades les condicions facilita la hidrolisi de 'ACh,
canviant el desequilibri cap a I'excés d’AChE (Adaptat de Gilboa-Geffen et al. 2012).

Cal afegir que la variant sinaptica AChE-S intracel-lular es pot trobar en els
nuclis de les cél-lules apoptotiques formant part de l'apoptosoma. L’excés
d’AChE-S podria conduir a I'activacié de les vies proteolitiques especifiques de
les neurones colinérgiques, les primeres neurones danyades en I'MA. També
s’ha demostrat que un excés d’AChE-S promou la sobreproduccio d’ACh
mimetitzant les condicions de l'estrés fisiologic (Lu et al. 2013). Hi ha estudis
que demostren que la variant AChE-S amb extensié de I'extrem amino indueix
I'activacio de la GSK3p i la hiperfosforilacié de la tau (Jing et al. 2013) (Fig.15).
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Neurotransmission and Altered Molecular Pathways
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Fig.15 Canvis en la neurotransmissié. Vies moleculars alterades en I’'MA. Els canvis que
es donen en condicions d’estrés porten a la disrupcid de I'homeodstasi del calci, afectant
I'expressid génica, i provocant una disparitat colinérgica que desencadena la mort cel-lular. A
nivell molecular, I'estrés provoca la desregulacié de les presinilines facilitant la produccio de
'AB en el reticle endoplasmatic (ER). El péptid Ap es diposita en plaques al voltant de les
neurones colinérgiques, que expressen nivells alts d’AChE. Aquest procés comporta la mort
cel-lular colinérgica. Les respostes de les proteines malplegades (UPR, unfolded protein
response), del reticle endoplasmatic (EOR, ER overload response) i de les espeécies reactives
de l'oxigen (ROS) provoquen reaccions inflamatories i més estres oxidatiu. (1)=factor de risc,
(2)=procés que implica 'AChE, (3)=gens amb mutacions que porten a I'MA familiar) (Adaptat
de Toiber & Soreq 2005).

4.1.1.3. L’AChE i el processament de I'APP

Estudis recents també indiquen que 'AChE pot modular el processament de
I'APP i la produccio de I'Ap (Hicks et al. 2013). Com ja s’ha comentat, el peptid
Ap és el resultat de l'accio successiva de dos enzims proteolitics, la f-
secretasa i la y-secretasa, sobre 'APP. El component proteolitic actiu del

complex y-secretasa és la presinilina 1 (PS1). Mutacions en la PS1 causen
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I'aparicio preco¢ de 'MA amb un ritme accelerat de deposicions del péeptid Ap.
Hi ha estudis que demostren que existeix una interacci6 entre 'AChE i la PS1
per co-immunoprecipitacio reciproca (Silveyra et al. 2008). S’ha publicat que la
sobreexpressio de 'AChE augmenta els nivells de la PS1, mentre que les
cél-lules transfectades amb siRNA per 'AChE, és a dir, les cél-lules AChE
knock-down tenen els nivells de PS1 disminuits (Silveyra et al. 2012). Per tant,
'AChE participa en un cicle degeneratiu que potencia el processament
amiloidogénic de I'APP. A la vegada, en I'MA, és possible que I’Af indueixi un
bucle de feedback que porti al processament de 'APP per la via amiloidogénica.
Hi ha estudis que indiquen que I'AB42 pot induir un augment dels nivells de PS1

en cultius de neurones creant un bucle toxic (Matrone et al. 2008).

4.1.1.4. Interaccions de ’'AChE amb els agregats del péeptid Ap

El 1996 es va descobrir que 'AChE era capag¢ d’accelerar I'assemblatge del
péptid APso en fibril-les en disminuir el temps de laténcia d’agregaci6 dels
péptids, i es va suggerir el paper de 'AChE com a xaperona capag¢ d’induir el
canvi de conformacio del peptid Ap no amiloidogenic a la forma amiloidogénica
o conformer ric en estructures de fulla plegada § amb tendéncia a agregar-se
(Inestrosa et al. 1996). Aquests resultats suggerien que lI'enzim actuava a
través de dos mecanismes possibles. En primer lloc, augmentava les llavors
necessaries per a la nucleacio i en segon lloc, estimulava I'elongacio de les
fibril-les amiloides (Harper et al. 1997) (Fig.2). Quan l'oligomer d’Af es va
avaluar amb el colorant thioflavina-S (ThS) juntament amb I'activitat de '’AChE,
els resultats van mostrar que I'enzim estava fortament associat amb els diposits
amiloides, tal i com descriuen Geula i Mesulam per a les plaques senils en els
pacients d’Alzheimer (Geula & Mesulam 1989). Per provar aquesta idea in vivo,
Brimijoin, Younkin, i Soreq van generar els ratolins doble transgénics per
'APPswe i 'AChE humana. L’AChE promovia I'acumulacié de les plaques
amiloides en els cervells dels ratolins transgénics, donant suport a la nocio
d’'implicacié causal de 'AChE en el procés de formacio de fibril-les (Rees et al.
2003; Rees et al. 2005). Altres estudis posen de manifest la capacitat de
I'AChE per augmentar I'agregacio de les proteines amiloidogeniques PrP106-
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126 (Pera et al. 2006) i PrP82-146 (Pera et al. 2009).

Estudis cinétics demostraven que els valors de la Km i la Vmax de 'AChE
associada al peptid AB eren més elevats que els que presentava I'enzim sol
(Geula & Mesulam 1989). | els mateixos estudis fets sota diferents condicions
de pH mostraven que el complex AChE-AP era més resistent a pHs baixos que
'enzim lliure. De forma similar, ’AChE associada al péptid Ap era més resistent
a les incubacions amb I’ACh a concentracions altes que I'enzim sol (Alvarez et
al. 1998; Inestrosa et al. 2005). Estudis farmacologics del complex AChE-AB
demostraven que 'AChE en aquestes condicions era més resistent a I'accio
dels anticolinesterasics. Es va observar en els resultats obtinguts amb els
inhibidors del lloc actiu de I'enzim tacrina i edrofoni, i amb els blocadors del lloc
anionic periféric (PAS) propidi i galamina, que es requeria una concentracio
meés alta d’inhibidor per produir el mateix efecte observat amb I'enzim sol. Per
tant, 'associacio de 'AChE amb les fibril-les d’Ap fa que canviin les propietats
enzimatiques de I'AChE, en abséncia de cap alteracié patologica de I'enzim
(Inestrosa & Alarcon 1998).

Els experiments d’agregacio en presencia d’'IAChE que actuaven tant sobre el
lloc actiu com sobre el lloc periféric de I'enzim, van demostrar que només
aquells compostos capacos de bloquejar el lloc periféeric o PAS inhibien I'efecte
proagregant de '’AChE. El propidi i la fasciculina, inhibidors selectius del lloc
periféric, frenaven I'efecte agregant de 'AChE sobre el péptid Ap (Bartolini et al.
2003; Inestrosa et al. 2008), i en canvi, I'edrofoni, un inhibidor del lloc actiu de
'AChE, no produia cap efecte sobre la capacitat de 'AChE d’accelerar el
procés d’agregacio de I'Ap (Inestrosa et al. 2008). Es va identificar un péptid de
3.5 kDa localitzat a prop del lloc periféric, el qual era capa¢ de mimetitzar
'efecte proagregant de I'AChE (De Ferrari et al. 2001). Per entendre el
mecanisme d’interaccié entre 'AChE i el peptid ApB, Vaux et cols. (2008) van
estudiar un péptid de 14 residus anomenat AChEsgs_599, €l qual correspon a una
regio del domini d’oligomeritzacié de I'extrem C-terminal de 'AChE humana
(Jean et al. 2008). La regié que abasta '’AChEsgs.599 comparteix homologia amb

I'AB i presenta una alta propensié a convertir-se en I'estructura no nativa de
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fulla plegada B, una propietat associada a I'amiloidogénesi (Greenfield et al.
2008; Belli et al. 2011). Considerant les observacions experimentals i els
models d’assemblatge de d’altres sistemes amiloides, es va proposar un model
per 'assemblatge de 'AChEsgs.s99 €n el que una cremallera estérica formada
per diverses interaccions especifiques (hidrofobiques, electrostatiques, catio-r,
SH-aromatic, quelacioé de metalls i polar-polar) mantindria juntes les fulles §. La
disseccié del reconeixement molecular especific que porta a I'assemblatge
amiloide de 'AChEsges.509 ajuda a entendre aquest procés, diana farmacologica
de les malalties amiloidogéniques (Belli et al. 2011).

Tenint en compte que la preséncia de plaques senils en el cervell de les
persones d’edat avangada no necessariament comporta els simptomes de 'MA,
la presencia d’AChE en les plaques amiloides podria jugar un paper clau en el
desencadenament dels esdeveniments citotoxics que es produeixen al voltant
de les plaques madures en I'MA (Alkalay et al. 2013). Assaigs in vitro amb
cél-lules PC12 van mostrar que els agregats formats pels complexes AChE-
ABso eren més toxics que aquells formats només pel peptid APso, i que la
neurotoxicitat depenia de la quantitat d’AChE unida als complexes, suggerint
d’aquesta manera que I'AChE podria tenir una funcié clau en els canvis
neurodegeneratius observats en 'MA (Mufioz & Inestrosa 1999). Estudis amb
neurones d’hipocamp de rata mostraven que les neurones tractades amb els
complexes AChE-AP presentaven una ret neuronal molt més interrompuda que
aquelles tractades solament amb el péptid Ap (Alvarez et al. 1998). Com ja s’ha
comentat, els oligdbmers i les fibril-les d’Ap indueixen la desregulacio
intracel-lular del calci que porta a I'apoptosi a través de la disfuncié mitocondrial,
mitjangant la interaccio directa amb la mitocondria isolada, o per associacio
indirecta amb la membrana neuronal. Hi ha estudis que indiquen que el
tractament amb els complexes AChE-Ap afecta més a la diferéncia de potencial
de la membrana mitocondrial que el tractament amb el péptid Ap sol

(Dinamarca et al. 2010).

62



Introduccid

4.2. Els inhibidors de ’AChE

Ja s’ha comentat anteriorment que els unics farmacs aprovats per 'FDA i 'TEMA
per a I'MA son els inhibidors de I'’AChE tacrina, donepezil, rivastigmina i
galantamina, i un antagonista dels receptors NMDA del glutamat, la memantina
(Fig.16).

N
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NH MeO
tacrina, 1 MeO donepezil, 2

Inhibidors d'AChE

rivastigmina, 3 i
galantamina, 4 1S
Trps4 Mr‘

Fig.16 Els IAChE acceptats per I'FDA i 'TEMA i el seu mode d’'unié amb la TcAChE (tacrina,
vermell; donepezil, blau; rivastigmina, verd; galantamina, taronja) (Adaptat de Galdeano
2012).

Estudis de difraccid de raigs-X de monocristalls amb TcAChE han permes
coneixer el seu mode d’unié a ’AChE (Harel et al. 1993; Greenblatt et al. 1999).
La tacrina i la galantamina es col-loquen en el centre actiu de I'enzim i duen a
terme interaccions no covalents, i per tant reversibles, amb diferents residus
propis del centre actiu com el Trp84. La rivastigmina també es col-loca en el
centre actiu de I'enzim, perd modifica de forma covalent el residu Ser200,
'enzim es regenera més lentament i per tant se’l considera un inhibidor
pseudo-reversible. El donepezil és un inhibidor mixt i presenta un mode d’unio
clarament diferenciat. La molécula de donepezil ocupa tota la gorja catalitica de
'AChE interaccionant amb residus del centre actiu i de la gorja de I'enzim, i
amb el residu Trp279, caracteristic del lloc periferic (Fig.16). Aquests farmacs

constitueixen actualment la medicaci6 més efectiva per a la millora a curt
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termini (de 6 a 12 mesos) de l'activitat cognitiva i funcional, i presenten perfils
de seguretat i tolerabilitat favorables. No obstant, els resultats observats sén
modestos (només fan efecte a una tercera part dels pacients), presenten
efectes secundaris colinérgics i es contemplen com un tractament merament
simptomatic donat que sembla que no modifiquen el curs de la malaltia, com

podrien fer-ho terapies dirigides al péptid Ap o a frenar la fosforilacié de la tau.

Per altra banda, estudis realitzats in vitro i in vivo enfront d’'una varietat
d’estimuls neurotdoxics demostren un efecte neuroprotector per part d’aquests
inhibidors, i en especial per part del donepezil. S’ha descrit que presenten
efectes protectors davant de I'excitotoxicitat induida pel glutamat i per INMDA
(Shen et al. 2010), enfront de la toxicitat induida per I'Ap (Noh et al. 2013; H. G.
Kim et al. 2014), davant del peroxid d’hidrogen (Huang et al. 2012) i enfront de
privacio d’oxigen i de glucosa (Akasofu et al. 2008). En un estudi d'MRI
(Magnetic Ressonance Imaging) en quée es comparava el volum dels
hipocamps de pacients tractats amb el donepezil durant un any amb el de
pacients no tractats, la proporcidé mitjana d’atrofia hipocampal va resultar ser
d'un 3,82% en el grup tractat amb el donepezil enfront del 5,04% del grup
control (Hashimoto et al. 2005), evidenciant la capacitat neuroprotectora
d’aquest compost i la capacitat per tant de modificar i alentir el progrés de la
malaltia. A la vegada, I'activacio dels receptors colinérgics M4 i M3, relacionats
amb els processos cognitius i neuroprotectors, ja sigui per part d’agonistes
selectius o de forma indirecta per part dels IAChE, pot estimular el processat no
amiloidogénic de 'APP a través de la proteina quinasa C (PKC), la tirosin-
kinasa i la proteina quinasa mitogen-activada (MAPK) (Davis et al. 2010). |
sembla que l'estimulacio dels receptors nicotinics subtipus a7 i a4p2 indueix

I'expressio de la proteina antiapoptotica Bel2 (Nordberg 2006).

4.2.1. El desenvolupament d’inhibidors de ’AChE de lloc d’unié dual

Els descobriments d’Inestrosa (4.1.1.4.), els quals evidencien la interaccio
directa entre I'enzim AChE i el péptid AP a través del lloc periféric de I'enzim,

han guiat el disseny d’inhibidors d’AChE en l'ultima década. L’enzim AChE
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actua de xaperona patologica induint el canvi conformacional de I'Af cap a la
forma amiloidogeénica, i n'accelera el seu procés d’agregacio i de formacio de
fibril-les amiloides. A la vegada també n’augmenta la seva neurotoxicitat
(Inestrosa et al. 1996). Aquestes observacions han permés el
desenvolupament d’IAChE, que a part d’inhibir el metabolisme de I'ACh, s6n
capacgos de bloquejar la interaccio directa entre I'enzim i el peptid Ap, i com a
consequeéencia la seva agregacio i neurotoxicitat. Aquest tipus d’inhibidors que
interaccionen simultaniament amb els dos llocs d’'unié de lI'enzim (el lloc
catalitic i el lloc periféric) s’anomenen IAChE de lloc d’uni6 dual (Viayna et al.
2013). Dels quatre IAChE comercialitzats, I'unic que presenta un lloc d’unio
dual és el donepezil, del qual s’ha descrit un efecte antiagregant del peptid Ap
in vitro del 22% a una concentraci6 de 100 uM, que si bé esta lluny del
percentatge d’inhibicié de I'inhibidor especific del lloc periferic propidi (un 82%
d’inhibicié a una concentracié de 100 uM), és clarament superior al percentatge
d’inhibicié dels inhibidors del centre actiu com la tacrina (un 7% d’inhibicid)
(Bartolini et al. 2003).

El disseny i el desenvolupament de nous compostos amb aquest mode d’uni6
es basa en combinar en una mateixa molécula una unitat o fragment estructural
d’un inhibidor de 'AChE per a la interacci6 amb el centre actiu, i una segona
unitat del mateix (dimeritzaci6 molecular) o d'un altre (hibridacié molecular)
inhibidor per a la interaccio amb el lloc periféric, connectant les dues unitats
constituents del dimer o de I'hibrid amb una cadena espaiadora o linker de
longitud adequada per permetre la interaccié simultania amb ambdues zones
d’unio de I'enzim. El primer IAChE de lloc d’uni6 dual dissenyat com a tal va ser
la bis(7)-tacrina, constituit per dues unitats de tacrina connectades per una
cadena espaiadora de 7 grups metilens, distancia ideal per a la interaccio
simultania de les dues unitats de tacrina amb els dos llocs d'uni6 a I'enzim
(Pang et al. 1996). La poténcia inhibitoria de la bis(7)-tacrina és unes 150
vegades superior a la de la tacrina, i inhibeix I'agregacio del péptid Ap induida
per TAChE amb un 68% d’inhibicié a 100 uM (Bolognesi et al. 2007). Seguint el
disseny de la bis(7)-tacrina s’han desenvolupat altres families estructurals
d’lAChE de lloc d'uni6 dual (Cavalli et al. 2008; Mufioz-Torrero 2008; Galdeano
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et al. 2010). S6n compostos que presenten valors d’'ICsy de rang nanomolar i
picomolar, i que son capacgos d’inhibir in vitro 'agregacié de I'Ap induida per
'AChE a concentracions d’inhibidor de 100 uM en percentatges elevats. Per
combinar les dues activitats, la inhibicid enzimatica i I'antiagregant, s’han

d’administrar a uns valors d’ICso de rang micromolar.

4.2.2. Les huprines i els heterodimers

4.2.2.1. Les huprines

Amb l'objectiu d’incrementar I'afinitat dels IAChE pel lloc actiu de lI'enzim,
Camps et cols. van iniciar als anys 90, el disseny, la sintesi i I'avaluacio
farmacologica d’una familia d’inhibidors reversibles del centre actiu de 'AChE
anomenats huprines. Les huprines combinen a la mateixa molécula el sistema
4-aminoquinolina de la tacrina i el sistema carbociclic de la (-)-huperzina A
(Fig.17). D’entre les més de 30 huprines diferents sintetitzades, les que van
demostrar un millor perfil farmacologic van ser les (-)-huprines X i Y (IC50,=0.32
nM) ambdues amb un clor en la posicié 3. Van presentar una constant
d’inhibicio (Ki) per TAChE humana (hAChE) recombinant d’'uns 30 pM, posant
de manifest que la seva afinitat per 'enzim era fins a 1200 cops superior a la de
la tacrina, 180 cops superior a la de la (-)-huperzina A, i 40 cops superior a la
del donepezil. A més a meés, experiments ex vivo van demostrar la capacitat de
les huprines per travessar la barrera hematoencefalica (BHE) i inhibir TAChE
del cervell de rates amb una poténcia molt superior a la de la tacrina, la (-)-
huperzina A i el donepezil (Badia et al. 1998; Camps et al. 2000; Munoz-
Torrero & Camps 2006).

Estudis recents mostren que la huprina X (HX) millora la cognicié en ratolins
transgénics per [I'‘Alzheimer (Ratia et al. 2013), i presenta efectes
neuroprotectors (juntament amb I'HY i I'HZ) enfront del peroxid d’hidrogen en
cél-lules PC12 diferenciades i sense diferenciar (Pera et al. 2013). També s’ha
demostrat que és capag de disminuir els nivells del péptid Ap en cervells de

ratolins 3xTg-AD, a més d’'incrementar els nivells de la sinaptofisina (Hedberg
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et al. 2010). In vitro, disminueix I'agregacié amiloidogenica induida per 'AChE
(Pera et al. 2006) i potencia I'efecte dels receptors nicotinics en sinaptosomes
corticals de rata (Roman et al. 2004). Les huprines presenten una accio
agonista sobre el receptor M1 en cervell de rata (Roman et al. 2002; Alcala et
al. 2005).

H N
N 0O | "l
v _
""" NH NH,
(-)-huperzina A, 13 tacrina, 1
ICs0 (hAAChE) = 260 nM ICgo (hRAChE) = 205 nM

NH,
huprina model, 14

ICso (hAChE) = 52 nM
hAChE: AChE d'erlitr()cits humans

Hit-to-lead

<« ------

(=)-huprina Y, (-)-15 (R = Me); IC5¢ (hRAChE) = 0,32 nM
(-)-huprina X, (-)-16 (R = Et); IC59 (hAChE) = 0,32 nM

Fig.17 Disseny i farmacomodulacio de les huprines (Adaptat de Galdeano 2012).
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L’HY atenua les lesions provocades per I'excitotoxicitat del glutamat en
cél-lules granulars de cerebel i les lesions de I'estriat provocades per I'acid 3-

nitropropionic (Canudas et al. 2003).

4.2.2.2. Els heterodimers

Donat que, tal i com s’ha comentat previament, I'enzim AChE promou
'agregacié del péptid AB a través de la interaccio d’aquest amb el seu lloc
periféric, els IAChE de lloc d’'uni6 dual representen una estrategia terapéutica
per a 'MA capag¢ de modificar el curs de la malaltia. Amb I'objectiu d’optimitzar
el model de les huprines, es va desenvolupar una nova serie d'IAChE de lloc
d’unio dual formats per una unitat de la forma racémica o enantiopura d’huprina
Y, com a unitat que interacciona amb el lloc catalitic, i una unitat de tacrina o de
6-clorotacrina, com a unitat que interacciona amb el lloc periféric, connectades

per una cadena d’oligometilens o linker de diferents longituds (Fig.18).

Py Y.
(XX T
P N AN AR
H, i
R = H, tacrine, 1 rLH
R = CI, 6-chlorotacrine, 16 H/

| — Cl

NH /
\ =
|_/— . __N huprine-tacrine hybrids
R=H,17;R=Cl, 18

Y =bond, a; (CHy), b; N(Me), ¢; (CH2)2, d; (CHa)s, e; (CH>)s, f.

huprine Y, 14

Fig.18 Disseny dels hibrids huprina Y-tacrina (Adaptat de Viayna 2013).

Estudis cinétics i de modulacié molecular realitzats amb aquests hibrids
huprinaY-tacrina van presentar uns valors d’inhibicié de I'activitat catalitica de
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I'hAChE per part d’aquests de rang subnanomolar (IC5,=0.31-11.5 nM), i una
inhibicié in vitro de I'agregacio de I'Ap induida per 'AChE d’entre el 23 i el 67%
a una concentracié d’inhibidor de 100 uM. Aquests compostos també van ser
capagos d’inhibir I'activitat catalitica de la BChE humana (hBChE) (IC5,=24.6-
139 uM), de bloquejar I'agregacio autoinduida pel péeptid Ap (entre un 28 i un
61% d’inhibicié amb una concentracio d’inhibidor de 10 uM), i d’'inhibir la BACE-
1 (1C50=4.9-7.3 uM) (Camps et al. 2005; Galdeano et al. 2012).

En el 2008 es van desenvolupar una seérie d’hibrids donepezil-tacrina
dissenyats també perque interaccionessin simultaniament amb el lloc actiu, el
lloc periféric i amb la zona ubicada entre els dos, de I'AChE. Aquests
compostos estan formats per una unitat de tacrina o 6-clorotacrina, que ocupa
la mateixa posicid que la tacrina al lloc actiu de I'AChE, el derivat indanona (o
inda) del donepezil, que s’ubica al llarg de la gorja de I'enzim, i el lloc periféric
que és modulat per una cadena espaiadora que connecta els fragments de la
tacrina i el donepezil (Fig.19).

OMe

(0} =
i 5
]\ ,/—OMe
e OMe
: »—0OMe
(] i §\J
\fl\l R
AR E ' \‘ donepezil-tacrine hybrids
‘J\//I donepezil, 2 N/ X=0,R=H,19; X=0,R=CIl, 20
xJ) X=HH, R=H, 21, X=H,H, R=Cl, 22
HNT P
n=2,an=3,b
NH; [/ \\(f\\,l/’\ﬁ
1 !
i AN,
R A‘N //\\,rﬁ/\
R = H, tacrine, 1

R = Cl, 6-chlorotacrine, 16

Fig.19 Disseny dels hibrids donepezil-tacrina (Adaptat de Viayna 2013).
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Els hibrids donepezil-tacrina també son potents inhibidors de [I'hAChE
(1C50=0.27-5.13 nM) i de 'hBChE (IC5,=7.25-88.7 nM). Sis dels vuit hibrids de
la série, en particular els que porten el fragment inda del donepezil, presenten
una activitat inhibitoria de I'agregacié del péptid Ap induida per 'AChE d’entre
el 38% i el 66% a una concentracio d’'inhibidor de 100 uM (Camps et al. 2008).

Simultaniament es va desenvolupar una altra série d’heterodimers que
combinaven novament el derivat inda de la molécula del donepezil o la meitat
5,6-dimetoxi-2-[(4-piperidinil)metillinda, amb una unitat de la forma racémica o
enantiopura de la huprina Y o X a través d’'una cadena espaiadora de dos o
tres metilens. El derivat inda interacciona amb el lloc periféeric i al llarg de la
gorja de 'AChE, i les huprines X i Y amb el lloc actiu de I'enzim (Fig.20).
L’avaluacio farmacolodgica d’aquests nous compostos va incloure, com en les
séries anteriors, la capacitat inhibitoria que presenten enfront de I'hAChE
(1C50=2.61-49.9 nM) i 'hBChE (IC5,=61-419 nM), davant de I'agregaci6 del
péptid Ap induida per 'AChE (27.3-49.8% d’inhibicid) o autoinduida (16.3-
29.9% d’inhibicid) i enfront de la BACE-1 (12.5-30.8% d’inhibicio). També es va
predir, simulant la BHE amb una membrana artificial, que eren capacos de
penetrar dins de 'SNC. Els hibrids doenpezil-huprina sén potents inhibidors de
'hAChE a la vegada que inhibeixen I'agregacio del péptid Ap induida per
'AChE, essent en ambdues activitats més eficagos que el donepezil. També
inhibeixen de forma significativa 'hBChE, la BACE-1 i l'autoagregacio del
péptid Ap. D’entre els compostos sintetitzats, el que presenta un millor perfil
farmacologic és I'hibrid AVCRI104P3, que inclou una molécula d’huprina Y
enantiopura i un linker de tres metilens (ICso de 5,37+0.3 nM i de 88+2.3 nM per
'hAChE i I'hBChE respectivament; 44.5+1.8%, 28.5+0.4% i 29.1+2.9%
d’inhibicio de I'agregacio d’Ap induida per 'AChE, autoinduida, i d’inhibicié de
la BACE-1 in vitro respectivament) (Viayna et al. 2010).
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Fig.20 Sintesi dels heterodimers donepezil-huprina (Adaptat de Viayna et al. 2010).

En el 2009 es van comencar a desenvolupar dues séries d’inhibidors de TAChE
de lloc d’'unié dual compostos per una unitat de 6-clorotacrina, com a part que

interacciona amb el lloc actiu de l'enzim, i un derivat de la pirano[3,2-
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c]lquinolina, inhibidor del lloc periféric de 'AChE. Presenten una activitat
inhibitoria de 'hAChE similar a la de la tacrina (ICs50=7.03-50 nM), una activitat
inhibitoria in vitro de I'agregacio d’Ap induida per 'AChE d’entre el 23% i el 46%
a una concentracio d’inhibidor de 100 uM, de l'autoagregacio d’Ap d’entre el
12% i el 49% a una concentracio d’inhibidor de 50 uM, i de la BACE-1 d’entre el
14% i el 78% a una concentracio d’inhibidor de 2.5 uM (Camps et al. 2009; Di
Pietro et al. 2014).

5. MODELS EXPERIMENTALS ANIMALS PER A L’ESTUDI DE LA
MALALTIA D’ALZHEIMER

Entre els diferents models experimentals amb animals, el ratoli és el més estes
i el que fins ara ha proporcionat més informacio per a la investigacié de I'MA.
Es un mamifer de mida ideal, rapida reproduccio, facil manipulacid, baix cost,
genoma conegut i manipulable, i amb signes d’envelliment d'aparicid

primerenca.

5.1. Models modificats genéticament

S’han creat nombrosos models de ratolins genéticament modificats per tal
d’avaluar els aspectes neuropatologics de I'MA. Gracies a aquests ratolins
transgénics, s’han pogut reproduir les lesions especifiques neurodegeneratives
(Taula 1). La majoria d’aquests models es basen en les més de trenta
mutacions de I'APP i les gairebé 200 de les PS1/PS2 que s’han identificat i
vinculat a [l'aparici6 de [I'Alzheimer familiar (FAD) (Cruts et al. 2012),
fenotipicament molt similar a I'Alzheimer esporadic d’aparicié tardana. D’acord
amb la hipotesi amiloidogénica, aquestes mutacions augmenten la produccio

d’ApB, potencien la formacié d’agregats i/o augmenten la relacid ABaz/APao.

El primer model que es va desenvolupar va ser el ratoli transgénic PDAPP que
sobreexpressa '’APP amb una mutacio associada a la FAD (V171F) (Games et

al. 1995). Es una mutacio localitzada al lloc de tall de la y-secretasa que fa que
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augmenti la relacid AP42/ABso (Borchelt et al. 1996). Un altre model ampliament
estés és el ratoli transgenic 2576 (Tg2576), el qual sobreexpressa I'APP
humana amb dos mutacions la K670N i 'M671L, que van ser originariament
identificades en una familia sueca amb la FAD (Haass et al. 1995). Aquestes
mutacions es troben al lloc de tall de la p-secretasa i provoquen el
processament de I'APP per la via amiloidogénica. En general, els ratolins que
sobreexpressen 'APP mutada desenvolupen les plaques amiloides, perden
sinapsis, plasticitat sinaptica, i presenten deéficits cognitius. La co-expressio del
transgen mutat de la PS1 accelera l'aparicio de 'MA fins a edats molt més
joves, tal i com s’evidencia en el model doble transgénic APP/PS1 (Holcomb et
al. 1998). Un quart model a aparéixer va ser el del ratoli triple transgénic (3xTg)
que expressa els trangens mutats de la tau, 'APP i la PS1, i per tant també
presenta cabdells neurofibril-lars, aixi com una neurodegenracié molt més
severa (Oddo, Caccamo, Shepherd, et al. 2003). El model de ratoli 3xTg
s’explica a l'apartat 5.1.1.

