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RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo progresivo cronico
caracterizado clinicamente por la pérdida de la memoria, y neuropatolégicamente, por la
presencia de placas del péptido B-amiloide (AB), ovillos neurofibrilares, gliosis y pérdida
neuronal principalmente de las neuronas colinérgicas. Estos fendmenos celulares y
moleculares son potenciados por el estrés oxidativo (EO) que finalmente conducen a la
muerte de las neuronas colinérgicas en el hipocampo. Recientemente, el EO, se ha asociado
con la proteina tirosina quinasa celular Abelson (c-Abl), como molécula diana
desencadenante del deterioro neuronal por dafio de lipidos, proteinas, acidos nucleicos y
aumento del Ca 2+ intracelular. En este contexto, se ha demostrado en modelos in vivo, que
c-Abl se encuentra activada en neuronas expuestas al péptido AB y al perdxido de hidrogeno
(H20>), y que su sefalizacion esta asociada a EO, y a muerte neuronal. Por lo tanto, se ha
propuesto a la proteina c-Abl como posible blanco terapéutico en el disefio de tratamientos
para la EA. De hecho, se ha evidenciado que los inhibidores farmacolégicos de c-Abl, como
el nilotinib, previene el EO, las alteraciones sinapticas inducidas por AB, la fosforilacion de
TAU, la neurodegeneracion y el deterioro cognitivo. Sin embargo, a pesar de estos avances
hasta el presente, no se cuenta con una terapia efectiva que reduzca los sintomas y la
neuropatologia que presentan los pacientes con la EA. De igual forma, no se ha establecido
con precision cual es la relacion entre el EO, la proteina c-Abelson, y su regulacion con los
inhibidores quinasa en un modelo neuronal colinérgico en condiciones de EO.

Por lo anterior, en este trabajo nos propusimos establecer un protocolo de deteccion de
activacion de la c-Abl-fosforilada (c-Abl-p) y evaluar el efecto de los inhibidores de quinasa
en funcién de la activacion de la proteina c-Abl-p y el EO inducidos por el H.O, en un modelo
neuronal colinérgico de la EA.

Con el objetivo de establecer un modelo celular semejante a neuronas colinérgicas (NC), se
utilizaron células estromales mesenquimales (CEM) silvestres (WT) obtenidas a partir de
cordén umbilical (CEM-CU) que fueron transdiferenciadas a neuronas colinérgicas y su
posterior evaluacion de activacion de la c-Abl a través de la estimulaciéon con el H,O; En
este contexto, las células transdiferenciadas a NC mostraron marcadores neuronales,
colinérgicos como MAP-2, NF-L, B-tubulina Ill, ChAT, VAChT, y negativo para la proteina
acida fibrilar glial (por su sigla en inglés, glial fibrilar acidic protein, GFAP) respectivamente
por microscopia de fluorescencia (MF) y que posteriormente fueron expuestas al H.O,y
evaluadas en funcion de la expresion y activacién del marcador de la proteina quinasa c-
Abl en presencia de los inhibidores especificos de primera (v.gr.imatinib), segunda
(v.gr.dasatinib, bosutinib y nilotinib), y tercera generacion (v.gr.ponatinib).

Como resultado de este trabajo de investigacion, inicialmente se establecio el protocolo de
activacion de c-Abl inducido por 100uM de H-O- por un intervalo de tiempo entre 30 minutos
(30 min) a 12horas (hrs) de exposicion al H202 en el modelo de NC. El Andlisis de los datos
evidencié que 100uM de H,O, aumentoé la activacion de la quinasa c-Abl (~ 1.3-f.c. (fold
change)), la oxidacion DJCys106S0O3 (~ 7.5-f.c.), y disminuyé el potencial de membrana
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mitocondrial (AWm)-comparadas con las NC no tratadas. Ademas, estos hallazgos revelaron
que la concentracion de 25nM de los inhibidores de la proteina quinasa c-Abl fueron inocuas
para las NC. En este contexto, se demostré que los 5 inhibidores fueron significativamente
capaces de proteger a las NC del dafio del AWm y disminuir los niveles de c-Abl-p-Y412,
siendo los mas potentes el nilotinib, imatinib y ponatinib (~-0.80-f.c, ~-0.68-f.c y ~-0.54-f.c
respectivamente) comparados con las NC expuestas solamente al H,O,. También se
evidencio que los inhibidores nilotinib, imatinib y bosutinib fueron los mas efectivos en la
reduccién significativa de la oxidacion de la proteina DJ-1Cys106S03 (~-0.91-f.c, ~-0.87-f.c
y ~-0.86-f.c respectivamente), al compararlos con las NC expuestas al H2O..

En este trabajo, se estandarizé por primera vez un protocolo de activaciéon de la quinasa c-
Abl-p-Y412 por H,O2 en un modelo neuronal colinérgico NC. También se evidencié que los
inhibidores de quinasas nilotinib, dasatinib, ponatinib, imatinib y bosutinib son
neuroprotectores y restauradores de la funcionalidad mitocondrial via disminucion de los
niveles de la c-Abl-p y de la reduccion de los niveles de la oxidacién de la proteina DJ-1y la
caspasa 3. Estos hallazgos permiten sugerir a la proteina c-Abl como un blanco terapéutico
de estudio, brindando una alternativa promisoria para la seleccién y el disefio de moléculas
en el tratamiento de la EA.

PALABRAS CLAVES: Enfermedad de Alzheimer, Estrés oxidativo, Modelo, Neuronas
colinérgicas, Proteina c-Abl, Peréxido de hidrogeno, Inhibidores de las proteinas quinasas,
Imatinib, Nilotinib, Dasatinib, Bosutinib, Ponatinib, Fosforilacion y Apoptosis.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a chronic progressive neurodegenerative disorder characterized
clinically by memory loss, and neuropathologically, by the presence of -amyloid peptide (AB)
plagues, neurofibrillary tangles, gliosis and neuronal loss, mainly of neurons. cholinergic.
These cellular and molecular events are potentiated by oxidative stress (OS) that ultimately
lead to death of cholinergic neurons in the hippocampus. Recently, EO has been associated
with the Abelson cell protein tyrosine kinase (c-Abl), with the induction of neuronal
deterioration due to lipid, protein, and nucleic acid damage and an increase in intracellular
Ca 2+. In this context, it has been shown in vivo models that c-Abl is activated in neurons
exposed to AB peptide and hydrogen peroxide (H202), and that it is signaling is associated
with OS and neuronal death. Therefore, the c-Abl protein has been proposed as a possible
therapeutic target in the design of treatments for AD. In fact, pharmacological inhibitors of c-
Abl, such as nilotinib, have been shown to prevent OS, AR -induced synaptic alterations, TAU
phosphorylation, neurodegeneration, and cognitive impairment. However, despite these
advances to date, there is no effective therapy that reduces the symptoms and
neuropathology presented by patients with AD. Similarly, the relationship between OS, the c-
Abelson protein, and its regulation with kinase inhibitors in a cholinergic neuronal model
under oxidative stress conditions has not been precisely proved.

Therefore, in this work we set out to show a protocol for detecting the activation of c-Abl-
phosphorylated (c-Abl-p-Y412) and to evaluate the effect of kinase inhibitors on c-Abl-p and
induced OS. by H,O-in a cholinergic neuronal model of AD.

To prove a cell model like cholinergic neurons (NC), wild-type mesenchymal stromal cells
(CEM) were used, obtained from the umbilical cord (CEM-UC) that were transdifferentiated
to cholinergic neurons and their later evaluation of activation of c-Abl through stimulation with
H20:. In this context, cells transdifferentiated to NC showed neuronal, cholinergic markers
such as MAP-2, NF-L, B-tubulin lll, ChAT, VChAT, and negative for the glial fibrillary acidic
protein (for its acronym in English, glial fibrillary acidic protein, GFAP) respectively by
fluorescence microscopy (MF) and that were subsequently exposed to H>O, and evaluated
based on the expression and activation of the protein kinase ¢ marker -Abl in the presence
of specific inhibitors of the first (v.gr.imatinib), second (v.gr.dasatinib, bosutinib and nilotinib),
and third generation (v.gr.ponatinib).

As a result, the establishment of the c-Abl activation protocol induced by 100uM H>O» was
shown for a time interval between 30 minutes (30 min) to 12 hours (hrs) of exposure to H,O;
in the NC model. Data analysis showed that 100uM H>O: increases c-Abl kinase activation
(~ 1.3-f.c. (fold change)), DJCys106S0O3 oxidation (~ 7.5-f.c.), and decreases mitochondrial
membrane potential (AWm) compared to untreated NC. Furthermore, they revealed that
25nM concentration of c-Abl protein kinase inhibitors were harmless to NC. In this context, it
was shown that the 5 inhibitors were significantly able to protect NC from AWm damage and
decrease c-Abl-p levels, the most potent being nilotinib, imatinib and ponatinib (~-0.80-f.c,
~-0.68-f.c and ~-0.54-f.c respectively) compared to H,O, treatment alone and that the
inhibitors nilotinib, imatinib and bosutinib were the most effective in significantly reducing
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oxidation of the protein DJ-1Cys106S0O3 (~-0.91 -f.c, ~-0.87-f.c and ~-0.86-f.c respectively),
in NC exposed to H20..

In this work, a protocol for activation of c-Abl-p-Y412 kinase by H202 in a cholinergic NC
neuronal model was standardized for the first time. It was also shown that the kinase inhibitors
nilotinib, dasatinib, ponatinib, imatinib and bosutinib are neuroprotective and restore
mitochondrial functionality by decreasing c-Abl-p levels and reducing the levels of DJ-1
protein oxidation and caspase 3. These findings suggest c-Abl protein as a therapeutic target
for study, providing a promising alternative for the selection and design of molecules in the
treatment of AD.

KEY WORDS: Alzheimer's disease, Oxidative stress, Cholinergic Neuron, Model, c-Abl
protein, Hydrogen peroxide, Protein kinase inhibitors, Imatinib, Nilotinib, Dasatinib, Bosutinib,
Ponatinib Phosphorylation and Apoptosis.
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PARTE |: MARCO TEORICO

CAPITULO 1: ENFERMEDAD DE ALZHEIMER (EA)

1.1. Definicién

La EA se define como un trastorno neurodegenerativo crénico y progresivo, que afecta
diferentes regiones de la corteza del cerebro y el hipocampo relacionadas con funciones
principales del cuerpo como la memoria, el comportamiento, el discurso, la orientacion
visoespacial y el sistema motor (1). La EA se caracteriza neuropatolégicamente por la
acumulacién de placas B amiloide y ovillos neurofibrilares, acompafiados de cambios
inflamatorios, atrofia y pérdida neuronal que conducen al deterioro cognitivo del paciente y
finalmente a su dependencia total por parte de familiares y profesionales de la salud (2,3).

1.2. Epidemiologia e importancia en la salud publica

De acuerdo con el reporte de la Organizacion Mundial de la Salud, la EA representa del 60-
al 80% de los casos de demencia (4). Asimismo, un informe epidemiolégico mundial de la
EA en el 2022 reporté mas de 50 millones de personas con demencia. Esta situacion se
agrava aun mas debido al envejecimiento de la poblacion que prevé que esta cifra se triplique
para el afio 2050 (2, 4); estimandose que para el 2030 las personas con demencia por
Alzheimer con 65 afos o0 mas, alcanzaran una cifra de 12.7 millones solo en Estados Unidos
(2, 5). Ademas, las muertes debidas al Alzheimer aumentaron por encima del 145% entre el
2000 y 2019, y se estima que para el afio 2050 esta enfermedad costara alrededor de $1
billén de ddlares. Por esta razén, la EA representa un grave problema para los servicios de
salud publica, generando un impacto fisico, psicolégico, social y econémico en pacientes,
cuidadores, familias y la sociedad en general (2, 6). Adicionalmente, el estigma social
asociado con la demencia tanto entre la poblacién en general y los profesionales de la salud
ha obstaculizado la concientizacién sobre la enfermedad creando un desafio constante y
haciendo necesario implementar estrategias de atencion y tratamiento que permitan mejorar
la calidad de vida del paciente (7).

En Colombia la situacién no es ajena a este problema de salud publica, como lo demuestra
un estudio realizado por el Instituto Nacional de Salud en adultos mayores en el 2019, mostré
una prevalencia de demencia del 9,4% en mayores de 65y del 57,4% para mayores de 85
anos, la cual se predice que incrementara a la par con el aumento de la expectativa de vida,
lo que hace prever para los proximos afios un aumento en el nimero de pacientes con la EA
en nuestro pais (8). De hecho, el departamento de Antioquia tiene la mayor tasa per capita
de pacientes afectados con la EA en el mundo, donde se identifico el grupo mas grande de
personas con EA genético de inicio temprano en menores de 65 afios, compuesto de 25
familias con cerca de 5000 miembros, de los cuales alrededor de 1800 portan la mutacién
PSEN1-E280A autosdmica dominante caracteristica de la EA familiar (EAF) relacionada con
el aumento de la produccion del péptido beta amiloide (9-11).
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1.3. Manifestaciones Clinicas de la EA

Durante el desarrollo y la progresion de la EA se producen cambios progresivos en los
individuos afectados, que han sido agrupados de acuerdo con Instituto Nacional sobre el
Envejecimiento y la Asociacion de Alzheimer en tres fases: la preclinica, en donde los
individuos presentan cambios medibles en el cerebro que indican los primeros signos de la
enfermedad pero que aun no desarrollan sintomatologia. La segunda fase del deterioro
cognitivo leve (DCL) en el cual se presentan biomarcadores evidentes de la enfermedad
acompafados de sintomas sutiles relacionados con el lenguaje y el pensamiento sin afectar
la vida cotidiana (2). Finalmente, la demencia o fase tres que se caracteriza clinicamente por
una evolucién promedio de 7 a 10 afios y que se divide en tres estadios: leve, moderado y
severo. En el estadio leve el paciente es autbnomo, la alteracion del lenguaje es minima, se
presentan dificultades minimas en recordar hechos recientes y los recuerdos pasados no se
ven alterados. En este estadio se pueden presentar sintomas neuropsiquiatricos como
ansiedad, apatia, irritabilidad y sintomas depresivos. En el estadio moderado de EA se
afectan las regiones de la corteza cerebral del lenguaje, el razonamiento, el procesamiento
sensorial y cognitivo; lo que genera que los pacientes tengan problemas de memoria
episddica; sin embargo, logran recordar detalles esenciales. En este estadio, los pacientes
necesitan cuidados y ayuda para actividades diarias como vestirse, las funciones cognitivas
se ven afectadas, presentan cambios del comportamiento, la personalidad y en los patrones
de suefio. En el estadio severo y ultimo de la enfermedad se presenta una atrofia
generalizada de la corteza cerebral y el agrandamiento de los ventriculos; en esta etapa, los
pacientes requieren de un cuidador para realizar actividades diarias, porque hay dafio en las
areas del cerebro responsables del movimiento y la memoria. Las capacidades cognitivas
empeoran, incluida la capacidad de caminar y sentarse, lo cual hace que los pacientes
aumenten el riesgo de infecciones, riesgo de broncoaspiracién y trombosis venosa profunda,
padecimientos secundarios que se convierten a menudo en la causa directa de la muerte
(12, 13).

Las manifestaciones clinicas de la EAF no se diferencian de la forma esporadica, no
obstante, la sintomatologia asociada aparece de forma mas temprana en el ciclo de vida de
las personas. La pérdida de memoria, trastornos del lenguaje y algunas anomalias motoras
se presentan en igual medida (14). Los marcadores patolégicos también son los mismos,
presentandose ovillos neurofibrilares y acumulaciéon de p-amiloide en forma de placas
seniles.

1.4. Neuropatologia de la EA

La EA se caracteriza macroscopicamente por una disminucion del volumen cerebral y
microscOpicamente por la presencia de depésitos de la proteina beta amiloide (AB), (placas
seniles) en la region cortical del cerebro, los ovillos neurofibrilares (NFTs) (Figura 1) que
ocupan gran parte del citoplasma celular de las neuronas piramidales, y una marcada
pérdida de neuronas colinérgicas de la corteza cerebral que afecta a la amigdala, el
hipocampo (15-17) y la gliosis. Todos estos hallazgos neuropatolégicos pueden estar
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acompafiados de dafos sinapticos, disfuncién mitocondrial, EO, activacion de los astrocitos
e inflamacion, lo cual genera dafio y muerte neuronal (18). Estos son los principales
marcadores patogénicos implicados en la progresion de la EA (19).

A - AD B Control

Figura 1. Neuropatologia de la EA. Hallazgos macroscépicos: (A) disminucion del volumen cerebral
en un paciente con EA comparado con un (B) Control, y hallazgos microscopicos: (C) placas de AR y
(D) ovillos neurofibrilares intracelulares. Tomada de la referencia (20).

1.4.1 Placas seniles

Las placas seniles estdn compuestas principalmente péptido beta amiloide, restos neurales
degenerativos y células reactivas. Estas placas tienen un ndcleo central con depositos
proteicos que contienen principalmente el péptido AB con diferentes formas morfolégicas,
incluyendo placas neuriticas, difusas, de nucleo denso, o clasicas y compactas; que resultan
del procesamiento anormal de la proteina precursora del amiloide (21).

1.4.1.1. Produccion del péptido AR

El péptido AB es un producto natural del metabolismo de la proteina precursora del amiloide
(APP, por sus siglas en inglés, Amyloid Precursor Protein,). La produccion del péptido AR de
las placas amiloides se produce por la protedlisis de la APP. En individuos sanos la APP es
procesada por la enzima a-secretasa, lo que resulta en la generacién de dos fragmentos:
uno soluble a-APP, el cual se libera al espacio extracelular; y el otro que queda anclado a la
membrana el fragmento de carboxilo C83. El fragmento C83 es a su vez procesado por la y-
secretasa dando origen a dos nuevos péptidos, el intracelular amiloide (AICD) y el péptido
p3, los cuales no son téxicos y son generados por la “via no amiloidogénica” (22) (Figura
2A). El péptido AR producido por esta via se encuentra en su forma soluble, es decir, un
péptido de 40 aminoécidos (AR 40). A diferencia de la “via amiloidogénica”, en los pacientes
con la EA, en donde la APP sufre inicialmente protedlisis por la B-secretasa produciendo dos
fragmentos: uno extracelular 3-APP soluble; y el otro anclado a la membrana (C99). Este
ultimo es procesado por la y-secretasa generando un fragmento AICD y otro extracelular que
corresponde al péptido AB1-42 insoluble originado “via amiloidogénica” (23) (Figura 2B). En
la EA hay una sobreproduccion del péptido y/o una reduccion del aclaramiento de este,
desencadenando un cambio conformacional del péptido que lo hace insoluble haciendo que
se deposite en el parénquima neuronal, primero en placas difusas amorfas asociadas con
algunas neuritas distréficas y va creciendo poco a poco hasta que toma una conformacion
de hoja B (24).
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En esta forma, el péptido AR se deposita en el parénquima e interactia con los receptores
de membrana provocando una cascada neuropatolégica que da lugar a alteraciones en la
homeostasis del calcio, incremento en el EO mitocondrial, inflamacién crénica por activacion
de astrocitos y microglia y disminucion en el metabolismo energético; contribuyendo asi, al
deterioro neuronal, a la disfuncidn sinptica y finalmente a la muerte neuronal (19).

Non-amyloidogenic (A) + a-secretase

?ﬁecmtase***

(P3|

Amyloidogenic (B) p-secretase

y-secretase *i +

Figura 2. Procesamiento de la APP. Esquema de la via (A) no amiloidogénica y (B) amiloidogénica
y de la protedlisis de la (APP). Tomada de la referencia (25).

1.4.2. Ovillos neurofibrilares

Los ovillos neurofibrilares (NFT, por sus siglas en inglés Neurofibrillary tangles) son otro de
los marcadores implicados en el desarrollo de la EA compuestos por la proteina TAU
hiperfosforilada (26). La proteina TAU es una proteina que pertenece a la familia de
proteinas asociadas a microttbulos (MAP, por sus siglas del inglés Microtubule-associated
protein) implicada en el ensamblaje y estabilizacion de los microtibulos y transporte
vesicular (27). Los microtubulos son esenciales para el mantenimiento de la arquitectura
neuronal, el transporte axonal y la plasticidad neuronal (28). En la EA, la proteina TAU es
hiperfosforilada por multiples quinasas como la quinasa dependiente de ciclina 5 (CDK5), la
glucdégeno sintasa quinasa 33 (GSK3p), e interesantemente también por la proteina quinasa
celular Abelson (c- Abl). Este proceso postraslacional de hiperfosforilaciéon de la proteina
TAU por las quinasas induce la pérdida de su afinidad por los microtubulos, y su disociacion
de estos e induce su asociacion en estructuras filamentosas o Filamentos Helicoidales
Pareados (PHF, por sus siglas en inglés, paired helical filaments), los cuales dan paso a la
formacion de los NFT (29).

1.4.3. Muerte neuronal

La EA es un trastorno neurolégico multifactorial e irreversible que provoca deterioro
cognitivo, pérdida de neuronas colinérgicas en el hipocampo y en las areas corticales. La
agregacion de proteinas en placas amiloidégenas y ovillos neurofibrilares, asi como la
neurodegeneracion en estas regiones del cerebro representan las caracteristicas
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neuropatolégicas principales de este trastorno. Los mecanismos implicados en la
neurodegeneracion y en la muerte neuronal incluyen el mal plegamiento de las proteinas, el
aumento de la apoptosis, la alteracién de las vias de sefializacién molecular y del transporte
axonal, el EO, la inflamacion y la disfuncién mitocondrial (20).

Los agregados de TAU inducen citotoxicidad y desencadenan alteraciones en el transporte
axonal, dafiando el citoesqueleto microtubular e induciendo la muerte neuronal (19, 30).
Adicionalmente, la muerte celular y la agregacion de los productos téxicos mencionados
anteriormente desencadenan la activacion de células de la microglia y astrocitos,
componentes de la respuesta inmune cerebral, con el fin de reducir el dafio y eliminar los
desechos. Sin embargo, en la EA esta respuesta es exagerada induciendo la liberacién de
mediadores inflamatorios como citoquinas, quimioquinas y especies reactivas de oxigeno;
las cuales generan un ambiente citotoxico e inflamatorio severo que finalmente conducen a
la muerte neuronal y al deterioro cognitivo en los pacientes con la EA (31).

1.5. Etiologia de la EA

La EA es un trastorno multifactorial, que se clasifica en dos formas clinicas: la Enfermedad
de Alzheimer Esporadica o de origen desconocido (EAE) que representa entre el 90 y 99%
de los casos tardios, y la Enfermedad de Alzheimer Familiar (EAF) que representa entre el
1y 10% de los casos, los cuales tienen un origen genético (2). En esta ultima forma clinica,
los factores de riesgo se relacionan con la historia familiar y la genética de los pacientes, los
cuales son factores no modificables. En la EAF las mutaciones en los genes de la APP,
Presenilina 1 (PSEN1) y Presenilina 2(PSEN2) explican la mayoria de los casos genéticos
(32).

Adicionalmente, existen otros factores de riesgo maodificables como el estilo de vida, el cual
incluye la falta de actividad fisica, el estrés y el consumo de cigarrillo; y enfermedades
asociadas, como la hipertension y la diabetes. Estos factores una vez controlados y/o
tratados reducen el riesgo del deterioro cognitivo y demencia (2, 33-35).

En una revision reciente se han identificado mas de 70 factores presumiblemente afectan
directa o indirectamente el funcionamiento cognitivo al inicio y la trayectoria de la demencia
y sus interrelaciones. Se categorizaron en seis grupos: factores demogréficos, factores
ambientales, factores psicolégicos, grupo de salud social, grupo fisico y estilo de vida (36).

1.5.1. Factores modificadores de la EA

1.5.1.1. Edad
Numerosos estudios epidemiolégicos demostraron que el factor demografico que tiene
mayor importancia en el deterioro cognitivo y aparicion de la EA es la edad. De hecho se
evidencié que en los individuos entre los 75-84 afios de edad aumentaba drasticamente en
un 19% la prevalencia de sufrir la EA, mientras que en individuos mayores de los 85 afios
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de edad, el riesgo podria aumentar de 30 a 35%, alcanzando incluso valores hasta del 50%
(37). Por esta asociacion, algunos autores han considerado la EA como una forma acelerada
del envejecimiento normal, ya que algunos de los cambios patolégicos identificados en la
enfermedad son similares a los observados en el envejecimiento, exceptuando por su
severidad (32).

1.5.1.2. Factores ambientales: metales pesados

Los factores ambientales han sido asociados a la EA esporadica de inicio tardio y en la
progresion de la EA. Algunos estudios han demostrado que la exposicion cronica a metales
pesados como el hierro, cobre, manganeso, plomo, aluminio, y el cadmio pueden ser un
factor de riesgo para la EA esporadica. Dentro de estos, el aluminio se considera el metal
pesado méas importante relacionado epidemiolégicamente con la EA, ya que es una molécula
téxica que puede interactuar con diferentes proteinas e inducir la formacion de estructuras
neurofibrilares (38). Se ha encontrado que los metales participan en la formacién de placas
seniles y ovillos neurofibrilares, asi como en los procesos de EO, alterando la homeostasis
de metales como hierro, magnesio y calcio (39). Asimismo, la alteracion de la homeostasis
de metales esenciales celulares induce la activacion de la microglia y de astrocitos, lo que
desencadena una sobreproduccion de citocinas proinflamatorias y finalmente lleva a la
muerte neuronal (32, 40, 41).

1.5.2. Factores genéticos
1.5.2.1. Mutaciones en la Proteina Precursora Amiloide (APP)

El gen de la APP ubicado en el cromosoma 2121 codifica para una proteina transmembrana
de tipo 1 expresada de forma ubicua, la cual presenta tres variantes predominantes: la
APP695, APP751 y APP770, siendo la isoforma APP695 la que se expresa en las neuronas.
A nivel génico, se han encontrado aproximadamente 73 mutaciones en el gen APP de las
cuales estan relacionados con la EA y provocan una acumulacion aumentada de AR
(https://www.alzforum.org/mutations/app). La mayoria de las mutaciones de la APP se
encuentran en los exones 16 y 17, cerca de los sitios de reconocimiento por las a, By y-
secretasas afectando el procesamiento y el metabolismo normal de la proteina, del mismo
modo que la produccion de AB y su predisposicion a agregarse. Estas mutaciones
generalmente representaban un patron autosémico dominante; algunas mutaciones como la
A673V produce una asociacion de las placas amiloides a los vasos cerebrales y al aumento
de su tamafio; y por su parte la mutacion D678H Taiwan puede generar microhemorragias.
El estudio de las mutaciones en la APP, ha contribuido a un mejor entendimiento de la
patogénesis de la EA (42).

1.5.2.2. Mutaciones en Presenilina 1y 2 (PSEN-1y 2)
Las mutaciones mas comunes asociadas a las formas familiares de EA son las presentes en
los genes PSEN 1/2 (43). Las proteinas PSEN-1y PSEN-2 son homélogas, con un 67% de
similitud, con una diferencia en la regiéon N -terminal y la region hidrofilica. Las proteinas
presenilina son vitales para la funcion del complejo proteasa llamado y-secretasa. La y-
secretasa es un complejo heterotetramérico formado por la interaccion de Presenilina 1 (la
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cual estd compuesta por nueve dominios transmembrana) con proteinas y cofactores como
la Nicastrina, el potenciador 2 de la Presenilina y faringe anterior defectuosa-1 (APH1)
(Figura 3). Si alguno de los componentes falla, el complejo comienza a desestabilizarse y
procede a degradarse (44). El complejo y-secretasa, y en particular PSEN, es esencial para
la regulacion de vias de sefalizacion intracelulares (como la via de sefalizacién de Notch y
la homeostasis del calcio a través de la regulacion en la expresion del gen de union a CREB)
(29).

La y-secretasa se expresa en diversos 6rganos y varios tipos celulares del cerebro y su
funcién es el clivaje de una gran cantidad de proteinas transmembranales, incluyendo la
APP. En el complejo multiproteico y-secretasa, la proteina Presenilina 1 constituye la
subunidad catalitica. En el caso de la PSEN1 mutante, esta puede interactuar con APP
potenciando el corte especifico en el sitio 42, lo que genera un depdsito del péptido AR
(Figura 4). Ademas, las mutaciones en la PSEN puede conducir a una pérdida de la funcion
de la y-secretasa al desestabilizar el complejo y contribuir a la neurodegeneracion (45).

NECD
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Cytosol ! PS1-NTE Nicastrin

Figura 3. Representacién del complejo PSEN1. Gréfica de la topologia de las subunidades del
complejo PSEN1: Presenilina (morado), nicastrina (azul), APH-1 (rojo) y PEN-2 (naranja). La
secuencia altamente conservada del bolsillo catalitico, YD287 y GLGD385 presente en la presenilina
1 identificado con estrellas. Tomada de la referencia (45).
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Las mutaciones en el gen PSENL1 son las mas frecuentes y se conocen aproximadamente
350 mutaciones diferentes (https://www.alzforum.org/mutations/psen-1), mientras que las
mutaciones en el gen PSEN2 son mas raras con 87 mutaciones reportadas
(https://www.alzforum.org/mutations/psen-2). Una de las mutaciones mas importantes e
interesantes se genero6 por el cambio en el codén 280 del aminoacido alanina por un acido
glutdmico (E280A) en la PSEN1, causante de la EA de aparicion temprana y familiar,
descubierta en Antioquia, reportado en al menos 5000 miembros de 25 familias del
departamento y con una edad de inicio aproximada entre los 44-49 afios (9, 46). Las primeras
evidencias sobre la mutacién PSEN1-E280A surgieron de los trabajos sobre la demencia
presenil tipo Alzheimer con agregacion familiar realizados en 1987 en un grupo procedente
de Antioquia, cuyo estudio genealdgico demostré compromiso de nueve individuos en cuatro
generaciones. En dicho trabajo se sugiri6 la existencia de un patrén de herencia autosémico
dominante de penetrancia completa (47). Estudios previos genéticos de la poblacién de
Antioquia evidenciaron que esta mutacién presenta caracteristicas comunes en una
poblacion homogénea; es decir, que no era el resultado de mezcla racial, ni en su fundacion,
ni en su desarrollo (47). Por lo anterior, la poblacién antioquefa (“paisa”) representa un foco
de investigacion interesante para la EAF.

1.5.2.3. Factor de Riesgo genotipo APOE
La APOE es un miembro de la familia de apoproteinas, importantes por su funcion en el
metabolismo y transporte de lipoproteinas. El gen APOE en humanos, esta localizado en el
cromosoma 19, contiene tres polimorfismos comunes: €2 (cisteinas en el codon 112 y el
codon 158), €3 (cisteinas en el codon 112) y €4 (arginina en el coddn 112), que codifican
para tres isoformas (ApoE2, ApoE3 y ApoE4). Estudios de asociacién gendémica realizados
en grandes grupos étnicos han confirmado de manera robusta una relacién entre EAy APOE
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€4, demostrando un aumento del 40% en la frecuencia del alelo €4 en pacientes con EA, en
comparacion con el 15% en sujetos normales. Estos hallazgos confirman que sujetos con el
genotipo €4 / €4 estan mas predispuestos a padecer EA de inicio temprano que los sujetos
€4 heterocigotos (48). De hecho, la presencia de €4 afecta directamente la funcion cognitiva,
ya que se ha visto asociado con puntajes menores en las tareas de aprendizaje que
involucran la memoria en adultos (49). Esto podria ser explicado por el hecho de que el alelo
¢4 se ha asociado con mayor acumulo del AB, aumento en la inflamacioén periférica y
disfuncion cerebrovascular (50, 51). En el cerebro de individuos sanos la ApoE es expresada
y secretada predominantemente por los astrocitos; mientras que individuos con la EA es
expresada y secretada principalmente por la microglia, en donde interactia directamente
con AP tanto soluble como fibrilar. ApoE4 promueve la agregacion de A en oligbmeros y
fibrillas y reduce su eliminacion del liquido intersticial, lo que puede conducir a la deposicion
de AB en forma de placas amiloides de nucleo denso lo que conduce a la pérdida de sinapsis
de una manera dependiente de dicha isoforma (52, 53).

1.6. Diagnostico

En la actualidad, para realizar el diagndéstico definitivo de la EA es necesario hacer un estudio
post-mortem en los cerebros de los pacientes para evidenciar la presencia de los
marcadores neuropatolégicos como las placas de péptido beta amiloide y los ovillos
neurofibrilares. Debido a la falta de marcadores biolégicos especificos in vivo de la EA, es
fundamental contar con una bateria completa de pruebas de diagndstico (58), la cual
comprende: i) valoracion clinica, en la cual se realiza una revisién de la historia familiar y la
valoracién neuropsicoldgica, (informacion de las areas cognitivas deterioradas y la
capacidad funcional del paciente); ii) pruebas de laboratorio, mediante las cuales se puede
medir la concentracion de los biomarcadores AB y la proteina TAU en el liquido
cefalorraquideo que permitan descartar otras causas del deterioro cognitivo; iii)realizacion
de neuroimagenes, como por ejemplo la tomografia computadorizada (TC) y la resonancia
magnética (RM), las cuales son muy Utiles para identificar atrofia del hipocampo y de otras
regiones cerebrales. Estas pruebas deben ir acompafiadas de hallazgos especificos de la
EA, como dilatacién ventricular e hipoperfusion-hipometabolismo a nivel temporal y parietal;
y iv) estudios genéticos Utiles para identificar las mutaciones en los genes APP, PSEN1 y
PSEN2 causales de la EA familiar (54, 55).

1.7. Tratamiento

A pesar de que en los ultimos afios se ha avanzado en la comprension de los mecanismos
moleculares de la EA, aun no se ha logrado tener un escenario completo de la enfermedad,
lo que dificulta el desarrollo de tratamientos definitivos para su cura. De hecho, los
tratamientos actuales disponibles solo sirven para tratar la sintomatologia. Ademés, ninguno
de estos previene o revierte la progresion de la enfermedad (29).
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1.7.1. Tratamientos Convencionales

Los tratamientos actuales disponibles para la EA se enfocan principalmente en el
mejoramiento de los sistemas neuronales colinérgicos y glutamatérgicos, cuando se
presenta sintomatologia como alteraciones cognitivas, comportamentales y fisicas. Los
medicamentos aprobados para pacientes con demencia tipo EA leve o moderada de primera
linea terapéutica recomendada corresponden a inhibidores de la colinesterasa como el
donepezil, rivastigmina y galantamina. Mientras que para los casos con deterioro cognitivo
moderado a severo se recomienda un tratamiento con una combinacion de memantina y un
inhibidor de la colinesterasa. La efectividad restringida y los beneficios terapéuticos limitados
de estos medicamentos, adicionado a la ausencia de agentes terapéuticos que puedan
modificar el curso de la enfermedad sugiere la inminente necesidad de explorar nuevas
alternativas terapéuticas (56-58).

1.7.1.1 Anticolinesterasas

Los inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE, por sus siglas en inglés
Acetylcholinesterase) son uno de los farmacos mas utilizados para tratar la EA. La
galantamina y el donepezil inhibidores irreversibles y la rivastigmina que es un inhibidor
reversible de la AChE y de la butirilcolinesterasa (BChE, por sus siglas en ingles
butyrylcholinesterase). EI mecanismo accién de estos inhibidores consiste en aumentar la
concentracion de la acetilcolina en el espacio sinaptico, al inhibir la enzima encargada de su
catabolismo, la AChE. Los inhibidores de la AChE mejoran temporalmente la cognicion, los
sintomas de comportamiento y las tareas de rutina (55, 59, 60).

1.7.1.2. Antiglutdmico
Otro de los medicamentos aprobados para el tratamiento de la EA en el estado moderado y
grave es la memantina, que acta como antagonista no competitivo de uno de los receptores
del glutamato, el receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) glutamatérgico. Este medicamento
ejerce un efecto neuroprotector al bloquear la accién exicitotoxica del glutamato,
disminuyendo su disponibilidad en el espacio sinaptico (56-58).

1.7.2. Otras alternativas terapéuticas

La EA es un trastorno multifactorial, debido a esto existen una amplia variedad de farmacos
gue se encuentran en diferentes fases de estudio y que se encuentran enfocados en los
diversos mecanismos que causan esta patologia.

1.7.2.1. Inhibidores de las enzimas Beta () y gamma (») secretasas
Las B y y secretasas son las principales enzimas responsables de la formacion de placas
amiloides y por consiguiente de la agregacion y el depdsito del AB y, por tanto, hace que
sean consideradas principales dianas o blancos terapéuticos en la EA. En este sentido,
numerosos tipos de inhibidores de la B-secretasa (IBS), de la y-secretasa (IGS) y
moduladores de la y-secretasa (MGS) se encuentran en estudios preclinicas con el objetivo
de inhibir selectivamente la produccion de AB42 en la EA (61-63). En este contexto, para el
2019 solo se habia identificado por Pettus et al, un potente inhibidor de BACE1(por sus siglas
en inglés beta-site APP cleaving enzyme 1) altamente selectivo denominado AM-6494 que
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mostré una inhibicion significativa de BACEL en un modelo preclinico in vivo (64, 65). Dada
la escasa eficiencia demostrada en los estudios clinicos de los tratamientos disponibles en
la actualidad para la EA (66) y el hecho que los medicamentos son paliativos, que mejoran
temporalmente los sintomas; unido a la complejidad multifactorial de la EA; la investigacion
cientifica se ha focalizado en la busqueda del disefio de terapias alternativas que prevengan,
reduzcan o retarden la progresion de este desorden neurodegenerativo devastador, incluso
se ha pensado en medicamentos ya aprobados para otras indicaciones clinicas pueden
reutilizarse en la EA en presencia de una justificacion cientifica atractiva y evidencia
preclinica sélida (66).

1.7.2.2. Tratamientos Anti-Apoptoticos en la EA

Como parte del mecanismo central que desencadena la neuropatologia de la EA es la
apoptosis, se ha realizado una busqueda de compuestos que la regulen y la reduzcan (67).
En este sentido, se han propuesto varias moléculas con potencial anti-apoptético para su
tratamiento en modelos in vitro; por ejemplo, los cannabinoides CP55, 940 y JWH-015 que
protegen y rescatan a las células de la apoptosis después de ser expuestas al AR25-35 /
H,0- (68). Otro de los compuestos evaluados fue el ASS234, un compuesto con propiedades
antioxidantes y antiapoptoéticas (69). Al igual se ha visto que extractos del hongo Amanita
caesarea reduce el porcentaje de células apoptédticas que se explica por su funcion
antioxidante (70). En esta misma linea se han evaluado otros antioxidantes como lo son la
curcumina, vitamina E, Gingko biloba, melatonina (71) con resultados prometedores y
finalmente, se estan evaluando otros medicamentos como por ejemplo, La coenzima Q10
conocido como ubiquinona, la cual es un importante cofactor de la cadena transportadora de
electrones (CTE), posee actividad antiapoptética inhibiendo la activaciéon de la permeabilidad
mitocondrial independiente de su propiedad de captacion de radicales libres (72) En
conjunto, estos estudios nos demuestran que reduciendo o eliminando los procesos
apoptoticos puede ser una manera viable de terapia para el tratamiento de la EA.
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CAPITULO 2: ESTRES OXIDATIVO Y LA EA
2.1. Definicion de EO

El concepto de EO fue formulado en 1985 en el marco de las investigaciones sobre el dafio
relacionado con el oxigeno en sistemas biologicos. ElI EO fue definido inicialmente como “la
alteracion del equilibrio prooxidante — antioxidante a favor del primero” (73). En la actualidad,
el EO es definido como el desbalance entre la alta produccién de especies reactivas de
oxigeno (EROs, EROs por sus siglas en inglés, Reactive Oxygen Species) provenientes del
metabolismo celular y los mecanismos moleculares antioxidantes deficientes para degradar
las EROs (74, 75). Las EROs pueden participar en varias funciones fisiolégicas donde sirven
como moléculas de sefalizacién (76). En condiciones fisiolégicas, las células mantienen la
homeostasis redox con un nivel basal de EROs al controlar el equilibrio entre la generacién
y la eliminacion. Un aumento moderado de EROs favorece la proliferacion y supervivencia
celular. Aunque, cuando la cantidad de EROs alcanza un cierto nivel, puede abrumar la
capacidad antioxidante de la célula y desencadenar la muerte celular al oxidar
macromoléculas celulares como proteinas, acidos nucleicos y lipidos (77).

2.2. Especies Reactivas de Oxigeno (EROs)

Las EROs son generalmente pequefias moléculas que tienen una vida corta y son altamente
reactivas, como el perdxido de hidrogeno (H:0.), los radicales libres como el anidn
superoéxido (O2-) , el radical hidroxilo (OH-), los peréxidos de proteinas, de acidos nucleicos
y lipidos, el oxigeno singlete, asi como las especies reactivas del nitrdgeno (6xido nitrico,
peroxinitrito), del carbono, azufre y los halégenos (78) (Tabla 1).

Los radicales libres son moléculas que contienen uno o mas electrones desapareados en su
capa externa y son capaces de existir de forma independiente y poseen una alta reactividad
ya que tienden a captar un electron de moléculas estables con el fin de alcanzar su
estabilidad electroquimica lo que hace que los radicales libres sean altamente reactivos
hacia otras sustancias, o0 incluso consigo mismos.

Los radicales O2- y perhidroxilo (HO2) sufren una dismutacién espontanea (adicién de un
electron) por la accién de la superéxido dismutasa (SOD) para producir H20,. El H,O, es
estable y menos reactivo que el O2-; la adicién de dos electrones mas, forma la molécula
H.O. La reduccion del H,O: produce radicales OH- que pueden reaccionar con lipidos,
proteinas, acidos nucleicos y otras moléculas, alterando sus estructuras y funciones esto es
debido a que el OH- es extremadamente reactivo con una vida media de menos de 1
nanosegundo (ns), por lo que reacciona muy cerca de su lugar de formacion (Figura 5) (79,
80). En los sistemas biologicos los factores que llevan a la formacion de las EROs y por
consiguiente al aumento del EO pueden estar asociados a defectos hereditarios o adquiridos
(mutaciones), factores medioambientales (radiacion o toxinas), o por eventos a nivel
molecular por alteraciones metabolicas.
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Oxigeno singlete 10, % —

Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno (EROS) Tomado
_________________________________________________________ de la referencia p78).