Gracies als models transgénics s’han clarificat mecanismes fisiologics
subjacents a la malaltia, s’han estudiat les modificacions funcionals induides
per la manipulacid6 genética o pel tractament quimic, i s’ha pogut provar
I'eficacia de nous farmacs per revertir els fenotips malalts, essent les proves de
comportament amb els assaigs cognitius un dels principals components de la
seva utilitat i el seu valor. Els ratolins transgénics per I'APP mutant,
desenvolupen una disfuncié cognitiva a les edats compreses entre dos i dotze
mesos, en funcido dels transgens especifics. En el model PDAPP, les
alteracions de la memoria son evidents després dels sis mesos d’edat en
diferents proves de comportament (FC, Fear Conditioning; RAWN, Radial Arm
Water Maze; MWM, Morris Water Maze). En el model del ratoli Tg2576,
I'aparicié de les alteracions en el rendiment van des dels quatre mesos per la
prova de I'FC als més de sis mesos per 'lRAWN i TMWM (Saydoff et al. 2013).
Els déficits en les edats més primerenques tendeixen a ser subtils, perd
progressen a marcades deficiencies en edats més avancgades.
Significativament, les alteracions en el comportament poden ser anteriors a

'acumulacié del péptid AP, fet que posa en relleu la importancia de les
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Taula 1. Models de ratolins transgénics per a I'estudi de 'MA (Adaptat de Puzzo et al.

2014).

Model Description Outcome Plaques NFTs ~ Neuron Synaptic Memory Notes Example References

loss deficits ~ deficits

Single transgenic

APP (Swedish) ~ Mutations at B-secretase ~ Enhanced cleavage by B-  YES: 9-12mo NO  NO YES YES Mostly dense cored Tg2576 (Swedish) Hsiao et al. (1996) [56]
cleavage site (aa 670/1)  secretase; overall more AP plaques, some tau

(all forms) hyperphosphorylation.
Synaptic and memory
defects generally precede
amyloid deposits
APP (Indiana, Mutations at gamma- Enhanced cleavage by YES: 9-12mo NO  NO YES YES Higher levels of diffuse ~ PDAPP (Indiana) Games et al, (1995) (55
London) secretase cleavage site (aa gamma-secretase; amyloid deposits
n7) increased AP 42:40 ratio
APP (Arctic, Dutch, Mutations within AR Enhanced AR YES: 9-12mo NO  NO YES YES Pronounced cerebral TgAPParc, APPDutch Ronnback et al. (2011);
Flemish, Italian) ~ sequence (aa 692/3) oligomerization, formation amyloid angiopathy Herzig et al. (2004) (57,58
of protofibrils

APP (Japanese)  Mutation within A Enhanced AR NO NO  YES YES YES Intracellular accumulation  TgAPP (E693) Tomiyama et al, (2010)
sequence (aa E693delta - oligomerization with no (>24mo) of AR oligomers from 8mo; [59]
deletion of glulamate 22)  fibrillization or plaques includes tau

hyperphosphorylatoin,
gliosis

Multiple APP Combination of single APP  Combination of effects on ~ YES NO  NO YES YES Increased amyloid TgCRNDS, |20 Chishti et al. (2001); Davis

mutations FAD mutations APP processing/AB pathology over single APP et al. (2004) |60,61)
mutation models

Amyloid-p (AB)  Human AB4O or 42 fusion  Overexpression and YES:3mo  NO NO YES YES Reactive gliosis and BRI-AB42 McGowan et al.(2005) |62
protein with BRI secretion of only A, no amyloid pathology only

extra APP cleavage with AB42 model; similar
products overexpression level as
Tg2576

Presenilin-1 FAD point mutations or ~ Altered APP cleavage; NO NO  NO YES NO Accelerated PST (M146WL), PS1(dE9)  Duff et al. (1996) [51)
exon 9 deletion in human  enhanced Af 42:40 ratio neurodegeneration in older
st mice >13mo; PS2 model

also available with rare
mutation, not commonly
used

Tau Point mutations in human Increased tau NO Y YES YES YES Significant motor defects,  JNPL3, MAPT (P301L), Ramsden et al, (2005); Lim
MAPT (FTD mutations) phosphorylation/ (>6mo) brainstem and spinal cord ~ MAPT(VLW) etal, (2001); Terwel et al.

aggregation pathology in some strains. (2005) [53-65|
Inducible promoter models
may be more appropriate
for cognitive behavioral
studies

Multi-transgenic

APP[PS1 Double transgenic (PP Accelerated phenotype and YES: 3-6mo  NO NO YES YES Significant hippocampal ~ APP(swe)/PS1(M146L),  Holcomb et al. (1998);
FAD mutant pathology but minimal neuron loss in some APP(swe)/PS1(A246E) Borchelt et al. (1997)
overexpression, PS FAD  neurodegeneration subtypes (APP(swetlon)/ 66.67]
mutant expression or Pst)
knock-in)

APP/Tau Double transgenic (APP Accelerated phenotypeand YES: 9mo  YES  YES YES YES Increased amyloid APP(swe)/MAPT(P301L),  Lewis et al. (2001); Ribe et
FAD mutant pathology but minimal deposition compared to  APP(swe)/MAPT(VLW) al. (2005) |68,69]
overexpression, tau FTD  neurodegeneration Tg2576/reports of high
mutant overexpression) death rate

APP/PS1/Tau Triple transgenic; FAD APP Accelerated phenotype and YES: 3-6mo  YES  YES YES YES Early intraneuronal 3xTgAPP [APP(swe)/ Oddo et al. (2003) 70|

and FTD tau transgenes in
PS1 FAD knockin

pathology including NFTs

deposits; plaques precede
tangles

PS1(M146V)
MAPT(P301L)]

Les mutacions del gen MAPT (Microtubule Associated Protein Tau) s’associen

amb la demeéncia familiar relacionada amb la regi6é frontal del I0bul temporal i

amb el

parkinsonisme

lligat al

cromosoma

17. Aquestes mutacions

disminueixen la uni6 de la tau als microtubuls o augmenten la proporcié de la
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isoforma 4R-tau, la qual incrementa la susceptibilitat a 'agregacio. Aquests
models hiperfosforilen 'MAPT i 'acumulen en els cabdells neurofibril-lars. No
obstant, molts d’ells, a causa de I'afectacio del tronc cerebral i la medul-la
espinal, presenten defectes motors dependents de I'edat que impedeixen el
seu uUs en les proves de comportament. EI model 3xTg presenta menys
alteracions motores que d’altres models amb el transgen de la tau mutat, el que
ha fet possible la seva caracteritzaci6 en els assaigs cognitius de
comportament (Oddo, Caccamo, Kitazawa, et al. 2003).

5.1.1. El model de ratoli triple transgéenic (3xTg)

En el 2003 per tal d’estudiar la interaccio entre I'Af i la tau, i observar I'efecte
qgue exerceixen sobre la funcid sinaptica, es va obtenir un model d’animal triple
transgénic (3xTg) portador dels transgens humans PS1u146v, APPswe i taupsp1L.
Aquest model es va crear mitjangant la microinjeccioé conjunta de dos transgens
de cDNA independents, que codifiquen per als gens humans APPswe Yy taupso1L
(ambdos subclonats sota el control transcripcional de I'element regulador o
promotor Thy1.2) en el pronucli d’'una sola cél-lula embrionaria que procedia
d’'un ratoli knock-in (KI) homozigot per al gen PS1miv (Oddo, Caccamo,
Shepherd, et al. 2003).

Aquest model és el primer que desenvolupa de forma progressiva les
patologies de I'Ap i la tau en arees rellevants de I'MA, mostrant un perfil
temporal i anatomic especific i reproduint el patré caracteristic del cervell huma
amb I'MA. S’ha demostrat que la deposicié del péptid Ap s’inicia mesos abans
que la patologia de la tau (Hardy & Selkoe 2002) i els nivells d’expressio dels
transgens APP i tau son consequents amb aquesta teoria (Oddo, Caccamo,
Shepherd, et al. 2003). Els diposits d’Af s’inicien en regions corticals,
principalment en el cortex cerebral, després s’estenen cap a regions més
posteriors com el cortex occipital i parietal, i amb l'edat, progressen cap a
regions limbiques com I'hipocamp i 'amigdala. L'Af intraneuronal es detecta
als 3 mesos d’edat en el cortex cerebral, mentre que els diposits extracel-lulars

no apareixen fins als 6 mesos, quan I'Ag intraneuronal ja esta ampliament
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estesa. En aquesta edat, a I'hipocamp ja s'observa una acumulacio
intraneuronal d’Ag (principalment en neurones piramidals de la regié CA1), perd
els diposits extracel-lulars no apareixen fins als 12 mesos. De forma inversa,
els cabdells neurofibril-lars apareixen a la regi6 CA1 de I'hipocamp als 12
mesos i amb el temps progressen cap a regions corticals (Oddo, Caccamo,
Kitazawa, et al. 2003).

Aquest model també manifesta la disfuncidé sinaptica propia de I'MA, amb
déficits en la potenciaci6 a llarg termini (LTP), relacionada amb la memoria i
'aprenentatge. Es manifesten de forma depenent de I'edat i sén previs a la
formacié de les plaques amiloides i dels cabdells neurofibril-lars (Oddo,
Caccamo, Shepherd, et al. 2003), en concret, es correlacionen amb la
sobreexpressio de I'Ap intraneuronal, observant-se ja als tres mesos d’edat.
També hi ha evidéncies del procés inflamatori que s’associa amb I'MA davant,
principalment, de [I'acumulacié primerenca de [I'Ap intracel-lular. Es
sobreexpressen citoquines proinflamatories tals com el TNFa i paral-lelament hi

ha canvis en la microglia (Mastrangelo & Bowers 2008).

5.2. Models no modificats genéticament

Tot i els avengos realitzats en la investigaci6 de I'MA gracies als ratolins
transgénics, la sobreexpressié de gens relacionats amb la malaltia podria
enganyar la interpretacio dels resultats derivats d’aquests estudis. Per exemple,
els transgens de I'APP i la PS1 podrien afectar altres funcions neuronals a
través d’altres mecanismes no necessariament relacionats amb I'Ap o I'MA. De
fet, tant la ruta com la senyalitzacio de I'APP, aixi com els seus productes de
tall (Ap, sAPPa, sAPPB i AICD) son probablement diferents en la fisiologia
transgénica amb gens sobreexpressats i podrien tenir un impacte en el
desenvolupament de 'SNC, les funcions sinaptiques i la memoria. Per separar
els efectes especifics del peptid Ap dels altres efectes deguts a la
sobreexpressio de 'APP i la PS1, s'utilitzen models en els quals 'Af és I'inica
responsable de les alteracions observades (Taula 2). Atés que tant els

oligdmers naturals d’Ap com els sintetics impedeixen la potenciacié neuronal de
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llarga durada (LTP) (Puzzo et al. 2005), en infondre’ls directament en els
ventricles cerebrals o en 'hipocamp dels animals adults provoquen un model
de patologia aguda d’Ap. Els oligdmers es poden infondre a través de canules
pre-implantades, que en faciliten I'arribada directa i eviten els problemes que
pot ocasionar la BHE (Watterson et al. 2013). Els experiments amb aquest
model de ratoli han permés mostrar que I'Ap per ella mateixa és capag d’alterar
els diferents tipus de memoria (I'associativa i la de referéncia), suggerint la
seva importancia en la pérdua de la memoria en general. Es un model més
economic i que requereix menys hores de feina que el model transgénic. A més,
és un model que es pot utilitzar amb d’altres animals a part del ratoli (Asle-
Rousta et al. 2013).

Taula 2. Models de ratolins no transgénics per a I'estudi de 'MA (Adaptat de Puzzo et
al. 2014).

3 Model Description Outcome Plaques  NFTs Neuron Synaptic Memory Notes

loss  deficits deficits

Example References

Acute AB injection Direct infusion of AB into  Acute local AP elevation ~ NO NO NO YES YES AR source/preparation/

Cell-derived AB, AB dimers Walsh et al. (2002);

the brain (e.g. dorsal

hippocampi, lateral
ventricles)

Acute tau injection Direct infusion of tau into
the brain (e.g. dorsal
hippocampi)

Aged animal models  Aged mice, rats, dogs, non-

human primates

Senescence-accelerated  Spontaneously mutated
prone mice (SAMP8)  inbred mouse strain

Acute local tau elevation  NO NO NO

Natural age-related deficits YES (dogs, NO NO
non-human
primates)

Shortened lifespanand ~ NO NO NO
accelerated aging
phenotype; elevated levels

of endogenous APP and AR

YES

from human brain, 200nM
synthetic AB oligomers

conformation is crucial

Different tau isoforms can
be used, as well as
naturally-derived tau from
brain extracts

Exhibit cognitive deficits,
brain hypometabolism,
cholinergic defects, altered
calcium homeostasis,
oxidative stress, neophobia
Some tau
hyperphosphorylation
along with decreased spine
density and synaptic
proteins; increased gliosis
and oxidative stress

Tau oligomers from human
brain, recombinant tau
oligomers

Aged mice (>18-20
months old)

SAMP8

Shankar etal. (2008); Puzzo
et al. (2012); Watterson

et al. (2013); Fiorito et al.
(2013) [21,30,32-34)

Moe et al. (2008, 2009,
2010, 2010); Lasagna-
Reeves et al. (2012)
[71,101-104)

Gallagher et al. (1993);
Govnereet al (1993|7273

Yagi et al. (1968); Okuma
et al. (1998) (74,75

A partir del descobriment de la preséncia de la tau en 'LCR tant en individus
sans com en malalts d’Alzheimer (en molta més quantitat), es va provar I'efecte
dels oligdbmers de la proteina tau en la funcio sinaptica i es va descobrir que
eren capacos d’alterar 'LTP (Blennow & Zetterberg 2009), a més d’alterar la
memoria quan aquests eren directament introduits en I'hipocamp (Lasagna-
Reeves et al. 2012). Aquests estudis demostren el potencial d’'us dels models

d’exposicio aguda tant a 'Ap com a la tau per investigar la patogénesi de I'MA i
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provar I'efecte de nous farmacs.

Els models d’envelliment, com és el cas del ratoli amb senescéncia accelerada,
SAMP8 (Senescence-accelerated prone mouse strain 8) (Takahashi 2010),
s’utilitzen per caracteritzar els primers canvis neuronals en I'MA primerenca i el
deteriorament cognitiu lleu (MCI, Mild Cognitive Impairement) en molts casos
precursor de I'MA. Aquest model mostra un deteriorament accelerat en
'aprenentatge i la memoria, una acumulacié progressiva del dany oxidatiu, un
augment de les alteracions de I'Ap i de la tau hiperfosforilada, i una disminucio
dels nivells d’ACh. A la vegada, permet determinar alteracions sinaptiques
quan encara no existeixen patologies especifiques del péptid Ap i de la proteina
tau (Woodruff-Pak 2008).
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Objectius

D’acord amb el que sha comentat anteriorment, les malalties
neurodegeneratives, amb especial interés per a 'MA, i el procés d’envelliment,
cursen amb el deteriorament i la mort neuronal, essent el sistema colinérgic un
dels principals sistemes afectats. S’ha vist que els anticolinesterasics milloren
els signes i simptomes de la deméncia, tot i que la seva eficacia és molt
variable. De tota manera, s’ha demostrat que en molts casos, la seva accié no
esta limitada a inhibir I'activitat catalitica de 'AChE, sin6 que també bloquegen

I'agregacié del peptid p-amiloide (Ap) i presenten efectes neuroprotectors.

Aixi doncs, l'objectiu d’aquesta tesi ha estat estudiar els efectes dels
compostos huprina X (HX) i AVCRI104P3, anticolinesterasics d’ampli perfil
farmacologic (antiagregants d’Ap, inhibidors de la BACE, agonistes nicotinics i
muscarinics M4 i neuroprotectors) i objecte de diferents estudis realitzats en el
nostre departament, sobre diferents marcadors dels processos de
neurodegeneracio i envelliment en diferents models experimentals in vitro i ex

Vivo:

A. In vitro s’ha determinat: 1) la viabilitat cel-lular amb preséncia i
abséncia dels inhibidors en cél-lules de neuroblastoma huma (SH-SY&SY)
transfectades amb les isoformes S i R de 'AChE, 2) la influéncia d'un
estimul toxic sobre la viabilitat cel-lular i 3) la sintesi de 'mRNA de les
isoformes S i R de I'AChE en aquestes mateixes cel-lules sota la
influéncia dels inhibidors.

B. Ex vivo s’ha estudiat: 1) el model de neurotoxicitat induida per I'acid
kainic en ratolins tractats amb [I'anticolinesterasic HX, 2) el model
d’envelliment en ratolins de 12 mesos tractats amb I'anticolinesterasic
AVCRI104P3 i 3) el model de neurodegeneracio en ratolins amb I'MA
(3xTg-AD) tractats amb 'AVCRI104P3. En tots ells s’ha determinat:

a. La sintesi de 'mRNA de les isoformes S i R de 'AChE en

I'escorca frontal.

81



Objectius

b. L’expressioé o I'activitat de les proteines implicades en les vies
(anti)apoptotiques (Bcl2, Akt, GSK3p, p25/p35, caspases 3i7) a
nivell de I'hipocamp i de I'escorca cerebral.

c. L’expressié de les proteines implicades en la plasticitat
sinaptica (sinaptofisina) i la neurogénesi (doublecortin), aixi com
en la neuroinflamacio (GFAP, Iba1).

d. En el cas dels animals 3xTg-AD, els nivells dels peéptids Af4o i

ApP42 en ambdues regions cerebrals.
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Material i métodes

1. MATERIAL

1.1. Reactius

Tots els productes quimics utilitzats en el present treball van ser de puresa

adequada per a I'analisi:

Acid clorhidric 6N (HCI; Merck), acetat potassic (CH3sCO2K; Merck), acid kainic
(Sigma), acrilamida/bis 30% solucié 37.5:1 (Bio-Rad), agar LB (Sigma), aigua
DEPC (aigua tractada amb dietilpirocarbonat) (Bio-Rad), albumina de sérum
bovi (qualitat RIA, fraccio V, min. 96%) (BSA; Sigma), ampicil-lina en sal sodica
(Sigma), bicarbonat sodic (NaHCO3; Merck), blau de bromofenol (3’,3”7,5,5”-
tetrabromofenolsulfoneftalien; Sigma), -mercaptoetanol (2-mercaptoetanol per
electroforesis = 98%; Sigma), bromur d’etidi (Sigma), clorur calcic (CaCly;
Merck), clorur potassic (KCI; Merck), clorur sodic (NaCl; Merck), coctel inhibidor
de fosfatases (Sigma), coctel inhibidor de proteases (Sigma), dimetil sulfoxid
(DMSO; Sigma), DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutirent
Mixture F12 Ham; Gibco), dodecilsulfat sodic (SDS; USB), D(+)sacarosa
(Merck), estreptomicina (Sigma), etanol (Merck), etilenglicol (Sigma), Fluoprep
(medi de muntatge; Bio Mérieux), fosfat potassic monobasic (KH2PO4; Merck),
fosfat sodic dibasic dihidratat (Na2HPO4.2H20; Merck), fosfat sddic monobasic
dihidratat (NaH2PO4.2H20; Merck), glicerol 99+% (Sigma), glicina per
electroforesi min. 99% (Sigma), glutamina (Sigma), hidroxid sodic (NaOH;
Merck), isopanta (2-metilbuta; SIGMA) isopropanol (Merck), kanamicina sulfat
(Invitrogen), kit caspase-Glo-3/7 Assay (Promega), kit ELISA human Amyloid
Beta40/42 brain (Millipore), kit d’extraccié Pure Link RNA Mini, kit d’extraccio
Qiagen Plasmid Maxi kit (Qiagen), kit DNA-free i kit EXPRESS One-Step SYBR
GreenER (Invitrogen), kit Miniprotean 3 Cell (kit d’electroforesi i transferéncia;
Bio-rad), llet desnatada en pols (Sveltesse), medi LB (Miller's LB Base;
Invitrogen), medi SOC (Sigma), MEM soluci6 d’aminoacids no essencials
(Sigma), metanol (amb gradient de qualitat per cromatografia en fase liquida)
(Merck), MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazoli bromur] (Sigma),
penicil-lina (Sigma), paraformaldehid (Sigma), peroxid d’hidrogen 30% p/v
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(H202; Sigma), persulfat amonic 10% (APS; Sigma), Polyjet (Polysciences),
Precison Plus Protein Standars Dual Color (Bio-Rad), reactius ECL (reactius de
deteccio de Western Blot, Amersham), reactiu Bradford conc. (Bio-Rad Protein
Assay; Bio-Rad), reactiu Hoechst (Sigma), sérum fetal bovi (Cultek), TEMED
(N,N,N’,N’-tetrametilendiamina aprox. 99%; Sigma), Tissue-Tek (Sakura
Firetek), tripsina-EDTA (Sigma), tritonX-100 (Sigma), TRIS (tris-hidroximetil-
aminometa ultrapur d'MB Grade; Amersham), tween-20 (monolaurato de
polioxietileno; Sigma).

1.2. Equips i programes informatics

Equips i programes informatics utilitzats:

Centrifuga (Sorvall Rc-6), criostat (Leica CM30505), espectrofotometre (Perkin
Elmer Lambda 2), GeneSnap i GeneTools (els programes per revelar i calcular
les bandes de les membranes de WB), Genetic Analyzer 3130x! (Applied
Biosystem), homogeneitzador (Polytron), Imaged (el programa per a I'analisi de
les imatges), lumindmetre/espectrofotometre de microplaques (Perkin Elmer
VICTOR 3), material de cultiu (TTP), membrana de nitrocel-lulosa 0.45 pym
(Whatman, Protran), microcentrifuga (Spin Plus), microscopi de fluorescéncia
Eclipse 80i (Nikon) [filtres: DAPI(A=340-380, UV), FITC (A=465-495, verd) i G-
2A (A=528-553, vermell)], minigels de 7x8 cm d’1.5 mm de grossor (Bio-rad),
minipintes d’1.5 mm de grossor de 15 pous (Bio-Rad), paper de cromatografia
Whatman n° 3 MM Chr (Whatman, Portran), NanoDrop Spectrophotometers
(Thermo scientific), portaobjectes gelatinats i cobreobjectes (VCR), Sigma Plot
v.10 (el programa per a l'analisi estadistic), sistema RT-Biorad CFX96 (el
sistema per quantificar el DNA), termociclador (Bio-Rad), termometre ASTM (-
80°C a +20°C; AFORA), Trans-blot Turbo Transfer System (Bio-Rad).

1.3. Farmacs

Els farmacs donepezil, huprina X ((z)-12-amino-3-clor-9-etil-6,7,10,11-

tetrahidro-7,11- metacicloocta[b]quinolina clorhidrat) (IC5,=0.75 nM) i
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AVCRI104P3
il}propil)amino]-6,7,10,11-tetrahidro-9-etil-7,11-metacicloocta

(((x)—3—clor—12-[(3-{4-[(5,6-dimetoxiinda-2-il)-metil]-piperidin-1-
[blquinolina))
(IC50=5.37 nM), una de les formes racémiques amb més activitat entre els
heterodimers huprina Y-donepezil, van ser sintetitzats pel laboratori de Quimica
Farmacéutica del Dr. Pelayo Camps i el Dr. Diego Munoz-Torrero de la Facultat
de Farmacia de la Universitat de Barcelona. Per als estudis in vitro les
solucions patrons dels farmacs es van preparar a una concentracié igual a 1
mM, i es van dissoldre en aigua bidestil-lada esteril al 45% d’etanol. La
concentracio d’etanol en els diferents assaigs va ser sempre inferior al 0.05%.
Per als estudis in/ex vivo es van dissoldre els farmacs en solucio salina al 0.9%
i es van administrar d’acord amb les dosis discutides en I'apartat de métodes.

El volum administrat no va ser mai superior a 10 ml/kg.

1.4. Encebadors

Les reaccions en cadena de la polimerasa es van realitzar amb els encebadors
humans descrits per Shani Ben-Ari et cols. (Ben-Ari et al. 2006) i els
encebadors de ratoli descrits per Moral-Naranjo et cols. (Moral-Naranjo et al.
2010):

mRNA Forward primers Reverse primers

AChE-S huma | CTTCCTCCCCAAATTGCTC TCCTGCTTGCTGTAGTGGTC
AChE-R huma | CTTCCTCCCCAAATTGCTC GGGGAGAAGAGAGGGGTTAC
Ndufc1 huma GTAGTGCTGCGCTCGTTTT GTTAGGTTTGGCATTGACTGG
AChE-S ratoli ATTTTGCCCGCACAGGGGAC | CGCCTGGTCCAGAGTATCGGT
AChE-R ratoli ATTTTGCCCGCACAGGGGAC | CCCCACTCCATGCGCCTAC
BActina ratoli AGAAAATCTGGCACCACACC | GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

1.5. Anticossos

Les reaccions immunoldgiques es van realitzar mitjangant la utilitzacio dels

seguents anticossos:
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Anticossos primaris: anti-Akt (WB, 1:1000, policlonal de conill; Sigma,
SAB4500007), anti-pAkt(Ser473) (WB, 1:1000, monoclonal de conill; Sigma,
SAB4300334), anti-pActina (WB, 1:10000, monoclonal de ratoli; Sigma), anti-
Bcl2 (WB, 1:1000, policlonal de ratoli; Bd biosciences, 610538), anti-GSK3p
(27C10) (WB, 1:1000, monoclonal de conill; Cell Signaling, 9315), anti-pGSK3p
(Ser9) (WB, 1:1000, policlonal de conill; Cell Signaling, 9336), anti-p35 (C-19)
(WB, 1:1000, policlonal de conill; Santa Cruz, sc-820), anti-Sinaptofisina (SY38)
(WB, 1:2000, monoclonal de ratoli; Dako), anti-Doublecortin (IF, 1:2000,
policlonal de conill; Abcam, Ab18723), anti-GFAP (IF, 1:3000, policlonal de
conill; Dako, Z0334) i anti-lba1 (IF, 1:200, policlonal de cabra; Abcam, Ab5076).

Anticossos secundaris: anti-mouse (WB, 1:5000, IgG de cabra conjugat a

peroxidasa; Bd biosciences), anti-rabbit (WB, 1:2000, IgG de cabra conjugat a
peroxidasa; PIERCE), Cy3 (cianina) anti-rabbit (IF, 1:400, IgG de burro;
Jackson, 711-165-152;) i Alexa Fluor 488 anti-goat (IF, 1:400, IgG de burro;
Jackson, 705-545-003).

1.6. Plasmidis

Es van utilitzar els plasmidis d’expressi6 amb cDNA huma clonat dels gens de
les isoformes S i R de 'AChE sota el control del promotor de citomegalovirus
(CMV), utilitzats per Shani Ben-Ari et cols. i cedits per la Dra. Hormona Soreq, i
el plasmidi reporter GFP (Green Fluorescent Protein) com a control per valorar
I'eficiéncia de la transfeccid. La sobreexpressio dels diferents transcrits va ser
confirmada per gqRT-PCR i immunoblot.

1.7. Linies cel-lulars

Per a la realitzacié dels experiments in vitro amb cél-lules transfectades es va
utilitzar la linia cel-lular SH-SY5Y (ATCC, CRL-2266), cél-lules humanes de
neuroblastoma derivades de tumors malignes avangats del sistema simpatic
adrenérgic ganglial. Es van cultivar a 37°C en una atmosfera humidificada que
contenia CO2 al 5%.
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El medi de creixement va ser:

DMEM/F12 82.6% (v/v)
serum fetal bovi inactivat 15% (v/v)
glutamina 0.2 M 1.2% (viv)
aminoacids no essencials 1.2% (viv)

100 U/ml de penicil-lina
100 U/ml d’estreptomicina.

Tots els experiments relacionats amb el cultiu cel-lular es van desenvolupar

sota condicions estrictes d’esterilitat i amb el material autoclavat.

1.8. Animals d’experimentacio

Els estudis dels diferents efectes dels anticolinesterasics in/ex vivo es van
realitzar a partir de tres models experimentals en ratoli: el model de
neurotoxicitat amb I'acid kainic, el model de 12 mesos (edat mitjana) i el model

triple transgenic per I'Alzheimer.

Per als experiments amb l'acid kainic es van utilitzar 30 ratolins mascle
C57BL/6 de vuit setmanes d’edat.

Per al model de ratoli d’edat mitjana es van fer servir 20 ratolins mascle no
transgénics (NTg) de la soca 126/Sv x C57BL/6 de 12 mesos d’edat.

Per als experiments amb ratolins modificats genéticament es van utilitzar 20
ratolins mascle triple transgénics homozigots per als gens PS1, APPswe i tau
(3xTg-AD) també de 12 mesos d’edat. Els ratolins es van escollir en funcio dels
estats neuropatologics descrits anteriorment (Oddo, Caccamo, Kitazawa, et al.
2003), on a partir dels 6 mesos d’edat s’observen diposits d’Ap intraneuronal i
s’inicien els extracel-lulars en el cortex i I'hipocamp, i els déficits sinaptics i
colinérgics. Els genotips van ser confirmats per PCR i Southern Blot a partir de
les biopsies de les cues dels ratolins a I'lnstitut Karolinska (Suécia).
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Els animals del mateix genotip van ser estabulats durant tot I'experiment amb
un maxim de 5 animals per cada caixa, en gabies de plastic estandards del
tipus Macrolon IV (35x35x19 cm). Les condicions ambientals de manteniment
del laboratori van ser les estandards: cicles de 12 hores de llum i 12 hores de
foscor comencant a les 8:00h, temperatura de 22+2°C amb una humitat relativa
constant del 60+10%. El menjar i 'aigua es van subministrar ad libitum durant
el transcurs de tot I'experiment. També es va controlar diariament la

supervivéncia, els signes de malaltia i/o la perdua de pes.

El desenvolupament d’aquest projecte va ser realitzat d’acord amb la legislacio
espanyola per a la “Proteccié dels animals d'us experimental i altres finalitats
cientifiques” i d’acord amb la Directiva del Consell de la Comunitat Europea
(86/609/EEC).

2. METODES

A fi i efecte d’assolir els objectius del nostre estudi es van realitzar els seguents
abordatges experimentals:

In vitro:
a. Estudi dels efectes produits pels anticolinesterasics HX i AVCRI104P3 en
cél-lules SH-SY5Y transfectades amb els gens de les isoformes S i R de
'AChE.

In/ex vivo:

a. Estudi dels efectes produits per I'anticolinesterasic HX en el model de
neurotoxicitat amb I'acid kainic a dosi unica en ratolins C57BL/6.

b. Estudi dels efectes produits per I'anticolinesterasic AVCRI104P3 en ratolins
126/Sv x C57BL/6 de 12 mesos.

c. Estudi dels efectes produits per I'anticolinesterasic AVCRI104P3 en ratolins

triple transgenics per I'Alzheimer (PS1m146v, APPswe, taupsoi) de 12 mesos.
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D’acord amb aquest plantejament a continuacié es descriuen tots els métodes

experimentals utilitzats:

2.1. Estudi dels efectes produits pels anticolinesterasics HX i
AVCRI104P3 en cél-lules SH-SY5Y transfectades amb els gens de
les isoformes S iR de ’'AChE

Per poder estudiar I'efecte dels anticolinesterasics en ceél-lules transfectades,
en primer lloc es van obtenir els plasmidis per a posteriorment dur a terme la

transfeccio.

2.1.1. Obtencié dels plasmidis i transfeccio cel-lular

a) Obtenci6 dels plasmidis

Per introduir el DNA plasmidic a les coldnies d’E.coli cal fer-les competents.
Amb aquesta finalitat les membranes de les ceél-lules bacterianes es
permeabilitzen amb CaCl, (Mandel & Higa 1970).

Es va picar una colonia d’E.coli (provinent de les soques DH5a 0 BL21) amb la
punta d’'una micropipeta i es va deixar créixer en 5 ml de medi LB (25 g/l H,O
destil-lada, pH 7.0+0.2) tota la nit (ON) a 37°C en agitacio (en un tub de
centrifuga de 15 ml). L’endema es van transferir 150 ul del cultiu hipersaturat
d’E.coli a un altre tub amb 5 ml de medi LB, i aquest es va deixar créixer durant
1hora i 30 minuts a 37°C amb l'objectiu d’obtenir un cultiu fresc en creixement
exponencial, condicions oOptimes per a la transformacio. Passat aquest temps,
es van centrifugar els bacteris a 1500 g durant 5 minuts a 4°C. Es va eliminar el
sobrenedant i el pellet es va resuspendre en 2.5 ml de CaCl, 50 mM. La
suspensio es va deixar en gel 30 minuts i es va tornar a centrifugar en les
mateixes condicions anteriors. Se’'n va eliminar el sobrenedant i el pellet es va
resuspendre en un volum de 0.5 ml de CaCl, 50 mM a 4°C. Les cél-lules poden
estar en gel varies hores sense que se’'n vegi afectada I'eficiencia, fins i tot pot

augmentar. Amb un volum de 500 ul de cél-lules E.coli competents es poden
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realitzar 5 transfeccions. En tot moment es va treballar al costat del fogd de

Bunsen en condicions estérils i amb material autoclavat.

L’entrada dels plasmidis a les cel-lules competents o transformacié de les

cél-lules es va realitzar per xoc térmic.

El plasmidi (1 ug de DNA), que es manté en sec en paper de filtre, es va
dipositar en un eppendorfi es va eluir en 50 ul de tampo d’elucié (EDTA 1 mM,
Tris 10 mM, pH 8.0). Es va deixar a 4°C durant tota la nit (ON). L'’endema es va
afegir 1 ul del DNA eluit a un volum de 100 ul de cél-lules competents. La
barreja es va deixar en gel 30 minuts, es va escalfar 2 minuts a 42°C i es va
refredar al bany de gel 2 minuts més. La mescla es va dipositar en un
eppendorf amb 400 ul de medi SOC, medi que s'utilitza en l'etapa final de la
transformacié cel-lular per obtenir I'eficiencia de transformacié maxima, i es van
deixar incubar durant 1 hora a 37°C en agitacié. En tot moment es va treballar
al costat del fogé de Bungsen en condicions estérils i amb material autoclavat.

Preparacio de les plaques de petri amb agar selectiu.

Per seleccionar les cél-lules transformades es van fer créixer en agar LB
selectiu per 'ampicil-lina, antibidtic pel qual els plasmidis de les isoformes S i R
de I’'AChE incorporats conferien resisténcia.

Es van preparar 100 ml d’agar LB (35 mg agar/ml H»0 destil-lada) amb 0.1 g de
glucosa, per fer el que es coneix com a medi Lennox Agar. Es va deixar bullir la
mescla fins a la seva completa dissolucio, es va autoclavar (121°C, 15 minuts) i
un cop fred (sense deixar que gelatinitzés) se li va afegir I'antibiotic (50 ug/ml
agar). Per placa de petri estéril de 100 mm? es van col-locar 25 ml de I'agar

selectiu.

Les cél-lules transformades es van centrifugar a 12.000 g durant 1 minut, se’n
va aspirar el medi SOC i el pellet restant (100 ul aprox.) es va plaquejar en una

placa d'agar selectiu totalment gelatinitzada. Com a control negatiu es va
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preparar una placa amb 100 ul de ceél-lules competents no transformades
(sense plasmidi). Es van incubar ON a 37°C. L’endema es va picar una colonia
d’E.coli transformada amb una punta de micropipeta i el volum agafat es va
dipositar en un tub amb 5 ml de medi LB amb I'antibiotic de resisténcia (0.05
ug/ml medi). Es van deixar a l'incubador 24 hores a 37°C en agitacio. En tot
moment es va treballar al costat del fogé6 de Bunsen en condicions esteérils i

amb material autoclavat.

Passades les 24 hores, les cél-lules transformades es van centrifugar a 5000 g
durant 20 minuts per fer baixar els bacteris. Se’n va eliminar el medi per
decantacio i a continuacié es va procedir a I'extraccio i a la quantificacio del
DNA plasmidic.

Per a I'extraccid del DNA es van seguir les instruccions del kit Qiagen Plasmid
Maxi i es van utilitzar els reactius proporcionats pel mateix. El métode es basa
en el protocol de lisi alcalina de la paret bacteriana descrit per Birnboim et cols.
(Birnboim & Doly 1979). La concentracio de DNA es va determinar per
espectrofotometria mesurant I'absorbancia de la mostra a 260 nm i tenint en
compte que una unitat de densitat optica a 260 nm (DOys) correspon a 50
ug/ml de DNA de cadena doble (dsDNA). La puresa del DNA es va calcular a

partir de la relacido DOogg/250.

b) Transfeccio cel-lular

Un cop obtinguts els plasmidis amb els gens de 'AChE-S, TAChE-R i la GFP es
va procedir a la seva transfeccid en cél-lules SH-SYSY utilitzant el polimer
biodegradable comercial anomenat Polyjet. La transfeccioé assolida va ser igual
o superior a I'obtinguda amb la lipofectamina, utilitzant la GFP com a plasmidi
control de la transfeccio.

Les transfeccions es van realitzar en plaques de 6, 12 0 24 pous segons els

requeriments experimentals posteriors.
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En el cas de les plaques de 6 pous es van cultivar les cél-lules a una
concentracio de 800.000 cél-lules/pou i es van deixar 24 hores a l'incubador a fi
i efecte d’assolir el 70% de confluéncia. Una hora abans de la transfeccid es va
eliminar el medi de cultiu i es va afegir 1 ml de medi sense sérum. A
continuacio es va afegir la solucio dels plasmidis amb el reactiu Polyjet en les

seguents condicions:

1) Solucié A. Consta d'1 ug de DNA plasmidic (el volum a afegir depén de
la concentracio a la qual es té el DNA) més 50 ul de medi sense serum.
2) Solucio B. Consta de 3 ul de Polyjet més 50 ul de medi sense sérum.

Cal mesclar-ho bé.

A la solucié A s’hi va afegir la B de forma rapida i de cop. Es va mesclar
rapidament de forma suau i es va deixar 15 min a temperatura ambient (TA).
Passat aquest temps, es van afegir els 100 ul (A+B) al mil-lilitre de medi de
cultiu sense serum que contenia el pou. Els 100 ul han de quedar repartits de

forma homogénia per tot el pou.

Les cél-lules es van deixar 18 hores a I'incubador (37°C) per tal que tingués lloc
la transfeccié. Passat aquest temps, es va retirar el medi de transfeccio i es va
substituir per medi de cultiu.

Aquest sistema de transfeccié es basa en I'embolcallament del DNA per lipids
cationics que faciliten I'entrada del DNA a la cél-lula fins al nucli. Un cop al
nucli, els plasmidis utilitzen la maquinaria de la cél-lula per expressar els gens

clonats.

2.1.2. Estudis de viabilitat cel-lular

Amb [l'objectiu final d'avaluar el possible efecte neuroprotector dels
anticolinesterasics huprina X i AVCRI104P3 en cél-lules SH-SY5Y
transfectades amb les isoformes S i R de 'AChE, en primer lloc es van dur a
terme estudis de viabilitat cel-lular sobre aquestes cel-lules per descartar
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possibles efectes neurotoxics o neurogénics provocats pels farmacs, aixi com
per determinar I'efecte de les isoformes S i R sobre la supervivéncia cel-lular.
Posteriorment es va estudiar la viabilitat cel-lular davant del peroxid d’hidrogen
per avaluar la resposta de les variants S i R enfront d’'un estrés oxidatiu agut.

Les cél-lules es van sembrar (200.000 ceél-lules/ml, 1 ml/pou, 24 pous), a les 24

hores es van transfectar i 24 hores més tard es van iniciar els experiments.

Per als estudis de viabilitat es van dissoldre els farmacs en el medi de cultiu i
es van afegir a les concentracions de 10° M i 107 M (donat que en estudis
anteriors havien estat les concentracions no toxiques més eficaces). Els temps
d’'incubacié van ser de 24 i 48 hores. Els experiments es van realitzar en
preséncia de donepezil com a control positiu. Transcorreguts els temps
d’incubacio, les cél-lules es van rentar amb el tampo fosfat sali (PBS)
préviament autoclavat (Taula 3) i es van realitzar els assaigs de viabilitat
cel-lular per colorimetria a partir del reactiu MTT.

Taula 3. Composicié del PBS.
PBS (Phosphat Buffered Saline) pH 7.4

NaCl 0.137 M
KCI 0.0027 M
Na2HPO4.2H20 0.002 M
KH;HPO, 0.01 M

Per avaluar el comportament de les isoformes S i R davant del peroxid
d’hidrogen (H20,) es van realitzar tres corbes de concentracio-resposta (100-
500 uM H20,), una per a cada isoforma, i una control per a les cél-lules no
transfectades, amb un temps d’exposicio al peroxid de dues hores. L'H>0O, es
va afegir al medi de cultiu a les diferents concentracions estudiades, les quals
es van preparar a partir d’'una solucio mare al 30% p/v. Després de les dues
hores d’incubacid, les cél-lules es van rentar amb el PBS i es van realitzar els

assajos de viabilitat cel-lular igual que en el cas anterior.
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La viabilitat cel-lular es va determinar per espectrofotometria amb base al canvi
de color que es produeix quan el reactiu MTT es redueix a formazan. Els
mitocondris actius de les cél-lules son capacos de dur a terme aquesta reaccio,
essent la quantitat de formazan formada directament proporcional al nombre de
cel-lules vives. Per realitzar I'assaig, es va retirar el medi i es va afegir IMTT
dissolt en medi de cultiu (0,5 mg/ml, 100 pl/pou). Es van deixar incubar les
cél-lules durant 30 minuts perque tingués lloc la reaccio, i a continuacié, es van
eliminar les restes de medi i es va dissoldre el formazan resultant en el
dissolvent DMSO (50 upl/pou). La quantitat relativa de formazan es va
determinar a partir de la diferencia d’absorbancies a les longituds d’ona (A) de
595 nm i 620 nm utilitzant I'espectrofotometre Multiskan (Labsystems multiskan
MS, type 325).

Els percentatges de supervivencia de les cél-lules transfectades amb les
isoformes S i R es van calcular en relaci6 amb els grups control negatius
(abséncia de transfeccio i de farmac en el primer cas i abséncia de peroxid en

el segon cas).

2.1.3. Determinacio dels nivells d’mRNA de les isoformes S i R de ’AChE
per qRT-PCR

Préviament a la determinacié dels nivells dmRNA de les isoformes S i R de
'AChE, com en el cas anterior, es van transfectar les cél-lules, es van deixar
créixer durant 24 hores i transcorregut aquest temps es van afegir els farmacs
HX, AVCRI104P3 i donepezil al medi de cultiu a la concentracié de 10° M. Les
cél-lules es van deixar incubar en preséncia dels anticolinesterasics durant 24

hores i posteriorment es va procedir a la lisi cel-lular.

Extraccid i quantificacio d’RNA a partir de cultius cel-lulars.

L’extraccio de I'RNA dels lisats cel-lulars es va realitzar mitjangant el Mini kit
d’extraccio d’'RNA Pure Link (Invitrogen). Després d’aspirar el medi de cultiu,
les cél-lules es van rentar amb PBS, i a continuacié se’ls hi va afegir el tampo
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de lisi proporcionat pel kit a '1% de p-mercaptoetanol (300 ul tampd/pou, 24
pous). El tampo de lisi conté isotiocianat de guanidina, una sal cotropica capag
de protegir 'RNA de les RNases endogenes. Es van rascar els pous de les
plaques amb un rasclet per tal de desenganxar les cel-lules, i els lisats es van
traspassar a tubs estérils lliures d’RNAses. L'RNA es va aillar, rentar i eluir amb
el material proporcionat pel kit i seguint les instruccions del mateix. Es va

obtenir un volum final d’RNA de 50 ul per mostra.

Del volum obtingut se’n van fer dues aliquotes, una de 40 ul i I'altra de 10 ul. La
de 40 ul es va congelar a -80°C per posteriors experiments, i la de 10 ul es va
tractar amb desoxiribonucleasa (DNasa) per eliminar possibles restes de DNA
genomic. EI DNA genomic afecta la quantificacio de I'activitat transcripcional, ja
que durant la reaccio de la PCR s’amplifica juntament amb el cDNA. Per
realitzar el tractament amb la DNasa es va utilitzar el kit DNA-free (Invitrogen).
Seguint les instruccions del kit, per cada ug i fins a 10 ug d’RNA de mostra, es
va afegir 1 ul del tampd DNasa | 10x i 1 ul de la DNasa | (1 U/ul). Les mostres
es van deixar incubar 15 minuts a temperatura ambient (TA). La DNasa | es va
inactivar amb I'addicié d’1 ul dEDTA 25 mM per cada 10 ul de mostra i la

posterior incubacio durant 10 minuts a 65°C.

Dels 10 ul tractats, 2 ul es van fer servir per a la quantificacié i I'analisi de
qualitat de 'RNA. El volum restant, a la dilucié adequada, es va utilitzar per a la
PCR. La concentracio d’'RNA es va determinar per espectrofotometria mesurant
'absorbancia de les mostres a 260 nm i tenint en compte que una unitat de
densitat optica de 260 nm correspon a 40 ug/ml d’'RNA. La puresa de 'RNA es
va calcular a partir de la relacid6 DOgsp1280. Es va utilitzar I'aparell NanoDrop
Spectrophotometers (Thermo scientific) i el programa Genetic Analyzer 3130x/

(Applied Biosystem).

Reaccié en cadena de la polimerasa amb transcriptasa inversa en temps real
(QRT-PCR).

En la gRT-PCR un bri d'mRNA es retrotranscriu a DNA complementari (cDNA)
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mitjangant la transcriptasa inversa o retrotranscriptasa. El resultat s'amplifica en
una PCR en temps real que permetra detectar i quantificar [I'activitat
transcripcional dels gens d’interés valorant absoluta o relativament la quantitat
de DNA generat.

La qRT-PCR es va dur a terme mitjangant el kit EXPRESS One-Step
SYBRGreenER, que proporciona els reactius necessaris per realitzar la
transcripcio inversa i la PCR en un sol pas (SYBR GreenER qPCR SuperMix
Universal i SuperScript Mix for One-Step SYBR GreenER), els encebadors dels
gens d’interés (0.4 ul/encebador, 10 uM) i les mostres d’'RNA (5 ul/mostra, 2
ng/ul) obtingudes a partir de I'extraccié descrita anteriorment i diluides amb
aigua DEPC fins a la concentracié requerida. La reaccié va tenir lloc en una
placa de 96 pous i de cada mostra se’n van fer duplicats. Com a control
negatiu, per descartar la contaminaci6 amb DNA genomic, es van afegir
mostres sense retrotranscriptasa. La manipulacié de 'RNA es va dur a terme
en condicions aséptiques a 4°C i lliure d’'RNases amb material estéril

doblement autoclavat.

Els encebadors que es van utilitzar van ser els descrits per Shani Ben-Ari et
cols., i com a gen control es va seleccionar I'Ndufc1 (NADH deshidrogenasa
ubiquinona subunitat C1 mitocondrial):

mRNA Forward primers Reverse primers

AChE-S huma CTTCCTCCCCAAATTGCTC | TCCTGCTTGCTGTAGTGGTC
AChE-R huma CTTCCTCCCCAAATTGCTC | GGGGAGAAGAGAGGGGTTAC
Ndufc1 huma GTAGTGCTGCGCTCGTTTT | GTTAGGTTTGGCATTGACTGG

La placa es va dipositar en el termociclador (Bio-Rad). La sintesi de cDNA es
va realitzar en una primera fase de 5 minuts a 50°C. La PCR es va dur a terme
en 40 cicles de dues etapes, I'etapa de desnaturalitzacié de 15 segons a 95°C i
I'etapa d’hibridacié/extensio d’'1 minut a 60°C. La temperatura d’hibridacio es va
decidir en funcié de les temperatures de fusio (Tm) dels encebadors.
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Identificacid i quantificacio de les copies de cDNA

Per a la deteccié de l'amplificaci6 es va utilitzar el colorant fluorogenic
SYBRGreen, que s’uneix a tot el DNA de doble cadena format durant
I'amplificacié. El colorant SYBRGreen absorbeix la llum a una longitud d’ona de
494 nm i emet fluorescéncia a 521 nm. L’amplificacié d’'un gen concret produeix
un increment de la quantitat de fluorescencia amb cada cicle d’amplificacié que
es detecta amb sensors i queda registrat en una corba de fluorescencia la
magnitud de la qual, en cada un dels cicles, depén del nombre de copies
teoriques existents d’un determinat gen en la mostra inicial. Aixi la PCR en
temps real permet fer un seguiment de la reaccid6 d’amplificacié durant el
temps. Aquesta reaccid, abans de saturar-se, segueix una fase lineal durant la
qual es poden determinar les diferéncies d’expressié entre els diferents grups
experimentals. La quantificacio de I'expressio dels gens es va fer mitjangant el
sistema RT-Biorad CFX96.

Els resultats, expressats en cicles (Cr), van ser normalitzats amb la quantitat

9CT

del gen control (Ndufc1), i linealitzats mitjangant la formula segons el

métode descrit per Kenneth J. Livak et cols. (Livak & Schmittgen 2001).

2.2. Estudi dels efectes produits per I'anticolinesterasic HX en el

model de neurotoxicitat amb I’acid kainic en ratolins C57BL/6

2.2.1. Disseny experimental i tractament farmacologic

Es van fer tres grups de ratolins mascle C57BL/6 (10 animals per grup). Un
grup va ser tractat amb una solucié al 0,9% de NaCl (10 ml/kg, i.p.) durant 21
dies. El segon grup va rebre el mateix tractament que el primer i en les
mateixes condicions, perd un dia més tard de I'ultima administracié de NaCl se
li va punxar una dosi unica d’acid kainic (28 mg/kg, i.p.). El tercer grup es va
tractar amb la huprina X (0,08 mg/kg, i.p.) durant 21 dies, i un dia més tard
també va rebre una dosi unica d’acid kainic (28 mg/kg, i.p.) (Crespo-Biel et al.
2007).
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Després de l'administraci6 de l'acid kainic, per verificar la induccié de
neurotoxicitat provocada pel mateix, es va observar la conducta dels animals
cada 30 minuts, fins a 4 hores després, avaluant-se la severitat de les crisis
epileptiques provocades per I'acid d’acord amb una escala arbitraria: abséncia
de convulsions (0), una convulsié (1), 2-5 convulsions (2), 6-10 convulsions (3),
més de 10 convulsions o una crisi tonico-clonica severa (4) i mort (5) (Mulle et
al. 1998).

Els animals van ser sacrificats a les 48 hores de I'administracio de I'acid kainic
(Crespo-Biel et al. 2007). Posteriorment se’ls hi va extreure el cervell separant-
ne I'’hipocamp, el cortex (parietal) i el cortex frontal. Els cortexs frontals de 6
ratolins de cada grup es van utilitzar per a I'estudi dels nivells dmRNA de les
isoformes S i R de 'AChE per qRT-PCR. Els hipocamps i els cortexs parietals
es van fer servir per avaluar l'expressi6 de determinades proteines
(anti)apoptotiques mitjangant la técnica del Western blot (WB), aixi com per
determinar l'activitat de les caspases 3 i 7. Els quatre cervells restants de cada
grup es van dividir en dos meitats, una es va utilitzar per estudiar les proteines
implicades en la neuroinflamaci6é i la neurogénesi per immunohistoquimica
(IHQ) i I'altra també es va fer servir per als experiments de WB. La mortalitat va
ser del 10%. La disseccio del cervell i 'obtencid de les diferents regions es va
dur a terme a una temperatura de 4°C i posteriorment es van emmagatzemar a

-80°C. El pes mig del teixit dels cortexs va ser de 74+3.16 mg, el dels

hipocamps de 32+3.16 mg, i el dels cortexs frontals de 34+2.85 mg.

2.2.2. Determinacio dels nivells d’mRNA de les isoformes S i R de ’AChE
per qRT-PCR

Extraccio i quantificacio d’RNA a partir de cortex de ratoli.

L’extraccio de 'RNA del cortex frontal dels ratolins es va realitzar mitjancant el
Mini kit d’extraccio d’'RNA Pure Link (Invitrogen). Tot el teixit del cortex frontal
de les mostres es va traspassar en tubs d’homogeneitzacié segons les

indicacions del kit. A cada tub es van afegir 600 ul del tampd de lisi
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proporcionat pel kit a '1% de p-mercaptoetanol (el volum de tampd a afegir
depen del pes del teixit i ve indicat a les instruccions del kit). Les mostres es
van homogeneitzar amb el Polytron a 70 V, 5 segons, dos cops. L'RNA es va
aillar del teixit, es va rentar i es va eluir seguint el protocol del kit. Del volum
final d’RNA obtingut (50 ul/mostra aprox.), 2 ul es van destinar a la quantificacié
i a I'analisi de qualitat. El volum restant es va congelar a -80°C i es va utilitzar

per a la PCR a la dilucié adequada.

Reaccié en cadena de la polimerasa amb transcriptasa inversa en temps real
(QRT-PCR).

La qRT-PCR es va dur a terme seguint la mateixa metodologia discutida en
'apartat 2.1.3. En aquest cas, els encebadors pels gens de 'AChE-S i 'AChE-
R i pel gen de la BActina, corresponent al control intern, van ser els descrits per

Moral-Naranjo et cols.:

mRNA Forward primers Reverse primers

AChE-S ratoli ATTTTGCCCGCACAGGGGAC | CGCCTGGTCCAGAGTATCGGT
AChE-R ratoli ATTTTGCCCGCACAGGGGAC | CCCCACTCCATGCGCCTAC
BActina ratoli AGAAAATCTGGCACCACACC | GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

2.2.3. Determinaciéo de I'expressié de les proteines Bcl2, pAkt/Akt,
pGSK3p/GSK3p, sinaptofisina i p25/p35 per Western blot (WB)

Obtenci6 de proteines a partir de cortex i hipocamp de ratoli.

Per a I'obtencié dels extractes proteics a partir del cortex i I'hipocamp dels
ratolins, el teixit va ser homogeneitzat (Polytron, 70 V, 5 segons, dos cops) en
tampd d’homogeneitzacié (Taula 4) a una proporcié d’1:10 (p/v) juntament amb
els inhibidors de les proteases i les fosfatases, quedant el teixit a una
concentracio de 0.1 g/ml. Els homogenats es van centrifugar a 12.000 g durant

10 minuts, i els sobrenedants (100-300 ul/mostra), que contenien la major part
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dels extractes proteics solubles, van ser aliquotats i emmagatzemats al

congelador de -80°C. Tot el procés es va realitzar integrament a 4°C.

Taula 4. Composici6 del tampé d’homogeneitzacio.

Tampd d’homogeneitzacio

Trité X-100 1.5% (v/v)

EDTA pH 8.0 1 mM

Tris-HCI pH 7.5 50 mM

Glicerol 10% (v/v)

DTT 1 mM

Inhibidors de les proteases i les fosfatases 1% (v/v) (s’afegeixen abans

d’utilitzar el tamp0d)

Quantificacio proteica: metode de Bradford.

El contingut proteic soluble es va quantificar mitjancant el métode de Bradford
(Bradford 1976). EI metode es va dur a terme seguint les indicacions del
fabricant del reactiu de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad), utilitzant
com a proteina patré I'albumina sérica bovina (BSA). A partir d’'una recta patro
es va valorar I'absorbancia de les mostres amb I'espectrofotometre Perkin
Elmer Lambda 2 a 595 nm.

Preparacio de les mostres per a I'electroforesi.

Un cop determinat el contingut proteic de les mostres, es van diluir amb aigua
destil-lada fins a una concentracio de 5 ug/ul i es van bullir durant 5 minuts amb
el tampd de carrega (Taula 5). El tamp6 de carrega conté el reactiu -
mercaptoetanol, que desnaturalitza les proteines en reduir els ponts disulfur de
les mateixes, SDS, que s’uneix als polipéptids desnaturalitzats carregant-los
negativament, i glicerol, que proporciona pes a la mostra. El tampé de carrega

es va afegir a la mostra en proporcio 1:1 (v/v).
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Taula 5. Composicio del tamp6 de carrega.

Tampé de carrega per a proteines

Tris pH 6.8 0.277 M

SDS 4.5% (p/v)

Glicerol 45% (viv)

Blau de bromofenol <0.015% (p/v) (punta d’espatula, per fer visible la mostra)
p-mercaptoetanol 10% (viv)

Les mostres es van deixar refredar 10 minuts a TA.

Separacio electroforetica de proteines en gels de poliacrilamida-SDS (SDS-
Page).

L’electroforesi en gels de poliacrilamida-SDS és una técnica de separacio de

proteines segons el seu pes molecular.

Les mostres, després de tractar-les amb el tampé de carrega es carreguen en
gels de poliacrilamida-SDS. L’aplicaci6 d’'un camp eléctric en aquestes
condicions fa que la migracio de les proteines cap a I'eléctrode positiu es faci

d’acord amb el seu pes molecular.

Preparacio dels gels de poliacrilamida-SDS:

Els gels consten de dues fases que es corresponen a dos gels diferents,
I'stacking o gel superior, que serveix per concentrar les proteines, i el running,
resolving, o gel inferior, que serveix per separar les proteines i la mida del seu
porus es decideix en funcié dels pesos moleculars dels polipeptids a resoldre.
El tamany del porus depén del percentatge d’acrimlamida que conté el gel i
oscil'la entre el 5% i el 15% per a proteines d'alt i baix pes molecular

respectivament.

Els gels es van preparar a partir de dues solucions, una pel running (A) i l'altra
per I'stacking (B). Per fer la solucié A es van barrejar tots els components de la
mescla (acrilamida, tris-HCI i SDS) en les proporcions indicades en la Taula 6,
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afegint els reactius persulfat amonic (APS) i TEMED al final, donat que inicien i
catalitzen la reaccidé de polimeritzaci6 del gel. La solucioé A es va dipositar entre
dos vidres paral-lels fixats en un suport de gels i es va deixar gelatinitzar durant
20 minuts a TA. A continuacié es va preparar i afegir la solucid B, i
seguidament es va col-locar una pinta de 15 carrils i d'1.5 mm de grossor per
marcar els pous on carregar les mostres. La solucio es va deixar polimeritzar

durant 20 minuts.

Taula 6. Composicio de les solucions A i B.

Solucié A: Gel inferior separador (resolving gel) (7.5 ml/gel aprox.)