Oxigeno 0O, 'P %‘ RADICA O RADICA

T e —\ ------------------------- Superéxido (Oz) Oxigeno singlete (1Oz)

Hidroxilo (OH') Peroxido de hidrogeno (H202)

Radical Superéxido Oye- % ; Radical Peroxilo (RO2) Ozono (O3)
e+ 2H+A}l Radical Alcoxilo (RO) Anién peroxinitrito (ONOO)

Acido hipocloroso (HOCI)

Peroxido de hidrogeno  H,O, -&' % Acido hipobromoso (HOBr)
e~+ H" ~
H,0 +, g

Radical Hidroxilo HOQO- L —

e---\
Agua HQO % —

Figura 5. Formacién de EROs. Tomado de (81)
2.3. Fuentes de EO

El EO puede ser exdgeno o enddgeno. Las fuentes bioldgicas exdgenas provienen de la luz
ultravioleta, la radiacion ionizante (rayos-X o rayos-y), la polucion; asi mismo de sustancias
guimicas, como los metales pesados (hierro, cobre, cobalto y cromo), los solventes
industriales, el tabaco o las reacciones de xenobioticos con actividad redox. Por otra parte,
el EO enddgeno se genera por procesos metabdlicos, inflamatorios y por la activacion de
algunas vias de sefalizacion celular donde participan como segundos mensajeros. Dentro
de sus fuentes se encuentran la xantina oxidasa, enzimas citocromo P-450 en el reticulo
endoplasmico (RE), peroxisomas, flavin oxidasas, NADPH oxidasas de membrana
plasmatica (82) aunque, la fuente principal de ROS generalmente se considera que es la
cadena respiratoria mitocondrial en la membrana mitocondrial interna. Para este caso, las
EROs que se producen en la mitocondria durante la fosforilacion oxidativa, aportan
aproximadamente el 90% (83) (Figura 6). Los complejos mitocondriales I, 1l y Ill se
encuentran dentro de la cadena respiratoria, actilan como transportadores de electrones y
contribuyen de manera importante a la generacion de EROs, siendo la principal fuente el
complejo | (NADH-ubiquinona oxidorreductasa), el cual genera O2-. Otras fuentes de O2-,
son los radicales ubisemiquinona (Q-) que se producen en el complejo Il (ubiquinona-
citocromo c¢ reductasa) como producto de la alfa-cetoglutarato deshidrogenasa (aKGDH). A
medida que los electrones se transportan a través de los complejos mitocondriales, se
produce el bombeo de protones hacia el espacio intermembranal generando un gradiente
electroquimico, que es finalmente utilizado para generar ATP (84).La produccion de EROs
es importante para generar un potencial de membrana (Aym) y producir ATP, por lo que,
cualquier dafio en algunos de los complejos podria llevar a un aumento de la produccion de
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EROs y su liberacion a otros compartimentos celulares (85, 86). Finalmente, el superdxido
producido en estos complejos es liberado en la matriz mitocondrial donde reaccionan con la
enzima superoxido dismutasa dependiente de manganesio (MNSOD); o en el espacio
intermembrana donde reacciona con la enzima Cu-Zn superoxido dismutasa (CuZnSOD),
formando finalmente el H.O,, que puede ser reducido a agua a través de las enzimas
glutatién peroxidasa (GPX) y catalasa (87).

(GRwY ‘ﬁ,wauwwamuaw.

o, H.,0, H,

Q de [ ;;uznsoo GPX oj

MATRIX 26?{356

Figura 6. Sitios de produccién de EROs. Produccion de EROs en la mitocondria durante la
fosforilacién oxidativa y mecanismos de remocidn por sistemas antioxidantes Tomada de la referencia
(83).

Otra de las fuentes de EO son las NADPH oxidasas (NOX) se encuentran en la membrana
y que generan superoxido (NOX1-3, NOX5) o peréxido de hidrégeno (NOX4, DUOX1-2) de
forma dependiente de NADPH. Los electrones se transfieren secuencialmente desde el
NADPH citosélico a un FAD unido no covalentemente ubicado en el dominio
deshidrogenasa, luego al hemo interno y externo en el dominio transmembrana y finalmente
al O2 en el lado opuesto de la membrana celular produciendo O2- o H20 (88, 89). De igual
forma se ha demostrado que el reticulo endoplasmico produce EROs; para el caso del H,O»,
se produce a través del proceso de plegamiento oxidativo (92). El nacleo de la maquinaria
de plegamiento oxidativo del RE es un grupo de enzimas oxidorreductasas-chaperonas de
la familia de las proteinas disulfuro isomerasas (PDI); esta enzima cataliza la formacion de
enlaces disulfuro en las proteinas del sustrato, lo que lleva a la reduccién de motivos CXXC
PDI que a su vez son reoxidados por ER oxidorreductina 1 (ERO1). Este ultimo produce
H.0, a medida que dos electrones por par de tiol fluyen desde los PDI hasta el oxigeno
molecular (90).
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2.4 El EO y la mitocondria

Debido que el ATP es generado principalmente por el metabolismo oxidativo, se puede
deducir que las neuronas son especialmente dependientes de la funcion mitocondrial (91).
La funcion mitocondrial esta significativamente alterada en la EA y existe un interés creciente
en comprender cOmo esta alteracion puede dirigirse para inhibir o mitigar el proceso
neurodegenerativo en la EA. De hecho, se ha observado que los pacientes que padecen la
EA tienen mitocondrias menos eficientes en la produccién de ATP, pero més eficientes en
la produccion de EROs (92).

Dado que la mitocondria es la principal fuente de ROS, su disfuncion se relaciona con un
circulo vicioso de EO, en el cual el dafio mitocondrial desencadena la produccién de ROS,
el cual, a su vez, aumenta el dafio mitocondrial al colapsar su potencial de membrana,
acelerando la produccion de mas ROS, lo que acelera el dafio celular y provoca una
disfuncién sinaptica: mostrandonos un fuerte vinculo entre el EO y la disfuncién mitocondrial.
Esta alteracion oxidativa generalizada se puede observar en sujetos con DCL y podria
preceder a las alteraciones neuropatoldgicas de la EA, lo que sugiere que el EO aparece
desde una etapa temprana de la EA antes del inicio de los sintomas clinicos y la aparicion
de la patologia AB y se comporta como una caracteristica central de la EA (83).

Estos hallazgos sugieren el papel de las mitocondrias en el cerebro de los pacientes con la
EA sufriendo cambios en: la morfologia mitocondrial y nimero, fosforilacién oxidativa, Aym,
amortiguamiento de Ca 2+, produccion de ROS, oxidacion y mutacion del ADNmt, sitios de
contacto mitocondrial-RE, biogénesis mitocondrial, transporte mitocondrial a lo largo del
axén neuronal y mitofagia (93); que lleva a consecuencias como, un aumento de la
produccion de ROS en las neuronas, una promocién del procesamiento amiloidogénico de
APP, una actividad respiratoria mitocondrial dafiada, un aumento de poros de transiciéon de
la permeabilidad mitocondrial mPTP, un deterioro del transporte axonal mitocondrial (94).
Ademas, los dos marcadores histopatolégicos principales y tipicos de la EA, el péptido AB y
TAU, se acumulan de forma nociva y progresiva e interactian de forma no especifica con
las mitocondrias afectando el transporte mitocondrial axonal incluido Tomm40 (95) vy, en
consecuencia, el transporte de mitocondrias a lo largo del axén desde el soma neuronal
hasta las sinapsis. Por otro parte, la deficiencia del sistema de reparaciéon de material
genético eficiente y a la ausencia de proteinas protectoras como histonas hacen vulnerable
al ADN mitocondrial al atague de EROs disminuyendo los niveles de transcripcion de
proteinas mitocondriales cruciales en el control y la calidad del funcionamiento mitocondrial.
Finalmente, el dafio causado por las mitocondrias en ultima instancia conduce al dafio
neuronal, la neurodegeneracion y el deterioro cognitivo en pacientes con EA (96).

2.5E0 Yy laEA

Vale la pena resaltar que el sistema nervioso central (SNC) es particularmente vulnerable al
EO por mdltiples razones, incluyendo su alto consumo de oxigeno (aproximadamente el 20%
del oxigeno que aporta el sistema respiratorio), su uso de diferentes ROS dentro de los
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procesos de sefializacién; ademas de su metabolismo antioxidante escaso. Esto, sumado a
gue sus lipidos estan compuestos en gran parte por 4cidos grasos polinsaturados facilmente
oxidables lo convierten en uno de los sistemas mas susceptibles al EO donde pueden ocurrir
dafos irreversibles de las biomoléculas celulares y perturbacion de las funciones neuronales
(10). Asi mismo, en la EA se ha observado que la acumulacién de Ap ademas de incrementar
el EO, donde las EROs liberadas por las mitocondrias neuronales metabolicamente activas
pueden promover varios procesos que potencian aun mas la disfuncién mitocondrial y llevan
a la aparicion de los marcadores neuropatologicos caracteristicos de la EA (97). Ademas, se
ha observado que el AR también tiene la capacidad de internarse en la membrana
mitocondrial, ademas es capaz de unirse a la enzima alcohol deshidrogenasa ocasionando
la disfuncién mitocondrial y, por supuesto, el aumento excesivo de ROS (98). Dentro de
nuestro grupo, se ha podido demostrar que el fragmento AB (2s.35) induce EO (Figura 7), lo
que apoya la hipotesis que el EO es uno de los eventos iniciales y causales del desarrollo
de la neuropatologia de la EA (99).

l

Figura 7. Mecanismo de EO en la EA. Se ha observado que el AB es capaz de inducir un
desequilibrio que da como resultado EO y la muerte celular al aumentar la produccion de H20:2
creando en circulo, lo que conlleva a la activacion de vias de muerte (100).

2.6 EL EO, la apoptosis y la EA.

La EA es una enfermedad donde participan multiples mecanismos que permiten desarrollar
la neuropatologia. En este sentido, se han postulado varias hip6tesis que tratan de explicar
el papel del AB, su relacién con las EROs y la pérdida neuronal por apoptosis que se ha
demostrado en la EA.

2.6.1 Definicién de apoptosis

La palabra apoptosis fue utilizada por primera vez en un articulo de 1972 por Kerr, Wyllie y
Currie para describir un morfolégicamente distinto tipo de muerte celular estrictamente
regulado (101) y altamente conservado crucial para mantener la homeostasis celular al
regular el recambio celular en los organismos vivos sanos al eliminar las células tanto
enfermas como células en exceso; ademds, desempefia un papel en el desarrollo y el
envejecimiento de los tejidos. Morfolégicamente, se caracteriza principalmente por el
encogimiento celular, la formacién de vesiculas en la membrana, la condensacion
de cromatina y la fragmentacion nuclear, seguidas de la formacién de cuerpos apoptéticos
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(102). Finalmente, la liberacién de marcadores de superficie celular como la fosfatidilserina
que permite que células como los macréfagos puedan fagocitar estos cuerpos para una
mayor degradacion y también para prevenir la necrosis secundaria (103). La apoptosis se
da por dos vias principales, la via del receptor de muerte (extrinseca) y la via mediada por
la mitocondria (intrinseco) (104).

2.6.1.1 Via extrinseca de la apoptosis
La activacion de la via extrinseca se inicia mediante interacciones mediadas con los
receptores transmembrana. Estos receptores de muerte son un subconjunto de la familia de
receptores, como el factor de necrosis tumoral (TNFR), que tiene un dominio citoplasmatico
gque desempefia un papel fundamental en la transmision de las sefiales de muerte desde la
superficie celular a las vias de sefializacion intracelular mediante la unién de ligandos
(FasL/FasR) a sus correspondientes receptores de muerte; estas interacciones receptor-
ligando dan como resultado la agrupacién de receptores, el reclutamiento y oligomerizacién
a un sitio de acoplamiento para otras proteinas proapoptéticas como Dominio de muerte
asociado a FAS (FADD); la procaspasa-8 yla 10 se unen a FADD através de la dimerizacion
de su dominio efector de muerte, lo que da como resultado la formacién del complejo de
sefalizacién que induce la muerte (DISC) y la activacion El reclutamiento de varios
mondémeros de procaspasa 8 y 10 al DISC resulta en su dimerizacion y activacion. En las
células tipo | la caspasa-8 y la caspasa-10 activas escinden y activan el efector caspasa-3 y
caspasa-7, lo que lleva a la apoptosis; en las células tipo Il, las proteinas inhibidoras de la
apoptosis (IAP) inhiben activacion directa de las caspasas ejecutoras por la caspasa 8, salvo

que las IAPs sean inhibidas por proteinas liberadas de la mitocondria (Figura 8) (105, 106).

2.6.1.1 Via intrinseca de la apoptosis

La via apoptotica intrinseca se refiere principalmente a la via apoptética mediada por
mitocondrias, puede ser iniciada por una variedad de estimulos intracelulares vy
extracelulares que incluyen fisicos, quimicos y fisiopatolégicos; dentro los que se encuentran
estrés lisosomal/RE, dafio en el ADN, estrés metabdlico, estrés celular causado por
radiacion ionizante, calor, hipoxia, privacion de citocinas, EO 'y farmacos
guimioterapéuticos. Si bien estos factores estresantes activan eventos de sefializaciéon
especificos como lo son la reduccion de la sefializacion de proteina quinasa B/Akt, activacion
N-terminal de la quinasa c-Jun o activacion de p53 con dafio en el ADN, finalmente
convergen en la activacion de proteinas proapoptéticas de la familia Bcl-2 que son
reguladoras y desencadenan la fase de ejecucién de la apoptosis que se manifiesta por la
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial (MOMP) (106).

Las proteinas de la familia BCL2 son globulares y estdn compuestas de 9 hélices alfa, se
dividen en tres subcategorias segun su funcién y su estructura: las proteinas antiapoptoticas,
como BCL2, Bcl-XL, MCL-1, las proteinas pro-apoptéticas como BAX y BAK, que tienen
multiples dominios BH y las proteinas que posee Unicamente un dominio tipo BH3, que se
clasifican funcionalmente en activadores directos como PUMA, BIM y BID y proteinas
desrepresoras/sensibilizadoras como BAD y NOXA. La sefializacién de muerte puede activar
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las proteinas solo BH3 mediante varios mecanismos que incluyen induccioén transcripcional
(Bim, Hrk/DP5, Bmf, Puma, Noxa), escision (Bid) o desfosforilacion (Bad) y promueven la
apoptosis mediante la interaccion directamente con Bax para promover su cambio
conformacional e insercion en las membranas mitocondriales o bloqueando proteinas
antiapoptéticas. Las proteinas pro-apoptéticas interactian directamente con la membrana
mitocondrial externa desencadenando la permeabilizacion tras ser activadas por proteinas
solo BH3. Por el contrario, las proteinas antiapoptéticas previenen la MOMP al unirse e
inhibir la interacciébn de membrana de las proteinas proapoptéticas Bax y Bak activados o
uniéndose y secuestrando las proteinas activadoras solo BH3. El paso final de
permeabilizacién y el inicio de MOMP estan regulados por un desequilibrio entre los
miembros de la familia Bcl-2 pro y antiapoptéticas. Cuando se crea ese desbalance Bax y
Bak forman oligdmeros que se insertan en la membrana externa mitocondrial, formando
poros que dan como resultado MOMP trayendo como consecuencia la pérdida del potencial
transmembrana mitocondrial y que las proteinas del espacio intermembrana mitocondrial,
como el segundo activador de caspasas derivado de mitocondrias (SMAC) y el citocromo c,
se liberan en el citosol. El citocromo c interactda con el factor 1 activador de la proteasa
apoptética (APAF1), formando un complejo llamado “apoptosoma”. El apoptosoma es un
complejo multiproteico que consta de un complejo en forma de anillo de siete radios, que va
a permitir que se active la caspasa-9. La caspasa-9 activa, a su vez, activa la caspasa-3 y
la caspasa-7, lo que lleva a la apoptosis. Por otro lado, SMAC/Diablo bloquea el inhibidor de
caspasas llamado inhibidor de la apoptosis ligado al cromosoma X (XIAP), liberando las
caspasas para que se activen y activen las efectoras. Un punto comdn de ambas vias es en
la activacion de una proteina BID, la cual puede ser clivada por la caspasa 8; esta proteina
truncada tBID (activada) puede activar la sefalizacion mediada por moléculas
mitocondriales, como BAX y BAK finalizando como via intrinseca (Figura 8).
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Como resultado, la célula se transforma en pequefios cuerpos apoptéticos que luego son
absorbidos por fagocitosis (101,107-111).

Extrinsic pathway Intrinsic pathway
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Figura 8. Vias extrinseca e intrinseca de la apoptosis. Esta figura ilustra los principales actores de
la apoptosis. Tomada de (106).

2.6.2 El AB, EO vy la apoptosis en la EA

Numerosos estudios cientificos han encontrado una relacion entre AR, EO, la
neurodegeneracion y la EA. Ademas, una de las hipétesis propone, que los oligbmeros de
AB pueden incorporarse directamente a las membranas formando estructuras similares a
poros llamadas "canales amiloides" que son selectivamente permeables al Ca2+,
permitiendo que las concentraciones de Ca2+ citosélico aumenten entrando a los sub-
compartimientos celulares como RE, aparato de Golgi, mitocondria y vesiculas,
desarrollando finalmente una alteracion en la homeostasis del Ca2+, la plasticidad sinaptica
y el proceso de formacion de la memoria (112), afectando la bioenergética de la mitocondria,
gue lleva a la liberacion del citocromo c y factores pro-apoptoticos (113, 114).

A su vez , se ha observado que la acumulacién de AB en los cerebros con la EA afectan la
respiracion mitocondrial ya que provocan la desregulacién del complejo | y IV asociada con
una mayor carga de A lo que conduce a la produccion de EROs y el aumento de la patologia
AB (115), donde las EROs mitocondriales colapsan el potencial de la membrana mitocondrial
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acelerando la produccion de EROs (116). Por otro lado, se ha evidenciado que las
mitocondrias tienen otro papel importante en la célula, regulando la apoptosis. La apoptosis
neuronal mediada por EO inducido por el AB, provoca la activacion de la proteina quinasa
activada por estrés (SAPK) y de las vias mitocondriales pro-apoptoticas que involucran tanto
a p53 como a bcl-2 (93). De hecho, existe una interaccion directa entre p53 y EROs, en
donde p53 modula los niveles celulares de EROs a través de genes inducibles por p53 que
codifican una serie de enzimas prooxidantes e inhiben genes de las antioxidantes a nivel
transcripcional. Ademas, se ha evidenciado que p53 contiene residuos de cisteina en su
dominio de unién al ADN, que pueden ser oxidados por EROs, lo cual afectaria la actividad
de union del ADN de p53 a genes especificos, dando como resultado un dafio celular y
muerte neuronal (67, 82, 117).

Por otra parte, se han encontrado niveles elevados de metales como Cu, Zn y Fe, como
intermediarios de la sobreproduccion de EROs y el aumento en los depdsitos de ApR42.
Ademas, se ha evidenciado que el Cu y Zn se excretan dentro de la hendidura sinptica de
algunas neuronas y pueden jugar un papel importante ya que pueden unirse a AR modulando
el proceso de agregacion; actuando sobre la cinética al afectar la morfologia de los
agregados formados. En esa misma linea, se ha reportado una correlacion positiva entre el
aumento en las concentraciones del AR, la formacion de placas seniles y el déficit de
memoria en ratones transgénicos Tg2576 (una forma mutante de la APP) (118). Lo anterior
se comprobd con la identificacion de una relacion positiva entre los niveles de AB, la
neurodegeneracion y el deterioro y pérdida neuronal, entre cerebros de pacientes con EA'y
controles (119, 120). Igualmente, un estudio reciente donde realizaron inyecciones
intrahipocampales en ratones transgénicos (5xFAD) con extractos que contienen AR, se
demostr6 que el AB induce muerte celular por apoptosis; confirmando asi, el efecto
neurotoxico del péptido AB y el EO en los procesos neurodegenerativos en modelos de la
EA (121).

Nuestro grupo de investigacion logré probar que el AR 25-35 induce apoptosis en un modelo
in vitro, mediante la activacion de una cascada de sefializacién mediada por el H,O; (99).
(Figura 9) También, se ha reportado que el H:O. puede difundirse a través de las
membranas biol6gicas y activar diferentes quinasas, factores de transcripcion y oxidacion de
proteinas consideradas sensores de EO, como el DJ-1 (122). Por otra parte, el H,O, tiene la
capacidad de interactuar con iones de metales pesados como Cu o Fe que se encuentran
en concentraciones elevadas en cerebros de pacientes con EA (123, 124) y que generan
radicales libres mediante la reaccién de fenton. Estudios recientes han demostrado que a
medida que se da la progresion de la EA, aumenta la probabilidad que ocurran interacciones
que promuevan la formacién de complejos AB -metal permitiendo su agregacion (125). De
hecho, los experimentos in vitro demuestran que la formacion del complejo AB-Cul+ produce
EROs (126). Aunque si se ha demostrado que el H,O, producto de la toxicidad de AB
reacciona con Fe2+, generando EO y activando vias de muerte celular (99). En este
contexto, se ha logrado proponer un mecanismo de sefializacion inducido por la fraccion AR
25-35 que produce el H,0,, activa una cascada de sefializacién a través de proteinas pro-
apoptéticas como ASK-1, IJNK, c-JUN, P53 y PUMA, las cuales activan la liberacion de
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caspasas iniciadoras y ejecutoras desencadenantes de muerte celular por apoptosis (100,

127).
AB2s.35 /AB2s-3stFe?
\ /7

Figura 9. Via de sefializacion de apoptosis inducida por la presencia del fragmento téxico
AB2s.3550l0 0 en combinacion con el Fe?*. El AB 2s.35/ AB 25.35+Fe2* genera H202 que aumenta sus
niveles en presencia de Fe?*. El H202 pueden i) activar p53 y la quinasa c-Jun, que activan las
proteinas proapoptoéticas Bcl-2 inhibiendo las funciones de las proteinas antiapoptéticas; ii) inducir
la despolarizacién de la membrana mitocondrial aumentando pérdida del AWm y/o la apertura de los
canales Bax/Bak en la membrana externa de la mitocondria, lo que permite la liberacion de AlF, iii)
provocar la oxidacion de la cardiolipina, que junto con el aumento de la permeabilidad y la apertura
de canales en la membrana mitocondrial median la liberacién de Smac/Diablo y citocromo ¢ hacia
el citosol. (128-132). Estos permiten (vi) la condensacién y fragmentacién nuclear. Imagen
modificada de (100).
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CAPITULO 3: PROTEINA QUINASA ABELSON (c-Abl) EOy EA

La proteina quinasa celular Abelson (c-Abl) participa en varios procesos celulares, que
incluyen la regulacién de la actina del citoesqueleto, la regulacion del ciclo celular, la
apoptosis o el arresto celular en respuesta al EO intracelular y recientemente se ha asociado
con muerte neuronal en modelos in vivo de la EA, por lo tanto la proteina c-Abl se ha
postulado como un blanco terapéutico promisorio para el tratamiento de la EA (133).

3.1. Definicion y estructura de la c-Abl

El gen de la tirosina quinasa no receptora de Abelson (c-Abl, Abll) fue originalmente
identificado como el homoélogo celular del oncogén v-Abl del virus de la leucemia murina de
Abelson, y posteriormente fue identificada en células de mamiferos y se le denominé celular
Abl (c-Abl) (134). c-Abl es una prooncoproteina de 140 kDa que pertenece a la familia Src
de tirosina quinasas, codificada por el gen de Abl ubicado en el cromosoma 9 (9934.12).
Esta quinasa se expresa en la mayoria de las células, pero con una localizacién subcelular
diferente, por ejemplo, en los fibroblastos reside predominantemente en el nlcleo mientras
que en las células hematopoyéticas primarias y las neuronas c-Abl es mas citoplasmica.
Algunos de los dominios funcionales de la proteina c-Abl han sido caracterizados. Estos
consisten en una regiéon N-cap miristoilada, seguida de los dominios de homologia Src
2(SH3) y (SH2), un sitio que conecta SH2 con el dominio quinasa denominada linker, un
dominio de tirosina quinasa y una regién con un dominio de unioén a la actina denominada
ABD en el extremo C-terminal (Figura 10A) (135). La regién N-cap regula la actividad de la
quinasa y su anclaje a membrana. El dominio C terminal quinasa es una regién de > 600
aminoacidos, compuesta de secuencias ricas en prolina (PXXP), de un dominio de unién al
ADN (DNA, binding domain (BD)), de tres secuencias de localizacién nuclear (NLS), una
secuencia de exportacién nuclear (NES) y motivos de union a actina G (monomeéricos) y F
(actina BD). Las células humanas expresan dos variantes de c-Abl, Abl 1a y Abl 1b. La
isoforma la se origina a partir de un promotor alternativo, lo que ocasiona un truncamiento
corto de aminoacidos en el extremo N-terminal sin sitio de miristilacion. Mientras que la
variante 1b de c-Abl, si presenta un sitio miristilado en la region N-cap (Figura 10B). El &cido
miristico se une a su vez al dominio tirosina quinasa, lo que genera un plegamiento de c-Abl
generando un estado de auto inhibiciobn. Se ha demostrado que mutaciones en las
secuencias de sefial de miristilacion resultan en una actividad aumentada de la quinasa
(136). La region N-cap, también puede influir en la regulacién de la actividad de la quinasa
mediada por los dominios SH3 y SH2 (137).
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Figura 10. Organizacidn estructural de la proteina c-Abl. (A) Estructura cristalina de rayos X de c-
Abl-1b se representa como una cinta (a la izquierda). La porcioén no estructurada del N-cap miristoilado
que se acopla al I16bulo C del dominio quinasa se muestra como una linea de puntos. En el dominio
quinasa, las posiciones de la hélice aC y el bucle de activacion (Act. Loop) se muestran
en cian y magenta respectivamente. Los dominios en la estructura estan codificados por colores y
corresponden al esquema. (B) variante c-Abl 1b consta de una region N-cap miristoilada (Myr),
seguida de los dominios SH3 y SH2, el linker SH2/quinasa, el dominio de tirosina quinasa, seguida
de una region rica en prolinas y una ultima region larga, con un dominio C-terminal de unién al ADN
(DB) y a actina (ABD). Tomada y modificada referencia (135, 138)

3.2 Mecanismo de Accion de la c-Abl

El dominio quinasa de la c-Abl estad muy regulado y en la mayoria de las células se encuentra
inactivo. Esta regulacion negativa, se da cuando el dominio SH3 se une a la region linker (la
cual es una regién rica en prolinas) y forma una hélice poliprolina tipo Il (PPII) que bloguea
su actividad. El papel de regulador del dominio SH3, fue confirmado al realizar deleciones o
mutaciones en este dominio SH3, asi como sustituciones de las prolinas de la region linker,
que demostraron el aumento de la actividad quinasa, y por consiguiente la regulacion
negativa del dominio SH3 sobre la c-Abl cuando esta en condiciones celulares normales
(139). Por su parte, el dominio SH2 en c-Abl presenta doble accion de inhibicion y de
activacion de la quinasa. En el estado de autoinhibicién, la interaccion de la regién N-Cap
con el dominio tirosina quinasa, permite la reorientacion del dominio SH2 y su interaccion
con el residuo de tirosina 361 en la regién C-terminal de la molécula. En conjunto, las
interacciones entre las regiones N-Cap y el dominio tirosina quinasa; y entre el dominio SH3
y la region linker; y el dominio SH2 con la region C-terminal disminuyen la maleabilidad de
c-Abl, confiriéndole un estado inactivo (140).

Durante la activacion de c-Abl, la orientacion de las regiones de los extremos N- y C-terminal,
asi como los residuos conservados del sitio activo del dominio tirosina quinasa, coordinan la
inter-conversion dindmica de las conformaciones de un estado inactiva a activa. En el estado
activo, hay una reorientacion del dominio SH2 hacia la region N-terminal, adquiriendo una
conformacion de “top-hat”. Esta reorientacién no solo remueve la inhibicién del dominio SH2,
sino que aumenta la actividad quinasa de la molécula mediante un efecto alostérico (141).
El residuo de aminoacidos que contiene la secuencia Asp-Phe-Gly (DGF) conservada en las
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quinasas, y que se ubicada muy cerca del bolsillo de unién de ATP en la hendidura formada
entre las regiones N y C, su accion a través del aspartato es catalitizar un cambio
conformacional de la quinasa, que permite que se coordine y se una un ién de magnesio al
ATP y se active la fosforilacién de la molécula blanco por la quinasa. De hecho, en el estado
activo, el dominio tirosina quinasa de c-Abl cataliza la transferencia del fosfato-y del ATP a
los residuos tirosina de sus proteinas o péptidos sustratos. Estudios de cristalografia de la
molécula c-Abl han revelado multiples interacciones intramoleculares en los estados de auto-
inhibicién entre los sitios no cataliticos (N-cap, SH3, SH2 y region linker). Cuando ocurren
disrupciones de estas interacciones intramoleculares inhibitorias se aumenta la actividad de
c-Abl; por ejemplo, i) alteraciones provocadas por la fosforilacion de las tirosinas 89 y 134
en el dominio SH3 y en la tirosina 245 en la regidn linker, pueden conducir a una pérdida en
la interaccién entre ambas regiones e inducir la activacion de c-Abl, dado que estos sitios la
estructura de la quinasa constituyen puntos criticos en la regulacion de las vias de
sefalizacion de c-Abl. De igual manera, la actividad de c-Abl esta regulada, a través de las
interacciones con los dominios SH2 o SH3 que facilitan su oligomerizacién, autofosforilacién,
activacion y el aumento de su actividad quinasa (142, 143).

La actividad de la quinasa c-Abl aumenta mediante diversos estimulos fisioldgicos, que van
desde la progresién de la fase S en el ciclo celular, la radiacién ionizante, el EO, la
participacion de los receptores de adhesion celular, factores de crecimiento y
citoquinas. Ademas, se ha identificado que se activa con una amplia gama de respuestas
celulares, incluida la redistribucion de Abl del citoesqueleto al nucleo, fosforilacion de ARN
polimerasa Il, activaciébn de quinasas como c-Jun, la induccion de detencion de G1 y
apoptosis. Estas observaciones respaldan el papel de c-Abl en la integracion de las sefiales
de adhesion con el control del ciclo celular y en la respuesta celular al dafio del ADN y al EO
(144).

Finalmente, cabe resaltar que la funcién de la mayoria de los inhibidores de quinasas es
impedir la unién del ATP en la hendidura formada entre las regiones Ny C terminal y a través
de interacciones moleculares en esta region de la quinasa impidiendo que cumpla su funcion
(Figura 11) (135).

Autoinhibited conformation Active conformation

S
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Figura 11. Conformacion inactiva /activa de c-Abl. A) Conformacion de auto inhibicién de la c Abl
y (B) Conformacion de activacion de la ¢ Abl. Tomada y modificada de referencia (145).

3.3. Funciones de la c-Abl

La tirosina quinasa c-Abl es una tirosina quinasa no receptora de expresion constitutiva que
esta implicada en multiples funciones celulares y se activa en respuesta a multiples factores
expuestos previamente. Estudios realizados en modelos in vitro e in vivo han demostrado
que c-Abl participa en una variedad de funciones que incluyen la proliferacion celular o
diferenciacién celular, la retraccién o la migracion, la autofagia, la reparacion del ADN,
ademas promueve apoptosis durante el desarrollo embrionario y en condiciones en las que
no es posible reparar el ADN (146), en este contexto, se ha propuesto que en el nlcleo la
proteina c-Abl interactia con el ADN via surco menor de la doble hélice en donde cumple
un papel de transcripcion, recombinacion y de reparacion del ADN (147). También c-Abl se
ha implicado, en la remodelacién de la actina del citoesqueleto, la endocitosis medida por
receptor y también regula funciones especializadas como la sefalizacién del receptor de
antigeno en los linfocitos y la adhesion bacteriana a las células epiteliales intestinales.
Ademas, c-Abl se ha asociado a vias de sefalizacién celular asociadas al EO y al control de
la eleccion, entre la supervivencia neuronal o la apoptosis empleando el sistema c-Abl/p73
y activando la proteina supresora de tumores de retinoblastoma (Rb) (148).

Numerosos estudios sugieren que los miembros de la familia de tirosinas quinasas de c-Abl
desempefian un papel importante en el desarrollo del SNC. En este contexto, se ha
evidenciado in vitro que la inhibicidn quimica o génica de la c-Abl reduce la fosforilacién de
PSD95, lo que conduce a una disminucion en su agrupamiento y por consiguiente en su
funcion sinaptica (149).

De igual forma, se demostré en embriones de ratén que la c-Abl junto con Arg (otro miembro
de la familia de tirosinas quinasas Abl) presentes en los sinaptosomas y en los conos de
crecimiento neural potencializan los procesos de sinapsis (150). Adicionalmente, estudios
en cultivos primarios de neuronas del hipocampo revelaron que la inhibicién de la c-Abl
conduce a la disminucién de la longitud y a la formacién de ramificaciones de las dendritas,
también a la reduccién del numero de dendritas primarias y secundarias ocasionando la
disrupcién en su polaridad y de la comunicacion dendritas-axones (151).

3.4. c-Abl, EO, Apoptosis y la EA

La actividad de c-Abl es crucial para el adecuado desarrollo neuronal, sin embargo, esta
proteina quinasa permanece relativamente quiescente en neuronas de adultos sanos, y su
activacion ha sido demostrada en el contexto de la EA en donde el péptido AB y EO, activa
c-Abl, p73y fosforila Cdk5 que a su vez activa p53, que junto con p73 promueven la muerte
neuronal (152-155).
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3.4.1.c-Abl y el péptido AB

Los cambios inducidos por AB que subyacen al deterioro cognitivo pueden implicar la
activacion de vias de sefializacion que median cambios importantes en la estructura
sinaptica y la organizacion del citoesqueleto neuronal durante los procesos de
neurodegeneracion en la EA. Vargas et al.,2014 mostraron que los oligdbmeros de AB inducen
la relocalizacién y activacion de EphA4 gue conducen a la activacion de la quinasa c-
Abl. Ademas, demostraron que la inhibicion de la via EphA4/c-Abl previene la pérdida de
espinas dendriticas y el proceso apoptoético causado por AB (Figura 12 A) (154). Por otra
parte, Alvarez et al. demostraron que las fibrillas del péptido AR inducen un incremento en la
actividad de c-Abl en neuronas del hipocampo en ratas, asi como un incremento en los
niveles de proteinas p73 y del complejo p73/c-Abl que controlan no solo la decisién entre la
supervivencia neuronal y la apoptosis, sino también puede ser un mediador de
neurodegeneracion (148, 153). Ademas, cuando realizaban la inhibicion de c-Abl por medio
de imatinib o del RNA interferente (RNAi) las neuronas fueron rescatadas de la
neurotoxicidad mediada por las fibrillas de AB (153). Adicionalmente, Yafiez et al.,2016
mostraron que c-Abl interactla directamente con APP a través de la Tyr682 en la cola
citoplasmética y su proteina adaptadora Fe65, lo cual facilitaba la interaccion de la APP con
BACE1 promoviendo el procesamiento amiloidogénico de APP, por lo que se ha sugerido a
los miembros de la familia Abelson de tirosina quinasas no receptores, como uno de los
potenciales mediadores de neurotoxicidad cascada abajo de los efectos neurotdxicos del
péptido AB, que representa uno de los factores etiol6gicos mas estudiados de la EA (152-
158).

En concordancia con los previos hallazgos in vitro, estudios in situ de tejido postmorten de
cerebros de la EA, han demostrado que la acumulacién del AB aumenta los niveles del H>O-
que puede mediar la toxicidad (159). ElI EO, la acumulacién de proteinas agregadas y el
dafio mitocondrial son marcadores comunes de las enfermedades neurolégicas. De igual
forma, se ha evidenciado que las neuronas expuestas al EO generado por el AR (160),
activan c-Abl citoplasmatico y nuclear. En donde la produccién de ROS durante el EO
conduce al dafio oxidativo del ADN y c-Abl puede desempefiar un papel importante en el
arresto del ciclo celular en el punto de control G1-S, al inducir la formacion del complejo
ATM/ATR/c-Abl que conduce a la fosforilacion de Y99 de p73 activando los participantes de
apoptosis en caso de que no exista la reparacion del ADN (Figura 12 B) (134, 161); también
se ha demostrado que la c-Abl se dirige a las mitocondrias, donde tiene una respuesta de
muerte celular al EO (162).

De igual manera, se ha demostrado que el complejo c-Abl-p73 se acumula en el nacleo y se
localiza en las neuritas y los ovillos neurofibrilares en los cerebros de la EA. Los niveles de
proteina p73 y c-Abl también aumentaron en las neuronas del hipocampo expuestas a las
fibrillas del AB (163). De manera interesante, se determind que el efecto de las fibrillas del
AB en las membranas celulares neuronales del hipocampo es similar a los efectos de las
neuronas expuestas al tratamiento con H.O2, como inductor de la activacion de c-Abl y de
EO. Asimismo, c-Abl también puede regular la catalasa (enzima que convierte el H.O, en
H.O y O en los sistemas biolégicos) al fosforilarla en sus residuos de tirosina Y321y Y386,
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lo que conlleva a su ubiquitinacién, a la subsiguiente degradacion y por consiguiente al
aumento del H.O, y del EO intracelular (164). Por otro lado, se ha demostrado que la
peroxiredoxina Prx1 es considerada un inhibidor fisiolégico de c-Abl ya que interactda con
el dominio SH3 de c-Abl e inhibe su actividad catalitica; ademas, se ha observado que las
células deficientes de c-Abl muestran un mayor nivel de expresion de Prx1 (165). Por lo
anterior, c-Abl puede representar un interruptor celular involucrado en la decisién de
aumentar la respuesta fisiologica al EO o iniciar la apoptosis (133, 153).

Recientemente, Reichenstein y colaboradores en el 2021, demostraron que la activaciéon
farmacologica aguda de las quinasas Abl o la aplicacién de péptidos monoméricos beta 1-
42 (AB 1-42) a concentraciones bajas de 5 nM reducen de forma similar la neurotransmision
excitatoria espontanea en cultivos neuronales del hipocampo. Ademas, demostraron que la
reduccion de la liberacién espontanea mediada por el péptido AB1-42 puede ser revertida
por la inhibicién de la quinasa Abl, lo que sugiere un vinculo entre la activacion aberrante de
la quinasa Abl y los efectos de los péptidos AB en la transmision sinaptica basal (155).

Estos resultados indicaron que el EO comparte un mecanismo comun con el AR en la
activacion del c-Abl y en la induccion de la apoptosis observada en la EA. Asimismo,
demostraron que la inhibicién de c-Abl altera su interaccién con APP, proponiendo asi, que
la inhibicion de c-Abl podria ser un objetivo farmacolégico para prevenir los efectos nocivos
del aumento de los niveles de AB, EO y apoptosis en la EA (153).

3.4.2. c-Abl y la fosforilacién de la proteina TAU

La proteina TAU asociada a los microtlbulos, es el componente principal de los filamentos
helicoidales, son estructuras agregadas que se encuentran en los ovillos neurofibrilares en
los cerebros de los pacientes con EA (166).

Los niveles normales de fosforilacion de TAU dependen de la regulacion de las fosfatasas y
de las quinasas. Cuando se activan las quinasas ocurre la hiperfosforilacion de TAU que
dificulta la capacidad de esta proteina para unirse a los microtibulos y promover el
ensamblaje de estos. Dentro de las principales quinasas que regulan la fosforilacion de TAU
se encuentran principalmente GSK-3p3, Cdk5 MAPKs, PKA, CK1 y la familia Src de tirosina
quinasa y dentro de esta familia a su vez, se ha demostrado que c-Abl es la principal
responsable del proceso de fosforilacion de TAU en la EA (167). Mas de 40 sitios de
fosforilacion han sido descritos en TAU, dentro de los que se encuentran 5 tirosinas, en las
posiciones 18, 29, 197, 310 y 394, de estas, se ha demostrado que las tirosinas 18, 197 y
394 se encuentran fosforiladas en cerebros de pacientes con EA y las dos ultimas son
producidas por la c-Abl (168).

En estudios posteriores, se demostrd que las quinasas Abl no solo se co-localizan con las
placas de AB, si no con los ovillos neurofibrilares y con los cuerpos de degeneracion
granulovacuolar (GVD), que son caracteristicos de la neuropatologia de los cerebros con la
EA (141, 169, 170). Ademés se evidencio la colocalizacion de esta proteina quinasa con
NFTs en la corteza entorrinal e hipocampo de pacientes con la EA (170) Asimismo,
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numerosas investigaciones indican que el desarrollo temprano de la patologia de la EA se
debe a un deterioro acelerado de la dinamica de la actina del citoesqueleto sinéptico, y de
las perturbaciones de la proteina TAU que resulta en la reducciéon de la eficacia sinaptica,
la degeneracion de las espinas dendriticas y la disfuncién sinaptica (171).

3.4.2.1. Fosforilacién Directa de TAU

Se ha demostrado que la fosforilacion directa de la tirosina 18 en TAU mediada por Fyn, no
afecta la union a los microtubulos. Sin embargo, adicional a esta fosforilacion, la presencia
de TAU fosforilada en la Y394 en los filamentos helicoidales apareados de pacientes con
EA, por c-Abl, confirman que esta fosforilacion es un evento deletéreo especifico de la EA
(169). De igual manera, en un estudio realizado por Ait-Bouziad et al.,2020 encontraron que
c-Abl también fosforilé6 Tau en Y18, Y29, Y197, Y310 e Y394, siendo Y310 e Y394 los
principales sitios de fosforilacion (Figura 12C). Ademas, confirman las observaciones
previas sobre el impacto negativo de la fosforilacion de tirosina en la interaccion de TAU con
los microtubulos, probablemente mediado por el gran cambio hacia el potencial electrostéatico
negativo, asi como por reordenamientos estructurales de la region de union a microtibulos
a través de la fosforilacion de residuos de tirosina C-terminal Y310 e Y394 (172).

3.4.2.2. Fosforilacion Indirecta de TAU

Adicional a la habilidad de fosforilar directamente a TAU, c-Abl también puede
indirectamente fosforilar a TAU mediante otras quinasas. Por ejemplo, en modelos in vivo,
c-Abl puede fosforilar a Cdk5 (una serina/treonina quinasa fundamental en el desarrollo de
los mamiferos) en la tirosina 15 y estimular la actividad quinasa de Cdk5, la cual puede
fosforilar a su vez a TAU en 9 a 15 sitios diferentes, e inducir su hiperfosforilacion y contribuir
a la formacion de NFT (152) (Figura 12C). Se ha demostrado que la fosforilacion de TAU
mediada por Cdk5 aumenta aun mas la fosforilacion total de TAU, ya que facilita la
fosforilacion posterior de TAU por GSK3 (principal quinasa que fosforila a TAU) (173). Por
otro lado, c-Abl también puede fosforilar el residuo Y547 de la proteina adaptadora Fe65
(brain-enriched adaptor protein), la cual unida a la APP se trasloca al nlcleo y aumenta la
expresion de la quinasa GSK3, que a su vez media la hiperfosforilacién de TAU (174).
Por lo tanto, estos hallazgos demostraron que c-Abl, actia como reguladora de la
remodelacién de la actina en el citoesqueleto, y son las responsables en la patogénesis de
la EA como un potencial actor cascada abajo de la sefializacion de la transduccién de
sefales del AR, EO y la hiperfosforilacién de la proteina TAU de forma directa e indirecta,
constituyendo c-Abl una molécula con un importante potencial como diana terapéutica para
el disefio de tratamientos en la EA (153).
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Figura 12. Participacién de la proteina c-Abl en laneuropatologiade la EA. A) c- Abl y su relacion
con los oligémeros de AB. B) c- Abl y su relacion con el EO y C) c- Abl y su relacién con NFTSs.