Acrilamida 7.5-10% (v/v)
Tris-HCI pH 8.8 0.375 M
SDS 0.25% (p/v)
Persulfat amonic 10% (p/v) 0.075% (v/v)
TEMED 0.15% (v/v)

Solucié B: Gel superior concentrador (stacking gel) (3.5 ml/gel aprox.)

Acrilamida 5.1% (viv)
Tris-HCI pH 6.8 0.0325 M
SDS 0.1% (p/v)
Persulfat amonic 10% (p/v) 0.1% (v/v)
TEMED 0.01% (v/v)

Per a l'electroforesi, els gels es van dipositar en una cubeta amb dos
eléctrodes plena de tampd d’electroforesi (Taula 7). Es van carregar les
mostres amb una xeringa Hamilton (20 ul mostra/pou a una concentracio de 2.5
ug proteina/ul) i es van fer cérrer a 120 V fins que el front de I'electroforesi,
marcat pel compost blau de bromofenol, va arribar a I'extrem inferior del gel (1-
2 hores). Com a patro de pes molecular de les proteines es va afegir en un dels
pous dels extrems el Precison Plus Protein Standars Dual Color de Bio-Rad,
que avarca pesos moleculars d’entre 10 i 250 kDa (Fig.21).
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Taula 7. Composicio del tamp6 d’electroforesi.

Tampd d’electroforesi

Tris 0.25M
Glicina 1.9 M
SDS 1% (p/v)

Cathode Sample
wells

, — O ot/
Stacking - |[E" - ‘ “{‘Buﬂ‘er

gel I—

1

Plastic Plastic—| -
frame frame | —

11
IR
I

Fig.21 Cubeta d’electroforesi vertical (Adaptat

d'http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php ?term=isotacoforesis&lang=2).
Immunotransferencia (Western blot), revelat i analisi de proteines.
Les mostres proteiques, un cop separades mitjangant el gel de poliacrilamida-
SDS, es transfereixen a membranes solides per tal de que posteriorment

puguin ser identificades per anticossos especifics.

Transferéncia:

Es va col-locar el gel de poliacrilamida-SDS en contacte amb la membrana de
nitrocel-lulosa i entre quatre peces de paper Whatman (dues per banda)
humides en tampé de transferéncia (Taula 8).

Per dur a terme la transferéncia es va utilitzar I'aparell Trans-Blot Turbo-

Transfer System de Bio-Rad (25 V, 1 A, 30 min), sistema que aplica un camp
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eléctric perpendicular que va des del gel, que es troba encarat al catode (-), a

la membrana, encarada a I'anode (+).

Taula 8. Composicio del tamp6 de transferéncia.

Tampd de transferéncia

Tris 0.25 M
Glicina 2M
Metanol 20% (v/v)

Finalitzada la transferéncia es va deixar la membrana en solucié tampo6 T-TBS
(Taula 9) al 5% de llet en pols desnatada per a la seva saturacié (1 hora, TA,
agitaci6). Després de tres rentats amb el T-TBS (5 min, TA, agitacid) la

membrana es va incubar amb els anticossos primari i secundari.

Taula 9. Composicio del T-TBS.
T-TBS (Tris-Buffered Saline 0.2% Tween 20)

NaCl 0.150 M
Tris-HCI pH 7.5 0.025 M
Tween 20 0.2%

Immuno-deteccio

Les técniques d'immuno-deteccio es basen en la interaccio especifica antigen-
anticos. Posteriorment es realitza la deteccid del complex antigen-anticos
primari mitjangant un anticos secundari especific d’espécie que s’uneix al

primari i en permet la visualitzacio.

Els anticossos es van preparar en T-TBS seguint les indicacions de la casa
comercial a les dilucions especificades en la Taula 10. Les incubacions amb els
anticossos primaris van ser overnight (ON) a 4°C i en agitacio (exceptuant la
BActina que es va incubar durant 3 hores a TA). Després de dos rentats amb el
T-TBS (5 min, TA, agitacio) les membranes es van incubar amb els anticossos
secundaris 1 hora a TA en agitacio. Després de tres rentats amb el T-TBS (5

min, TA, agitacio) es van revelar les membranes.
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Taula 10. Dilucions dels anticossos utilitzats.

Anticos 1ri Dil-lucio Anticos 2ri Dil-lucio
Akt1 (Sigma) 1:1000 Rabbit (PIERCE) 1:2000
pAkt1(Ser473) (Sigma) 1:1000 Rabbit (PIERCE) 1:2000
Bcl2 (Bd Biosciences) 1:1000 Mouse (Bd Biosciences) | 1:5000
GSK3p (Cell Signaling) 1:1000 Rabbit (PIERCE) 1:2000
pGSK3p3(Ser9) (Cell Signaling) | 1:1000 Rabbit (PIERCE) 1:2000
p35(C-19) (Santa Cruz) 1:1000 Rabbit (PIERCE) 1:2000
Sinaptofisina (Dako) 1:2000 Mouse (Bd Biosciences) | 1:5000
pActina (Sigma) 1:10000 Mouse (Bd Biosciences) | 1:5000

Revelat i analisi

La visualitzaci6 de les proteines immuno-detectades es va realitzar per
quimioluminesceéncia. Els anticossos secundaris es troben conjugats amb la
peroxidasa de rave (HRP, horseradish peroxidase). Aquest enzim catalitza la
reaccid d'oxidacio del luminol en preséncia de peroxid d’hidrogen i en
condicions alcalines, passant-lo d’'un estat relaxat a un estat excitat inestable,
que en recuperar-se emet un tipus de llum que pot ser detectada per una
pel-licula fotografica o per cameres CCD (charge-coupled device o dispositiu de

carrega acoblada), que capten una imatge digital del Western blot.

Les senyals de quimioluminescéncia es van detectar en exposar la membrana
de nitrocel-lulosa, previament incubada amb els anticossos corresponents, a la
mescla dels dos reactius ECL (enhanced chemiluminiscence) (1:1). La
membrana es va incubar amb 2 ml d’ECL durant 1 minut en agitacio.
Seguidament es va revelar de forma automatica a través del programa
GeneSnap. Després d’'un temps d’exposicié de la membrana en absencia de
llum, es detecta i s’enregistra la fluorescéncia en una imatge digital. El temps
d’exposicio varia en funcio de I'anticos, oscil-lant sempre entre 30 segons i 20
minuts. La llum que es genera en aquesta reaccié de quimioluminescéncia
amplificada presenta un maxim d’intensitat als 5-20 minuts, i a partir d’aquest
maxim comenga a decaure lentament, presentant una semivida

d’aproximadament 60 minuts.
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Amb el programa GeneTools es van quantificar per densitometria les bandes
especifiques de les imatges enregistrades. Als resultats obtinguts se’ls hi va
restar el seu background o soroll de fons, i posteriorment van ser normalitzats

amb la densitat Optica de la pActina o control intern.

2.2.4. Determinacié de l'activitat de les caspases 3/7 en el cortex per

luminescéncia

Mitjancant el kit caspase-Glo 3/7 Assay de Promega es va determinar 'activitat
de les caspases 3 i 7 en els extractes proteics del cortex dels ratolins
procedents dels diferents grups de tractament.

L’'assaig es basa en la capacitat lumindogena de I'aminoluciferina en ser
catalitzada per la luciferasa. Les caspases 3 i 7 alliberen I'aminoluciferina del
complex Z-DEVD-aminoluciferina permetent que es produeixi la reaccio
anterior. La senyal luminescent arriba al seu maxim en aproximadament 1 hora

i se’n manté varies.

L’assaig es va dur a terme d’acord amb les instruccions descrites en el kit. En
una placa de 96 pous es va dipositar la mostra (100 ug/20 ul per pou) i el
reactiu del kit (el complex Z-DEVD-aminoluciferina amb la luciferasa). Les
mostres es van afegir per triplicat. La luminescéncia es va mesurar amb el
lumindbmetre de microplaques Perkin EImer VICTOR 3. A partir dels 40 minuts
de reacci6 es van fer lectures cada 20 minuts durant un periode de dues hores.
Per als calculs es van utilitzar les mitges dels valors de les tres lectures amb

meés luminescéncia.

2.2.5. Determinacio de I’expressio dels marcadors de gliosi i neurogénesi
en I’hipocamp per immunohistoquimica (IHQ): GFAP, Iba1 i DCX

Per als experiments d'immunohistoquimica (IHQ), un cop extrets els cervells i
abans de ser emmagatzemats a -80°C, es va seguir un procés de congelacio
amb isopenta. Els cervells es van fixar en paraformaldehid (PFA) al 4% en
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tampé fosfat (TP) 0.1 M (Taula 11) en un volum 20 cops superior al seu durant
24 hores a 4°C. Després de dos rentats amb el TP 0.1 M de 20 minuts a 4°C
per eliminar el fixador, els cervells es van submergir en una solucid6 de
sacarosa al 30% en TP 0.1M durant 48 hores a 4°C. Passat aquest temps es
van treure de la solucié de sacarosa, es van eixugar bé amb un paper de
cel-lulosa per eliminar-ne I'excés, i es van dipositar dins d’'una flamera de metall
plena d’isopenta (2-metilbuta) durant 2 minuts a una temperatura que oscil-lava
entre els -50 i el -40°C. Per mantenir la temperatura es va treballar en neu
carbonica i sota la campana en tot moment. A continuacio es van guardar les
mostres en paper de plata refredat préviament i es van emmagatzemar a -
80°C.

Taula 11. Composicié del tamp6 fosfat 0.1 M (TP).
Tamp¢ fosfat 0.1 M (TP) pH 7.4
Na,HPO,2H,0 0.05 M

KH,HPO,4 0.05M

El tipus de técnica immunohistoquimica que es va utilitzar va ser la flotacio
lliure. Es van tallar al criostat séries paral-leles de seccions sagitals del cervell
dels ratolins de 20 um de gruix. Els talls es van dipositar en una placa de 24
pous que contenia soluci6 antifreeze (Taula 12) pel seu posterior
emmagatzematge a -20°C. De cada cervell es va obtenir una mitjana de 200

talls repartits en 10 pous.

Es van seleccionar els talls on I'hipocamp era més visible, es van dipositar en
una placa de 24 pous, i es van rentar tres vegades amb el tamp¢ fosfat sali
(PBS) (Taula 3) (1.6 ml/pou, 20 min, TA, agitacid) i una vegada amb PBS al
0.3% de trité (PBS-T) (1.6 ml/pou, 7 min, TA, agitacio). Els talls es van pre-
incubar amb el PBS-T al 0.5% de BSA per reduir el marcatge inespecific (1.6
ml/pou, 45 min, TA, agitacid). Les incubacions amb els anticossos primaris
diluits en PBS-T al 0.1% de BSA (Taula 12) es van realitzar ON a 4°C en
agitacié (0.8 ml/pou) o d’acord amb les especificacions de la casa comercial.
Després de tres rentats amb el PBS-T (1.6 ml/pou, 10 min, TA, agitacio) els
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talls es van incubar amb els anticossos secundaris diluits en PBS-T al 0.1% de
BSA (Taula 13) durant 1 hora a TA en agitacid6 (0.6 ml/pou). Abans del
muntatge es van fer tres rentats amb el PBS i tres amb el PB (PBS sense les
sals NaCl i KCI) (1.6 ml/pou, 10 min, TA, agitacio).

Com a control negatiu, per poder valorar I'autofluorescencia del teixit, es van

utilitzar talls sense anticos primari.

Com a marcador nuclear es va utilitzar el reactiu de Hoechst que facilita la
identificacio de les arees a analitzar i la distincio entre el nucli i el citoplasma.
Aquest es va afegir directament als pous 30 minuts abans de finalitzar la

incubacioé amb I'anticos secundari a una concentracio final d’1 ug/ml.

Taula 12. Composicio de la solucio antifreeze.

Solucié antifreeze

PBS 30%
Etilenglicol  40%
Glicerol 30%

Les dilucions del anticossos utilitzats s’especifiquen en la taula seguent:

Taula 13. Dilucions dels anticossos utilitzats.

Anticos 1ri Dil-lucio Anticos 2ri Dil-lucio
GFAP (Dako) 1:3000 Cyn3 (Jackson) (rabbit) 1:400
Iba1 (Abcam) 1:200 Alexa Fluor 488 (Jackson) (goat) 1:400
Doublecortin (Abcam) 1:2000 Cyn3 (Jackson) (rabbit) 1:400

Posteriorment es van muntar sis talls de cervell a cada portaobjecte, es van
deixar assecar i finalment es van cobrir de medi de muntatge Fluoprep i d’'un

cobreobjecte.

Les preparacions es van observar al microscopi de fluorescéncia a 10 i 20
augments amb els corresponents filtres en funcié de les longituds d’ona dels
marcatges fluorescents dels anticossos secundaris (Cy3 en vermell i Alexa
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Fluor 488 en verd) i del reactiu Hoechst (llum ultravioleta o UV). Per cada

anticos es va determinar i fixar la sensibilitat optima.

Les imatges es van analitzar mitjancant el programa lliure Imaged. Per als
calculs es van agafar les mitjanes (amb els backgrounds restats) de les
densitats optiques de les imatges dels 6 talls de cada preparacio per separat.

Els talls del cervell de cada preparacio eren d’'un animal diferent.

2.3. Estudi dels efectes produits per I’anticolinesterasic AVCRI104P3
en ratolins 126/SV x C57BL/6 de 12 mesos

2.3.1. Disseny experimental i tractament farmacologic

Es van fer dos grups de ratolins mascle 126/Sv x C57BL/6 (10 animals per
grup). El primer grup o el grup control es va tractar amb una solucio al 0,9% de
NaCl (10 ml/kg, i.p.) durant 21 dies. Al segon grup se li va administrar
I'anticolinesterasic AVCRI104P3 (0.6 pmol/kg, i.p.) també durant 21 dies. Un
dia després de I'tltima dosi els animals van ser sacrificats per decapitacio. Es
van dissecar els cervells i se’n van extreure les regions del cortex i de
I'hipocamp, sempre a una temperatura de 4°C. Un cop pesat el teixit es va
emmagatzemar a -80°C. El pes mig del teixit dels cortexs va ser de 84+3.16

mg, el dels hipocamps de 39+3.16 mg i el dels cortexs frontals de 29+2.85 mg.

En aquest estudi es van determinar en els diferents grups de tractament:

- els nivells d'mRNA de les isoformes S i R de 'AChE en el cortex frontal,

- I'expressio de les proteines Bcl2, pAkt/Akt, pGSK3p/GSK3p, sinaptofisina i
p25/p35 en I'hipocamp i el cortex parietal,

- l'activitat de les caspases 3/7 en el cortex parietal i

- I'expressio dels marcadors de gliosi GFAP i Iba1, aixi com de neurogenesi
DCX en 'hipocamp.

Les metodologies aplicades van ser les descrites en els apartats 2.1.3./2.2.2.,
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2.2.3.,2.2.4.i12.2.5., respectivament.

2.4. Estudi dels efectes produits per I’'anticolinesterasic AVCRI104P3
en ratolins triple transgeénics (3xTg) per I’Alzheimer (PS1y46v,

APPSWE, taup301|_) de 12 mesos

2.4.1. Disseny experimental i tractament farmacologic

Amb els ratolins transgénics es va procedir de la mateixa manera que en
I'apartat anterior (2.3.1.). El pes mig del teixit dels cortexs va ser de 86+9.49

mg, el dels hipocamps de 35+3.16 mg i el dels cortexs frontals de 29+2.53 mg.

En aquest estudi es van determinar els nivells d'mRNA de les isoformes S i R
de 'AChE en el cortex frontal, 'expressio de les proteines Bcl2, pAkt/Akt,
pGSK3p/GSK3p, sinaptofisina i p25/p35 tant en 'hipocamp com en el cortex,
I'activitat de les caspases 3/7 en el cortex, i els marcadors de gliosi (GFAP i
Iba1) i de neurogenesi (DCX) en I'hipocamp, en els diferents grups de
tractament. Les metodologies aplicades van ser les discutides en els apartats
2.1.3./2.2.2.,2.2.3.,2.2.4.i2.2.5., respectivament.

A diferéncia dels models anteriors, en aquest cas també es va analitzar
'expressio dels péptids APso i APaz en les seves dues formes, la soluble i la

insoluble, tal i com es descriu a continuacio.

2.4.2. Determinacioé de I’'expressio dels péptid AB4o i APs2 en I’hipocamp i

el cortex per ELISA (Enzime linked immunoabsorbent assay)

Per mesurar I'expressio dels péptids APso i APs2 presents en I'hipocamp i el
cortex es va utilitzar el kit ELISA human Amyloid Beta40/42 brain de Millipore.
L’extraccié i la quantificacié proteica es va realitzar d’acord amb l'apartat 2.2.3.

Seguint les instruccions del kit i en una microplaca de 96 pous recoberta amb
I'anticds monoclonal especific per a les proteines APso 0 A4z, €s van afegir 50
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Ml de cada mostra per triplicat.

Les concentracions dels péptids APso i APs2 €s van calcular a partir de les
absorbancies obtingudes a 450 nm i 590 nm (espectrofotometre Perkin Elmer
Lambda 2) i es van expressar en pg/mg de proteina. L’assaig presenta una

sensibilitat d’entre 16 i 500 pg/ml i accepta volums iguals o inferiors a 50 ul.

2.5. Tractament de les dades i analisi estadistic

Els resultats s’han expressat com la mitjana * I'error estandard de la mitjana

(EEM) dels valors obtinguts d’almenys tres experiments independents.

Per analitzar les diferéncies entre els grups experimentals s’ha aplicat la prova t
de Student per a una mostra i per a mostres desaparellades d’acord amb el
plantejament experimental. Per comprovar les mitjanes de més de dos grups
de tractament s’ha utilitzat la prova de I'analisi de la varianga (ANOVA) d’'un

factor. Un valor de p<0.05 s’ha considerat significatiu.
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1. AVALUACIO DELS EFECTES PRODUITS PELS INHIBIDORS DE
L’AChE AVCRIM04P3 | HX EN CEL'LULES SH-SY5Y
TRANSFECTADES AMB ELS GENS DE LES ISOFORMES S | R DE
L’ACHE

Tal i com s’ha comentat abans, s’ha descrit que les isoformes S i R de 'AChE
s6n modulables pels IAChE. L’AChE-S s’associa a un increment de la
neurotoxicitat, mentre que I'AChE-R sembla estar relacionada amb els
processos de neuroproteccio i reparacid. Per avaluar [l'efecte dels
anticolinesterasics davant de les dues isoformes, es van transfectar cel-lules de
neuroblastoma huma (SH-SY5Y) amb 'AChE-S i TAChE-R, i es van tractar amb
els farmacs AVCRI104P3 i HX. Com a control positiu es va afegir el donepezil
(Zimmermann 2013).

1.1. Efecte de les isoformes S i R de ’AChE i dels IAChE sobre la

viabilitat cel-lular

En primer lloc, es va avaluar l'efecte de les isoformes S i R sobre la
supervivéncia cel-lular, comparant la viabilitat de les cél-lules transfectades (S,
R) amb la de les no transfectades durant 24 i 48 hores. Tal com es mostra a la
figura 22a i 22c, les cel-lules que sobreexpressaven les isoformes S i R van
presentar una mortalitat significativament superior respecte a les que no les
sobreexpressaven, tant a les 24 hores (S: 43%, p<0.001; R: 40%, p<0.001)
com a les 48 hores (S: 45%, p<0.001; R: 53%, p<0.01). L’'excés d’AChE, per
tant, va disminuir la supervivéncia cel-lular sense diferenciar entre el tipus
d’isoforma (Fig.22a i 22c).

Simultaniament, es va analitzar I'efecte dels anticolinesterasics donepezil,
AVCRI104P3 i HX sobre les cél-lules transfectades. Els farmacs es van
estudiar a les concentracions de 10°M i 107 M durant un periode d’incubacié
de 24 i 48 hores. En determinar la viabilitat cel-lular, aquesta no es va veure

modificada amb la preséncia dels IAChE respecte als grups control de les
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isoformes S i R, descartant-se per tant, un possible efecte neurotoxic per part

d’aquests inhibidors en aquestes condicions experimentals (Fig.22b i 22d).
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Fig.22 Efecte de les isoformes S i R de ’AChE i dels IAChE donepezil (dpz),
AVCRI104P3 (AV) i huprina X (hx) a les concentracions de 10°M i 107 M durant
un periode d’incubacié de 24h (a,b) i 48h (c,d) sobre la viabilitat cel-luar en
cél-lules SH-SY5Y transfectades amb les isoformes de I’AChE. Els valors sén
les mitjanes + EEM dels percentatges de viabilitat amb relacié al valor control
(100%) de tres experiments realitzats per ftriplicat. Per a l'analisi estadistica s'ha
aplicat la prova t de Student per a una mostra i per a mostres desaparellades:
**p<0.01 vs. cnt., ***p<0.001 vs. cnt.; cnt=control; S=AChE-S; R=AChE-R.

En segon lloc, es va avaluar el comportament de les isoformes S i R davant del
peroxid d’hidrogen realitzant les corresponents corbes de concentracio-
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resposta vs. una corba control. Es van determinar les concentracions de
peroxid necessaries per induir una mortalitat del 50%, i aquestes van ser de
543 uM, 453 uM i 442 uM per a les cél-lules transfectades amb la isoforma S,
la isoforma R i per a les cél-lules control (no transfectades), respectivament. La
figura 23, mostra que solament a la concentracid6 de 400 yM d’H;02 es van
observar diferéncies significatives (p<0.05) entre les cél-lules transfectades

amb la isoforma S (69%) i la resta de grups (56%).
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Fig.23 Corbes que mostren la relacié entre la concentracié d’H,0, (uM) i el
percentatge de viabilitat de les cél-lules transfectades amb les isoformes S i R
de ’AChE i de les cél-lules no transfectades (NT). Els valors que es mostren sén
les mitjanes + EEM dels percentatges de viabilitat de tres experiments realitzats per
triplicat. Per a I'analisi estadistica s'ha aplicat la prova t de Student per a mostres no
aparellades: *p<0.05 vs. AChE-R i vs. NT.
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1.2. Efecte dels IAChE sobre els nivells d’mRNA de les isoformes S i
R de ’'AChE

Per dur a terme aquest estudi, i donat que no s’havien observat diferéncies en
la viabilitat cel-lular, ni entre les diferents concentracions de farmacs ni entre els
temps d’incubaci6 d’aquests, es va decidir utilitzar la concentracié més elevada
durant el minim temps d’exposicié. Aixi, els IAChE donepezil, AVCRI104P3 i
HX es van incubar a una concentraci6 de 10° M durant 24 hores.
Posteriorment, es va procedir a la lisi cel-lular, I'extraccidé i 'analisi gqRT-PCR de
'RNA d’ambdues variants, i l'avaluacio dels possibles canvis deguts al

tractament amb els anticolinesterasics.

Préviament a l'estudi amb els farmacs, es van comparar els nivells basals
d’'mRNA d’ambdues isoformes, i tal i com esta descrit en la bibliografia (Perrier
et al. 2005), els nivells dmRNA-S (1.03£0.04) van ser molt superiors als
d’'mRNA-R (0.005+£0.0007, p<0.001), concretament, 200 vegades superiors
(Fig.24a).

En avaluar I'efecte dels diferents IAChE enfront de les dues isoformes, es van
observar resultats diversos per a cada compost. Tal i com mostra la figura 24b,
el donepezil va augmentar els nivells d'mRNA-R (154%, p<0.01) sense alterar
els nivells d'S. En canvi TAVCRI104P3, si bé no va modificar significativament
els nivells d'mRNA-R, si que va incrementar els d’S de forma significativa (76%,
p<0.001). Pel que fa a I'HX, aquesta va disminuir tant 'mRNA-S (33%, p<0.01)
com I'mRNA-R (83%, p<0.001).
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Fig.24 (a) Expressio relativa de I'mRNA de les isoformes S i R de I’AChE
respecte a ’'mRNA-S (b) Efecte dels anticolinesterasics donepezil, AVCRI104P3
i HX sobre els nivells d’mRNA de les isoformes S i R en cél-lules SH-SY5Y
transfectades amb ambdues variants. Les barres representen els resultats de la
mesura comparativa dels cicles d’expressio de 'mRNA de les isoformes obtinguts per
gRT-PCR. Els resultats son la mitjana + EEM dels duplicats de 3 experiments de
minim quatre mostres per grup de tractament. Per a I'analisi estadistica s'ha aplicat la
prova t de Student per a mostres no aparellades: **p<0.01 vs. cnt., ***p<0.001 vs.
cnt.S. i vs. cnt.; cnt=control; dpz=donepezil (10° M); AV=AVCRI104P3 (10° M);
hx=huprina X (10 M); S=AChE-S; R=AChE-R.

2. AVALUACIO DELS EFECTES PRODUITS PER L’INHIBIDOR DE L’AChE
HX EN EL MODEL DE NEUROTOXICITAT AMB L’ACID KAINIC EN
RATOLINS C57BL/6

L’objectiu d’aquest abordatge experimental va ser el d’analitzar I'efecte in/ex
vivo de l'anticolinesterasic HX enfront de I'administracié d’'un neurotoxic, tal
com l'acid kainic (KA), en ratolins C57BL/6 com a model de degeneracio
neuronal, donat que estudis previs, in vitro i in vivo, havien demostrat el

caracter neuroprotector d’aquest anticolinesterasic.
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L’HX (0.08 mg/kg, i.p) es va administrar durant 21 dies, i 24 hores més tard els
ratolins van rebre una dosi unica d’acid kainic de 28 mg/kg (i.p.). Els ratolins
van ser observats durant 4 hores a fi i efecte d’identificar i quantificar les
convulsions i canvis de comportament entre els diferents grups experimentals.
La severitat de les crisis epiléptiques va ser classificada d’acord amb una
escala arbitraria: abséncia de convulsions (0), una convulsié (1), 2-5
convulsions (2), 6-10 convulsions (3), més de 10 convulsions o una crisi tonico-
clonica severa (4) i mort (5) (Mulle et al. 1998). No es van observar diferencies
en el nombre de convulsions o de morts amb el pre-tractament amb I'HX (Taula
14).

Taula 14. Severitat de les crisis epiléeptiques després de I'administracioé de I'acid kainic
segons I'escala de Mulle i cols. (1998). Puntuacio obtinguda en I'escala de severitat de
les convulsions/ratolins per grup de tractament. ka=acid kainic; hx=huprina X;
n=numero de ratolins.

Grups de tractament Index de convulsions n
ka 11+£2.6 10
hx+ka 9.8+2.4 10

Els animals van ser sacrificats 48 hores després de I'administraciéo de l'acid
kainic. Se’ls hi va extreure el cortex (parietals), el cortex frontal i I'hipocamp, i

es van emmgatzemar a -80°C.

Es van estudiar: (1) els nivells d'mRNA de les isoformes S i R de 'AChE en el
cortex frontal (regido cerebral on es produeix de forma majoritaria I'splicing
alternatiu de 'AChE (Livneh et al. 2010)), (2) els nivells d’expressio i I'activitat
d’'una série de proteines implicades en I'apoptosi i en la supervivéncia cel-lular
tant en el cortex com en I'hipocamp, i (3) la preséncia de determinades
proteines relacionades amb ['astrogliosi, la microgliosi i la neurogéenesi en
I'hipocamp, una de les estructures més afectades en la fisiopatologia dels
processos neurodegeneratius, i on s’ha descrit I'existéncia de noves neurones
(Aimone et al. 2014).
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2.1. Efecte de I’HX sobre els nivells d’mRNA de les isoformes S i R
de ’AChE en el cortex frontal

Tal i com es mostra a la figura 25b, els nivells dmRNA-R es van duplicar amb
I'administracio del KA (104%, p<0.001), essent I'increment un 30% inferior en el
grup dels ratolins pre-tractats amb I'HX (74%, p<0.05). En canvi, els nivells
dmRNA-S no van presentar modificacions entre els diferents grups

experimentals.

a) 2,0 1 b) 2,0
e 1 *
; 15 ; 15
(14 (14
E £
0] 0]
© ©
o 1,0 A © T
= =
© ©
3] 2
hel he)
2 2
o 051 o
[o¥ S
> >
L L
0,0 - -
cnt.S cnt.R cnt  ka hx+ka cnt  ka hx+ka
AChE-S AChE-R

Fig.25 (a) Expressio relativa de ’'mRNA de les isoformes S i R de I’AChE
respecte a ’'mRNA-S (b) Efecte de I'HX sobre els nivells d'mRNA de les
isoformes S i R en el cortex frontal de ratolins tractats amb I’acid kainic. Les
barres representen els resultats de la mesura comparativa dels cicles d’expressio de
I'mRNA de les isoformes S i R de 'AChE obtinguts per qRT-PCR. Els resultats son la
mitjana + EEM dels duplicats de 3 experiments d’entre 3 i 5 animals per grup de
tractament. Per a I'analisi estadistica s'ha aplicat la prova t de Student per a mostres
no aparellades: *p<0.05 vs. cnt., ***p<0.001 vs. cnt.; cnt=control (serum fisioldgic
0.9%); ka=acid kainic (28 mg/kg); hx=huprina X (0.08 mg/kg).
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Previament a I'estudi dels efectes del KA i de I'HX sobre les isoformes de
'AChE, es van comparar els nivells baslas d'mRNA d’ambdues variants. Tot i
que no es van observar diferéncies significatives entre les dues isoformes, els
nivells d’'mRNA-S van ser un 38% superiors als d'mRNA-R (Fig.25a).

2.2. Efecte de I’HX sobre I’expressio de les proteines implicades en

I’apoptosi i la supervivéncia cel-lular en I’hipocamp i el cortex

Els nivells de la proteina antiapoptotica Bcl2, de les formes fosforilades i no
fosforilades de I'Akt i la GSK3p, de la sinaptofisina, dels activadors de la Cdk5, i
I'activitat de les caspases 3/7, van ser determinats en I'hipocamp i el cortex
dels tres grups experimentals: ratolins control, ratolins tractats amb I'acid kainic
i ratolins tractats amb el farmac HX i I'acid kainic.

- Bcl2

La importancia de la Bcl2 recau en el seu paper antiapoptotic, essent una de
les principals proteines inhibidores de la via intrinseca de la mort cel-lular
programada en impedir I'alliberacié del citocrom C de la mitocondria. Tal i com
es mostra a la figura 26b, I'expressio de la proteina antiapoptodtica Bcl2 va
disminuir significativament tant en I'hipocamp (26%, p<0.001) com en el cortex
(38%, p<0.001) dels ratolins tractats amb I'acid kainic respecte als controls. Els
animals als quals se’ls hi havia administrat préviament I'anticolinesterasic HX,
van presentar una lleugera tendéncia a la recuperacid dels nivells control
d’aquesta proteina, recuperaci® més pronunciada en 'hipocamp que en el
cortex, tot i que no va ser significativa (Fig.26b).
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Fig.26 Efecte de I’HX sobre la Bcl2 en I’hipocamp i el cortex dels ratolins tractats
amb l’acid kainic. (a) Immunoblots representatius dels nivells d’expressié de la Bcl2.
(b) Representaciéo de Il'analisi fotodensitométrica dels nivells de Bcl2. Les barres
representen els resultats de la mesura semiquantitativa de les bandes obtingudes per
la técnica del Western Blott. Els resultats son la mitjana £+ EEM de 3-4 experiments
d’entre 3 i 5 animals per grup de tractament. Per a I'analisi estadistica s'ha aplicat la
prova t de Student per a una mostra i per a mostres no aparellades: **p<0.01 vs. cnt.,
***p<0.001 vs. cnt.; cnt=control (sérum fisiologic 0.9%); ka=acid kainic (28 mg/kg);
hx=huprina X (0.08 mg/kg).

- pAkt(Serd73)/Akt

Pel que fa a la proteina Akt, aquesta forma part de la via de senyalitzaci6 i
supervivéncia de la PI3K/Akt. L’Akt en ser fosforilada per la quinasa PI3K
inhibeix diferents proteines apoptotiques com la Bad i d’altres que formen part
de la familia FOXO, aixi com la proteina GSK38, implicada en la fosforilacié de
la tau. A la figura 27b s’observa un descens significatiu de I'expressié de la

forma fosforilada de I'Akt del grup KA respecte al grup control, tant en
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I'hipocamp (23%, p<0.001) com en el cortex (20%, p<0.001). En analitzar les
mostres dels ratolins tractats préviament amb I'HX, no es va obtenir cap canvi
significatiu en I'expressio de la pAkt en I'hipocamp, mentre que en el cortex, el
tractament previ amb el farmac va mostrar una tendéencia a restablir els nivells

control, tot i que no significativa (Fig.27b).
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Fig.27 Efecte de I’'HX sobre la pAkt(Serd473) i I’Akt en I’hipocamp i el cortex dels
ratolins tractats amb I’acid kainic. (a) Immunoblots representatius dels nivells
d’expressio de la pAkt(Serd73) i I'Akt. (b) Representacié de I'analisi fotodensitomeétrica
dels nivells de pAkt(Ser473) i 'Akt. Les barres representen els resultats de la mesura
semiquantitativa de les bandes obtingudes per la técnica del Western Blott. Els resultats
so6n la mitjana + EEM de 3-4 experiments d’entre 3 i 5 animals per grup de tractament.
Per a l'analisi estadistica s'ha aplicat la prova t de Student per a una mostra i per a

mostres no aparellades: *p<0.05 vs. cnt., **p<0.01 vs. cnt.,***p<0.001 vs. cnt., ap<0.05
vs. ka.
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Pel que fa a la forma no fosforilada, es va observar un augment del 21%
(p<0.01) en el cortex dels ratolins tractats amb el KA, increment que es va
revertir amb I'administracié prévia del farmac (98%, p<0.05). En I'hipocamp,
'expressio de la proteina va variar molt poc entre els grups experimentals,
augmentant un 9% (p<0.05) amb el tractament amb el KA i disminuint de forma
insignificant amb I'administracié de 'HX (Fig.27Db).

- pGSK3p (Ser9)/GSK3p

Una de les funcions més importants de la quinasa GSK3p és la regulacié de
'apoptosi, n‘amplifica la via intrinseca mitocondrial en activar-ne diversos
factors. A la vegada, és una de les principals quinases involucrades en la
fosforilacié aberrant de la proteina tau. També s’ha demostrat la fosforilacié de
'APP per la GSK3p, fet que contribueix al processament amiloidogénic

d’aquesta.

La figura 28b indica, que tant a nivell de I'hipocamp com a nivell del cortex, hi
va haver un augment de I'expressio de la pGSK3p del grup KA respecte al grup
control, un increment del 29% i el 53% respectivament, essent aquest ultim
estadisticament significatiu (p<0.01). Aquest augment no es va veure modificat

respecte al grup KA en els animals tractats préviament amb I'anticolinesterasic.

Pel que fa a la forma no fosforilada o activa, aquesta va disminuir la seva
expressié en I'’hipocamp després de l'administracio de l'acid kainic (10%,
p<0.001), efecte que es va incrementar encara més amb el tractament previ
amb I'HX. En el cortex, no es van observar canvis entre els grups de tractament
(Fig.28b).

La relacié pGSK3B/GSK3p va augmentar amb I'administracié de I'acid kainic,
passant d'1 a 1.5 en 'hipocamp i a 1.6 en el cortex. Amb el pre-tractament amb
el farmac, la relaci6 va ser d’1.8 i 1.7 en l'hipocamp i en el cortex

respectivament.
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Fig.28 Efecte de I’'HX sobre la pGSK3p (Ser9) i la GSK3p en I’hipocamp i el
cortex dels ratolins tractats amb I’acid kainic. (a) Immunoblots representatius
dels nivells d’expressiéo de la pGSK3p(Ser9) i la GSK3p. (b) Representacio de
'analisi fotodensitométrica dels nivells de pGSK3p(Ser9) i la GSK3p. Les barres
representen els resultats de la mesura semiquantitativa de les bandes obtingudes
per la técnica del Western Blott. Els resultats son la mitjana + EEM de 3-4
experiments d’entre 3 i 5 animals per grup de tractament. Per a I'analisi estadistica
s'ha aplicat la prova t de Student per a una mostra i per a mostres no aparellades:
**p<0.01 vs. cnt., ***p<0.001 vs. cnt.

- Sinaptofisina

La glicoproteina sinaptofisina, que es troba en les vesicules pre-sinaptiques i
participa en la remodelacio i la plasticitat sinaptica, va disminuir lleugerament la
seva expressio amb I'administracio del KA en I'hipocamp (8%, p<0.05), efecte

que va quedar més que revertit amb el pre-tractament amb I'HX, la qual en va
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augmentar els nivells per sobre dels valors tant del grup control (17%, p<0.05)
com del grup tractat amb el KA (27%, p<0.01) (Fig.29b).

Pel que fa al cortex, si bé es va observar un lleuger increment de I'expressié de
la sinaptofisina amb el tractament amb el farmac, aquest no va ser

estadisticament significatiu (Fig.29b).
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Fig.29 Efecte de I’HX sobre la sinaptofisina en I’hipocamp i el cortex dels ratolins
tractats amb I’acid kainic. (a) Immunoblots representatius dels nivells d’expressio de
la sinaptofisina. (b) Representacié de l'analisi fotodensitométrica dels nivells de
sinaptofisina. Les barres representen els resultats de la mesura semiquantitativa de les
bandes obtingudes per la tecnica del Western Blott. Els resultats son la mitjana £+ EEM
de 3-4 experiments d’entre 3 i 5 animals per grup de tractament. Per a l'analisi
estadistica s'ha aplicat la prova t de Student per a una mostra i per a mostres no

aparellades: *p<0.05 vs. cnt.,**p<0.01 vs. cnt., ap<0.05 vs. ka.
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- p25/p35

Els factors p25 i p35 son co-activadors de la quinasa Cdk5. En condicions
normals, la Cdk5 és activada pel factor p35 i intervé en processos com la
migracio neuronal i el creixement axonal. En condicions patoldogiques o d’excés
de Ca®" intracel-lular, la calpaina trenca el factor p35 a p25, que sobreactiva la
Cdk5 induint la mort neuronal. El complex p25-Cdk5 també hiperfosforila
diferents proteines associades als microtubuls del citoesquelet com per

exemple la tau.

La figura 30b mostra com la relacié p25/p35 va augmentar amb el tractament
amb I'acid kainic, i de forma més marcada en I'hipocamp que en el cortex, un
21% (p<0.05) i un 11% respectivament. En la regio de I'hipocamp, I'expressio
de la p25/p35 del grup pre-tractat amb I'HX, va disminuir significativament per
sota del valor tant del grup control (23%, p<0.001) com del grup tractat amb el
KA (44%, p<0.05). En el cortex, la preséncia de I'anticolinesterasic no va
modificar la relacié p25/35 respecte al grup KA (Fig.30b).

- Activitat de les caspases 3/7 en el cortex

Les caspases 3 i 7 sOn caspases efectores o executores responsables de
processar una gran varietat de substrats cel-lulars alterant aixi el funcionament

de la cél-lula, fet que condueix a la mort cel-lular.

L’activitat de les caspases 3 i 7 es va determinar en el cortex dels ratolins per
luminescéncia. Un cop analitzats els resultats, no es van observar diferéncies
significatives, ni degudes a I'administracio de I'acid kainic, ni al tractament
conjunt amb el farmac i el KA (Fig.31).
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Fig.30 Efecte de I’HX sobre la relacié p25/p35 en I’hipocamp i el cortex dels
ratolins tractats amb [P’acid kainic. (a) Immunoblots representatius dels nivells
d’expressio dels activadors p25 i p35. (b) Representacié de I'analisi fotodensitométrica
de la relacié p25/p35. Les barres representen els resultats de la mesura semiquantitativa
de les bandes obtingudes per la técnica del Western Blott. Els resultats sén la mitjana +
EEM de 3-4 experiments d’entre 3 i 5 animals per grup de tractament. Per a l'analisi
estadistica s'ha aplicat la prova t de Student per a una mostra i per a mostres no

aparellades: *p<0.05 vs. cnt., ***p<0.001 vs. cnt., alp<0.05 vs. ka.
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Fig.31 Efecte de I'HX sobre

I’activitat de les caspases 3/7

en el cortex dels ratolins

T tractats amb IP'acid kainic.
Quantificacié de I'activitat de les

10000 + / caspases 3/7 per luminescéncia.
Les Dbarres representen els
resultats obtinguts en unitats de
8000 - luminesceéncia directament
proporcionals a l'activitat de les
caspases 3/7. Els resultats son la
6000 - mitjana + EEM dels triplicats de
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2.3. Efecte de I’HX sobre I'expressiéo dels marcadors de gliosi i

neurogénesi en I’hipocamp

- GFAP i Iba1

La gliosi s’associa amb qualsevol procés d’estrés cel-lular o dany neuronal, i
com a tal, pot desencadenar la mort cel-lular, ja sigui per processos apoptotics
o necrotics. A la vegada, hi ha estudis que demostren la implicacio i la
regulacio per part del sistema colinérgic de la resposta immunitaria innata,
donat 'augment dels nivells d’expressié de I'enzim AChE en les cél-lules de la
microglia activada (Vezzani et al. 2011).

En aquest estudi, a partir de talls de cervell de ratolins i per
immunohistoquimica, es van analitzar al gir dentat, els canvis d’expressio dels
factors GFAP i Iba1, marcadors d’astrogliosi i microgliosi respectivament, i se'n
van avaluar els efectes produits per I'acid kainic i I'anticolinesterasic HX. La
proteina acidica fibril-lar de la glia o GFAP forma els filaments del citoesquelet
de les cél-lules glials (astrocits i cél-lules de Schwann). Les cel-lules glials
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s’encarreguen del manteniment del funcionament neuronal i per tant, en cas de
dany neuronal s’activen. El factor inflamatori d’al-loingert 1 o Ibal s’expressa
especificament a la microglia (o macrofags de I'SNC). L’activacio de la
microglia a causa de la inflamacié augmenta la sintesi de la proteina Iba1 i
permet diferenciar els macrofags activats dels que no ho estan.

Tal i com es mostra a la figura 32b I'expressié de la GFAP, calculada a partir de
la densitat optica de la imatge, va augmentar un 15% (p<0.001) en I'hipocamp
dels ratolins tractats amb I'acid kainic respecte al grup control. En comparar el
grup de ratolins als quals se’ls hi havia administrat el farmac amb el grup KA,
no s’observaren modificacions. La figura 32b també mostra els canvis
d’expressio de la proteina Iba1. La proteina va augmentar un 73% (p<0.001) en
I'hipocamp dels ratolins tractats amb el KA respecte al grup control, increment
que es va revertir en un 68% (p<0.001), és a dir, gairebé totalment, en aquells

animals tractats préviament amb I'HX (Fig.32b).

- DCX

La doublecortin o DCX és una proteina associada als microtubuls del
citoesquelet que s’expressa en les cel-lules precursores de les neurones i en
les neurones immadures, tant en les estructures embrionaries com en les
estructures corticals adultes. També s’anomena proteina de migracioé neuronal i

s’utilitza com a marcador de neurogénesi.

La figura 33b mostra una disminucié significativa de I'expressio de la proteina
DCX en els animals tractats amb el KA (26%, p<0.05). També s’observa que
'administracio previa del farmac HX no va ser capacg de revertir aquest efecte
(Fig.33b).
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Fig.32 Efecte de I’HX sobre la GFAP i I'lba1l en I’hipocamp (gir dentat) dels
ratolins tractats amb I’acid kainic (a) Imatges representatives del microscopi de
fluoresceéncia del gir dentat marcat amb els anticossos GFAP (vermell) i Iba1 (verd),
marcadors d’astrogliosi i microgliosi respectivament. Barra d’escala: 50 ym. (b) Analisi
semiquantitativa dels nivells de GFAP i Iba1. Les barres representen els resultats de la
quantificacio de la densitat optica de les imatges obtingudes per immunofluorescéncia
(IF). Els resultats son la mitjana + EEM de 3-4 experiments d’entre 3 i 5 animals per
grup de tractament. Per a I'analisi estadistica s'ha aplicat la prova t de Student per a

una mostra i per a mostres no aparellades: ***p<0.001 vs. cnt., Cp<0.001 vs. ka.;
cnt=control (sérum fisiologic 0.9%); ka=acid kainic (28 mg/kg); hx=huprina X (0.08
mg/kg).
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Fig.33 Efecte de I’'HX sobre la DCX en I’hipocamp (gir dentat) dels ratolins tractats
amb l'acid kainic (a) Imatges representatives del microscopi de fluorescéncia del gir
dentat marcat amb l'anticos DCX (vermell), marcador de neurogénesi. Barra d’escala:
50 um. (b) Analisi semiquantitativa dels nivells de DCX. Les barres representen els
resultats de la quantificacié de la densitat optica de les imatges obtingudes per IF. Els
resultats sén la mitjana £+ EEM de 3-4 experiments d’entre 3 i 5 animals per grup de
tractament. Per a I'analisi estadistica s'ha aplicat la prova t de Student per a una mostra

i per a mostres no aparellades: *p<0.05 vs. cnt., **p<0.01 vs. cnt.
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3. AVALUACIO DELS EFECTES PRODUITS PER L’INHIBIDOR DE
L’AChE AVCRI104P3 EN RATOLINS 126/SV x C57BL/6 DE 12 MESOS

Considerant els diferents resultats observats préviament amb les huprines en
animals de mitjana edat, es van desenvolupar, tal com s’ha comentat en la
introduccidé, nous compostos amb accié dual a fi i efecte d'estudiar si amb
aquesta doble accid, s’observaven canvis i/o millores en la resposta als

anticolinesterasics.

Aixi, en el present treball, es va avaluar I'efecte de I'heterodimer de lloc d’'unié
dual AVCRI104P3 a nivell bioquimic en animals de mitjana edat. Els
parametres analitzats van ser els mateixos que en el cas del model de
neurotoxicitat induida per l'acid kainic. Previament, mitjancant estudis de
comportament, s’havia avaluat la capacitat de memoria i aprenentatge
d’aquests animals, on es va observar que 'AVCRI104P3 la millora de forma

significativa.

3.1. Efecte de I’AVCRI104P3 sobre els nivells d’mRNA de les

isoformes S i R de ’AChE en el cortex frontal

Abans d’estudiar els canvis en I'expressio de 'mRNA de les isoformes S i R
provocats per I'adminsitracié del farmac, igual que en els models previs, se’n
van avaluar els seus nivells basals. En aquest cas, els nivells dmRNA-S van
ser només un 16% superiors als d'mRNA-R (Fig.34a).

En avaluar [lefecte del farmac sobre I'mRNA de Iles variants
acetilcolinesterasiques no es van veure diferencies significatives entre els
grups de tractament, malgrat la tendéncia a I'alga dels nivells d'mRNA-S (25%)
amb 'administraci6 de I'anticolinesterasic AVCRI104P3 (Fig.34b).
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Fig.34 (a) Expressio relativa de I'mRNA de les isoformes S i R de ’AChE
respecte a 'mRNA-S (b) Efecte de ’AVCRI104P3 sobre els nivells d’mRNA de
les isoformes S i R en el cortex frontal de ratolins de 12 mesos. Les barres
representen els resultats de la mesura comparativa dels cicles d’expressié de
I'mRNA de les isoformes S i R de 'AChE obtinguts per gqRT-PCR. Els resultats sén
la mitiana + EEM dels duplicats de 3 experiments de 6 animals per grup de
tractament. Per a l'analisi estadistica s'ha aplicat la prova t de Student per a
mostres no aparellades. cnt=control (sérum fisiologic 0.9%); AV=AVCRI104P3 (0.6
pmol/kg).

3.2. Efecte de I’AVCRI104P3 sobre I'expressié de les proteines
implicades en I'apoptosi i la supervivéncia cel-lular en I’hipocamp i

el cortex

- Bcl2

En estudiar l'efecte de [I'heterodimer AVCRI104P3 sobre la proteina
antiapoptotica Bcl2, aquesta va augmentar la seva expressio amb el tractament

amb el farmac tant en I'hipocamp (89%, p<0.01) com en el cortex (23%,
p<0.01) (Fig.35b).
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Fig.35 Efecte de ’AVCRI104P3 sobre la Bcl2 en I’hipocamp i el cortex de
ratolins de 12 mesos. (a) Immunoblots representatius dels nivells d’expressio de la
Bcl2. (b) Representacié de I'analisi fotodensitométrica dels nivells de Bcl2. Les
barres representen els resultats de la mesura semiquantitativa de les bandes
obtingudes per la técnica del Western Bloft. Els resultats son la mitjana £+ EEM de 3-
4 experiments de 5 animals per grup de tractament. Per a l'analisi estadistica s'ha
aplicat la prova t de Student per a una mostra: **p<0.01 vs. cnt.; cnt=control (sérum

fisiologic 0.9%); AV=AVCRI104P3 (0.6 umol/kg).

- pAkt(Serd73)/Akt

Pel que fa a les formes fosforilades i no fosforilades de I'Akt, tal i com s’observa
a la figura 36b, els animals tractats amb el farmac AVRCI104P3 van presentar
un augment de l'expressio de la pAkt en l'hipocamp (38%, p<0.01). A la
vegada, la relacio de les mitges pAkt/Akt es va incrementar tant en I’hipocamp

com en el cortex amb I'administracié de I'anticolinesterasic (Fig.36b).
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Fig.36 Efecte de ’AVCRI104P3 sobre la pAkt(Serd73) i I’Akt en 'hipocamp i el
cortex de ratolins de 12 mesos. (a) Immunoblots representatius dels nivells
d’expressi6 de la pAkt(Serd73) i [I'Akt. (b) Representacid6 de [lanalisi
fotodensitometrica dels nivells de pAkt(Ser473) i Akt. Les barres representen els
resultats de la mesura semiquantitativa de les bandes obtingudes per la técnica del
Western Blott. Els resultats sén la mitjana + EEM de 3-4 experiments de 5 animals
per grup de tractament. Per a I'analisi estadistica s'ha aplicat la prova t de Student
per a una mostra: **p<0.01 vs. cnt.

- pGSK3p (Ser9)/GSK3p

Amb referéncia a la quinasa reguladora del metabolisme del glucogen, la figura
37b mostra un augment significatiu de la forma pGSK3p (31%, p<0.01) i una
disminucié també significativa de la forma GSK3p (17%, p<0.01) en I'hipocamp,
com a resposta al tractament amb 'AVCRI104P3. En canvi, no s’observen

modificacions en els nivells d’aquesta quinasa en el cortex (Fig.37b).
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Fig.37 Efecte de IP’AVCRI104P3 sobre la pGSK3p(Ser9) i la GSK3p en
I’hipocamp i el cortex de ratolins de 12 mesos. (a) Immunoblots representatius
dels nivells d’expressio de la pGSK3p(Ser9) i la GSK3p. (b) Representacio de
l'analisi fotodensitométrica dels nivells de pGSK3p(Ser9) i GSK3p. Les barres
representen els resultats de la mesura semiquantitativa de les bandes obtingudes
per la técnica del Western Blott. Els resultats son la mitjana + EEM de 3-4
experiments de 5 animals per grup de tractament. Per a I'analisi estadistica s'ha
aplicat la prova t de Student per a una mostra: **p<0.01 vs. cnt.

- Sinaptofisina

Amb relacié a l'expressio del marcador de sinapsis, la sinaptofisina, els
resultats obtinguts a partir dels WBs van mostrar una disminucid significativa
dels nivells d’aquesta proteina tant en I'hipocamp (21%, p<0.01) com en el
cortex (19%, p<0.01) amb I'administracioé de I'anticolinesterasic (Fig.38b).
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Fig.38 Efecte de ’AVCRI104P3 sobre la sinaptofisina en I’hipocamp i el cortex
de ratolins de 12 mesos. (a) Immunoblots representatius dels nivells d’expressio
de la sinaptofisina. (b) Representacié de I'analisi fotodensitométrica dels nivells de
sinaptofisina. Les barres representen els resultats de la mesura semiquantitativa de
les bandes obtingudes per la técnica del Western Blott. Els resultats son la mitjana
+ EEM de 3-4 experiments de 5 animals per grup de tractament. Per a l'analisi
estadistica s'ha aplicat la prova t de Student per a una mostra: **p<0.01 vs. cnt.

- p25/p35

En determinar I'expressio dels co-activadors de la Cdk5 es va observar que a
nivell de I'hipocamp la relacio p25/p35 augmentava de forma significativa en
aquells ratolins tractats amb l'anticolinesterasic AVCRI104P3 (21%, p<0.05). A

nivell del cortex no es van observar canvis significatius (Fig.39b).
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Fig.39 Efecte de I’'AVCRI104P3 sobre la relacié p25/p35 en I'hipocamp i el
cortex de ratolins de 12 mesos. (a) Immunoblots representatius dels nivells
d’expressio de la relacio p25/p35. (b) Representacié de I'analisi fotodensitometrica
dels nivells de la relacié p25/p35. Les barres representen els resultats de la mesura
semiquantitativa de les bandes obtingudes per la técnica del Western Blott. Els

resultats son la mitjana *

EEM de 3-4 experiments de 5 animals per grup de

tractament. Per a l'analisi estadistica s'ha aplicat la prova t de Student per a una
mostra: *p<0.05 vs. cnt.

- Activitat de les caspases 3/7 en el cortex

En estudiar l'activitat de les caspases efectores 3 i 7, els resultats van

demostrar que el farmac no modifica de forma significativa I'activitat del grup

control (Fig.40).
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Fig.40 Efecte de ’'AVCRI104P3
sobre I'activitat de les
10000 - caspases 3/7 en el cortex de
ratolins de 12 mesos.
Quantificacié de l'activitat de les
caspases 3/7 per luminescéncia.
Les barres representen els
resultats obtinguts en unitats de
luminescéncia directament
proporcionals a l'activitat de les
caspases 3/7. Els resultats soén la
mitjana + EEM dels triplicats de
3-4 experiments dentre 3 i 5
animals per grup de tractament.
Per a l'analisi estadistic s'ha
aplicat la prova t de Student per
a mostres no aparellades.
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3.3. Efecte de ’AVCRI104P3 sobre I'expressiéo dels marcadors de

gliosi i neurogénesi en I’hipocamp
- GFAP i Iba1

L’expressio dels marcadors de neuroinflamaciéo GFAP i Iba1, determinada per
immunohistoquimica en condicions basals i en preséncia de I'anticolinesterasic
AVCRI104P3, no es va veure modificada en el cas del marcador d’astrogliosi i
va disminuir un 34% (p<0.05) respecte al control pel que fa al marcador de
microgliosi (Fig.41b).

-DCX
En aquest estudi, la proteina DCX, que com ja s’ha comentat es troba als
microtubuls del citoesquelet de les neurones immadures i s'utilitza com a

marcador de neurogénesi, no es va veure modificada amb la preséncia del
farmac (Fig.42b).
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Fig.41 Efecte de ’AVCRI104P3 sobre la GFAP i I'lbal en I’hipocamp (gir
dentat) de ratolins de 12 mesos (a) Imatges representatives del microscopi de
fluorescencia del gir dentat marcat amb els anticossos GFAP (vermell) i Iba1 (verd),
marcadors d’astrogliosi i microgliosi respectivament. Barra d’escala: 50 ym. (b)
Analisi semiquantitativa dels nivells de GFAP i Iba1. Les barres representen els
resultats de la quantificacié de la densitat optica de les imatges obtingudes per
immunofluorescéncia (IF). Els resultats sén la mitjana + EEM de 3-4 experiments
d’entre 3 i 5 animals per grup de tractament. Per a I'analisi estadistica s'ha aplicat la
prova t de Student per a mostres no aparellades: *p<0.05 vs. cnt.; cnt=control
(sérum fisiologic 0.9%); AVCRI104P3 (0.6 pmol/kg).
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Fig.42 Efecte de ’AVCRI104P3 sobre la DCX en I'hipocamp (gir dentat) de
ratolins de 12 mesos (a) Imatges representatives del microscopi de fluorescéncia
del gir dentat marcat amb I'anticds DCX (vermell), marcador de neurogénesi. Barra
d’escala: 50 y m. (b) Analisi semiquantitativa dels nivells de DCX. Les barres
representen els resultats de la quantificaciéo de la densitat optica de les imatges
obtingudes per IF. Els resultats sén la mitjana £+ EEM de 3-4 experiments d’entre 3 i
5 animals per grup de tractament. Per a I'analisi estadistica s'ha aplicat la prova t de
Student per a mostres no aparellades.
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4. AVALUACIO DELS EFECTES PRODUITS PER L’INHIBIDOR DE
L’AChE AVCRI104P3 EN RATOLINS TRIPLE TRANSGENICS (3xTg)
PER L’ALZHEIMER (PS1m146v; APPswe, TAUp301.) DE 12 MESOS

En el quart model experimental s’ha estudiat I'efecte de ’TAVCRI104P3 sobre el
procés neurodegeneratiu associat als ratolins 3xTg per I'Alzheimer. En aquest
cas es van realitzar els mateixos estudis bioquimics descrits en els apartats
anteriors, i a més a meés, es van analitzar els nivells d’APso i APs2 soluble i

insoluble tant en I'’hipocamp com en el cortex.

4.1. Efecte de ’AVCRI104P3 sobre els nivells d’mRNA de les

isoformes S i R de ’AChE en el cortex frontal

En analitzar els nivells d'mRNA de les isoformes S i R en el cortex frontal dels
ratolins 3xTg per I'Alzheimer, es va observar que el tractament amb el farmac
AVCRI104P3 augmentava significativament 'mRNA-R (109%, p<0.001). Els
nivells dmRNA-S no es van veure modificats amb [I'administracio de

I'anticolinesterasic (Fig.43b).

Pel que fa als nivells basals d'mRNA, els de la isoforma S van ser superiors en
un 41% als de la isoforma R (p<0.05) (Fig.43a).
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Fig.43 (a) Expressio relativa de ’'mRNA de les isoformes S i R de ’AChE
respecte a 'mRNA-S (b) Efecte de ’AVCRI104P3 sobre els nivells d'mRNA de
les isoformes S i R en el cortex frontal de ratolins 3xTg per I’Alzheimer. Les
barres representen els resultats de la mesura comparativa dels cicles d’expressié de
I'mRNA de les isoformes S i R de 'AChE obtinguts per RT-PCR. Els resultats sén la
mitjana + EEM dels duplicats de 3 experiments de 6 animals per grup de tractament.
Per a l'analisi estadistica s'ha aplicat la prova t de Student per a mostres no
aparellades: *p<0.05 vs. cnt.S., **p<0.001 vs. cnt.; cnt=control (sérum fisioldgic
0.9%); AV=AVCRI104P3 (0.6 umol/kg).

4.2. Efecte de I’AVCRI104P3 sobre l'expressié de les proteines
implicades en I'apoptosi i la supervivéncia cel-lular en I’hipocamp i

el cortex

- Bcl2

Com s’ha dit anteriorment, la proteina Bcl2 participa en la inhibicié de la via
intrinseca de I'apoptosi, essent una de les principals proteines antiapoptotiques

estudiades.