Adaptada de (133).
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CAPITULO 4: LOS INHIBIDORES DE c-Abl COMO ALTERNATIVA TERAPEUTICA EN
LA EA

Como se describio anteriormente, la quinasa c-Abl participa en diversos procesos celulares
conducentes al deterioro neuronal de los pacientes con la EA, lo que la convierte en foco de
atencion para los investigadores y en una candidata de regulacion terapéutica promisoria
para la EA.

4.1. Estructura, clasificacion y funcién de los Inhibidores de quinasa c-Abl

Las quinasas se han convertido en uno de los objetivos mas buscados en la investigacion
farmacoldgica del siglo XXI, debido a sus funciones criticas en la sefalizacién celular. Hasta
la fecha, la FDA de EE. UU. ha aprobado 68 inhibidores de quinasa de molécula pequefia
(peso molecular inferior a 500-900 Da) (175).

Desde el descubrimiento inicial se han desarrollado inhibidores de primera, segunda y
tercera generacion; para superar algunas de las limitaciones de los inhibidores de primera
generaciéon, como la falta de especificidad, baja potencia, la baja capacidad de atravesar
barrera hematoencefélica (BHE) o ineficacia en presencia de mutaciones; los avances en la
biologia estructural de las quinasas oncogénicas han facilitado el desarrollo racional de
farmacos de segunda y tercera generacion logrando mayor selectividad mediante la
explotacién de pequefias diferencias estructurales (176).Los inhibidores de la proteina
guinasa son competitivos con el trifosfato de adenosina (ATP), lo que significa que se unen
de una manera que bloquea el sitio ATP.

Hasta el momento se han aprobado cinco inhibidores de BCR-AbI: imatinib (Gleevec®,
Novartis), dasatinib(Sprycel®, Bristol-Myers Squibb), nilotinib (Tasigna®,
Novartis), bosutinib (Bosulif®, Wyeth) y ponatinib (Iclusig®, Ariad Pharmaceuticals) Tabla 2
resume las principales caracteristicas de los ITKs (177) .

4.1.1 Imatinib

P Figura 13. Estructura quimica del imatinib. El
’ A “w . compuesto principal derivado de

N N s x . . .. « e . .
» L,T @ ) fenilaminopirimidina se indica en negro. (1) El grupo
y }i‘ ® \ piridilo (rojo) agregado en la posicion 3' del resto de
| ', pirimidina mejor6 la actividad celular, 2) el
N increased et eesow  SUStituyente amida (azul) en el anillo de fenilo
Enhanced cobiar actviy T proporcioné a la molécula actividad inhibidora contra
l las tirosinas quinasas, y (3) el 6-metilo (verde) la
CYQ : adicién al anillo de aminofenilo central anul6 la
=N @ N ’ actividad inespecifica sobre PKC, aumentando asi la
N selectividad del compuesto por Ber-Abl. Finalmente,
matini se agregd (3) una N -metilpiperazina (parpura) para
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mejorar la solubilidad acuosa y la biodisponibilidad oral del farmaco, pero (5) requirio la insercion del
conector amida y un anillo de benceno (amarillo) como espaciador para abolir el potencial mutagénico
del resto de anilina obtenido de otro modo. Tomado de (177).

El imatinib (STI571, nombre IUPAC 4-[(4-methylpiperazin-1-yl) methyl]-N-[4-methyl-3-[(4-
pyridin-3-ylpyrimidin-2-yl)amino]phenyllbenzamide). El primer competidor de ATP conocido
capaz de inhibir la quinasa Bcr-Abl con alta selectividad, pero no especificidad perteneciendo
a la primera generacion de los ITKs. Imatinib consiste en un nucleo de bisarilanilino tipico
que comprende un anillo de fenilo en un lado y un resto de piridina-pirimidina en el otro lado,
que posee un grupo benzamida-piperazina en la posicibn meta del atomo de nitrégeno de
tipo anilina (Figura 13). Se utiliza como farmaco de primera linea en el tratamiento de la
leucemia mieloide crénica con cromosoma filadelfia positivo (LMC BCR-AbI). También para
la dermatofibrosarcoma, tumores del estroma gastrointestinal (GIST), sindrome
hipereosinofilico, sindromes mielodisplasicos y como un tratamiento de segunda linea para
la mastocitosis sistémica agresiva sin la mutacion KIT P8¢V, Imatinib se usa fuera de etiqueta
para tumores desmoides , cordomas, melanomas avanzados con mutacion KIT, y el
tratamiento de las leucemias mieldgenas crénicas después del trasplante alogénico de
células madre. Imatinib es, por tanto, un inhibidor de amplio espectro, modulando las
actividades varias proteinas como c-Abl, el receptor del factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGFR), la tirosina quinasa 3 similar a FMS (FLT3), la proteina especifica de
linfocitos (Lck), la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK), el dominio intracelular de
la proteina precursora de amiloide (AICD), la a-sinucleina y el receptor del factor de células
madre (c-kit) (178).

4.1.2. Nilotinib
Figura 14. Estructura quimica del
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El nilotinib (AMN107, nombre IUPAC 4-
metil-N-[3-(4-metil-1H-imidazol-1 il)-5-(trifluorometil)fenil]-3-(1)benzamida). Es un inhibidor
de segunda generacién que parte de estructura de imatinib mediante la inversién del grupo
de enlace amida, reemplazando el anillo de piperazina con 3-metilimidazol y agregando un
grupo trifluoro-metilo al sustituyente anilinocarbonilo, para aumentar el numero de
interacciones (Figura 14). El nilotinib fue aprobado desde el 2007 para el tratamiento de
pacientes con LMC. Al igual que el imatinib, el nilotinib puede inhibir otras quinasas, incluidas
las MAPK, motivo alfa estéril y quinasa que contiene cremallera de leucina (ZAK), c-kit,
receptor de dominio de discoidina (DDR) y PDGFR (179). Se ha propuesto que el nilotinib
puede ser utilizado como un tratamiento para las sinucleinopatias, incluida la enfermedad de
Parkinson (EP) y la demencia con cuerpos de Lewy (DLB). De manera interesante, se ha
demostrado que el nilotinib promueve la eliminacion de a-sinucleina por autofagia (180) y
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evita la muerte de células dopaminérgicas y los déficits conductuales en el modelo de
toxicidad MPTP de parkinsonismo in vivo (181).

4.1.3. Bosutinib

Figura 15. Estructura quimica del
Cl_~._~Cl bosutinib. verde: estructura central; rojo y
I azul: grupo de sustituyentes). Tomado de
\‘O’/AQQ/" NH (177)
N J
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El bosutinib (SKI-606, nombre IUPAC 4-
[(2,4-dicloro-5-metoxifenil) amino]-6 metoxi-7-[3-(4-metilpiperazin-1-il) propoxijquinolina-3-
carbonitrilo), Es un medicamento de segunda generacion que tiene una estructura mas
diferente, ya que se ha desarrollado a partir de un compuesto inhibidor lider de Src (4-[(2,4-
diclorofenil) amino]-6,7-dimetoxi-3- quinolinacarbonitrilo). EI ndcleo central de quinolina
requeria la adicion de un resto de N -metilpiperazino protonable hidrofilico (Figura 15). Es
un farmaco utilizado como tratamiento eficaz contra LMC BCR-Abl y fue aprobado por la
FDA en 2012 (Tabla 2). Este farmaco no solo es para inhibir la c-Abl sino, ademas, tirosina
quinasas Src (182). Y presenta importante ventaja de que los transportadores de resistencia

a multiples farmacos no lo excretan de manera eficiente (177).

4.1.4. Dasatinib
Figura 16. Estructura quimica del
/ dasatinib. verde: estructura central; rojo y
azul: grupo de sustituyentes). Tomado de

s b N ya (177).

El dasatinib (BMS 345825, nombre
IUPAC N-(2-Chloro-6-methylphenyl)-2-[[6-[4-(2-hydroxyethyl)-1-  piperazinyl]-2-methyl-4-
pyrimidinylJamino]-5- thiazolecarboxamide). Es un medicamento de los de segunda
generacion. Estructuralmente, el anillo central de fenilo ha sido reemplazado por un grupo
aminotiazol que ocupa el bolsillo de adenina de Abl. En cambio, el grupo piridina de imatinib
se reemplaza por una hidroxietil piperazina, que permanece expuesta al solvente también
después de la union de Bcr-Abl (Figura 16). Es un peculiar inhibidor de DFG-in, aunque no
es eficaz en el caso de la mutacion T315l. En comparacion con imatinib, dasatinib permite
gue los pacientes con LMC en fase crénica logren respuestas al tratamiento mas rapidas y
profundas por lo cual esta aprobado y se puede recetar como terapia de primera linea para
el tratamiento de la LMC. Aparte de la c-Abl este inhibidor actta sobre la familia Src quinasas
y EPHA2 (183).
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4.1.5 Ponatinib
Figura 17. Estructura quimica del
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FF El ponatinib (AP 24534, nombre
IUPAC 3-(2-(imidazo(1,2-b) pyridazin-3-yl) ethynyl)-4-methyl-N-(4-((4-methylpiperazin-y-1-
yl) methyl)-3-(trifluoromethyl)phenyl) benzamide). Es un inhibidor de la quinasa de tercera
generacién disefiado para tratar la mutacionT315I de c-Abl. Estructuralmente, se superpone
muy bien con nilotinib con solo pequefias diferencias aparte del conector etinilo: el grupo
metilimidazol se reemplaza por un resto metilpiperazina (como en imatinib). Ademas, en
lugar del grupo piridina-pirimidina de nilotinib, ponatinib tiene una porcién terminal de imidazo
[1,2-b] piridazina en la misma posicion para optimizar la formacion de puentes de hidrégeno
dentro del bolsillo hidrofilico en el que se aloja (Figura 17). Este farmaco es efectivo para
BCR-ABL1 nativa y mutada ABL1. También, inhibe las quinasas de FGFR, FLT3y TIE2 y se
ha utilizado como terapia de segunda linea para el tratamiento de leucemias. Actualmente
ponatinib esta indicado para el tratamiento de la LMC y leucemia linfoide aguda (LLA)
especialmente en pacientes resistentes y/o intolerantes a los inhibidores de primera linea.
Vale la pena destacar, que ponatinib se suspendié temporalmente en 2013 por la aparicion
de eventos trombéticos cardiovasculares (184).

Los ITKs son clasificados segun su modo de union y se pueden agrupar en dos clases:
irreversibles y reversibles. Los primeros tienden a unirse covalentemente con un residuo de
cisteina nucleofilico reactivo préximo al sitio de uniéon de ATP, lo que resulta en el bloqueo
del sitio de ATP y la inhibicién irreversible. Este ultimo puede clasificarse ademas en cuatro
tipos principales segun la conformacion del bolsillo de union y el motivo DFG: i) inhibidores
de tipo | (Figura 18A), que se unen dentro y alrededor del bolsillo de la proteina quinasa
cataliticamente activa, donde reconocen el aspartato en el motivo DFG mirando hacia el sitio
activo de la quinasa. Dentro de este tipo de inhibidores, encontramos el subgrupo tipo | ¥,
los cuales se unen a los residuos de la bisagra, el bolsillo de unién a adenina, y el bolsillo
hidrofébico II, pero con la conformacién interna DFG-Asp (no la conformacion externa de
DFG-Asp de inhibidores de tipo Il). Los inhibidores de ii) tipo Il o DFG-out (Figura 18B), son
aquellos que se unen a una proteina quinasa inactiva, donde reconocen el residuo de
aspartato del motivo DFG que sobresale hacia afuera del sitio de union de ATP e inducen
un cambio conformacional que involucra un bucle del motivo DFG llamado DGF-out. Cuando
ocurre esta interaccion, la quinasa no puede fosforilar porque el aspartato del dominio DFG
se aleja del fosfato y. Dentro de este tipo de inhibidores tenemos los de tipo A, que son
compuestos que se extienden mas alla del residuo guardian de SH2 hacia la hendidura
posterior; y los inhibidores tipo B que son agentes que no logran extenderse hacia la
hendidura posterior. Segun los hallazgos preliminares, la posible importancia de esta
diferencia es que los antagonistas de tipo A se unen a su enzima diana por mayor tiempo
gue los antagonistas de tipo B. Ambos tipos de inhibidores residen parcialmente dentro del
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bolsillo de unién de ATP, exhibiendo una inhibicibn competitiva en estado estacionario con
respecto al ATP. Los inhibidores de iii) tipo 11l (Figura 18C) son aquellos que se unen a un
sitio alostérico, un bolsillo adyacente al ATP (97). El grupo N-H de la columna vertebral del
DFG-Asp (Abl Asp381) esté disponible para formar un enlace de hidrégeno con un ligando
que ocupa el bolsillo hidrofébico 1ll; estos compuestos son inhibidores no competitivos con
respecto al ATP, porque el ATP no puede evitar su interaccién con la enzima. Y el dltimo
grupo de los inhibidores alostéricos son los de iv) tipo IV, (Figura 18 D) que se unen a sitios
distantes de los sitios de unidn al sustrato; uniéndose covalentemente al bolsillo miristoilado
en el 16bulo C del dominio quinasa Abl y siendo altamente selectivos para las quinasas Abl
(175, 185, 186).

A Typel B Typell C Typelll D Typelv

Figura 18. Clasificacion de los inhibidores de quinasa. Estructura del complejo medicamento-
enzima de acuerdo con el tipo de union. A. Tipo | son los inhibidores que se unen a la conformacion
activa de la quinasa con el residuo de aspartato (esqueleto blanco) del motivo DFG apuntando hacia
el bolsillo de unién de ATP, B. Tipo Il se unen y estabilizan la conformacion inactiva de la quinasa
con el residuo de aspartato invertido mirando hacia afuera del bolsillo de unién C. Tipo Il ocupan un
bolsillo alostérico adyacente al bolsillo de unidon a ATP pero no se superpone con él y D. Tipo IV se
unen a un bolsillo alostérico alejado del bolsillo de unién a ATP. Tomado de (187).
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NILOTINIB BCR-ADbl, PDGFR, Segunda 2007 A 584

DDR1
Adenine pocket  # Q\/N

BOSUTINIB BCR-AblI, Src, Lyn, Segunda 2012 IIB . i aoene 530.45
N/\ ¥ pocket
Hck LN ~_o h
V’ilg‘zr‘t ? HN/ :\\N o
PONATINIB BCR-Abl, BCR-AbI Tercera 2012 IIA . 532.57
T315l, VEGFR, 3.
PDGFR, FGFR, Ch S
EphR, Src familia, e o £
Kit, RET, Tie2, FIt3 e Qm

Tabla 2. Resumen de las principales caracteristicas de los ITKs. Nombre, blanco terapéutico,
generacion, afio de aprobacion por la FDA de manera ascendente, el tipo de Inhibidor, estructura
quimica (bolsillo de adenina que es el que se une al bolsillo de ATP, bolsillo hidrofébico que juega un
papel importante en la selectividad del inhibidor, bolsillo alostérico y la regién solvente son usados
para aumentar la especificidad y selectividad del inhibidor) y su peso molecular (PM). Imagenes
tomadas de (187).

4.2. Metabolismo de los inhibidores de c-Abl

Los inhibidores de tirosina quinasa (ITKs, o tyrosine kinase inhibitors (TKIs)) son
caracterizados por la variacion interindividual de su farmacocinética. En términos generales,
una vez los ITKs son administrados por via oral, son absorbidos en el tracto gastrointestinal
y alcanzan sus niveles plasmaticos maximos de 3 a 6 horas. La biodisponibilidad absoluta
para imatinib es cercana al 100%. Los ITKs son solubles en un ambiente acido y la
solubilidad disminuye rapidamente a un pH por encima de 4 y 6. Se ha observado que los
alimentos tienen un efecto sobre la biodisponibilidad de algunos inhibidores, por ejemplo, el
nilotinib y el bosutinib aumentan notablemente con los alimentos. Estos se distribuyen
ampliamente en los tejidos y se unen a proteinas, resultando en una extensa distribucion y
vida media prolongada. Por ejemplo, el imatinib se distribuye en los tejidos y se une
predominantemente a la albiminay a la glicoproteina a1 (AGP), con un volumen de
distribucion de 435L y una vida media de 18 horas. En el caso del dasatinib, este se
distribuye ampliamente en el espacio extravascular y se une a proteinas cerca de un 94% al
igual que el bosutinib, resultando en un gran volumen de distribucion de 2505L con una vida
media de 3-5 horas. En el caso de la distribucion en el SNC, se ha demostrado que el nilotinib
atraviesa la BHE mientras que el imatinib y el dasatinib presentan una penetrancia muy baja
en humanos. Todos los inhibidores son metabolizados principalmente por el citocromo P450
3A4 (de forma abreviada CYP3A4) y por otras enzimas CYP (como es el caso del dasatinib)
y en menor medida por las uridinadifosfato glucuroniltransferasa UGT. Los ITKs son
transportados por los portadores de casete de union de ATP de salida B1 y G2. Todos los
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ITKs se excretan predominantemente con las heces y solo una pequefia fraccion se elimina
con la orina. La fraccién de farmaco inalterado en las heces puede variar mucho entre ellos
y puede ser el resultado de una fraccion relativamente grande que no se absorbe y elimina
directamente o por un metabolismo de baja eficiencia (188-192).

4.3. Mecanismo de accién de los inhibidores de quinasa c-Abl

Los mecanismos de accién de los inhibidores para ejercer su accion inhibitoria sobre la
molécula diana c-Abl se clasifican en dos tipos: Tipo I: corresponde a los inhibidores-que
se unen al-BCR-Abl activo, como se ilustra en la (Figura 19). En el dasatinib (Figura 19A),
el nitrégeno del nucleo de tiazol y el grupo amino adjunto forman enlaces de hidrégeno con
el residuo Met318 de la c-Abl; el grupo toluidina terminal apunta hacia un bolsillo hidrofébico
que interactta con la amida a través de un enlace de hidrégeno cerca del residuo Thr315 de
la enzima y la cola larga de hidroxietilpiperazinilo queda expuesta hacia la regién del
solvente.

Tipo IlI: corresponden a los ITKs que unen al motivo DFG de BCR-Abl inactiva y adopta una
conformacioén "out", utilizando tres bolsillos de uniébn como se describe en la (Figura 19B)
(B1, B2 y B3). Por ejemplo, en el caso del bosutinib (Figura 19B1) tiene un nucleo de
anilinaguinolina que forma un enlace de hidrégeno entre el nitrégeno de la quinolina y la
amida del esqueleto del Met318. El grupo anilina sustituido ocupa el bolsillo hidrofébico
adyacente a Thr315 de c-Abl. El grupo nitrilo se extiende a otro bolsillo adyacente a Thr315,
que puede albergar moléculas de agua para formar interacciones de enlaces de hidrogeno
mediadas por agua conservadas con inhibidores de molécula. La fraccion piridina-pirimidina
del imatinib (Figura 19B2) forma un enlace de hidrégeno conservado con el residuo Met318
de la BCR-Abl y el grupo metilfenilo ocupa un bolsillo hidrofébico y el grupo amino del resto
del metilfenilo-amino-pirimidina forma un enlace de hidrégeno con el residuo Thr315 de la
BCR-Abl. Asimismo, su grupo terminal piperazinilfenilo se une dentro de un bolsillo
alostérico, formado debido a la conformacion invertida del motivo DFG, donde la fenil
piperazinil forma interacciones iénicas tanto con His361 como con [le360. También, se
forman enlaces de hidrogeno entre el enlace de conexion de amida y los residuos de Glu286
y de Asp 381 de la Abl. De igual forma, el nilotinib (Figura 19B3) comparte el resto de la
estructura de la piridina-pirimidina-aminotolilo con el imatinib, cuya diferencia es la union de
la cadena larga dentro del bolsillo alostérico. El resto del trifluorometilo, hace posible que el
nilotinib se una mas fuertemente dentro del bolsillo alostérico. Mientras que el ponatinib
(Figura 19B4) en lugar de tener un pirimidinamino tiene un enlazador alquino que supera el
impedimento estérico debido a la mutacion del residuo guardian. Ademas, el ponatinib lleva
el grupo piperizinilfenilo de imatinib y el grupo trifluorometilo de nilotinib, lo que resulta en
una interaccién mas compacta con el bolsillo alostérico (175, 183, 185, 186).
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Bl

Figura 19. Clasificacion de los inhibidores de c-Abl segin su mecanismo de accién. A.
Inhibidores tipo | que se unen a la conformacion activa de la enzima. A. Estructura quimica de
dasatinib y su modo de unién representado con BCR-Abl. B. Inhibidores tipo Il que se unen al motivo
DFG de la conformacion inactiva de c-Abl. B1. Estructura quimica de bosutinib y su modo de unién
representado con BCR-AbI. B2. Estructura quimica de imatinib y su modo de unién representado con
BCR-ADI. B3. Estructura quimica de nilotinib y su modo de union representado con BCR-Abl y B4.
Estructura quimica de ponatinib y su modo de unién representado con BCR-AbI. Los inhibidores de
molécula pequefia se muestran en la columna vertebral magenta, los enlaces de hidroégeno se indican
mediante lineas discontinuas rojas y los residuos que interactian con los inhibidores a través de
enlaces de hidrégeno se muestran en la columna vertebral verde. Tomado de (187).