En determinar la seva presencia en els cervells dels ratolins 3xTg es va

observar que el farmac AVCRI104P3 n’augmentava els nivells tant en
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'hipocamp (69%, p<0.01) com en el cortex (36%, p<0.01) (Fig.44b), en

concordanga amb els resultats obtinguts préviament amb els ratolins no

transgénics.
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Fig.44 Efecte de ’AVCRI104P3 sobre la Bcl2 en I’hipocamp i el cortex de
ratolins 3xTg per [P’Alzheimer. (a) Immunoblots representatius dels nivells
d’expressio de la Bcl2. (b) Representacié de 'analisi fotodensitométrica dels nivells
de Bcl2. Les barres representen els resultats de la mesura semiquantitativa de les
bandes obtingudes per la técnica del Western Blott. Els resultats sén la mitjana *
EEM de 3-4 experiments de 5 animals per grup de tractament. Per a l'analisi
estadistica s'ha aplicat la prova t de Student per a una mostra: **p<0.01 vs. cnt.;
cnt=control (sérum fisiologic 0.9%); AV=AVCRI104P3 (0.6 pmol/kg).

- pAkt(Serd73)/Akt

Pel que fa a I'Akt, que com ja s’ha explicat forma part de la via de supervivéncia
de la PI3K/Akt i s’encarrega d’inhibir diverses proteines proapoptotiques tals
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com la GSK3p, aquesta va mostrar un augment de la forma no fosforilada o

inactiva a nivell del cortex amb el tractament amb I'anticolinesterasic (22%,

p<0.01) (Fig.45b). A nivell de l'hipocamp no es van veure diferencies

significatives entre els grups experimentals (Fig.45b).
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Fig.45 Efecte de ’AVCRI104P3 sobre la pAkt(Serd73) i I’Akt en I’hipocamp i el
cortex de ratolins 3xTg per I’Alzheimer. (a) Immunoblots representatius dels
nivells d’expressio de la pAkt(Serd73) i I'Akt. (b) Representacié de l'analisi
fotodensitometrica dels nivells de pAkt(Ser473) i Akt. Les barres representen els
resultats de la mesura semiquantitativa de les bandes obtingudes per la técnica del
Western Blott. Els resultats son la mitjana + EEM de 3-4 experiments de 5 animals
per grup de tractament. Per a 'analisi estadistica s'ha aplicat la prova t de Student

per a una mostra: **p<0.01 vs. cnt.
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- pGSK3p (Ser9)/GSK3p

Com ja s’ha comentat, la importancia de la GSK3p recau en el fet que és una
de les principals quinases que hiperfosforila la proteina tau, a la vegada que
activa diversos factors implicats en la via intrinseca de I'apoptosi. L'expressio
d’aquesta proteina no es va veure modificada de forma significativa amb el

tractament amb el farmac (Fig.46b).
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Fig.46 Efecte de I’AVCRI104P3 sobre la pGSK3p(Ser9) i la GSK3f en
’hipocamp i el cortex de ratolins 3xTg per I’Alzheimer. (a) Immunoblots
representatius dels nivells d’expressié de la pGSK3p(Ser9) i la GSK3p. (b)
Representacié de l'analisi fotodensitométrica dels nivells de pGSK3p(Ser9) i
GSK3p. Les barres representen els resultats de la mesura semiquantitativa de les
bandes obtingudes per la técnica del Western Blott. Els resultats sén la mitjana *
EEM de 3-4 experiments de 5 animals per grup de tractament. Per a l'analisi
estadistica s'ha aplicat la prova t de Student per a una mostra.
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- Sinaptofisina

Pel que fa a I'expressio de la glicoproteina sinaptofisina, en aquest cas, els
resultats obtinguts a partir dels WBs no van mostrar diferéncies significatives
entre els grups experimentals ni en I'hnipocamp ni en el cortex dels ratolins 3xTg

(Fig.47b).

a) Hipocamp Cortex
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Fig.47 Efecte de ’AVCRI104P3 sobre la sinaptofisina en I’hipocamp i el cortex
de ratolins 3xTg per I’Alzheimer. (a) Immunoblots representatius dels nivells
d’expressid de la sinaptofisina. (b) Representacié de I'analisi fotodensitometrica
dels nivells de sinaptofisina. Les barres representen els resultats de la mesura
semiquantitativa de les bandes obtingudes per la técnica del Western Blott. Els
resultats son la mitjana £+ EEM de 3-4 experiments de 5 animals per grup de
tractament. Per a l'analisi estadistica s'ha aplicat la prova t de Student per a una

mostra.
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- p25/p35

Anteriorment ja s’ha explicat que la relacié entre els co-activadors de la Cdk5
(p25/p35) és indicadora del grau de sobreactivacié de la quinasa Cdk5, i que la
preséncia d’aquesta quinasa activada en excés indueix la mort neuronal, aixi

com la hiperfosforilacié de la proteina tau.

Tal com es mostra a la figura 48b, els ratolins 3xTg van augmentar de forma

a) Hipocamp Cortex
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Fig.48 Efecte de I’'AVCRI104P3 sobre la relacié p25/p35 en I'hipocamp i el
cortex de ratolins 3xTg per I’Alzheimer. (a) Immunoblots representatius dels
nivells d'expressi6 de la relacio p25/p35. (b) Representacio6 de [l'analisi
fotodensitométrica dels nivells de la relacié p25/p35. Les barres representen els
resultats de la mesura semiquantitativa de les bandes obtingudes per la técnica del
Western Blott. Els resultats son la mitjana + EEM de 3-4 experiments de 5 animals
per grup de tractament. Per a 'analisi estadistica s'ha aplicat la prova t de Student
per a una mostra: **p<0.01 vs.cnt., ***p<0.001 vs. cnt.
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significativa I'expressié de la relacié p25/p35 després de I'administracio del
farmac en ambdues regions cerebrals (78%, p<0.01 i 38%, p<0.001, en

I'hipocamp i el cortex respectivament) (Fig.48b).

- Activitat de les caspases 3/7 en el cortex

L’activitat de les caspases efectores 3 i 7, les quals participen tant en la via
intrinseca com extrinseca de 'apoptosi, es va determinar per luminescéncia en
el cortex dels ratolins 3xTg. Aquesta no es va veure modificada pel tractament
amb l'anticolinesterasic (Fig.49).

Fig.49 Efecte de I’AVCRI104P3
sobre I'activitat de les caspases
18000 + 3/7 en el cortex de ratolins 3xTg
per I’Alzheimer. Quantificacié de
l'activitat de les caspases 3/7 per
luminesceéncia. Les barres
representen els resultats obtinguts
en unitats de Iuminescéncia
directament proporcionals a
l'activitat de les caspases 3/7. Els
resultats son la mitjana + EEM dels
triplicats de 3-4 experiments
d’entre 3 i 5 animals per grup de
tractament. Per a I'analisi
estadistic s'ha aplicat la prova t de
Student per a mostres no
aparellades.

12000 -
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4.3. Efecte de 'AVCRI104P3 sobre I'expressiéo dels marcadors de

gliosi i neurogénesi en I’hipocamp
- GFAP i Iba1

En el cas dels ratolins transgénics, I'expressié de la proteina glial acidica
fibril-lar (GFAP), indicadora d’astrogliosi, va presentar un augment no
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significatiu amb el tractament amb ['anticolinesterasic (18%) (Fig.50b). En
canvi, de igual manera que en els models anteriors, I'expressio de la proteina
Iba1, que marca els macrofags activats, va disminuir de forma significativa
respecte als controls (23%, p<0.05) amb I'administraci6 de I'AVCRI104P3
(Fig.50b).
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cnt AVCRI104P3 cnt AVCRI104P3

Fig.50 Efecte de ’AVCRI104P3 sobre la GFAP i I'lba1 en I’hipocamp (gir
dentat) de ratolins 3xTg per I’Alzheimer (a) Imatges representatives del
microscopi de fluorescéncia del gir dentat marcat amb els anticossos GFAP
(vermell) i Iba1 (verd), marcadors d’astrogliosi i microgliosi respectivament. Barra
d’escala: 50 um. (b) Analisi semiquantitativa dels nivells de GFAP i Iba1. Les barres
representen els resultats de la quantificaciéo de la densitat optica de les imatges
obtingudes per immunofluorescencia (IF). Els resultats son la mitjana + EEM de 3-4
experiments d’entre 3 i 5 animals per grup de tractament. Per a I'analisi estadistica
s'ha aplicat la prova t de Student per a mostres no aparellades: *p<0.05 vs. cnt.;
cnt=control (sérum fisiologic 0.9%); AVCRI104P3 (0.6 pmol/kg).

- DCX

En concordanga amb els resultats obtinguts amb els ratolins no transgénics, la
proteina DCX, present en les neurones neonatals, no va presentar canvis
significatius en la seva expressio entre els diferents grups experimentals. El
qgue si que es va observar és una certa tendéncia a l'alga amb el tractament
(Fig.51b).
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Fig.51 Efecte de ’AVCRI104P3 sobre la DCX en I'hipocamp (gir dentat) de
ratolins 3xTg per I'Alzheimer (a) Imatges representatives del microscopi de
fluorescencia del gir dentat marcat amb l'anticos DCX (vermell), marcador de
neurogénesi. Barra d’escala: 50 y m. (b) Analisi semiquantitativa dels nivells de
DCX. Les barres representen els resultats de la quantificacié de la densitat optica
de les imatges obtingudes per IF. Els resultats son la mitjana + EEM de 3-4
experiments d’entre 3 i 5 animals per grup de tractament. Per a I'analisi estadistica
s'ha aplicat la prova t de Student per a mostres no aparellades.

4.4. Efecte de ’AVCRI104P3 sobre I’expressio dels péptids ABy i

AB 42 en I’hipocamp i el cortex

El péptid p-amiloide, producte del processament amiloidogénic de I'APP, es
presenta majoritariament sota les formes d’AP4o i A4z, que es corresponen a
dos peéptids de 40 i 42 aminoacids respectivament, essent el péptid Aps, el més
neurotoxic. Ambdues formes es troben en estat soluble i insoluble en funcio de
la grandaria dels agregats, essent la forma soluble més neurotoxica que la
insoluble. A partir d’anticossos monoclonals per a les formes soluble i insoluble
dels péptids ABao i AP42, i mitjangant la técnica d'immunoassaig ELISA, es van

determinar les respectives concentracions tant en I'hipocamp com en el cortex.

Els resultats obtinguts van mostrar una disminucio significativa de la fraccio
soluble del péptid APs en [I'hipocamp dels animals tractats amb

I'anticolinesterasic (37%, p<0.05) (Fig.52a). En canvi, en el cortex no es van
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observar diferéncies entre els grups de tractament. La quantitat d’Ap4o insoluble
determinada en el cortex va ser molt superior a la soluble, aixi com a la

determinada en I'’hipocamp (Fig.52a).

Quant al péptid APz, la preséncia del farmac no en va modificar la concentracié
de forma significativa ni en el cortex ni en I'hipocamp (Fig.52b). En aquest cas,
les concentracions de la forma insoluble del péptid van ser més de 10 vegades
superiors a les solubles en ambdues regions (Fig.52b).

AR40
(pg/mg proteina)
Ap42

cnt AV cnt AV cnt AV

cnt AV cnt AV cnt AV cnt AV
Ap40 sol Ap40insol ApB40 sol Ap40 insol Ap42 sol Ap42insol Ap42 sol Ap42 insol

Hipocamp Cortex Hipocamp Cortex

Fig.52 Efecte de I’AVCRI104P3 sobre les formes soluble i insoluble dels
peptids AP i ABs2 en I’hipocamp i el cortex de ratolins 3xTg per I’Alzheimer.
Representacié dels nivells d’AB4o (a) i APz (b) soluble i insoluble en I'hipocamp i en
el cortex determinats per ELISA. Els resultats sén la mitjana £+ EEM dels triplicats
de 3-4 experiments de 5 animals per grup de tractament. Per a 'analisi estadistica
s'ha aplicat la prova t de Student per a mostres no aparellades: *p<0.05 vs. cnt.,
***p<0.001 vs. cnt.; cnt=control (sérum fisioldgic 0.9%); AV=AVCRI104P3 (0.6
pumol/kg); sol.=soluble; insol.=insoluble.
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Els trastorns neurodegeneratius aixi com I'envelliment son el resultat directe de
la perdua funcional progressiva i mort de determinades neurones. L’abordatge
farmacologic més utilitzat en aquest tipus d’'infermetats implica el bloqueig o la
potenciacio dels neurotransmissors que es troben alterats com a consequéncia
d’aquesta mort neuronal selectiva (Hunter et al. 2013). No obstant, i com és
ben conegut, hi ha pocs medicaments disponibles per prevenir o tractar
aquesta pérdua neuronal caracteristica de patologies tals com l'Alzheimer, el
Parkinson, la Corea de Huntington o I'esclerosi lateral amiotrofica. Amb relacio
a I'MA s’han proposat diverses opcions terapéutiques relacionades amb els
tractaments amb antioxidants, els inhibidors de la MAO-B, les vacunes d’Ap,
perd els unics farmacs aprovats fins ara per I'FDA i 'lEMA per a aquesta
indicacio son els IAChE, que en augmentar la transmissio central colinérgica
redueixen els simptomes cognitius, funcionals i de comportament associats a la
malaltia. A més, alguns d’aquests compostos presenten d’altres funcions no
canoniques, també beneficioses per a 'MA, i capaces de modificar el curs de la
malaltia. De fet, actualment s’estan realitzant molts esforcos per tal
d’aconseguir compostos que mostrin diferents efectes al mateix temps, de tal
manera que a la vegada que augmentin [activitat colinérgica puguin
interaccionar amb els diferents factors que intervenen en el desenvolupament

del procés neurodegeneratiu.

D’entre aquests farmacs multifuncionals, cal destacar-ne, entre d’altres, les
huprines i els IAChE d’accié dual, heterodimers formats per almenys un
farmacofor d’'un IAChE, que inhibeixen tant el lloc actiu com el lloc periféric de
'AChE (Di Pietro et al. 2014; Viayna et al. 2013). Aquests compostos,
sintetitzats pel laboratori de Quimica Farmaceéutica dirigit pel Dr. Pelayo Camps
i el Dr. Diego Mufioz-Torrero, de la Facultat de Farmacia de la Universitat de
Barcelona, presenten un ampli perfil farmacologic i han estat objecte de
diferents estudis realitzats en el nostre departament. Aixi, la present tesi
doctoral s’ha centrat en l'avaluacié de l'efecte de dos d’aquests farmacs, els
anticolinesterasics huprina X (hibrid huperzina A-tacrina) i AVCRI104P3
(heterodimer donepezil-huprina Y), mesurant a nivell bioquimic els canvis en la

regulacio d’algunes vies i molecules implicades en [l'apoptosi (AChE-S,
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pGSK3p/GSK3p, p25/p35, caspases i AB), la supervivéncia cel-lular (AChE-R,
Bcl2 i pAkt/Akt), la plasticitat neuronal (sinaptofisina), la gliosi (GFAP i Iba1)i la
neurogeéenesi (DCX) en diferents entorns, tots ells relacionats amb els processos
de neurodegeneracid o d’envelliment. Els experiments s’han realitzat utilitzant
diferents models experimentals tant in vifro com ex vivo: en cél-lules de
neuroblastoma huma que sobreexpressen les isoformes S i R de 'AChE, en
ratolins tractats amb I'acid kainic, en ratolins de dotze mesos i en ratolins 3xTg-
AD també de dotze mesos.

L’HX, a part de ser un potent inhibidor de I'AChE, com ja s’ha comentat
anteriorment, millora la cognicié en ratolins transgénics per I'’Alzheimer (Ratia et
al. 2013), presenta efectes neuroprotectors (juntament amb I'HY i 'HZ) enfront
del peroxid d’hidrogen en cél-lules PC12 diferenciades i sense diferenciar (Pera
et al. 2013), és capa¢ de disminuir els nivells del péptid Ap en cervells de
ratolins 3xTg-AD i incrementar-ne els nivells de sinaptofisina (Hedberg et al.
2010). A la vegada, disminueix I'agregacié amiloidogénica induida per 'AChE
in vitro (Pera et al. 2006) i potencia I'efecte dels receptors nicotinics en
sinaptosomes corticals de rata (Roman et al. 2004). A més, també s’ha
observat que les huprines presenten una accié agonista sobre el receptor My
en cervell de rata (Roman et al. 2002; Alcala et al. 2005). L’efecte
neuroprotector de les huprines també ha estat demostrat davant del glutamat
en cultius de cel-lules granulars i davant de lesions estriatals induides per I'acid
3-nitropropionic (Canudas et al. 2003).

L’hibrid AVCRI104P3, un compost de sintesi més recent, que inclou una
molécula d’huprina Y enantiopura i un linker de tres metilens, és un potent
inhibidor de 'hAChE (ICsp de 5,37+0.3 nM) a la vegada que inhibeix 'agregacio
del peptid AP4o induida per ’AChE (44.5+1.8% d’inhbicié a 100 uM), essent en
ambdues activitats més eficag¢ que el donepezil. També inhibeix de forma
significativa 'hBChE (ICso de 88+2.3 nM), la BACE-1 (29.1+2.9% d'’inhibicié a 5
pMM) i 'autoagregacio del peptid Aps2 (28.5+0.4% d’inhibicié a 10 uM) (Viayna et
al. 2010).
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Per tant, en la present tesi doctoral, a través de diferents models experimentals,
s’ha estudiat I'efecte dels anticolinesterasics HX i AVCRI104P3 en front de la
mort i la supervivéncia neuronal, la inflamacié i la neurogénesi, amb I'objectiu
de trobar possibles accions beneficioses, tant per a 'MA com per a qualsevol
trastorn neurodegeneratiu, relacionades o no amb la inhibicié de 'AChE.

Efecte dels anticolinesterasics HX i AVCRI104P3 en cél-lules de
neuroblastoma huma que sobreexpressen les isoformes S i R de
I’AChE.

S’ha descrit que I'AChE, enzim responsable del metabolisme de I'ACh,
presenta dues isoformes particularment rellevants en el teixit neuronal: la forma
sinaptica (S o T), majoritaria i insoluble, que s’expressa de forma predominant
en I'SNC i en el teixit muscular (Massoulié & Millard 2009), i la forma
readthrough (lectura completa) o R, minoritaria, soluble i de dispersio rapida
(Massoulié et al. 2008).

El polimorfisme estructural de I'enzim sosté la teoria que les formes moleculars
diferents de I'AChE, tot i presentar el mateix lloc actiu i la mateixa activitat
catalitica, mostren altres funcions fisiologiques diferents (implicacio en el
desenvolupament neuronal, en la inflamacié i en I'apoptosi (Vogel-Hopker et al.
2012; del Rey & Besedovsky 2008; Li et al. 2000), i no només en el sistema
colinérgic (substancia negra, cél-lules del cerebel, hematopoétiques,
osteogéniques i neoplasiques (Greenfield et al. 1983; Deutsch et al. 2002)).

Estudis realitzats en neurones de I'hipocamp mostren que la isoforma S de
'AChE, aixi com els seus péptids C-terminals T14 i T30 presenten accions
trofiques o toxiques en funcié de la dosi i el temps d’exposicio, les quals
podrien estar relacionades amb I'obertura especifica i selectiva dels canals de
calci tipus L o canals lents (Greenfield et al. 2004). En concret, hi ha treballs
que revelen que els péptids T14 i T30 interaccionen de forma al-lostérica amb

els receptors nicotinics a7 modulant I'influx de calci, i regulant a I'alga la sintesi
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d’'mRNA i I'expressié proteica d’aquests receptors. Especificament el peéptid
T14, de grandaria inferior al T30, a baixes concentracions potencia el
creixement de neurites i es comporta com un agonista dels nAChR a7, i a altes
concentracions o administrat de forma cronica els bloqueja i indueix I'apoptosi
(Bond et al. 2009).

La sobreexpressido de I'AChE-S esta relacionada amb la mort cel-lular
programada, en part, perqué sembla que esta implicada en la formacié de
'apoptosoma (Park et al. 2004; Greenberg et al. 2010). Els ratolins transgénics
per ’AChE-S humana acumulen de forma progressiva fragments neuronals de
proteines immunopositives, presenten una alta incidéncia d’astrocits reactius
(Sternfeld et al. 2000) i mostren una neuropatologia accelerada relacionada
amb l'estrés, que inclou la pérdua de l'arboritzacié i les espines dendritiques
(Meshorer & Soreq 2006).

La isoforma R de 'AChE, contrariament a ’'AChE-S, ha demostrat tenir efectes
beneficiosos a curt i a mig termini en condicions d’estres agut. Els ratolins que
sobreexpressen 'AChE-R mostren una funcié neuromuscular normal, i els seus
cervells estan relativament protegits de les caracteristiques patologiques
associades a l'estrés, que d’altra banda causaria el deteriorament neuronal
propi de I'edat (Berson et al. 2008). De la mateixa manera s’ha demostrat que
el péptid C-terminal de 'AChE-R (ARP) promou el desenvolupament i la
plasticitat neuronal (Dori & Soreq 2006).

En aquesta primera part del nostre treball, es va estudiar la influéncia de les
isoformes S i R de 'AChE sobre la supervivencia cel-lular en cultius de cél-lules
de neuroblastoma huma SH-SY5Y transfectades amb les variants S i R. Tal
com s’ha descrit en els resultats, la sobreexpressic de [I'AChE,
independentment de la isoforma transfectada, va disminuir significativament la
viabilitat cel-lular entre un 40% i un 55% (p<0.001) respecte als controls
(cél-lules no transfectades). Aquests canvis en la supervivéncia cel-lular es van
mantenir constants entre les 24 i les 48 hores després de la transfeccio.
Considerant que les cél-lules SH-SY5Y expressen tota la maquinaria
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colinérgica (Yamada et al. 2011), podria ser que l'augment de [Iactivitat
colinesterasica i la consequent disminucio dels nivells d’ACh disponible en
fossin la causa. S’ha descrit que tant ’ACh com la colina enddgena presenten
efectes neuroprotectors essent les dues molécules potents activadors dels
NAChR a7 (presents en les cél-lules SH-SY5Y), els quals augmenten la
supervivéncia neuronal i milloren el rendiment cognitiu i la deméncia, entre
altres funcions (Kalappa et al. 2013). També hi ha autors que defensen que
'ACh exerceix efectes neuroprotectors a través dels receptors muscarinics
(mAChR) i de I'activacio de la PKC (Tiong et al. 2010).

Pel que fa als resultats obtinguts en les corbes de viabilitat de les cel-lules SH-
SY5Y transfectades en preséncia de diferents concentracions de peroxid
d’hidrogen, aquestes no van mostrar diferéncies significatives ni entre elles (S,
R) ni amb els controls (les cél-lules no transfectades). Només a la concentracio
de 400 uM es va observar un augment de la viabilitat cel-lular en favor de les
cél-lules transfectades amb 'AChE-S (23%, p<0.05). Aquest resultat, encara
que sigui estadisticament significatiu, en ser un punt aillat de la corba,
probablement, no tingui una significacié biologica aparent. El fet de no veure
diferéncies en la supervivéncia cel-lular en front d’un estimul oxidatiu entre les
cél-lules transfectades amb les diferents isoformes, mostra, igual que en el cas
anterior, que cap de les dues variants provoca canvis significatius en la
viabilitat cel-lular en aquestes condicions experimentals. Hi ha estudis realitzats
en cél-lules SH-SY5Y, que han suggerit que els nivells proteics d’AChE-R
augmenten de forma significativa des d’'una hora fins a cinc hores després de
I'exposicio de les ceél-lules a un estrés oxidatiu de lleu a moderat (Hartl et al.
2011), o amb quantitats patofisiologiques de la proteina p-amiloide (Li et al.
2013). Altres estudis realitzats en I'hipocamp de pacients amb I'MA, en canvi,
demostren que tot i observar-se un augment en els nivells d'mRNA-R, aquest
increment no es veu traduit a proteina (Berson et al. 2008). A més a més, s’ha
descrit tant en cél-lules de neuroblastoma i glioma com en ratolins, que tot i
lincrement d'mRNA-R en condicions d’estrés, els seus nivells continuen
mantenint-se molt baixos en comparacié amb els d'mRNA-S. Aquest augment,

per tant, no és un indicador sensible del nivell d’estrés (Perrier et al. 2005), i en
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consequéencia sembla poc probable que aquest increment es tradueixi en un

canvi significatiu en la supervivéncia cel-lular.

En el nostre cas, cal tenir en compte ambdues situacions. En primer lloc, quan
les cél-lules son tansfectades amb les formes S 0 R no s’osbserven diferéncies
pel que fa a la viabilitat. | per altra banda, quan es crea un estimul pernicids, les
cél-lules transfectades amb R no mostren una resposta protectora. Aquests
resultats suggereixen que la sobreexpressio observada d’AChE és suficient per
augmentar la mortalitat de les cél-lules transfectades respecte a les no
transfectades, perdo en canvi, lincrement de 'AChE-R no és suficient per
protegir les cel-lules del peroxid.

Préviament a I'avaluacio dels efectes dels anticolinesterasics donepezil, HX i
AVCRI104P3 sobre 'mRNA de les variants S i R, es van comparar els seus
nivells basals, i en concordanga amb el ja descrit (Perrier et al. 2005), els
resultats van mostrar uns nivells dmRNA-S significativament molt superiors als

d’'R, representant aquests ultims un 0.5% dels de la forma sinaptica (p<0.001).

Quan es van estudiar els efectes dels IAChE sobre els mMRNA S i R es van
observar respostes diferents. Mentre que el donepezil va augmentar els nivells
d’'mRNA-R (154%, p<0.01) sense modificar els d'S, TAVCRI104P3 va disminuir
els nivells dmRNA-R un 30% i va incrementar els d'S de forma significativa
(76%, p<0.001). L’HX, per la seva part, va disminuir tant 'mRNA-S (33%,
p<0.01) com 'mRNA-R (83%, p<0.001). Aixd ens porta a concloure que els
IAChE poden modular la transcripcié de 'AChE de forma independent de la
seva interaccié amb I'enzim, ja que tots ells actuen de la mateixa manera sobre

el centre catalitic de 'enzim.

Hi ha estudis que mostren variacions en I'expressio de les isoformes de 'AChE
en pacients d’Alzheimer tractats amb els IAChE. Aixi doncs, el donepezil s’ha
associat amb una disminucié dels nivells dAChE-R en comparacié amb els
nivells dAChE-S, mentre que la rivastigmina s’ha vist que augmenta la relacio
AChE-R/AChE-S. Pel que fa a la tacrina, aquesta incrementa els nivells

d’expressio de les dues isoformes, la qual cosa podria ser en part deguda a la
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induccio d’algun tipus de mecanisme de retroalimentacio a través dels
receptors colinérgics. Varis autors suggereixen que la sintesi i el disseny de
nous compostos hauria d’aspirar a la regulacié a l'alga de 'AChE-R (Darreh-
Shori et al. 2004; Nordberg et al. 2014; Greenberg et al. 2010; Pohanka 2012), i
que els canvis circadians en I'expressio de les isoformes S i R haurien de tenir-

se en compte per a les consideracions terapéutiques (Shaltiel et al. 2013).

Dels resultats obtinguts en el nostre laboratori, també podem dir que tots el
anticolinesterasics que hem estudiat modifiquen la sintesi de I'mRNA
d’ambdues isoformes seguint un patr6 d’actuacio diferent. Sembla que la
resposta de ’'mRNA-S i R als diferents inhibidors no depén unicament del propi
compost, sind també de molts altres factors inherents a I'entorn experimental ja
que, com veurem més endavant, els resultats ex vivo no es correlacionen del

tot amb el que hem observat in vitro.

Avaluacié dels efectes produits per l'anticolinesterasic HX en el

model de neurotoxicitat amb I’acid kainic en ratolins C57BL/6.

El sistema glutamatergic és el principal sistema implicat en la transmissio
sinaptica excitatoria central. El glutamat actua a través de dos tipus de
receptors ionotropics: els receptors NMDA i els receptors no NMDA. Els no
NMDA es divideixen en dos subtipus: els a-amino-3-hidroxi-5-metilsoxazol-4-
propionic (AMPA) i els kainat, i es localitzen majoritariament a I’hipocamp tant a
nivell pre- com postsinaptic. La contribucié d’aquests receptors en la funcio
cerebral ha estat ben caracteritzada degut al paper que juguen en les funcions
sinaptiques i a la disponibilitat d’agonistes i antagonistes selectius. La
sobreestimulacio d’aquests receptors, ja sigui per part del glutamat o per altres
agonistes provoca la desregulacio dels canals de calci, que desencadena una
série de processos que porten a la mort neuronal per excitoxicitat (Choi 1988).
L’excitotoxicitat s’ha postulat com la causa principal de mort neuronal en
accidents cerebrovasculars, lesions cerebrals (Choi 1988), aixi com en una
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série de malalties neurodegeneratives que inclouen I'Alzheimer, el Parkinson,

la corea de Huntington i I'esclerosi multiple (Manev et al. 1989).

El model escollit per estudiar els efectes de I'HX sobre els mecanismes de
neurodegeneracié i mort neuronal induida per excitoxicitat, i processos
relacionats, va ser el model de toxicitat amb I'acid kainic, un agonista dels
receptors ionotropics AMPA i KAINAT, el qual es va administrar a dosi unica
(28 mg/kg, i.p.) i es va deixar actuar durant un periode de 48 hores. L’'HX es va
administrar durant 21 dies (0,08 mg/kg, i.p.) préviament a I'administracio de
I'acid kainic. Es van determinar els nivells dmRNA de les isoformes S i R de
'AChE en el cortex frontal, els nivells i I'activitat de determinades proteines
implicades en 'apoptosi i en la supervivéncia cel-lular tant en el cortex com en
I'hipocamp, i la preséncia de factors especifics relacionats amb I'astrogliosi, la
microgliosi i la neurogénesi en I'hipocamp, tots ells implicats directa o

indirectament amb el procés o els processos neurodegeneratius.

L’acid kainic (KA) és un analeg no degradable del glutamat, 30 vegades més
potent que aquest pel que fa a la seva neurotoxicitat (Lee et al. 2008).
L’administracié del KA en ratolins provoca una sindrome de convulsions ben
caracteritzada i descrita per Ben-Ari i altres grups de recerca (Ben-Ari 1985). El
dany induit per I'acid kainic afecta principalment a I'hipocamp a causa de l'alta
densitat de receptors kainat presents en aquesta regio (Darstein et al. 2003),
encara que la pérdua de neurones difereix entre especies i soques (McLin &
Steward 2006). Les neurones son directament excitades per I'estimulacio dels
receptors kainat, i indirectament per 'augment del flux de glutamat provocat per
I'estimulacio de les fibres moloses (fibres que es dirigeixen al cerebel) de la
regio CA3 (Rodriguez-Moreno & Sihra 2004), el que desencadena I'extensio de

I'estat epileptic a totes les estructures limbiques.

La sobreactivacié dels receptors del KA, que actuen tant a nivell pre- com
postsinaptic, provoca la despolaritzacié de la membrana cel-lular alterant la
concentracio del calci intracel-lular i el funcionament del reticle endoplasmatic, i

desencadenant aixi la cascada d’inflamaci6 i de mort neuronal que implica la
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disfuncid mitocondrial, la generacié de les ROS i les RNS i [l'activacio
enzimatica (COX-2, proteases, quinases, nucleases, fosfolipases...), entre
altres processos relacionats (Zhang & Zhu 2011) (Fig.53).

Glu/Ka o
GluR overstimulation Lipid peroxidation
Cell membrane damage
COX-2
Ca%*? —> Proteases, Kinases,
Nucleases
i \l* K Phospholipases A}
( / MitOChOﬂfi?iai¥\‘v\ — ROS & RNS
ER stress = i drTunction gyl

—_ P

l

Mitochondrial
Caspase-3 cleavage swelling

|

Apoptosis Necrosis

ell deatk K

Mitochondrial factors

Fig.53 Descripciéo esquematica de la mort neuronal per l'acid kainic. (1) Mitjancant
I'estimulacio dels receptors del glutamat (GIuR) I'acid kainic (KA) provoca I'augment del calci
intracel-lular, I'activacié dels enzims dependents del calci i la produccié de radicals lliures; (2)
El calci excessiu i els radicals lliures causen la disfuncié mitocondrial, I'alliberament de factors
mitocondrials i l'activacié6 de la caspasa 3, el que porta a l'apoptosi neuronal; (3) EI KA
provoca la desintegracié del reticle endoplasmatic (ER) i I'estrés associat amb I'activacio de
les proteines Bip, Chop i caspasa 12; (4) La sobrecarrega de calci i I'excés de radicals lliures
causen la inflamacié de la mitocondria que porta a la necrosi neuronal. COX: ciclooxigenasa;
ROS: espécies reactives de I'oxigen; RNS: espécies reactives del nitrogen (Adaptat de Zhang
& Zhu 2011) .

Experiments realitzats amb la tacrina i la huperzina A, anticolinesterasics
parentals de I’'HX, han demostrat millorar la connexié colinérgica i actuar com a
nootropics enfront de la lesié provocada per 'administracié del KA al nucli basal
magnocel-lular, nucli principalment colinérgic implicat en el processament de la

memoria de treball espacial (Ueki & Miyoshi 1989; Xiong et al. 1998).
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En aquest sentit, i pel que fa a les convulsions observades després de
'administracio del KA, aquestes no es van veure modificades amb
'administracio previa de I'HX. Se sap que tant 'augment de la transmissio
glutamatérgica com de l'activitat colinérgica en el cervell estan involucrades en
I'aparici6 de convulsions (McDonough & Shih 1993; Lallement et al. 1998), i
que els pacients amb la malaltia d’Alzheimer presenten un major risc de
desenvolupar atacs d’epilepsia en comparacié amb els pacients no dements
d’edat similar (Romanelli et al. 1990; Belcastro et al. 2007). De fet, s’ha
demostrat que el tractament de 'MA amb els colinomimétics donepezil i
rivastigmina provoca convulsions com a reaccid adversa en un 6,41% i un
8,74% dels pacients, respectivament (Kumlien & Lundberg 2010). | quan el
donepezil va ser proposat com a possible tractament per als problemes de
memoria en les persones amb epilépsia, tot i que es va detectar una millora en
'aprenentatge, els autors van remarcar la possible exacerbacio de les
convulsions (Fisher et al. 2001). Només I'lAChE huperzina A ha demostrat
capacitat per modular els atacs epiléptics provocats per un augment de
I'activitat del sistema glutamatérgic en bloquejar els receptors NMDA (Tang et
al. 2011; Schneider et al. 2009; Coleman et al. 2008). El fet de que la moléecula
d’huperzina A estigui inclosa en l'estructura de I'HX podria explicar el perqué
aquesta ultima no incrementa la taxa d’atacs induits pel KA.

En el present treball, abans d’estudiar els canvis en 'mRNA de les isoformes S
i R deguts als diferents tractaments (acid kainic i HX), se’n van determinar els
nivells basals. Tal i com esta descrit, els nivells d'mRNA-S van ser superiors als
d’'mRNA-R, en concret, un 38% superiors. No obstant, les diferéncies no van

ser significatives a causa de la variabilitat dels valors.

Quan es va avaluar l'efecte que produia el KA en els nivells dmRNA
d’ambdues isoformes (S i R), els resultats van mostrar un augment significatiu
de 'mRNA-R (104%, p<0.001), i una tendéncia per part de I'HX a disminuir
aquest increment tot i que no significativament. En canvi, els nivells dmRNA-S
no es van veure modificats ni amb el KA ni amb I'HX (Fig.25b). Anteriorment

s’ha explicat que sota condicions d’estrés i de lesions cerebrals, els transcrits
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pre-mRNA de 'AChE pateixen un splicing alternatiu pel que es produeix un
augment de I'expressio de la isoforma minoritaria R (Soreq & Seidman 2001;
Meshorer & Soreq 2006). Estudis realitzats en rates epiléptiques van revelar un
increment de I'mRNA-R en 'hipocamp, i en canvi, no van mostrar diferéncies
en els nivells dmRNA-S, suggerint un augment net de la isoforma R
(Zimmerman et al. 2008). En aquest cas, I'increment dels nivells dmRNA-R
podria ser entés com un mecanisme per protegir el teixit cerebral de la
hiperexcitacid colinergica, entre d’altres, que es dona durant les convulsions
degut a l'administracio del KA, essent I'AChE-R facilment accessible pel
microambient sinaptic (Zimmerman et al. 2008). A més a més, com ja s’ha
comentat, a 'AChE-R se li atribueix un paper neuroprotector i antiapoptotic
(Dori & Soreq 2006). El fet que 'HX no modifiqués de forma significativa els
mRNA S i R, a diferéncia del que s’observa in vitro, podria ser degut tant al
model experimental (in vitro vs. ex vivo, cél-lules que sobreexpressen 'AChE
vs. model de neurotoxicitat amb el KA) com al temps de determinacié de
I'mRNA (24 i 72 hores després de I'administracio del farmac, in vitro i ex vivo,
respectivament). Hi ha estudis realitzats en cél-lules de neuroblastoma (N2a)
on s’observa que el temps de vida mitja (t12) de mRNA de 'AChE és de 4-5
hores (Puymirat et al. 1995), per tant, la diferéncia en els temps de
determinacié podria afectar els resultats obtinguts en ambdoés models

experimentals.

En referéncia als esdeveniments de senyalitzacio intracel-lular associats a la
mort cel-lular induida pel KA, son dificils de determinar donada la seva
multiplicitat, complexitat i interrelacié. Hi ha estudis que suggereixen que la
generacio de les ROS, i la inhibici6 i expressio de diverses proteines
(anti)apoptotiques tals com la Bcl2, el factor p53, la Bax i les caspases
(cisteina-proteases de mort cel-lular) en sén la causa principal (Henshall et al.
2000). S’ha descrit que sota els efectes de l'acid kainic disminueix tant la
sintesi de 'mRNA com de la proteina Bcl2 a les 6 hores de les convulsions
arribant al nivell més baix a les 12 hores, suggerint que I'estat epiléptic accelera
I'apoptosi en inhibir I'expressid de la Bcl2 (Sun et al. 2012). Els nostres
resultats mostren que I'expressié de la proteina antiapoptotica Bel2 disminueix
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significativament tant en I'hipocamp (26%, p<0.001) com en el cortex (38%,
p<0.001) dels ratolins tractats amb l'acid kainic respecte als controls, el que
ens indica que els efectes sobre la Bcl2 es mantenen fins a les 48 hores
després de la seva administracié. Quan es van analitzar els nivells de la
proteina antiapoptotica en els animals tractats préviament amb I'HX, aquests,
tot i que van presentar una lleugera tendéncia a la recuperacié dels nivells
d’aquesta proteina, no van mostrar canvis significatius en la seva expressio.
Cal tenir en compte que el t1de la Bcl2 és de 22 hores (O’Connor et al. 2006),
i que el tractament amb I'anticolinesterasic es va suspendre 72 hores abans del

sacrifici dels ratolins.

La mort cel-lular programada és desencadenada per una série de cascades de
caspases. La caspasa 3, un regulador crucial de l'apoptosi activat per les
caspases 8 0 9, s’activa durant les convulsions epiléptiques anteriors a la mort
neuronal (Kondratyev & Gale 2000). S’ha demostrat que tant 'mRNA com la
proteina caspasa 3 s’incrementen en les neurones de I'’hipocamp 24 hores
després de les convulsions arribant al seu maxim a les 72 hores, i que
augmenta significativament la seva activitat entre els 3 i els 7 dies després de
'administracio del KA (Sun et al. 2012; Crespo-Biel et al. 2007). Quan es va
analitzar I'activitat de la caspasa 3 en diferents tipus cel-lulars en I'hipocamp,
se’n va detectar un augment un i 5 dies després de la injeccio del KA (Tzeng et
al. 2013). Contrariament, Verdaguer i cols. van observar tan sols un modest
increment de l'activitat d’aquesta proteasa a les 24 hores de I'administracio del
KA en cél-lules de cerebel, el que porta a pensar que l'activacié d’aquestes
proteines no és un esdeveniment crucial en I'apoptosi induida per 'acid kainic
(Verdaguer et al. 2002). S’ha suggerit que l'activacié de la calpaina, i no la de
la caspasa 3, és la que esta implicada en la neurotoxicitat provocada en
I'hipocamp després de les crisis epileptiques (Araujo et al. 2008). En el nostre
cas, es va deixar actuar el KA durant 48 hores i posteriorment es va determinar
I'activitat de les caspases 3 i 7. Els resultats no van mostrar cap modificacio
significativa pel que fa a [lactivitat d’aquestes proteases, ni deguda a
'administracié de I'acid kainic, ni al tractament conjunt (farmac i acid kainic).

Podria ser que en les nostres condicions experimentals haguéssim determinat
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I'activitat de les caspases préviament a que aquestes haguessin augmentat de
forma significativa (Sun et al. 2012; Crespo-Biel et al. 2007). Per altra banda,
els estudis es van realitzar en el cortex, on la mort neuronal induida per
I'administracio de I'acid kainic no és tan abundant com en I'hipocamp donat que
el nombre de receptors AMPA/kainat és menor.

D’altres linies d’investigacio s’han centrat en [l'activacid de les MAPKs
(proteines quinases mitogen activades) en resposta a 'acid kainic i la seva
relacio amb l'Akt (Kim et al. 2001). L’Akt, que pertany a la familia de les
proteines quinases serina/treonina, €s un mediador important de la
supervivéncia cel-lular en resposta als factors de creixement i als estimuls que
provoquen un influx de calci a la cél-lula. Tal com s’ha comentat a la
introduccidé, I'Akt fosforila directament proteines proapoptotiques com la
GSK3p, la BAD, la caspasa 9 o el factor de transcripcio FOXO, la qual cosa
condueix a la supressio de les senyals de mort cel-lular (Lawlor & Alessi 2001).
A la vegada, I'Akt activa el factor CREB, que promou la supervivéncia neuronal
i augmenta I'expressio de la Bcl2 (Mabuchi et al. 2001), i indueix I'expressio de
la p35, afavorint aixi la formacié del complex Cdk5-p35, enlloc de la unid
proapoptotica Cdk5-p25. L’'activacio de I'Akt es dona a través de la seva
fosforilacié dependent de la via de senyalitzacié de la PI3K, i aquesta pot ser
activada per diferents lligands com els factors neurotrofics o la insulina, aixi
com per l'estimulacid dels receptors nicotinics, entre altres. Els resultats
obtinguts després de [Il'administraci6 del KA mostren una disminucio
significativa de la forma activa o fosforilada de I'Akt tant en I'hipocamp (23%,
p<0.001) com en el cortex (20%, p<0.001), mentre que la forma inactiva
augmenta en l'hipocamp (9%, p<0.05) i en el cortex (21%, p<0.01) amb
'administracié de I'acid kainic, d’acord amb el descrit anteriorment per altres
autors (Y. S. Kim et al. 2014).

Atés que I'HX també és un agonista al-lostéric dels receptors nicotinics (Roman
et al. 2004), I'administracié d’aquest anticolinesterasic podria suggerir la
implicaci6 de la via de la PI3K/Akt/Bcl2 relacionada amb [l'activacio dels

NAChERs a7 (Kihara et al. 2001). A més a més, d’altres estudis demostren que
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derivats de la huperzina A (B12H), aixi com el donepezil i la galantamina,
protegeixen les neurones granulars del cerebel i les neurones corticals de la
neurotoxicitat del glutamat, activant i regulant a I'al¢a els receptors nicotinics a4
i o7 (Cui et al. 2013; Akaike et al. 2010). No obstant aixo, I'HX no va modificar
les accions del KA en I'hipocamp, i en el cortex va mostrar una recuperacio de
la forma inactiva de I'Akt (100% de recuperaci6, p<0.05) aixi com una
tendéncia a restablir els nivells control de la forma fosforilada, tot i que no
significativa (Fig.27b).

Com ja s’ha comentat, una de les principals dianes de la via de la PI3K/Akt és
la GSK3p, la qual inhibeix en fosforilar-la en el residu de serina 9. La seva
sobreexpressio és suficient per induir la mort neuronal, i intervé en la
hiperfosforilacié de la proteina tau, aixi com en el processament aberrant de
'APP (Crespo-Biel et al. 2007). També s’ha demostrat que té un paper
important en la regulacié de la via de les caspases (Linseman et al. 2004). En
determinar els nivells d’expressio de les diferents formes de la proteina GSK3p
es va observar, curiosament, un augment de la forma fosforilada o inactiva amb
I'administracio de I'acid kainic tant a nivell de I'hipocamp (29%, no significatiu)
com a nivell del cortex (563%, p<0.01). També es va observar una discreta
disminucidé, encara que significativa, de la forma activa en I'hipocamp (10%,
p<0.001). Aquests resultats, considerant que I'Akt és la principal via de
fosforilacié de la GSK3, i que aquesta es troba majoritariament inactiva, poden
semblar contradictoris. No obstant aix0, altres quinases com la proteina
quinasa A (PKA), la C (PKC) o la MAPK-1 poden també fosforilar la GSK3p en
la serina 9. Hi ha estudis que suggereixen que després de I'administracié de
I'acid kainic en ratolins hi ha un increment de la forma inactiva de la GSK3p en
I'hipocamp, com a mecanisme de defensa de les ceél-lules d’aquella regié en
particular (Goodenough et al. 2004). A la vegada, investigacions recents
demostren que la sobreactivacio dels receptors del glutamat per part de I'acid
kainic provoca la regulaci6 a I'al¢ca de la PKC, que podria ser la responsable de
la inhibicié de la GSK3p (Z.-C. Liu et al. 2014; B. Liu et al. 2014). Estudis en el
nostre departament han demostrat que I'HX, a través de l'estimulacié dels
receptors muscarinics (M4) postsinaptics, és capa¢ d’augmentar els nivells
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d’expressio de la PKC i de la pGSK3p en ratolins transgénics per I'Alzheimer
(Ratia et al. 2013). Aix0 es podria correspondre amb l'increment de la forma
fosforilada detectada amb I'administracié cronica de [l'anticolinesterasic en
aquells ratolins tractats amb l'acid kainic. Donat que la GSK3f té un paper
important en la regulacié de la via de les caspases, el fet de no veure canvis en
I'activitat de la caspasa 3 amb I'administracio de I'acid kainic podria ser degut a

que la GSK3p es troba majoritariament inactiva.

El dany neuronal produit per I'acid kainic condueix a la pérdua de plasticitat
neuronal i de connectivitat sinaptica. Un dels marcadors utilitzats per avaluar el
nivell de sinaptogénesi és I'expressio de la sinaptofisina, glicoproteina d’unio al
calci que es troba a les membranes de les vesicules dels neurotransmissors, i
gue canvia tant en I’hipocamp com en el cortex després d’una lesié cerebral. La
reduccié de I'expressio de la sinaptofisina es correlaciona amb la disfuncié de
la memoria en individus amb I'MA (Suh et al. 2008) i en individus d’edat
avancgada (Bennett et al. 2006). En analitzar els efectes del KA sobre aquesta
proteina sinaptica s’observa, tal i com han descrit préviament diferents autors,
una disminucio de I'expressié de la sinaptofisina en I'hipocamp (8%, p<0.05),
perd no en el cortex, on es posa de manifest un lleuger augment de la seva
expressio (7%, p<0.05), tot i que es tracta de canvis poc significatius. S’ha
suggerit, que aquest increment de I'expressio de la proteina amb I'administracio
del KA podria correspondre a la resposta de I'organisme en front de I'agressio
produida per I'acid kainic (Arkhipov et al. 2008). El tractament cronic amb I'HX
va augmentar de forma significativa I'expressi6 de la sinaptofisina en
I'hipocamp (27%, p<0.01), mostrant en el cortex solament una tendencia a
lalca. Com ja s’ha comentat, en estudis recents s’ha demostrat que el
tractament amb I'HX augmenta I'expressié d’aquesta proteina en el cortex de
ratolins 3xTg-AD, i es suggereix que aquest efecte podria ser degut a
I'estimulacio dels receptors nicotinics i muscarinics dels quals I'HX, entre altres
efectes, n'és un agonista (Hedberg et al. 2010). A més a més, anteriorment
també s’ha dit que les huprines presenten accions neuroprotectors enfront del
peroxid d’hidrogen en cel-lules PC12 relacionades amb [Iactivacié dels
receptors nicotinics (Pera et al. 2013). Sembla per tant bastant probable, que
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I'HX incrementi I'expressié de la sinaptofisina davant de l'efecte del KA,
augmentant d’aquesta manera la plasticitat sinaptica i propiciant la remodelacio

colinérgica aixi com les xarxes neuronals relacionades.

L’entrada de calci excessiva i prolongada dins de la cél-lula, com a resposta a
I'excitoxicitat induida per la sobreestimulacié dels receptors ionotropics del
glutamat (Manev et al. 1989), activa proteases calci-dependents tals com la
calpaina (Ray et al. 2006; Araujo et al. 2008), la qual trenca el factor p35 en el
fragment p25. El péptid p25 sobreactiva la Cdk5, que en aquest estat patologic
promou I'apoptosi (Noble et al. 2003; Hashiguchi et al. 2002) i fosforila la tau
(Noble et al. 2003). En les nostres condicions experimentals es va observar
que I'administracié de I'acid kainic augmentava la relacio dels factors p25/p35
tant en I'hipocamp (21%, p<0.05) com en el cortex (11%), tal i com estava
descrit (Crespo-Biel et al. 2007). En el cas de I'hipocamp, la relaci6é dels co-
activadors p25/p35 va disminuir fins a un 44% (p<0.05) amb el tractament amb
I'HX, assolint uns nivells inferiors als dels valors control. Estudis recents
demostren que el clorhidrat de donepezil disminueix I'expressido de la via
calpaina/Cdk5-p25 (Wang et al. 2014), essent, doncs, una de les possibles vies
d’actuacio de I'anticolinesterasic HX.

Se sap que la mort neuronal induida pel KA s’acompanya de I'activacié dels
astrocits i la microglia (Ravizza et al. 2005). Per una banda, els astrocits, les
cél-lules més nombroses de la glia, presenten receptors funcionals pel glutamat
que en sobreactivar-se desencadenen l'astrogliosi o proliferacié d’astrocits
activats, el que s’ha considerat com un marcador de neurotoxicitat (Ding et al.
2000). Els astrocits activats produeixen citocines pro- i antiinflamatories,
quimiocines, factors neurotrofics, factors de creixement, i altres moduladors
implicats en la comunicacié entre les neurones i la glia, en resposta a un

estimul agressiu (Braun et al. 2009).

Per altra banda, la microglia, que representa el 20% de la poblacié glial, és el
principal tipus cel-lular efector de la resposta immune i inflamatoria de 'SNC
(Streit et al. 1988). No obstant, sembla que en condicions patologiques es pot
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comportar com a neuroprotectora o com a neurotdoxica. Hi ha estudis que
suggereixen que en l'esclerosi multiple o en I'encefalomielitis autoimmune
experimental la microglia activada crea un micro-ambient reparador i
regenerador (Napoli & Neumann 2010), i d’altres demostren que aquesta en
activar-se, indueix o empitjora els canvis neuropatologics en diverses malalties
com I'Alzheimer o el Parkinson, aixi com en la lesi6 induida pel KA en secretar
factors proinflamatoris (TNFa, IL-1f,...) i neurotdoxics (Marinova-Mutafchieva et
al. 2009).

Quan el contingut de la proteina acidica fibril-lar de la glia (GFAP), filament
present en els astrocits actius, es va determinar en I'hipocamp dels ratolins
tractats amb el KA, es va observar un lleuger augment significatiu (15%,
p<0.001) que no va ser revertit amb [I'administracid cronica de
I'anticolinesterasic. Hi ha estudis que mostren un augment constant de
'expressio de la GFAP a partir d’'un/tres dies fins a un mes després de la
injeccio intrahipocampal o intraperitoneal d’acid kainic (Ding et al. 2000), el que
suggereix que potser s’hauria d’haver deixat actuar el KA més de 48 hores per
poder determinar-ne el seu efecte maxim. També s’ha demostrat que el
tractament cronic amb I'huperzina A, compost parental de I'HX, es capa¢ de
disminuir I'activacio de la glia a diferents temps (3, 7, 14 i 28 dies) després de la
inflamacio cronica provocada per una hipoperfusié cerebral (Wang et al. 2010).

D’altra banda, quan es van analitzar els canvis en la microglia deguts al KA, es
va observar un augment del 73% (p<0.001) de I'expressio de la proteina Iba1 o
AIF-1 (factor inflamatori d’aloinjert), modulador de la resposta immune durant
I'activacio dels macrofags, el qual es troba incrementat en casos d’inflamacio
cerebral cronica. A diferéncia del que vam observar en el cas de la macroglia,
I'administracio de I'HX reverti completament i de forma significativa I'accié de
I'acid kainic (68%, p<0.001).

Els efectes antiinflamatoris de I'anticolinesterasic HX podrien ser deguts tant a
la inhibici6 de I'AChE, la qual afavoreix l'activacio de la microglia (von
Bernhardi et al. 2003), com a I'activacio de la via colinérgica antiinflamatoria,
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que inhibeix [l'alliberament de les citocines proinflamatories a partir de
I'estimulacio dels receptors nicotinics a7 (Conejero-Goldberg et al. 2008).
L’estimulacié dels receptors nicotinics ha demostrat atenuar I'alliberament del
TNFa entre altres citocines a través de la via de les MAPKSs, i en consequéncia
inhibir la microglia (Liu et al. 2007). També s’ha suggerit que I'estimulacio dels
receptors My inhibeix la producci6 del TNFa i activa el nervi vague eferent que
desencadena la resposta antiinflamatoria (Pavlov et al. 2009). En aquest sentit,
I'HX activaria la via colinergica antiinflamatoria per diferents vies, ja que a part
de ser un potent IAChE que augmenta la disponibilitat de 'ACh en I'espai
sinaptic, com ja s’ha dit anteriorment, potencia I'efecte dels receptors nicotinics
(Roman et al. 2004) i presenta una acci6 agonista sobre el receptor M1 (Roman
et al. 2002; Alcala et al. 2005). A més, s’ha demostrat que la huperzina A
atenua la sobreexpressio de les MAPKs (la JNK i la p38) (Wang et al. 2010),

que també es podria suggerir com a possible mecanisme d’accié de la huprina.

La neurogénesi és un procés de generacié de noves neurones en I'SNC a
través de la divisio de les cél-lules mare neurals i la diferenciacié neuronal de
les cél-lules acabades de néixer. Tot i que és un procés que s’esdevé durant el
desenvolupament inicial, hi ha algunes regions del cervell com la zona sub-
granular del gir dentat de I'hipocamp i la zona sub-ventricular, que recobreix els
ventricles laterals, que la mantenen durant tota la vida. La neurogenesi en els
hipocamps adults i d’edat avangada ha rebut molta atenci6 donada la
importancia de I'hipocamp en el manteniment de I'aprenentatge i la memoria,
aixi com la seva disfuncié en malalties com ara I'epilepsia del 16bul temporal, la
malaltia d’Alzheimer, i els trastorns depressius majors (Kempermann et al.
2008), essent la neuroinflamacié cronica un dels factors contribuents de la seva
restriccié (Boehme et al. 2014). Concretament, s’ha demostrat que quan la
microglia és activada, la neurogeénesi s’interromp (Kohman & Rhodes 2013).

En el nostre model experimental, el marcador de neurogenesi DCX va disminuir
significativament després de [Il'administracid del KA (26%, p<0.05), i el
pretractament amb I’'HX no va ser capag de superar aquest efecte, tot i revertir
l'increment de I'lba1 induit pel KA. D’altres IAChE com la Bis(7)-tacrina (B7T),
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la huperzina A o la galantamina han demostrat augmentar la neurogeénesi en
diferents models experimentals, i en tots els casos es suggereix la implicacio
del sistema colinérgic (ACh, receptors muscarinics M1 i nicotinics a7) com a
primer pas per a I'activacid/inhibicié de les diferents vies bioquimiques (Shu et
al. 2012; Ma et al. 2013; Kita et al. 2014). Tenint en compte aix0, en el nostre
cas, podria ser que la dosi de I'anticolinesterasic (HX) no hagués estat suficient

per revertir I'efecte del KA sobre la neurogenesi (DCX).

Per tant, els resultats obtinguts amb I'HX en relaci6 amb la toxicitat induida pel
KA, suggereixen en primer lloc, que aquesta no incrementa les convulsions
provocades pel KA com s’ha observat amb altres IAChE. En segon lloc, que
protegeix d’algunes accions neurotoxiques observades amb I'administracié del
KA en incrementar la sinaptofisina i el factor p35 (CDKS5) en I'hipocamp,
accions relacionades amb la neuroplasticitat. | en tercer lloc, que té un efecte
antiinflamatori en disminuir I'activacié de la microglia. Tots aquests resultats,
junt amb els obtinguts préviament en el nostre departament, suggereixen que
'HX té un perfil farmacologic adient pel tractament de diferents malalties

neurodegeneratives.

Avaluacio dels efectes produits per I’anticolinesterasic AVCRI104P3
en ratolins 126/Sv x C57BL/6 de 12 mesos.

Aquest estudi s’ha centrat en els efectes de l'anticolinesterasic AVCRI104P3
sobre les proteines implicades en els processos de supervivéncia i mort
cel-lular, aixi com de plasticitat, funcié sinaptica, gliosi i neurogénesi en un
model muri de 12 mesos. Préviament als estudis bioquimics que aqui es
presenten, es van realitzar una seéerie de proves de comportament per tal
d’analitzar la millora potencial que aquest anticolinesterasic exercia sobre els
processos de memoria i aprenentatge. Els resultats d’aquests estudis de
comportament van demostrar que 'AVCRI104P3 induia millores cognitives aixi
com també s’observaren efectes ansiolitics (Giménez-Llort et al. 2015).
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En primer lloc es va avaluar I'efecte de 'lAChE sobre els nivells d'mRNA de les
isoformes S i R de 'AChE, que com ja s’ha explicat, s’associen a processos
pro- i antiapoptotics respectivament. Previ a aquest estudi, es van comparar els
nivells d'mRNA basals d’ambdues variants, i en aquest cas, els nivells d’S van
ser només un 16% superiors als d’'R. S’ha descrit que amb I'edat disminueix
I'activitat de 'AChE, essent entre un 30 i un 50% inferior en els cervells de les
rates mascle de 18 mesos en comparacié amb les de 3 mesos, i també s’ha
observat, que la isoforma S és més vulnerable a I'envelliment que I'R (Das et
al. 2001). En aquest sentit, es podria suggerir que la pérdua d’'mRNA-S

relacionada amb I'edat podria tendir a igualar els nivells d’'ambdues isoformes.

En avaluar I'efecte del farmac sobre les isoformes de 'AChE, es va veure que
'administracié cronica de 'AVCRI104P3 en ratolins de 12 mesos no va induir

cap canvi significatiu en els nivells d'mRNA-S i mMRNA-R.