4.4. Inhibidores de quinasa c-Abl en la EA

Los ITKs Abelson (Abl)/Src se encuentran aprobados por la FDA para tratar la leucemia
mieloide crénica (LMC). Interesantemente, el Abl se encuentra elevado y se ha asociado al
AB y a la proteina TAU, marcadores neuropatoldgicos de la EA (193). Estos antecedentes
terapéuticos permiten razonar sobre la posible reutilizaciéon o el reposicionamiento de
farmacos empleados para el tratamiento contra las leucemias, como posibles terapias
novedosas en otras entidades clinicas como la EA. La comprension de las funciones de la
proteina quinasa c-Abl en la modulacién de una amplia gama de procesos celulares ha
permitido el uso de inhibidores de esta enzima, como posibles agentes terapéuticos de
reposicionamiento para la EA. Este desarrollo se ha convertido en uno de los retos
farmacoldgicos mas intensamente estudiados. En este contexto, se ha evidenciado que el
imatinib administrado via intraperitoneal en ratones con la mutacion APPsw/PSEN1AE9 y en
el triple transgénico (ratones 3xTg) de la EA, puede disminuir los niveles de AR en el cerebro
y la fosforilacion de la proteina TAU por inhibicion de la proteina activadora de la y-secretasa
(193). Sin embargo, la baja capacidad para atravesar la BHE sigue siendo un impedimento
importante para el uso de imatinib para el tratamiento de la EA. Para superar esta limitacion
del imatinib, recientemente, Adlimoghaddam y colaboradores utilizaron el nilotinib, que
posee mayor capacidad para atravesar la BHE y llegar al cerebro, en el mismo modelo de
ratones 3xTg-AD de la EA demostrando que el nilotinib mejor6 las funciones cognitivas en
el modelo transgénico, la recuperacion del metabolismo mitocondrial, la biogénesis
mitocondrial y aumenté la actividad de la ciclooxigenasa (COX) en la astroglia cerebral en
el modelo (163). De igual forma, se ha observado que el nilotinib previene la pérdida de las
neuronas dopaminérgicas (DA) en el &rea ventral tegmental (AVT), mantiene el flujo de la
salida de DA y reduce la acumulacién de autofagosomas y por consiguiente restablece el
flujo de autofagia, evitando asi la neurodegeneracion y restableciendo el flujo de DA en las
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areas que proyectan el AVT y mejorando los fenotipos conductuales y cognitivos en un
modelo transgénico de la EA (Figura 20) (194).

Figura 20. Nilotinib ejerce un efecto neuroprotector sobre las neuronas. (A) Las neuronas DA
AVT de ratones Tg2576 muestran niveles incrementados de c-Abl fosforilada y deterioro en la
maquinaria de autofagia, lo que podria causar la acumulacién de AP intracelular y un aumento en la
frecuencia de disparo
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Cognitive
deficits

El Bosutinib otro de los inhibidores de ABL, puede aumentar la autofagia y mejora la
interaccion funcional entre beclin-1 y parkina soluble mediando la degradacion y la
eliminacion del péptido AB en un modelo in vivo de la EA (195). Ademas, bosutinib ha
demostrado tener efecto antiinflamatorio al aumentar los niveles de interluquinas IL-10 y
la quimioquina (C-X3-C motif) ligando 1 (CX3CL1) en sangre y modular la neuroinflamacion
(215). Las ventajas del bosutinib como la del nilotinib son su capacidad de atravesar la BHE,
su seguridad, su tolerabilidad y su alta-efectividad a dosis bajas, lo que lo hace un candidato
promisorio para el tratamiento de la EA (58, 196). Asimismo, en un modelo murino de la EA,
Zhang y colaboradores demostraron que la combinacién de dasanitib y quercetina, reducia
la produccion de citoquinas proinflamatorias y restaura las funciones cognitivas a través de
la eliminacion selectiva de células progenitoras de oligodendrocitos senescentes (197).
Ademas, se evidencié que el dasatinib también es capaz de atravesar BHE (220).
Actualmente se encuentra en ensayo clinico como terapia para combatir la progresion de la
EA (198, 199). Por otra parte, recientemente Shakil demostré por medio de predicciones de
modelos computacionales que el Ponatinib, otro de los ITKs, podia establecer una
interaccion quimica con la AChE en el cerebro humano (200).
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Estos hallazgos preclinicos de los efectos neuroprotectores de los ITKs en modelos in vitro
e in vivo de la EA, permitieron que en la actualidad el bosutinib, dasatinib, nilotinib, se
encuentren en ensayos clinicos para la EA.

De hecho, el nilotinib es uno de los inhibidores que se encuentra en un mayor nimero de
ensayos clinicos para su aplicacion en el tratamiento de la EA. Por ejemplo, Turner y
colaboradores realizaron un estudio unicéntrico de fase I, para evaluar la seguridad, la
tolerabilidad y la farmacocinética de nilotinib. El estudio incluydé 27 participantes, todas
mujeres, con una mediana de edad de 70,7 afios. El inhibidor redujo la carga amiloide del
SNC especialmente en el |6bulo frontal y en el liquido cefalorraquideo, el AB 42 se redujo a
los 12 meses, y la pérdida de volumen del hipocampo se amenor6 a los 12 meses. Estos
resultados sugieren que el nilotinib es seguro y alcanza concentraciones de liquido
cefalorraquideo farmacoldgicamente relevantes. Ademas, los biomarcadores del AB 40/ AB
42 se redujeron en respuesta al tratamiento con nilotinib (201).

El reconocimiento de la complejidad de la EA sugiere que podria ser necesario la seleccion
de més de una molécula de los ITKs para establecer un tratamiento exitoso de la EA.
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PARTE II: INVESTIGACION
CAPITULO 5: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA A INVESTIGAR

De acuerdo con el reporte de la Organizacion Mundial de la Salud, la EA es un trastorno
neurodegenerativo que representa el 60-80% de los casos de demencia (4). M&s que las
muertes debidas al Alzheimer aumentaron por encima del 145% entre 2000-2019, sumado
al impacto fisico, psicoldgico, social y econémico en pacientes, cuidadores, familias y la
sociedad en general (2) convierten a la EA en un grave problema para los servicios de salud
(6). En el departamento de Antioquia, se ha identificado el grupo més grande de personas
con EAF de inicio temprano que estd conformado por 25 familias de 5.000 miembros, de los
cuales, alrededor de 1800 portan la mutacién E280A en el gen de la PSENL1 (9, 47).

La EA es un desorden neurodegenerativo progresivo y crénico, que se caracteriza
clinicamente por una pérdida de la memoria y una disminucion de las habilidades cognitivas,
y heuropatolégicamente por la presencia de placas seniles intra y extracelular, compuestas
del péptido AB, rodeadas frecuentemente de neuritas distréficas y la acumulacion de NFTs,
compuestos de proteina TAU hiperfosforilada (15). Todos estos hallazgos neuropatologicos
pueden estar acompafados de dafios sinépticos, disfuncién mitocondrial, EO, activacién de
los astrocitos e inflamacion, lo cual genera dafio y muerte neuronal (18).

A pesar de que la EA ha sido caracterizada clinica y neuropatolégicamente, los mecanismos
moleculares que regulan estos procesos patoldgicos no han sido dilucidados
completamente, lo que ha impedido que exista una intervencion terapéutica efectiva. En la
actualidad las intervenciones estan orientadas a tratar la sintomatologia asociada a la EA,
mMAas no previenen o revierten la progresion de esta. Por esta razén, muchos grupos de
investigacion han enfocado sus esfuerzos en el estudio de los mecanismos moleculares de
la EA para la busqueda de terapias efectivas.

Dentro de esta busqueda, se ha observado que el EO juega un papel fundamental dentro de
la neuropatologia. ElI EO ha sido definido como el desbalance entre la alta produccion de
EROs y los sistemas antioxidantes encargados de degradar estas moléculas (75). Se ha
evidenciado que el EO induce deterioro neuronal por el dafio causado a lipidos, proteinas,
acidos nucleicos, y por el aumento del Ca ?* intracelular, lo cual puede conducir a la muerte
neuronal, alterando la funcion y estructura del sistema nervioso. Debido a la importancia del
EO y las EROs en la EA, en las Ultimas décadas se ha propuesto la hip6tesis mitocondrial
(83). Es asi como se ha descrito que los cambios mitocondriales asociados con la edad
avanzada pueden llevar a una desregulacion en la produccion de EROS, lo cual podria iniciar
un circulo vicioso en el que multiples sistemas y mecanismos afectados por las EROs
exacerban el dafio mitocondrial, lo que lleva a méas produccién de EROS, acelerando el dafio
celular y provocando una disfuncién sinaptica. Estos cambios pueden llevar a la activacion
directa e indirecta de tirosina quinasas como GSK3-3, Cdk5 y c-Abl, las cuales pueden
regular la acumulacion del péptido AB y la hiperfosforilacion de TAU, que a su vez
incrementan el dafio mitocondrial, y por lo tanto el dafio neuronal (165, 167).
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Dentro de las tirosinas quinasas implicadas, se ha destacado la importancia de c-Abl debido
a su papel en diversas actividades celulares incluyendo la regulacién de la actina del
citoesqueleto, la regulacion del ciclo celular, disfuncién mitocondrial y apoptosis. Debido a
esto, c-Abl ha sido propuesta recientemente como un posible blanco terapéutico dentro de
la EA (167). De hecho, se ha evidenciado que los inhibidores de c-Abl pueden mostrar
efectos prometedores en el proceso fisiopatolégico de la EA, previniendo las alteraciones
sinapticas inducidas por A, la fosforilacion de TAU, y la neurodegeneracion (201).

Nuestro grupo ha logrado establecer un modelo que por primera vez recapitula las
principales caracteristicas de la neuropatologia de la EAF de forma natural sin manipulacién
genética en NC derivadas de CEM luego de 4 dias post-transdiferenciacién (202). Sin
embargo, aun no se ha evaluado cual es la relacion con la proteina c-Abelson y su regulacion
con inhibidores quinasa en un modelo neuronal colinérgico en condiciones de EO.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es inicialmente, establecer un protocolo de
activacion del c-Abl fosforilado en un modelo de neuronas Colinérgicas y posteriormente
evaluar el efecto de los ITKs sobre la c-Abl total y fosforilada y el EO inducidos por H>O- en
un modelo neuronal colinérgico.

Por lo tanto, este trabajo de investigacion se plantea y se fundamenta en la bisqueda de
respuestas a las siguientes preguntas de investigacion:

¢ Se podra activar la proteina quinasa c-Abl en un modelo de células semejante a
neuronas Colinérgicas en condiciones de EO?

¢Podran los ITKs disminuir la activacion de c-Abl en un modelo de células semejante
a neuronas Colinérgicas en condiciones de EO?
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CAPITULO 6: DESARROLLO DE LA PREGUNTA DE INVESTIGACION Y LOS
OBJETIVOS DE INVESTIGACION

6.1. Hipétesis

La proteina quinasa c-Abl se activa en condiciones de EO y los ITKs reducen su activacioén
y el EO en un modelo de NC expuestas al perdxido de hidrégeno.

6.2. Objetivos del proyecto

6.2.1. Objetivo General
Evaluar los efectos de los inhibidores de la quinasa c-Abl inducido por H>O» en un modelo
neuronal colinérgico.

6.2.1.1 Objetivos especificos
1. Evaluar el efecto del H.O; en neuronas colinérgicas en funcion de los niveles de la proteina
quinasa c-Abl fosforilada (p-Y412), DJ1 oxidado, del potencial de membrana mitocondrial
(A¥Ym) y CASP 3.

2. Evaluar el efecto del nilotinib en neuronas colinérgicas expuestas al H.O en funcién de
los niveles de la proteina quinasa c-Abl fosforilada (p-Y412), del potencial de membrana
mitocondrial (A¥m) DJ1 oxidado y CASPASA 3 en neuronas colinérgicas.

3. Evaluar el efecto de los inhibidores de la quinasa Abelson (c-Abl) (dasatinib, nilotinib

imatinib, bosutinib y ponatinib en neuronas colinérgicas expuestas al H,O, en funcién de la
quinasa c-Abl fosforilada (p Y 412) y DJ1 oxidado.
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CAPITULO 7: METODOLOGIA DE INVESTIGACION

7.1. Aislamiento, caracterizacion y descongelamiento de CEM de Cordon Umbilical-
Gelatina de Wharton (CU-GW).

La recoleccion y el uso de cordones umbilicales de recién nacidos fue aprobado por el
Comité de Etica de la Sede de Investigacion Universitaria (SIU) de la Universidad de
Antioquia y el Comité de Etica Médica del Hospital San Juan de Dios, Yarumal, Colombia.
Se obtuvieron células a partir de cordones umbilicales humanos; las cuales fueron aisladas,
cultivadas y caracterizadas como CEM silvestres por sus caracteristicas morfolégicas, de
cariotipo, inmunofenotipicas y de diferenciacién de acuerdo con el protocolo descrito por
Mendivil-Pérez y colaboradores (203). En el analisis de genotipificacion de APOE se
demostré que las células tenian el genotipo APOE 3/3. Una vez caracterizadas las CEM
fueron criopreservadas en nitrégeno liquido. Para la realizacion de este estudio utilizamos
las CEM del cédigo 54160 Pase 2. Los viales fueron descongelados en un bafio maria a
37°C, se les realizé un lavado para quitar el excedente de DMSO, se resuspendieron en 1
ml de medio de descongelamiento que contiene DMEM con bajo contenido de glucosa
(Sigma-Aldrich Ref. D6046), Suero Bovino Fetal (SBF) al 20% (Lab G&M Ref. 0104) y
antibiéticos/antimicéticos al 1%: Penicilina/ Estreptomicina/Anfotericina 100X (Sigma-Aldrich
Ref. A5955). Se realiz6 viabilidad celular con azul de tripano y se dejaron en un medio de
cultivo de mantenimiento a 37°C con 5% de CO..

7.2. Prueba de transdiferenciacién de CEM de CU-GW a neuronas Colinérgicas (NC)

La prueba de transdiferenciacion a NC se realizé de acuerdo con el protocolo establecido en
el laboratorio (203). Se sembraron CEM silvestres con una densidad de 1,5 — 2 x 10% cm?
en placas de cultivo tratadas con laminina durante 24 horas en medio de cultivo regular con
SBF al 10%. Cuando alcanzaron la densidad esperada, las CEM se incubaron en un medio
de cultivo de mantenimiento minimo (MCM) que contenia DMEM con bajo contenido de
glucosa, SFB al 1% mas antibiéticos/ antimicéticos al 1% o en medio de diferenciaciéon
colinérgica que contenia DMEM/F-12 (Gibco Ref. 11320-033), 10 ng/mL de factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) (Sigma-Aldrich Ref. F0291), 50 ug/mL de heparina
de sodio (Sigma-Aldrich Ref. H3149), 0,5 uM de acido retinoico (Sigma-Aldrich Ref.R2625),
Purmorfamida 10nM (Sigma-Aldrich Ref. SML0868) y SBF al 1% a 37°C durante 7 dias.

7.3. Evaluacién de marcadores de NC por inmunofluorescencia.

Los marcadores relacionados con la diferenciacion neuronal fueron evaluados mediante
microscopia de fluorescencia. Se sembraron NC silvestres a una densidad de 1,5 — 2 x
10%/cm? en placas de cultivo tratadas con laminina, se fijaron con paraformaldehido, después
se permeabilizaron con triton X-100 al 0,1% y se bloquearon con 5% de SBF. Después se
lavaron y se incubaron durante toda la noche con anticuerpos primarios contra la proteina
acida fibrilar glial (GFAP 1:200, Abcam Ref. AB68428), proteina 2 asociada a los
microtubulos (MAP2, 1:250, Invitrogen Ref.MA1-25044), B-tubulina 11l (TUB-III 1:500,
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Invitrogen Ref.14-4510-82), colina-acetiltransferasa (ChAT, 1:200, Millipore Ref. AB144P),
el transportador de acetilcolina vesicular (VAChT 1:500 Sigma-Aldrich Ref.SAB4200559) y
neurofilamento (NF-L 1:500 Invitrogen Ref. MA5-14981). Luego del lavado, se incubaron con
anticuerpos secundarios 1:500 (DyLight488 y 594 anti-rabbit y anti-goat and mouse, Ref.
DI1088, DI1094 y DI2594, respectivamente). Los nucleos fueron coloreados con Hoechst
33342 y las imagenes fueron tomadas en un microscopio de fluorescencia (Marca Zeiss
Modelo AxioVert.Al).

7.4. Evaluacion de la neurotoxicidad y activacion de c-Abl por el H2O; en las NC.

Para determinar la concentracion 6ptima para la activacion de c-Abl por el H,O,, las NC a
una densidad de 1,5 — 2 x 10*cm? se dejaron con un medio minimo de cultivo (DMEM bajo
en glucosa mas SBF al 1%) o fueron tratadas con H>O, a concentraciones incrementales de
50, 100, 250 y 500 uM durante 30 minutos a 37°C, con 5% de CO.. Para determinar el tiempo
Optimo de activacion de c-Abl expusimos las NC con 100 uM de H2O; por 0; 0,5; 1; 3; 6 y 12
horas a 37°C, con 5% de CO y se procedid con los experimentos que se describen a
continuacion.

7.5. Determinacion del potencial de membrana mitocondrial (AWm) por microscopia
de fluorescencia.

Para el analisis de inmunofluorescencia para la determinacién del AWYm, las células NC
expuestas a H.O; fueron fijadas con formol. Después del lavado se incubaron con 20 nM de
MitoTracker rojo (Invitrogen Ref. M22426) durante 20 minutos a temperatura ambiente. Las
células se lavaron dos veces con PBS. Los nlcleos fueron coloreados con Hoechst 33342 y
la intensidad de fluorescencia del MitoTracker se determind mediante el analisis de
imagenes tomadas en un microscopio de fluorescencia (Marca Zeiss Modelo AxioVert.Al).

7.6. Evaluacién de activacion de c-Abl y oxidacién de DJ-1 oxidado por H2O2 en las NC
por Inmunofluorescencia.

Para el andlisis de inmunofluorescencia de la activacion de c-Abl y oxidacion de DJ-1, las
células NC expuestas a H,O, fueron fijadas con formol. Después del lavado se incubaron
con anticuerpos primarios contra ABL1 (phospho Y412, 1:200 Abcam Ref. ab4717), c-Abl
(clona 8E9, 1:200 Invitrogen Ref. MA5-14398) y contra PARK7/DJ-1- oxidado (Cys106, 1:250
Abcam Ref. 169520). Luego del lavado, se incubaron con anticuerpos secundarios 1:500
(DyLight488 y 594 anti-rabbit y anti-goat and mouse, Ref. DI1088, DI1094 y DI2594,
respectivamente). Los nucleos fueron coloreados con Hoechst 33342 y las imagenes fueron
tomadas en un microscopio de fluorescencia (Marca Zeiss Modelo AxioVert.Al).

7.7. Evaluacién de la neurotoxicidad del nilotinib H.O, en las NC

Para determinar la inocuidad del nilotinib, las NC a una densidad de 1,5 — 2 x 10*/cm? se
cultivaron en un medio de DMEM bajo en glucosa y con SBF al 1% en ausencia o en
presencia del nilotinib a concentraciones incrementales de 0,5; 1; 10; 25; 50; 100; 250; 500;
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1000 nM durante 4 dias a 37°C, con 5% de CO.. Una vez transcurridos los 4 dias se realizo
la metodologia descrita en los nume-rales 7.5. Adicionalmente, para el analisis de
inmunofluorescencia de la caspasa 3, las células NC expuestas a H,O. Yy fijadas con formol,
fueron incubadas con anticuerpos primarios contra caspasa 3 (1:100 Santa Cruz Ref. sc-
22171-R).

7.8. Evaluacion de las EROs intracelulares en NC.

Para realizar la medicion de los niveles de las EROs intracelulares, las NC con una densidad
de 1,5 — 2 x 10%*/cm? tratadas con nilotinib fueron incubadas con 5 uM de la sonda diacetato
de 2',7'-diclorofluoresceina DCFH2-DA durante 0,5 hrs a 37°C en oscuridad. Los nucleos se
tineron con Hoechst 33342 0,5 pM. Las células se lavaron dos veces con PBS y la intensidad
de fluorescencia de DCF se determindé mediante el andlisis de imagenes tomadas en un
microscopio de fluorescencia (Floyd Cells Imaging Station).

7.9. Ensayo de inhibicién de c-Abl por los ITKs en NC.

Para este ensayo se tomaron las NC a una densidad de 1,5 — 2 x 10*cm?y se trataron con
25 nM de cada inhibidor, dasatinib (DAS), imatinib (IMA), nilotinib (NIL), bosutinib (BOS) y
ponatinib (PON), junto con 100 uM de H:20- y se dejaron por 0,5 hrs a 37°C, con 5% de COa.
Pasado este tiempo, se evalué el estado del potencial de membrana mitocondrial con la
metodologia 7.5., la oxidacion del sensor de estrés DJ-1 y la activacion de c-Abl realizadas
con la metodologia descrita en el punto 7.6.

7.10. Analisis estadistico de los datos.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el analisis Student-t o ANOVA de una via,
seguido de la comparacion post-hoc de Tukey calculada con el software cientifico GraphPad
Prism 9 (GraphPad, Software, Inc. La Jolla, CA, EE. UU.). La significancia estadistica fue de
*p <0.05, **p <0.005 y ***p <0.001. Los experimentos se realizaron 3 veces en experimentos
independientes.
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CAPITULO 8: RESULTADOS DE INVESTIGACION
8.1 Transdiferenciacién de CEM-GW en Neuronas Colinérgicas (NC)

Las CEM-GW expuestas a un coctel de diferenciacion demostraron su capacidad de
transdiferenciarse en células semejantes a neuronas colinérgicas (NC) (Figura 1). Como se
ilustra en la Figura 1, en las CEM-GW cultivadas en medio minimo de mantenimiento, 96.5%
mostraron la expresion de la proteina MAP2 (Microtubule associated protein 2, marcador de
desarrollo neuronal) (Fig. 1A™"), 89.5% la proteina TUB Il (marcador precursor neuronal)
(Fig. 1B™") y un 5.3% expresaron NF-L (Neurofilament Light Chain) (Fig. 1B"); mientas que
no expresaron GFAP (Fig. 1A") y ChAT (Fig. 1C”") y VAChT (Fig. 1C"). Luego del proceso
de transdiferenciacion, las células NC mantuvieron su expresion de MAP2 (Fig. 1D"). Se ha
demostrado que este anticuerpo es capaz de identificar las 3 isoformas de MAP2, por lo que
puede identificar desde neuronas inmaduras, hasta formas maduras en donde MAP2 se
localiza en dendritas (204). En el caso de TUB Illl, esta molécula se expresé en una
proporcion similar de células, pero con una menor intensidad de fluorescencia (Fig. 1E™).
Por su parte, la proporcién de células que expresaron NF-L aument6 a 67.9% (Fig. 1E").
Interesantemente, se evidencié el incremento del marcador neural acetilcolinérgico de la
enzima acetil colina transferasa (enzima especifica de las neuronas colinérgicas, Choline
Acetyltransferase (ChAT)), y de la VAChT (Vesicular Choline Acetyltransferase transporter),
en todas las células en un 100% (Fig. 1F" y F respectivamente). Entretanto, las NC para el
marcador especifico de linaje de células glia GFAP fueron negativas (Fig. 1D"). Estos
resultados nos indican que las CEM-CU fueron exitosamente transdiferenciadas en
Neuronas colinérgicas (NC).

8.2 Efecto toxico del H.O, en NC

Como primera aproximacién investigativa se realiz6 una busqueda bibliografica exhaustiva
de las concentraciones utilizadas y los estudios cinéticos del H,O, en diferentes modelos in
vitro, con el objetivo de determinar la concentracién 6ptima de H,O, para nuestro modelo de
EO en NC. En la (Tabla 3) se resumen los datos de las referencias bibliogréaficas: el titulo
del articulo, el autor principal, el afio de la investigacion, las células utilizadas como modelo,
las concentraciones de H>O evaluadas y el tiempo de exposicion.

8.2.1 El H,0O; a 100 uM induce alteraciones del AWm en NC

En primer lugar, nos interesamos en evaluar el efecto del H.O- en la mitocondria de las NC,
como se muestra en la Figura 2. Las NC tratadas con las diferentes concentraciones de
H202 generan una alteracion sobre el AYm de una manera concentracion dependiente. La
concentracion de 50 uM alter6 de manera leve el potencial de membrana mitocondrial (Fig.
2B" - Fig. 2F); y a partir de 100 pM de H20 se observd una alteracion del AYm de NC (Fig.
2C’- E" y Fig. 2F). En este sentido, una vez demostrada la alteraciéon mitocondrial, nos
propusimos evaluar el efecto del H.O, sobre DJ-1, una proteina multifuncional sensible a
oxidacion — reduccion.
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Figura 1. Transdiferenciacion de CEM-GW-CU en Neuronas Colinérgicas (NC). Las CME-GW-
CU se cultivaron en medio de diferenciacién colinérgica como se describe en la seccién Materiales y
meétodos durante 7 dias. Las fotografias A", B””", C”"" muestran los nucleos tefiidos de azul con
Hoechst 33342 de las CME-CU sin diferenciar (dia 0) y las fotografias D", E””", F"” las diferenciadas
(dia7). Las CME-CU muestran positividad para el marcador precursor neuronal MAP-2 (A7) y B-
tubulina 11l (B”"); y negatividad para el marcador de las células de la glia GFAP (A"), de madurez
neuronal, neurofilamento (NF-L) (B"), ChAT (C”") y VAChT (C"). Mientras que las NC muestran
positividad para la mayoria de los marcadores MAP-2, B-tubulina Ill, ChAT, NF-L y VAChT (D", E”,
F”, E', F" respectivamente), excepto para el marcador de las células de la glia GFAP (D"). Las
imagenes representan uno de tres experimentos realizados independientemente.
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Tabla 3. Concentraciones y cinética del H,O, utilizadas en diferentes modelos celulares

Autores

Células

Interaction between Protein Kinase C d and the c-Abl Tyrosine

utilizadas

[H202]

Kinase in the Cellular Response to Oxidative Stress UL GHEL 1999 cos7 3mM 15 minutos
Activation of the CythIasmlc c-Abl Tyrosme Kinase by Sun, et al. 2000 C0S7y DLD1 1mM 15 minutos
Reactive Oxygen Species
Targeting of the c-Abl Tyrosine Kinase to Mitochondria in the 15m-3hr/30m-
Necrotic Cell Death Response to Oxidative Stress e, el 008 LR, D127 LilEl= 0% 1h/1h-3h
Functlona.l Inte.ractlor) betwee.n th.e c-Abl and Arg Protein- Cao, et al. 2003 MEFs y MCF-7 0, 10, 40, 160 y 640 3hrs
tyrosine Kinases in the Oxidative Stress Response uM
Catalase Activity Is Regulated by c-Abl and Arg in the Oxidati
atalase Activity s Regulated by c-ALIand Arg In the DXIGaVe | o otal. | 2003 U-937 y MCF-7 0,0.25,0.5, 1y 2mM 2hrs
Stress Response
Abrogation of the Cell Death Response to Oxidative Stress by
the c-Abl Tyrosine Kinase Inhibitor STI571 NI REEC: 2003 MEFs imM il
Activation of the r.1eurona| c-Ak?I tyrosine klnasse by amyloid-B- Alvarez, etal. | 2004 Nguronas de 100uM 15-240 min
peptide and reactive oxygen species hipocampo
Tyrosine 394 Is Phosphorylated in Alzheimer's Paired Helical Derkinderen
Filament Tau and in Fetal Tau with c-Abl as the Candidate ot al " | 2005 COS7 4mM 20 min
Tyrosine Kinase '
Interaction between c-Abl and Arg Tyrosine
Kinases and Proteasome Subunit PSMA7 Liu, et al. 2006 MCEF-7 0,0.25,0.5,1y 2mM 3 hr
Regulates Proteasome Degradation
. . . . Células de
Cooperative Roles of c-Abl and.Cdk.S in Regulation of p53 in Lee, et al. 2008 T "y S § 200uM 1hr
Response to Oxidative Stress
SY5Y)
. . . I SH-SY5Y y células de
The c-Abl-MST1 Signaling Pathway Mediates Oxidative Stress- Xiao, et al. 2011 B (R 200uM/0-100uM 1hr/12hr
Induced Neuronal Cell Death
(HT-22)
The role of reciprocal activation of cAbl and Mst1 in the Cultivo astrocitos 170uM (induccidén
. Lee, et al. 2014 X Toda la noche
oxidative death of cultured astrocytes corticales muerte celular)
Reactive oxygen species trigger motoneuron death in non-cell- .
autonomous models of ALS through activation of c-Abl Rojas, et al. 2015 ) NS 200uM 20 min
} ; motoras/Interneuronas
signaling
c-Abl-mediated Drp1 phosphorylation promotes oxidative Neuronas corticales
stress-induced mitochondrial fragmentation and neuronal cell Zhou, et al. 2017 L 100uM/1uM 30min/1hr
primarias/SH-SY5Y
death
Oxidative stress-induced chromosome breaks within the ABL
gene: a model for chromosome rearrangement in Tan, et al. 2018 NP69 0-100uM 16-24hr

nasopharyngeal carcinoma

8.2.2 El H,0, a 100 uM induce oxidacion de la proteina DJ-1 en NC

Como se muestra en la Figura 3, en las NC tratadas con las diferentes dosis de H.O5, se
indujo la oxidacién de DJ-1, el cual es un sensor de EO. Mediante la tincion con el anticuerpo
primario contra DJ-1 oxidado, se demostré que el tratamiento con H,O- causa EO en NC de
una manera concentracion-dependiente a partir de 100 uM de H»O- 0 con valores superiores
(Fig. 3C"- E" y Fig. 3F). El aumento de DJ-1 oxidado fue estadisticamente significativo en
comparacion con las células no tratadas, siendo de aproximadamente 7.5 veces mas con
100 uM de H.0, y 13.9 veces mas con 500 uM de H;0..
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Figura 2. El H,0, a concentraciones superiores a 100 uM altera moderadamente el AYm de las
NC. Después de 7 dias de transdiferenciacion, las NC fueron expuestas a concentraciones
incrementales de 0 a 500 puM de H20: por 0,5 hrs. Las microfotografias A" - E”” muestran ndcleos de
las NC tefiidos con Hoechst 33342, mientras que las microfotografias A"-E” muestran imégenes
representativas con el marcaje de la sonda de mitotracker que evidencian alteraciones del potencial
de membrana mitocondrial (fluorescencia roja opaca) (AWm) en NC. La grafica (F) muestra la
cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia (IMF) de la sonda mitotracker en NC
previamente expuestas a concentraciones de 0 a 500 uM de H20: por 0,5 hrs. Las imagenes
representan microfotografias representativas de uno de tres experimentos realizados
independientemente. La “media + SD” se presenta como la media de la desviacion estandar de los
datos. *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).

8.2.3 El H20, a 100 uM induce la activaciéon de la proteina c-Abl en NC

Con el propdsito de determinar si el H20- inducia la activacién de c-Abl, se evalu6 las NC
expuestas a diferentes concentraciones de H20: por 0.5hrs. Como se observa en la Figura
4 se evidencia el efecto de H,O; en los niveles de c-Abl total y fosforilado en el residuo
tirosina 412 (c-Abl-p-Y412). Al igual que para DJ1 oxidado, las concentraciones mayores de
100 pM de H.O, aumentaron significativamente los valores totales de c-Abl cuando se
compararon con NC no tratadas (Fig. 4C”"- E”" y Fig. 4F). En relacion con la activacion de
c-Abl, esta molécula fosforilada presenté un pico maximo con 100 uM de H>O, en NC (Fig.
4C’y Fig. 4G), el cual disminuyé con concentraciones mayores, alcanzando valores similares
a los observados con células no tratadas (Fig. 4A", D’- E" y Fig. 4G).

Por la razon anteriormente mencionada elegimos la concentracion de 100 uM de H»O; para
la realizacién de los siguientes experimentos, ya que a partir de esta concentracion se
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observan cambios drasticos en las NC como la diminucion del 50 % del AWm (Fig. 2C"- E’
y Fig. 2F), aumento del DJ-1oxidado en el residuo -Cys106SO3 de ~7.5-f.c y un aumento
de c-Abl-p de ~1.3-f.c, asociados con EO.
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Figura 3. El H,O2 a concentraciones iguales o superiores a 100 uM inducen la oxidacion del DJ-
1 en NC. Después de 7 dias de transdiferenciacion, las NC fueron expuestas a concentraciones de 0
a 500 uM de H20: por 0,5 hrs. Las microfotografias A”"-E”~ muestran los ndcleos de las NC tefiidos
con Hoechst 33342 mientras que las microfotografias A"-E” muestran imagenes representativas con
marcaje con el anticuerpo primario contra DJ-1 oxidado que evidencian el EO en NC. La gréfica (F)
muestra la cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia (IMF) del DJ-1 oxidado en NC
previamente expuestas a concentraciones de 0 a 500 uM de H20: por 0,5 hrs. Las imagenes
representan microfotografias representativas de uno de tres experimentos realizados
independientemente. La “media + SD” se presenta como la media de la desviacién estandar de los
datos. *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).
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Figura 4. El H,O2 a 100uM induce el maximo pico de activacién de c-Abl-p-Y412 en NC. Después
de 7 dias de transdiferenciacion, las NC fueron expuestas a concentraciones de 0 a 500 uM de H20:2
por 0,5 hrs. Las microfotografias A”""-E”"~ muestran los nucleos de las NC que fueron tefiidos con
Hoechst 33342, mientras que las microfotografias de A”"- E” representan las NC que fueron tefiidas
con el anticuerpo primario contra c-Abl total y A"-E” con el anticuerpo primario contra c-Abl fosforilado.
Las graficas (F-G) muestran la cuantificacién de la intensidad media de fluorescencia (IMF) de c-Abl
total y fosforilado respectivamente, en NC previamente expuestas a concentraciones de 0 a 500 uM
de H202 por 0,5 hrs. Las imagenes representan microfotografias representativas de uno de tres
experimentos realizados independientemente. La “media + SD” se presenta como la media de la
desviacién estandar de los datos. *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).

8.3 Exposicion del H.O; a diferentes intervalos de tiempo en NC

Con el proposito de determinar en qué momento el H,O, a la concentracion seleccionada de
100 uM, inducia la alteracion del AWm, la oxidacion de la proteina DJ1, la activacion de c-
Ably caspasa 3 en NC. Las NC fueron expuestas a 100 uM de H.O- por diferentes intervalos
de tiempo desde 0; 0,5; 1; 3; 6 hasta 12 hrs.

8.3.1 La exposicion del H,O, a diferentes intervalos de tiempo induce alteracion del
AW¥Ym en NC.

Como se observa en la Figura 5, las NC tratadas con 100 pM H»O;, evidenciaron una
disminucion en el potencial de membrana mitocondrial (AYm) en los intervalos de tiempo
evaluados desde 0,5; 1; 3; 6 hasta 12 hrs, encontrandose diferencias estadisticamente
significativas al comparar las NC tratadas con las no tratadas (UNT) (Fig. 5B"- F" y Fig. 5G).
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Figura 5. La exposicion del H,O, (100 uM) a diferentes intervalos de tiempo induce una
reduccién del AYm en NC. Después de 7 dias de transdiferenciacion, las NC fueron expuestas a
una concentracion de 100 pM de H20: y se evalud el potencial de membrana mitocondrial (AYm) a
las 0,5; 1; 3; 6 y 12 horas. Las microfotografias A”""- F”"~ muestran los nucleos de las NC que fueron
tefiidos con Hoechst 33342, mientras que las microfotografias A’ - F’ representan las NC que fueron
tefiidas con la sonda mitotracker. La gréafica (G) muestra la cuantificacion de la intensidad media de
fluorescencia (IMF) del mitotracker en NC previamente expuestas a 100 uM de H20: en los diferentes
tiempos. Las imagenes son microfotografias representativas de uno de tres experimentos realizados
independientemente. La “media + SD” se presenta como la media de la desviacion estandar de los

datos. *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).

8.3.2. La exposicion del H,O;2 a 0,5 hrs induce el valor maximo de la activaciéon de c-
Abl en NC.

Como se muestra en la Figura 6, las NC tratadas con 100 uM H2O., aumentaron los niveles
de c-Abl total en los intervalos de tiempo evaluados desde 0,5; 1; 3; 6 hasta 12 hrs
estadisticamente significativo comparadas con las NC no tratadas (Fig. 6B""- F”" y Fig. 6G).
Sin embargo, en la activacion de c-Abl p-Y412, el H,O; tuvo un efecto transitorio, induciendo
un nivel maximo de fosforilacion a las 0,5 hrs (30 minutos) (Fig. 6B’y Fig.6H).
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Figura 6. La exposicion del H202 (100 uM) a 0,5 hrs induce el valor maximo de activacién de c-
Abl-p-Y412 en NC. Después de 7 dias de transdiferenciacion, las NC fueron expuestas a 100 uM de
H202 y se evalud la activacion de la proteina quinasa c-Abl a los 0,5; 1; 3; 6 y 12 horas. Las
microfotografias A”""- F”"~ muestran los nicleos de las NC que fueron tefiidos con Hoechst 33342,
mientras que las microfotografias A”"- F*~ representan las NC que fueron tefiidas con el anticuerpo
primario contra c-Abl total y A"-F" con el anticuerpo contra el c-Abl fosforilado. Las gréaficas (G-H)
muestran la cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia (IMF) del c-Abl total y fosforilado
respectivamente, en NC previamente expuestas a 100 uM de H20: en los diferentes tiempos. Las
imagenes son microfotografias representativas de uno de tres experimentos realizados
independientemente. La “media + SD” se presenta como la media de la desviacion estandar de los
datos. *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).

8.3.3 La exposiciéon del H,Oz a 1 hr induce el valor maximo la oxidacion de DJ-1 en NC.
Como se observa en la Figura 7, en las NC tratadas con 100 uM HO; el efecto del H,O; fue
similar a lo observado con c-Abl total. A partir de las 0,5 hrs se vio un aumento
estadisticamente significativo que se mantuvo hasta las 12 horas, cuando se compar6 con
las NC sin tratar (Fig. 7B"- F" y Fig. 7G).
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Figura 7. La exposicién del H2O; (100 uM) una 1 hr induce el valor maximo de oxidacién de DJ-
1 en NC. Después de 7 dias de transdiferenciacion, las NC fueron expuestas a una concentracion de
100 uM de H20:2 y se evaluod la oxidacion de DJ-1 a los 0,5; 1; 3; 6 y 12 horas. Las microfotografias
A””"- F””" muestran los nucleos de las NC que fueron tefiidos con Hoechst 33342, mientras que las
microfotografias A’ - F’ representan las NC que fueron tefiidas con el anticuerpo primario contra DJ-
1-oxidado. La grafica (G) muestra la cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia (IMF) del
DJ-1-oxidado en NC previamente expuestas a 100 pM de H20: en los diferentes tiempos. Las
imagenes son microfotografias representativas de uno de tres experimentos realizados
independientemente. La “media + SD” se presenta como la media de la desviacién estandar de los
datos. *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).

8.3.4 La exposicion del HOz a 1 hrs induce el valor maximo la activacion de caspasa
3 en NC.

Interesantemente, como se observa en la Figura 8, en las NC tratadas con 100 pM H>O; se
observo la activacion de la caspasa 3 con valores estadisticamente significativos cuando se
compara con las NC no tratadas, alcanzado valores maximos a las 1 hrs de tratamiento,
luego de las cuales, los niveles de caspasa 3 disminuyen a niveles similares a los observados
alas 0,5 hrs (Fig. 8B"- F" y Fig. 8G).

Con base en estos hallazgos, se selecciond el intervalo de tiempo de 0,5 hrs (30 minutos)
post tratamiento con 100 pM de H»O; para los experimentos siguientes, ya que a partir de
este intervalo de tiempo se observan cambios asociados con la activacion de c-Abl, EO y
con la activacion de marcadores de muerte como caspasa 3 en las NC. Especificamente, los
cambios que ocurrieron muy tempranamente post exposicion al H.O, fueron una disminucién
del AWm de ~-0.4-f.c, el aumento de la activacion de c-Abl-p de ~0.6-f.c, y posteriormente
a la hora un aumento de la proteina DJ-1oxidada-Cys106SO3 de ~19-f.c, y un aumento de
caspasa 3 de ~7.9-.c.
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Figura 8. La exposicion del H>O» (100 pM) 3 hr induce el valor maximo de la activacion de
caspasa 3 en NC. Después de 7 dias de transdiferenciacion, las NC fueron expuestas a una
concentraciéon de 100 pM de H20: y se evalué la activaciéon de la caspasa 3 alas 0,5; 1; 3; 6y 12
horas. Las microfotografias A”""- F”"" muestran los nlcleos de las NC que fueron tefiidos con Hoechst
33342, mientras que las microfotografias A’ - F’ representan las NC que fueron tefiidas con el
anticuerpo primario contra CASP-3. La gréfica (G) muestra la cuantificacion de la intensidad media de
fluorescencia (IMF) de caspasa 3 en NC previamente expuestas a 100 uM de H20: en los diferentes
tiempos. Las imagenes son microfotografias representativas de uno de tres experimentos realizados
independientemente. La “media + SD” se presenta como la media de la desviacion estandar de los
datos. *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).

8.4. Efecto neuroprotector de los inhibidores de tirosina quinasa (ITKs) en funcion del
AWm, la activacion de la proteina c- Abl, laoxidacion DJ-1y la activacion de la caspasa
3 en NC.

Con el conocimiento que el nilotinib ha sido postulado como un neuroprotector que puede
restaurar la memoria en modelos de la EA (205), decidimos evaluar el efecto del nilotinib en
las NC.

8.4.1 El nilotinib es inocuo a concentraciones menores o iguales a 25nM en las NC.
Como se observa en la Figura 9, las NC expuestas a concentraciones crecientes de 0,5 -
1000 nM de nilotinib por 4 dias no mostraron, de acuerdo con las tinciones con Hoechst
(Figura 9 A’’- J’’), MitoTracker (Figura 9 A”- J”), y DCF (Figura 9 A’- J’), cambios
morfolégicos, ni nucleares por campo con respecto al control a concentraciones menores o
iguales a 25nM del inhibidor (Figura 9 A’’- E’’, A”- E”, A’- E).
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8.4.2 El nilotinib mantiene el AWYm, no genera EROs y regula caspasa 3 en NC.