Pel que fa a Ila proteina antiapoptotica Bcl2, el tractament amb
I'anticolinesterasic en va augmentar la seva expressio tant en I'lhipocamp (89%,
p<0.01) com en el cortex (23%, p<0.01), aixi com també va incrementar la de la
forma fosforilada de I'Akt en I'hipocamp (38%, p<0.01). La hipotesi que
s’estableix per explicar la resposta al farmac es basa en I'efecte neuroprotector
dels receptors nicotinics, especialment del receptor a7, en front de la
neurotoxicitat induida pel glutamat i pel peptid Ap (Kihara et al. 2001). Aquest
subtipus de receptor, format per 5 subunitats a7, activa la via de la PI3K/Akt, la
qual esta implicada en la regulacio de la familia de la Bcl2, essent I'increment
de l'expressié d’aquesta proteina un dels principals efectes antiapoptotics
d’aquesta via. La fosforilacié de I'Akt en aquestes condicions es dona a través
de la tirosina quinasa Fyn, la qual esta associada amb els receptors nicotinics
o7 i unida a la PI3K, i és dependent de la preséncia del calci extracel-lular
(Kihara et al. 2001) (Fig.54).
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Fig.54 Model esquematic de la neuroproteccié induida per I'estimulacié dels receptors
nicotinics a7 (Adaptat de Kihara et al. 2001).

Amb referéncia als altres IAChE, s’ha demostrat que tant les huprines com el
donepezil, compostos parentals de [I'AVCRI104P3, presenten efectes
neuroprotectors no directament relacionats amb la seva capacitat
anticolinesterasica. Les huprines, com ja s’ha dit, augmenten la viabilitat
cel-lular enfront del peroxid d’hidrogen i redueixen I'excitoxicitat del glutamat
(Pera et al. 2013; Canudas et al. 2003), aixi com disminueixen els nivells del
péptid AP, incrementen els nivells de sinaptofisina (Hedberg et al. 2010) i
milloren la cognicié dels ratolins 3xTg-AD (Ratia et al. 2013). S’ha suggerit que
tots aquests efectes son en part deguts a la seva capacitat d’activar directa i
indirectament els receptors nicotinics (Roman et al. 2004). Quant al donepezil,
s’ha demostrat que disminueix I'excitotoxicitat del glutamat (Takada et al.
2003), aixi com la mort neuronal per la privacié de glucosa i d’'oxigen (Akasofu
et al. 2003), i que augmenta la viabilitat cel-lular en ceél-lules SH-SY5Y
tractades amb el peptid Ap i I'acid okadaic (Arias et al. 2005). En aquest cas,
també s’ha descrit que aquests efectes depenen de I'estimulacio dels receptors
nicotinics a7 que activen la via de la PI3K/Akt/Bcl2 (Arias et al. 2005).
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L’activacié de la via de I'Akt/GSK3p també va ser estudiada, essent la
fosforilacié de la GSK3p en la serina 9 per I'Akt el principal mecanisme
d’inactivacié d’aquesta proteina. La GSK3p esta implicada en la fosforilacié de
la tau entre d’altres processos proapoptotics. En el present estudi es va
observar un augment de la forma fosforilada o inactiva de la proteina GSK3p
(31%, p<0.01) en detriment de la no fosforilada o activa (17%, p<0.01) en
I'hipocamp amb I'administracio de I'anticolinesterasic AVCRI104P3, reforgant la
hipotesi de la implicacié de la via de la PI3K/Akt a través de 'estimulacio dels
receptors nicotinics a7 com a principal mecanisme de neuroproteccié de
I'anticolinesterasic. A més, previament també s’ha comentat que I'HX augmenta
de forma significativa la pGSK3p en I'hipocamp de ratolins 3xTg-AD (Ratia et
al. 2013). Amb relaci6 al donepezil, s’ha demostrat que el fet que activi la via de
la PI3K/Akt també comporta un augment de I'expressio de la forma fosforilada
de la GSK3p (Noh et al. 2013).

En determinar I'expressié de la sinaptofisina, una proteina integral de la
membrana de les vesicules sinaptiques, que com ja s’ha explicat esta
implicada en els mecanismes d’alliberacié dels neurotransmissors, aixi com en
la plasticitat sinaptica (Nie et al. 2012), es va observar que el tractament cronic
amb 'AVCRI104P3 en disminuia els nivells tant en I'hipocamp (21%, p<0.01)
com en el cortex (19%, p<0.01). Contrariament, estudis previs realitzats en el
nostre departament havien demostrat que el tractament cronic amb
I'anticolinesterasic HX augmentava els nivells d’aquesta proteina en ratolins
3xTg-AD de set mesos, plantejant un efecte neuroprotector del farmac en
lactivitat sinaptica (Hedberg et al. 2010). Aquests resultats suggeririen
diferencies entre els perfils farmacologics dels diferents IAChE.

La Cdk5 és una quinasa necessaria per al desenvolupament del cervell
implicada en els processos de maduracié, migracié i plasticitat neuronal
(Jessberger et al. 2008). La desregulacié d’aquest enzim s’ha relacionat amb
diverses malalties neurodegeneratives tals com I'MA ja que es comporta com
una tau-quinasa, indueix la formacié de I'ApB, i contribueix a la disfuncio

sinaptica anterior a la mort neuronal (Qu et al. 2011). Tal com s’ha comentat
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abans, la Cdk5, per tal d’activar-se, s’uneix als fragments neuroespecifics p35 i
p39. En canvi, el metabolit p25 procedent del trencament del factor p35 per la
calpaina, sobreactiva la Cdk5 i en provoca la seva desregulacié (Kimura et al.
2014). En el present treball es va analitzar la relacié p25/p35 com a marcador
de disfunci6 i degeneracio neuronal. A diferéncia del descrit per a altres IAChE
com el donepezil (Wang et al. 2014), els resultats obtinguts van mostrar un
augment significatiu de la proporcio p25/p35 en I'hipocamp amb el tractament
amb el farmac AVCRI104P3 (21%, p<0.05), perd no van modificar-ne els nivells
en el cortex. Estudis previs han demostrat que ni la tacrina, ni la huperzina A, ni
I'HY presenten efectes neuroprotectors davant del model d’apoptosi induida per
la colxicina, la qual provoca la sobreactivacio de la Cdk5 en neurones granulars
del cerebel (Jorda 2004). També hi ha autors que sostenen que la
sobreestimulacio dels receptors nicotinics a7 enlloc de ser neuroprotectora,
indueix un augment del calci intracel-lular i provoca l'activacié de les vies
dependents de calci com ara la de la calpaina, que incrementa la p25, i la de la
caspasa 3 (Garcia-Ratés et al. 2010).

L’activitat de les caspases 3 i 7, proteases apoptodtiques, no es va veure
modificada amb [I'administracidé de [I'anticolinesterasic AVCRI104P3. En
diversos estudis en els quals s’ha analitzat la relacié entre els IAChE i les
caspases s’han observat resultats contradictoris. Hi ha grups que demostren
que el donepezil esta implicat en I'activacid6 d’aquestes proteases (Ki et al.
2010), mentre que d’altres obtenen que els IAChE huperzina A, galantamina i
donepezil indueixen un efecte neuroprotector mitjangant la inhibicié de les
mateixes en diferents models experimentals (Xiao et al. 2002; Liu et al. 2010;
Shen et al. 2010). Per altra banda, hi ha autors que questionen 'augment de
I'activitat de la caspasa 3 amb I'edat. Pollack i cols. van demostrar que no hi
havia diferencies significatives en l'activitat de la caspasa 3 en el cortex entre
els ratolins de 6 i 24 mesos (Pollack et al. 2002). En aquest sentit, es podria
suggerir que en el nostre model de ratoli de 12 mesos, I'activitat de la caspasa
3 no esta prou alterada com per poder observar-se I'efecte del farmac.
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L’envelliment del cervell s’associa a un cert nivell de neuroinflamacié (Godbout
& Johnson 2009; Sieber et al. 2011) i a una disminucié de la neurogenesi (Rao
et al. 2006). En aquestes condicions, la secreci6 de mediadors inflamatoris
augmenta en el cervell, el que significa que la microglia activada i els astrocits
activats alliberen citocines i quimosines proinflamatdries que en exceés i/o
alliberades de forma cronica afavoreixen el procés de neurodegeneracio i la
mort neuronal (Sieber et al. 2011). En la neurogenesi, el declivi relacionat amb
'edat és consequéncia d’'una reduccio de la proliferacié de les cel-lules mare
neurals, aixi com d’'un retard en la maduracié de les neurones acabades de
néixer (Rao et al. 2006). En aquest estudi es va determinar si
I'anticolinesterasic AVCRI104P3 atenuava I'expressio, relacionada amb I'edat,
dels mediadors de la inflamaci6 cerebral GFAP i Iba1, i promovia la
neurogénesi en I'hipocamp. El tractament amb I'lTAChE no va modificar els
nivells de GFAP, marcador d’astrogliosi, perd en canvi, va disminuir fins a un
34% (p<0.05) els nivells d’lba1, marcador de la microglia activada. L'expressio
de la DCX, marcador de neurogénesi, no es va veure modificada en I'hipocamp
dels ratolins de 12 mesos. Les dades bibliografiques pel que fa a l'efecte
d’altres anticolinesterasics sobre aquests marcadors sén forga diverses. Aixi
doncs, s’ha demostrat que el donepezil inhibeix I'activacio dels astrocits induida
per oligomers d’Ap42 en ratolins de 2 mesos (H. G. Kim et al. 2014; Meunier &
Borjini 2014), i en canvi la huperzina A, a diferéncia de la tacrina, n’estimula
I'activacido en cultius corticals primaris de rates (Lunardi et al. 2013). Amb
referéncia a la neurogénesi, s’ha observat que els tractaments amb huperzina
A i donepezil estimulen la proliferacié de les cél-lules mare embrionaries tant en
I'hipocamp de ratoli adult (2-3 mesos) com vell (24 mesos) (Ma et al. 2013; Itou
et al. 2011). Pel que fa a la tacrina, hi ha autors que han demostrat que
estimula la neurogénesi en la zona subventricular del cervell dels ratolins

adults, perd que no mostra cap efecte en el gir dentat (Jin et al. 2006).

L’efecte antiinflamatori que mostra [I'anticolinesterasic AVCRI104P3 en
disminuir la microglia activada podria explicar-se, com ja s’ha suggerit en el cas
de I'HX, tant per la inhibici6 de I'AChE com per la via colinérgica

antiinflamatoria, que implica l'activacid dels receptors nicotinics o7 i la
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subseguent inhibicié del TNFa, entre altres citocines proinflamatories (Lutz et
al. 2014). L’estimulacié dels receptors nicotinics presents en la microglia
disminueix l'alliberament del TNFa en inhibir les MAPKs p44/42 i p38 (Shytle et
al. 2004). Altres autors proposen la implicacié dels receptors muscarinics
cerebrals (M¢) en la regulaci6 de la resposta immunitaria a nivell central.
Suggereixen que I'estimulacié dels M1 inhibeix la produccio del TNFa. i activa el
nervi vague eferent amb la subseguent alliberacié de 'ACh i activacié dels

receptors nicotinics a7 (Pavlov et al. 2009) (Fig.55).

Fig.55 Regulacié colinérgica
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- de Pavlov et al. 2006).

L’AVCRI104P3, per ser inhibidor de 'AChE augmenta la disponibilitat d’ACh i
per tant de forma indirecta estimula tant els receptors nicotinics com
muscarinics, igual que I'HX i el donepezil, que a més a més en sén agonistes
directes (Roman et al. 2004; Alcala et al. 2005; Arias et al. 2005; Easton et al.
2013). No obstant, la dosi de donepezil utilitzada en ratolins C57BL/6 com a
antiinflamatori és molt més elevada (10 mg/Kg) que la dosi dAVCRI104P3
administrada (0,06 umol/Kg equival a 0,043 mg/Kg, PM=713,69 g/mol) (Hwang
et al. 2010).
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Tenint en compte el model experimental en el que s’ha realitzat aquest estudi,
ratolins de mitjana edat, cal destacar que 'AVCRI104P3 activa tota una serie
de proteines implicades en els processos antiapoptotics (PI3K/Akt/Bcl2-
pGSK3p), afavorint a més un efecte antiinflamatori en inhibir la microglia
activada, probablement associat a l'activacid colinergica i a la inhibicid de
I'AChE. Curiosament, el descens en els nivells de sinaptofisina i 'augment de

la p25, no estarien en la mateixa linia dels altres resultats obtinguts.

Avaluacio dels efectes produits per I’anticolinesterasic AVCRI104P3
en ratolins triple transgenics (3xTg) per I’Alzheimer (PS1y46v,

APPg,., taupzgq ) de 12 mesos.

En aquest treball, finalment, s’ha estudiat la capacitat de 'AVCRI104P3 per
modificar l'expressi6 de les proteines amb funcions neurotrofiques i
neurotoxiques, relacionades amb els processos neurodegeneratius, en un
model de ratoli 3xTg-AD per I'Alzheimer de 12 mesos. S’han determinat els
marcadors bioquimics ja analitzats en els models anteriors, aixi com els nivells
dels péptids ABso i APz, especifics de I'MA. Préviament a 'analisi bioquimic
dels efectes de l'anticolinesterasic, igual que en el cas dels ratolins 126/Sv x
C57BL/6 de 12 mesos, es van realitzar estudis de comportament per tal
d’avaluar els canvis cognitius provocats pel farmac en relaci6 amb
'aprenentatge i la memoria. En aquest cas, els resultats obtinguts també van
demostrar que I'heterodimer AVCRI104P3 induia millores cognitives i efectes

ansiolitics en els ratolins 3xTg-AD.

Com en els casos anteriors, inicialment es van avaluar els nivells basals
d’'mRNA de les variants S i R de 'AChE, observant-se que els nivells d'mRNA-
R eren un 41% inferiors (p<0.05) als d'mRNA-S. Berson i cols. descriuen que
I’'mRNA-R representa aproximadament un 7% de 'mRNA-S en I'’hipocamp dels
pacients adults no dements, i que tant amb I'edat com en 'MA disminueix la
sintesi d'mRNA-S fins a un ter¢ aproximadament dels nivells considerats
control (adults no dements) (Berson et al. 2008). En el nostre cas, els nivells
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d’'mRNA-R obtinguts representen el 59% dels d’S, el que concordaria amb la
disminucié d’'mRNA-S observada per Berson en els cervells dels pacients amb
'MA.

L’administracié de 'AVCRI104P3 durant 21 dies en ratolins 3xTg-AD de 12
mesos va augmentar un 109% (p<0.001) els nivells d'mRNA-R, sense modificar
els d’'S. Com ja s’ha explicat anteriorment, les variants S i R de 'AChE, tot i
presentar la mateixa capacitat catalitica, acostumen a desenvolupar funcions
inverses relacionades amb els processos (anti)apoptotics. Aixi, en la
neuropatologia de I'MA, la isoforma S facilita la formacio de les fibril-les
amiloides i incrementa la toxicitat del péptid Ap (Inestrosa et al. 1996; Rees et
al. 2005; Alvarez et al. 1998) i en canvi, la isoforma R inhibeix I'agregaci6 de
les fibril-les i limita la toxicitat de la proteina Ap (Berson et al. 2008; Alvarez et
al. 1998). A més a més, s’ha observat una disminucio dels nivells d’AChE-R en
els pacients amb Alzheimer, aixi com una pérdua selectiva també de la
isoforma R en aquells malalts no tractats durant un any amb els |IAChE
(rivastigmina), que es correlaciona amb una regressio en la millora cognitiva i
del comportament observada préviament (Berson et al. 2008; Darreh-Shori et
al. 2004).

Tot aix6 demostra que la disminucié dels nivells de la isoforma R podria estar
relacionada amb la progressio de I'MA, i que aquesta isoforma pot ser induida
per part d’alguns IAChE com la rivastigmina, i en aquest estudi per part de
'AVCRI104P3, encara que se’n desconeixen els mecanismes. S’ha suggerit
que en tractaments cronics amb els |IAChE, I'augment de I'ACh com a
consequencia de la inhibicié de 'AChE provoca un increment de I'expressié de
'enzim per compensar I'excés d’ACh, i que en aquest context, determinats
IAChE indueixen de forma selectiva I'expressié de 'AChE-R (Dori et al. 2011).
Hi ha autors que atribueixen aquest canvi cap a I'splicing de 'AChE-R a
I'estimulacio dels receptors muscarinics (Salmon et al. 2005).

Com ja s’ha explicat anteriorment, la variant R presenta funcions

antiapoptotiques i neuroprotectores, ja sigui en condicions d’estrés oxidatiu o
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en front de neurotoxines com I'estaurosporina o 'MPTP (1-metil-4-fenil-1, 2, 2,
6-tetrahidropiridina), situacions en les quals també augmenta la seva expressio
(Hartl et al. 2011; Li et al. 2012). També s’ha descrit que la variant R exerceix el
seu efecte neuroprotector en incrementar I'expressido de la proteina
antiapoptotica Bcl2 (Hartl et al. 2011; Li et al. 2013) i en interaccionar amb el
receptor RACK1 (receptor for activated C kinase 1) i la PKC (Dori & Soreq
2006). De fet, en el present estudi, I'anticolinesterasic AVCRI104P3 va
augmentar els nivells d'mRNA-R i paral-lelament els de la Bcl2 (hipocamp,
69%; cortex, 36%), que podrien justificar, des del punt de vista molecular, la

millora cognitiva observada en els estudis previs de comportament.

Per altra banda, la sobreexpressio de 'AChE-S, a diferéncia de la isoforma R,
esta relacionada amb I'apoptosi dependent de les caspases (Toiber et al.
2008). En aquest cas, el tractament cronic amb l'anticolinesterasic no va
modificar ni els nivells d'mRNA-S, ni I'activitat de les caspases 3 i 7, el que
podria correspondre a una correlacié entre ambdues proteines apoptotiques.
També s’ha descrit, que en condicions proinflamatories i prooxidatives propies
de I'MA, es produeix l'activacio de les calpaines, perd no la de les caspases
(Arnal et al. 2013). Pel que fa a les caspases, hi ha dades forga disperses i fins
i tot contradictories en relaci6 amb l'acci6 dels anticolinesterasics sobre
aquestes proteases. Hi ha autors que han demostrat que el donepezil indueix
I'apoptosi en cél-lules HL-60 activant la via de les caspases (Ki et al. 2010), i
d’altres han observat que aquest mateix farmac inhibeix I'activacid de la
caspasa 3 en cél-lules exposades a altes concentracions de glutamat (Shen et
al. 2010). El fet d’obtenir diferents resultats en diferents models experimentals
demostra que sén les condicions d’aquests les que podrien determinar la
resposta al farmac.

En el cas dels ratolins NTg s’ha descrit que el principal efecte neuroprotector de
'ACRI104P3 podria ser degut a I'estimulacié dels receptors nicotinics a7 que
activen la via de supervivéncia de la PI3K/Akt, la qual indueix la sintesi de la
Bcl2 i a més a més, és la principal via de fosforilacié de la GSK3p, quinasa que

intervé en la fisiopatologia de 'MA. En canvi, en els ratolins 3xTg-AD, el farmac
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no modifica les formes fosforilades ni de I'Akt, ni de la GSK3p, el que suggereix
que aquesta via podria no estar activada en aquestes condicions
experimentals. S’ha demostrat que el péptid AP pot inhibir els receptors
nicotinics (Wang et al. 2000), i per tant, que I'acumulacié de la proteina -
amiloide en els animals 3xTg-AD podria ser la causa de I'afectacié d’aquesta
via. D’altra banda, estudis previs realitzats en el nostre departament van
demostrar que l'anticolinesterasic HX i la huperzina A augmentaven els nivells
d’expressio de la pGSK3p en I'hipocamp dels ratolins 3xTg-AD de 7 mesos
d’edat (Ratia et al. 2013). El fet que els resultats no coincideixin, podria ser
perque en el present treball els ratolins avaluats tenien 12 mesos d’edat,
mentre que en l'estudi amb I'HX i la huperzina A aquests eren de 7 mesos.
Amb 12 mesos els nivells del péptid Af sén molt més elevats que amb 7, i
'estat de la malaltia esta molt més avancat, el que podria limitar I'efecte del

farmac.

Per avaluar si I'anticolinesterasic AVCRI104P3 provocava una millora en la
densitat sinaptica, tal i com s’havia observat després del tractament cronic amb
I'HX en el cortex dels ratolins 3xTg-AD de 7 mesos d’edat (Hedberg et al.
2010), es va determinar I'expressié del marcador de sinapsis sinaptofisina tant
en I’hipocamp com en el cortex dels ratolins 3xTg-AD. A diferencia dels ratolins
no transgenics de 12 mesos, en els quals es va observar una disminucio
d’aquest marcador sinaptic, 'AVCRI104P3 no va modificar els nivells de

sinaptofisina.

En determinar la relacié p25/p35, la qual s’utilitza per avaluar la disfuncid i la
degeneracio neuronal en ser indicativa del grau de sobreactivacio de la Cdk5,
es va observar un augment significatiu del factor p25 respecte al p35 en
ambdues regions cerebrals després de I'administracio de I'anticolinesterasic (un
78% p<0.01 en I'hipocamp i un 38% p<0.001 en el cortex). S’ha explicat que en
la neuropatogénia de I'MA hi ha implicada la desregulacié de la Cdk5, donat
que un exces dels nivells del complex Cdk5-p25 no només provoca la formacié
de les plaques amiloides, siné que també hiperfosforila la proteina tau (Shukla
et al. 2012). En el nostre cas, el compost AVCRI104P3 va incrementar
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I'expressio del complex Cdk5-p25. En aquest sentit, els resultats obtinguts son
consistents amb els observats en els ratolins no transgénics també de 12
mesos, resposta que aniria en sentit contrari a les respostes cognitives
observades en les proves de comportament en aquests mateixos ratolins. En el
cas del donepezil s’ha descrit que disminueix [Iactivacid de la via
calpaina/Cdk5-p25, segons la qual I'excés de calci intracel-lular activaria la
calpaina que afavoreix la formacio del factor p25 (Wang et al. 2014), mentre
que altres dades demostren que ni la tacrina, ni la huperzina A ni I'HY
modifiquen els nivells de Cdk5 en el model d’apoptosi induida per la colxicina
(Jorda 2004).

La inflamaci6é és un dels esdeveniments principals en I'MA i s’associa amb la
disfuncio progressiva i la perdua de neurones, aixi com amb el deteriorament
de la neurogénesi (Molina-Holgado & Molina-Holgado 2010). L’acumulacié dels
péptids Af presents en els cervells amb Alzheimer provoca una resposta
inflamatoria cronica, que es posa de manifest amb 'augment dels astrocits i la
microglia activada, entre altres (Fuster-Matanzo et al. 2013). A més a més, s’ha
suggerit que l'acumulacié del péptid AB pot causar desequilibris en la
senyalitzacio colinergica, aixi com alterar la migraciod, proliferacio i diferenciacio
neuronal (Wicklund et al. 2010). A la vegada, s’ha proposat que I'estimulacio de
les vies colinérgiques té efectes antiinflamatoris, ja que I’ACh inhibeix
I'alliberament de citoquines a través de I'estimulacio dels receptors nicotinics
a7 presents en la microglia (Czura & Tracey 2005), al igual que en el cas dels

ratolins no transgénics.

L’AVCRI104P3 va disminuir de forma significativa (23%, p<0.05) els nivells de
la microglia activada (Iba1) suggerint de nou un possible efecte antiinflamatori
per part del farmac. Pel que fa a la neurogénesi, I'anticolinesterasic també en
aquest cas, no va modificar de forma significativa I'expressié de la DCX, tot i

que va mostrar una certa tendéncia a augmentar-ne els nivells.

Amb relacié als nivells de la proteina Ap, es va observar que la forma insoluble

era molt més elevada en el cortex que en I'hipocamp. Els diposits d’A s’inicien
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en regions corticals i, cap als sis mesos d’edat, els ratolins ja presenten una
gran acumulacio de plaques amiloidogéniques insolubles (Oddo, Caccamo,
Kitazawa, et al. 2003). En determinar [l'efecte de ['anticolinesterasic
AVCRI104P3 sobre els nivells d’ABa4o i APs2 tant en I'hipocamp com en el cortex
dels ratolins 3xTg-AD, els resultats van demostrar que 'AVCRI104P3 és capa¢
de reduir significativament els nivells d’Aps soluble en I'hipocamp (37%,
p<0.05), no observant-se canvis ni en els nivells d’AB4o insoluble ni els nivells
d’AP42, probablement a causa de la naturalesa més fibril-logénica de I'AB42 en
comparacié amb la de I'’Ap4o (Harper et al. 1997). En efecte, estudis previs van
mostrar que el tractament cronic amb I'HX en ratolins 3xTg-AD reduia els
nivells del péptid AP4o insoluble en I'hipocamp, i es va suggerir que aixo podria
ser degut tant a la potenciacio de la via no amiloidogéncia de 'APP a través del
receptors nicotinics i muscarinics, com a la inhibicié del lloc periféric de 'AChE,
que en interaccionar amb el péptid amiloide n’indueix I'agregacio (Hedberg et
al. 2010). També s’ha demostrat que el donepezil disminueix I'AP42 soluble i
insoluble en ratolins 2xTg-AD (hAPP i hPS1), i encara que els mecanismes
exactes son desconeguts, s’ha suggerit que podria ser degut a I'estimulacio
dels receptors muscarinics M1 i que a més podria augmentar I'aclariment del
péptid Ap (Easton et al. 2013; Caccamo et al. 2006). En el nostre cas, tot i que
no disposem de dades referents a la interaccio de 'AVCRI104P3 sobre els
receptors muscarinics de forma directa, si que s’ha demostrat que
I'’AVCRI104P3 inhibeix I'agregacio del peptid Ap induida per 'AChE a través de
la seva interacci6 amb el lloc periféric de I'enzim, i potencia la via no
amiloidogénica de I'’APP en inhibir la BACE, el que posa de manifest possibles
vies diferents d’actuacié del farmac (Viayna et al. 2010).

Per tant, els estudis bioquimics realitzats en aquest model experimental,
suggereixen que I'AVCRI104P3 presenta efectes antiapoptotics relacionats
amb la sobreexpressié de 'AChE-R i I'increment dels nivells de Bcl2, tot i que
aixi mateix augmenta el factor proapoptotic p25 que desregula la Cdk5.
L’anticolinesterasic també mostra efectes antiinflamatoris en disminuir
'activacio de la microglia activada (lba1), i d’altra banda, s’ha vist que

disminueix els nivells d’APso soluble en I'hipocamp. Tots aquests factors,
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suggereixen que ’AVCRI104P3 podria ser considerat un farmac potencial pel

tractament de I'MA aixi com també per altres malalties neurodegeneratives.
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Conclusions

Dels resultats obtinguts en el present treball, es conclou que:

1.

En el model in vitro de cél-lules de neuroblastoma huma (SH-SY5Y)
transfectades amb les isoformes S i R de 'AChE, s’observa que tots els
anticolinesterasics estudiats modifiquen la sintesi de ’'mRNA d’ambdues
variants seguint un patré d’actuacio diferent. Aixi, la resposta de 'mRNA-
S i R als diferents inhibidors no depén del mecanisme d’accié d’aquests
compostos (inhibidors de [I'AChE), sin6 que depén daltres

caracteristiques inherents al propi compost.

. En el model in/ex vivo de neurotoxicitat amb el KA, I'HX no incrementa

les convulsions induides pel neurotoxic, a diferencia del que s’ha descrit
per a altres IAChE. A més, protegeix d’alguns dels efectes nocius
observats amb I'administracio del KA en incrementar la sinaptofisina i el
factor p35 (Cdk5) en [I'hipocamp, accions relacionades amb la
neuroplasticitat. L’'HX també presenta un efecte antiinflamatori en
disminuir I'activacié de la microglia. Tots aquests resultats, juntament
amb els obtinguts préviament en el nostre departament, suggereixen
que I'HX té un perfil farmacoldgic amb potencial interés per al tractament
de diferents malalties neurodegeneratives.

En el model ex vivo de ratolins de mitjana edat, on en estudis previs
s’havia observat una millora en els processos d’aprenentatge i memoria,
s’ha vist que l'anticolinesterasic d’accié dual AVCRI104P3 activa tota
una seérie de proteines implicades en els processos antiapoptotics
(PIBK/Akt-Bcl2-pGSK3p), afavorint a més un efecte antiinflamatori en
inhibir la microglia activada, probablement associat a [I'activacio
colinérgica i a la inhibici6 de 'AChE. Curiosament, el descens en els
nivells de sinaptofisina i 'augment de la p25 no estarien en la mateixa
linia dels altres resultats obtinguts.

Amb relacio als efectes de 'AVCRI104P3 en el model ex vivo de ratolins
3xTg-AD, on també es van obtenir millores en els processos cognitius

analitzats previament, s’ha observat que el farmac indueix I'expressio
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d’algunes molécules relacionades amb els processos antiapoptotics tals
com 'AChE-R i la Bcl2. En canvi, augmenta el factor proapoptotic p25
que desregula la Cdk5. L’anticolinesterasic també mostra efectes
antiinflamatoris en disminuir I'activacio de la microglia (Iba1), i d’altra
banda, s’ha vist que disminueix els nivells d’Ap4o soluble en I'hipocamp.
Tots aquests factors, suggereixen que I'AVCRI104P3 podria ser
considerat un farmac potencial per al tractament de I'MA, aixi com també
per al d’altres malalties neurodegeneratives.
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