En la Figura 9 se puede observar el efecto de las diferentes concentraciones de nilotinib
sobre el AWm y la produccién de EROs. A partir del tratamiento con concentraciones
incrementales de 50 nM de nilotinib se observé una disminucion del potencial de membrana
mitocondrial en NC (Fig. 9F"- J”" y Fig. 9K). Estas alteraciones fueron estadisticamente
significativas cuando se compararon con las células no tratadas, donde la alteracién fue
mayor a concentraciones de 1000 nM del inhibidor, como era esperado. Sin embargo, la
produccién de EROs no se vio alterada en las NC, donde solo se observaron cambios
cuando las células fueron tratadas con la concentracion mas elevada del nilotinib de 1000
nM (Fig. 93" y Fig. 9L).

Adicionalmente, en la Figura 10 se observa el efecto de nilotinib a diferentes
concentraciones en funcion de la activacién de caspasa 3, la cual es activada en procesos
de muerte celular. Se evidencié que NC tratadas con nilotinib a concentraciones iguales o
superiores de 50 nM aumentaron los niveles de CASPASA 3 (CASP3), que fueron
estadisticamente significativos en comparacion con las NC no tratadas. Los niveles de
activacion proteina CASP3 fueron incrementandose a partir de concentraciones de 50 nM y
el aumento fue mayor en concentraciones de 100, 250 y 500 nM, alcanzando su valor
maximo a concentraciones de 1000 nM (Fig. 10F- J" y Fig. 10F).

Con base en estos resultados, elegimos la concentracion de 25 nM de nilotinib para los
experimentos posteriores, tanto para este inhibidor como para los otros inhibidores de
tirosina quinasa, ya que concentraciones menores o iguales a 25nM no se observaron
cambios asociados con citotoxicidad, aunque estudios adicionales con los otros inhibidores
a concentraciones menores de 25nM y mayores se sugieren para confirmar su efectividad e
inocuidad.
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Figura 9. El nilotinib a concentraciones menores e iguales a 25 nM son inocuas para las NC.
Después de 7 dias de transdiferenciacion, las NC fueron expuestas a concentraciones desde 0 nM a
1000 nM de nilotinib y se evalué el AWm y la produccién de EROs después de 4 dias. Las

rrr

microfotografias A"~ J”°° muestran los nucleos de las NC que fueron tefiidos con Hoechst 33342,
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mientras que las microfotografias A" - J°° representan las NC que fueron tefiidas con la sonda
mitotracker y A"-J” con la sonda DCF. Las graficas (K-L) muestran la cuantificacion de la intensidad
media de fluorescencia (IMF) de mitotracker y DCF respectivamente, en NC previamente expuestas
a concentraciones de 0 a 1000 nM de nilotinib por 4 dias. Las imagenes son microfotografias
representativas de uno de tres experimentos realizados independientemente. La “media £ SD” se
presenta como la media de la desviacion estandar de los datos. *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).
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Figura 10. El nilotinib a concentraciones menores de 50 nM regulan la activacién de caspasa 3
en NC. Después de 7 dias de transdiferenciacion, las NC fueron expuestas a concentraciones desde
0 nM a 1000 nM de nilotinib y se evalud la activacion de caspasa 3 después de 4 dias. Las
microfotografias A”"- J°° muestran los nicleos de las NC que fueron tefiidos con Hoechst 33342,
mientras que las microfotografias A" - J° representan las NC que fueron tefiidas con el anticuerpo
primario contra CASP-3. La gréfica (K) muestran la cuantificacion de la intensidad media de
fluorescencia (IMF) de caspasa 3 en NC previamente expuestas a concentraciones de 0 a 1000 nM
de H20: por 4 dias. Las imagenes son microfotografias representativas de uno de tres experimentos
realizados independientemente. La “media + SD” se presenta como la media de la desviacion
estandar de los datos. *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).

8.5. Los ITKs (imatinib, dasatinib, nilotinib, bosutinib y ponatinib) protegen a las NC
expuestas al H20.

Una vez establecido el protocolo experimental de induccién de activacion del c-Abl por el
H>0- en NC y seleccionada la concentracién inocua del nilotinib de 25nM, como ITKs con
mayor capacidad neuroprotectora de los ITKs y evaluadas las condiciones necesarias para
nuestro modelo de EO con activacion de c-Abl en neuronas colinérgicas, nos interesamos
en evaluar si los ITKs protegian a las NC del dafio oxidativo inducido por H,O,. Con este
propésito las NC fueron tratadas con 100 uM de H2O2 en combinacion con 25 nM de cada
ITK por 0,5 hrs y se determiné el efecto de cada inhibidor en el potencial de membrana
mitocondrial AWYm, la oxidaciéon de DJ1 y la activacion de c-Abl.

8.5.1. Los ITKs restauran y mantienen el AWm contra el EO inducido por H>.O, en NC.
En la Figura 11 se puede observar el efecto de los diferentes ITKs sobre el AYm de NC en
condiciones de EO. Como se habia observado previamente, el H,O, altera el potencial de
membrana mitocondrial en NC (Fig. 11B"). Sin embargo, cuando las células fueron
cultivadas con H,0O, y simultaneamente con cada uno de los inhibidores, esta alteracién no
fue observada (Fig. 11C"- G"). Cuando se comparan los niveles de mitotracker, se observo
gue los cinco inhibidores evaluados restauraron el potencial de membrana de las NC manera
estadisticamente significativa (Fig. 11H). Adicionalmente, no se observaron diferencias entre
las NC no tratadas y las NC tratadas en presencia del H>O; y los ITKs.

8.5.2. Los ITKs disminuye los niveles del sensor de EO, la proteina DJ-1 oxidada en
NC.

Con el objetivo de evaluar el efecto de los ITK en funcion de la oxidacién de DJ-1, las NC
fueron cultivadas en presencia de 25nM de los 5 ITKs y expuestas al H.O». En la Figura 12
se muestra que el tratamiento con H,O; elevé el nivel de DJ-1 oxidado (Fig. 12B"), pero que
cuando las NC se incubaron con cada uno de los diferentes ITKs y expuestas al H.O», los
niveles de la proteina DJ-1 oxidado fueron reducidos a valores similares de NC no tratadas
(Fig. 12C’- G"). Esta disminucion fue estadisticamente significativa, con niveles de DJ-1
oxidado equiparables a los observados en NC no tratadas (Fig. 12H), siendo los ITKs mas
eficaces con un valor mayor en la disminucion los inhibidores de quinasa bosutinib y nilotinib.
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Figura 11. Los inhibidores de tirosina quinasa (ITKs) restauran el AWYm de las NC expuestas al
H.0,. Después de 7 dias de transdiferenciacién, las NC fueron expuestas a una concentracion de 25
nM de cada inhibidor (imatinib (IMA), dasatinib (DAS), nilotinib (NIL), bosutinib (BOS), ponatinib
(PON)) acompafiado de 100 uM durante 0,5 hrs (30 minutos) y se evalué el potencial de membrana
mitocondrial. Las microfotografias A”"- G”” muestran los nucleos de las NC que fueron tefiidos con
Hoechst 33342, mientras que las microfotografias A" - G” representan las NC que fueron tefiidas con
sonda mitotracker. La gréafica (H) muestra la cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia
(IMF) de mitotracker en NC previamente expuestas a 25 nM de IMA, DAS, NIL, BOS o PON mas 100
UM de H202 durante 0,5 hrs. Las imagenes son microfotografias representativas de uno de tres
experimentos realizados independientemente. La “media + SD” se presenta como la media de la
desviacién estandar de los datos. *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).
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Figura 12. Los inhibidores de tirosina quinasa (ITKs) reducen la oxidacién de DJ-1 de las NC
expuestas al H,O,. Después de 7 dias de transdiferenciacion, las NC fueron expuestas a una
concentracion de 25 nM de cada inhibidor (imatinib (IMA), dasatinib (DAS), nilotinib (NIL), bosutinib
(BOS), ponatinib (PON)) acompafiado de 100 uM durante 0,5 hrs (30 minutos) y se evalué la oxidacion
de DJ-1. Las microfotografias A”"- G”” muestran los nacleos de las NC que fueron tefiidos con Hoechst
33342, mientras que las microfotografias A" - G representan las NC que fueron tefiidas con el
anticuerpo primario contra DJ-1-oxidado. La grafica (H) muestra la cuantificacién de la intensidad
media de fluorescencia (IMF) de DJ-1-oxidado en NC previamente expuestas a 25 nM de IMA, DAS,
NIL, BOS o PON méas 100 uM de H20:2 durante 0,5 hrs. Las imagenes son microfotografias
representativas de uno de tres experimentos realizados independientemente. La “media + SD” se
presenta como la media de la desviacion estandar de los datos. *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).
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8.5.3. Los ITKs reducen los niveles de la proteina c-Abl fosforilada en NC.

Con los previos hallazgos que los ITKs reducen el EO reflejado en la disminucién de los
niveles de DJ-1 oxidado nos propusimos evaluar su efecto en la reduccion de los niveles de
c-.Abl-p en condiciones de EO; como se muestra en la Figura 13 las NC cultivadas en
presencia de H.O, presentaron aumento en los niveles de c-Abl total (Fig. 13B™) y
fosforilado-Y412 (Fig. 13B"), mientras que en las NC cultivadas en presencia de 25nM de
cada uno de los inhibidores expuestas al H2Oz, los niveles de c-Abl total (Fig. 13C”"-G™) y
fosforilado (Fig. 13C"-G") fueron reducidos de manera estadisticamente significativa (Fig.
13H, I). Si bien todos los inhibidores reducen los niveles de c-Abl total, este efecto se vio
mas marcado con los inhibidores dasatinib, nilotinib e imatinib (Fig. 13H). Interesantemente,
también todos los inhibidores redujeron la activacion de c-Abl-p, pero los més potentes
fueron el nilotinib y el imatinib que tuvieron un efecto mas marcado (Fig. 13l). El ponatinib,
tuvo un efecto moderado en los niveles de c-Abl total (Fig. 13H), a diferencia del c-Abl- p
que lo redujo a valores similares al control (NC no tratadas).
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Figura 13. Los inhibidores de tirosina quinasa (ITKs) reducen la activacion de c-Abl-p-Y412 en
las NC expuestas al H20,. Después de 7 dias de transdiferenciacion, las NC fueron expuestas a una
concentraciéon de 25 nM de cada inhibidor (imatinib (IMA), dasatinib (DAS), nilotinib (NIL), bosutinib
(BOS), ponatinib (PON)) acompafiado de 100 puM durante 0,5 hrs (30 minutos) y se evalu6 la
activacion de c-Abl. Las microfotografias A”""- G muestran los nucleos de las NC que fueron tefiidos
con Hoechst 33342, mientras que las microfotografias A”" - G™” representan las NC que fueron tefiidas
con el anticuerpo primario contra c-Abl total y A"- G” con el anticuerpo contra el c-Abl fosforilado p 4.
Las graficas (H-1) muestra la cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia (IMF) del c-Abl
total y fosforilado respectivamente, en NC previamente expuestas a 25 nM de IMA, DAS, NIL, BOS o
PON mas 100 pM de H20: durante 0,5 hrs. Las imégenes son representativas de uno de los tres
experimentos realizados independientemente. La “media + SD” se presenta como la media de la
desviacién estandar de los datos. *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).
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Con estos resultados podemos concluir que el tratamiento con imatinib, dasatinib, nilotinib,
bosutinib o ponatinib evitan las alteraciones sobre el AWm, la oxidacion de DJ-1 y la
activacion de c-Abl de las NC expuestas al H2O-. Los inhibidores bosutinib nilotinib e imatinib
fueron los més efectivos en la reduccién de DJ-1 oxidada-Cys106SO3 (~-0.91-f.c, ~-0.87-
f.c y ~-0.86-f.c respectivamente), mientras que nilotinib, imatinib y ponatinib fueron los méas
efectivos en la reduccion de la activacion de c-Abl (~-0.80-f.c, ~-0.68-f.c y ~-0.54-f.c
respectivamente).
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CAPITULO 9: DISCUSION

En este estudio se establecidé por primera vez en el laboratorio un protocolo de deteccion de
la activacion de la c-Abl-fosforilada (c-Abl-p Y412) inducida por EO, especificamente por el
H.0,, en un modelo neuronal colinérgico de la EA con aplicacion en la regulacion de la
proteina c-Abelson como diana terapéutica en la EA.

Interesantemente, se ha identificado una asociacion entre el EO y la proteina tirosina quinasa
c-Abl en enfermedades neurodegenerativas. Se ha evidenciado que el EO puede activar a
c-Abl en células neuronales, desencadenar diversas cascadas de sefalizacion celular que
van desde la regulacién de la actina del citoesqueleto, regulacion del ciclo celular en
respuesta al EO celular (apoptosis o arresto del ciclo celular) y regulacién negativa de las
enzimas de defensa antioxidante como la catalasa (165). Ademas, se ha demostrado que c-
Abl esta involucrada en la regulacién de procesos neuropatolégicos claves de la EA, como
el procesamiento de APP y la fosforilacion directa e indirecta de TAU. Tomando en conjunto
los hallazgos anteriormente descritos, se ha postulado a la proteina c-Abl como una
excelente candidata de blanco terapéutico para el disefio de tratamientos para la EA.

Por lo tanto, es clave contar con un modelo de NC estandarizado de activacion de c-Abl que
nos permita evaluar el comportamiento de esta molécula en ausencia y presencia de
inhibidores de esta quinasa en condiciones de EO. En este estudio se logrd establecer, en
un modelo neuronal colinérgico derivado de CME-GW-UC, el protocolo de la activacion de
c-Abl por la exposicién al H.O.. El proceso de transdiferenciacion hacia linaje neuronal
colinérgico fue exitoso, ya que nuestras células expresaron en un 100% la enzima colina
acetiltransferasa (ChAT) y la proteina transportadora de acetilcolina vesicular (VAChHT),
ademas de la expresion de altos niveles de marcadores de proteinas neuronales
especificas como lo son NF-L, MAP2 y B-tubulina, siendo negativas para el marcador glial
GFAP. Estos resultados sugieren que CEM-GW-CU podrian comportarse como células
precursoras neuronales (203) con capacidad de transdiferenciacién a ectodermo (206). Una
vez establecido el protocolo de NC se logr6 en este modelo la activacion de c-Abl inducido
por el H,02, donde nuestros resultados presentan similitudes al estudio realizado por Kumar
y colaboradores donde encontraron la presencia de c-Abl a partir los 30 minutos (0,5hrs)
post induccién con el H,O; (207). Adicionalmente, se evidencié que concentraciones de
100uM y superiores de H,O; generan eventos de EO que se reflejan en la alteracién de AWYm
y la oxidacién de la proteina DJ-1. Es importante anotar que la proteina DJ-1 exhibe
propiedades de chaperona molecular, proteasa, glioxalasa, y regulador transcripcional que
protege a las mitocondrias del EO. Dadas sus propiedades biol6gicas, el DJ-1 en
condiciones de EO aumenta la expresion de dos proteinas de desacoplamiento mitocondrial
(UCP 4 y UCP5), que disminuyen el potencial de la membrana mitocondrial y conducen a la
supresion de la produccién de EROs, optimizando varias funciones mitocondriales y
ayudando a la supervivencia de las células neuronales (208). En este sentido, y con el
conocimiento de la asociacién del EO y la activacion de la proteina c-Abelson, se han
propuesto los inhibidores de tirosina quinasa (ITKs) como moléculas efectivas para reducir
la activacion de c-Abl inducida por el EO.
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Al evaluar los ITKs, se logré demostrar que los diferentes inhibidores (imatinib, dasatinib,
nilotinib, bosutinib y ponatinib) son efectivos para reducir el dafio asociado al EO y la
activacion de c-Abl inducido por el H>.O2 en nuestro modelo neuronal colinérgico de EO. En
este contexto, se demostré6 que los 5 inhibidores fueron significativamente capaces de
proteger a las NC del dafio del AWm y disminuir los niveles de c-Abl-p, siendo los mas
potentes el nilotinib, imatinib y ponatinib (~-0.80-f.c, ~-0.68-f.c y ~-0.54-f.c
respectivamente), comparados con el tratamiento del H.O; solo, y que los inhibidores
nilotinib, imatinib y bosutinib fueron los mas efectivos en la reduccion significativa de los
oxidacion de la proteina DJ-1Cysl1l06SO3 (~-0.91-f.c, ~-0.87fc y ~-0.86-f.c
respectivamente), en las NC expuestas al H>Oz. Estas observaciones estan en concordancia
con Alvarez y colaboradores (12), en donde se evalud el efecto del imatinib sobre la actividad
de c-Abl en neuronas de hipocampo tratadas con H>O, como inductor de EO. Al respecto,
se encontrd que imatinib previno la muerte neuronal inducida por H2O: (la viabilidad celular
a 100 uM H:0, fue de 55% comparado con el control, mientras que con HxO, + 10 uM
imatinib fue de 100% comparado con el control). En conjunto, nuestros resultados son
compatibles con la postulacién de estos inhibidores como moléculas alternativas de
reposicionamiento para el tratamiento de la EA (209).

En el caso del AWm, el efecto de los ITKs podria ser explicado por el hecho de que c-Abl
ejerce una regulacién negativa de enzimas involucradas en los sistemas antioxidantes. Por
esta razon, la inhibicion de c-Abl podria llevar a la restauracion del sistema antioxidante,
ayudando a establecer el balance oxido-reduccion celular. En este aspecto es importante
destacar que a pesar de que todos los inhibidores redujeron significativamente la activacion
de c-Abl, esta reduccién fue drastica en los inhibidores tipo Il (nilotinib, imatinib y ponatinib),
los cuales al unirse a la forma inactiva de c-Abl podrian impedir su fosforilacion y posterior
activacion, a diferencia de los inhibidores tipo | que necesitan que c-Abl este en su forma
activa para unirse a la molécula.

Otra de las observaciones importantes es que los ITKs fueron efectivos en reducir la
oxidacién del DJ-1 en el residuo C106 sensible al EO. Este hallazgo ha sido correlacionado
con el incremento en la progresion de la EP, donde el EO juega un papel fundamental y
recientemente se ha asociado como un evento temprano de pérdida dopaminérgica en
modelos in vivo con la EA (205). Por tal motivo, es razonable pensar que la inhibicion de c-
Abl podria ayudar al restablecimiento del balance oxido-reductor, disminuyendo la oxidacion
de DJ-1, lo cual podria relacionarse directamente con su funcién. Es importante resaltar, que
los inhibidores bosutinib, nilotinib e imatinib fueron los méas efectivos en la reduccién de la
proteina DJ-1 oxidada- Cys106S0O3. En el caso particular de bosutinib, esta disminucién del
DJ-1 oxidado fue de ~ 91%. Segun el estudio de Hassanjani, et al. esta efectividad de este
ITK bosutinib a concentraciones menores a 10uM, podria ser debida a que el inhibidor
disminuye la dimerizacién de DJ-1 silvestre y mutado (E64D) y evitaba su oxidacion a pesar
del EO (210). Estas observaciones y nuestros hallazgos (este trabajo) nos permiten sugerir
estudios futuros con la utilizacién de concentraciones menores de 25nM para todos los
inhibidores y especialmente para el bosutinib que mostré ser muy eficaz al reducir el EO en
el modelo NC expuestas al H>O,.

79



En conjunto, los resultados demuestran la importancia de la proteina c-Abl como diana
terapéutica, y su impacto en la asociacion con el EO, la oxidaciéon de la proteina DJ-1, la
alteracion del AWm y la apoptosis en el modelo de NC de la EA esporadica. Ademas, se
evidencia la relevancia del modelo NC propuesto para el estudio del efecto de los inhibidores
de tirosina quinasa nilotinib, dasatinib, ponatinib, imatinib y bosutinib. Sumado a lo anterior,
en la EA esporadica, existe una teoria alternativa llamada la hipétesis de la cascada
mitocondrial, que integra los factores neuropatoldgicos de la EA alrededor del EO. En esta,
se propone que la disfuncion mitocondrial y la produccion de ROS pueden iniciar un circulo
vicioso en el que participan multiples sistemas y mecanismos (Figura 21). En términos
generales, la edad avanzada, factores de riesgo genéticos y estrés ambiental pueden llevar
a una pérdida de las dinamicas y funciones mitocondriales (pérdida del AYm y produccion
energética) que se ve reflejada en el aumento de ROS de origen mitocondrial. Si la defensa
antioxidante se encuentra alterada (como es el caso de los pacientes con EA), puede
desencadenarse una acumulacion del dafio oxidativo, el cual puede afectar el metabolismo
celular y procesos asociados, como el procesamiento de APP. En este escenario, puede
darse la acumulacion de péptido AR y TAU fosforilado, ademas de la peroxidacion de lipidos
y la oxidacién de proteinas, procesos que a su vez pueden aumentar los niveles de ROS y
exacerbar el dafio. Es aqui donde procesos como el trafico axonal y la homeostasis del Ca?*
pueden verse alterados, llevando a procesos de excitotoxicidad, dafio nuclear y del ADN
mitocondrial y procesos inflamatorios, que en conjunto conducen a la disfuncion sinaptica y
las alteraciones cognitivas, propias de la EA (83).

Demencia por Alzheimer

DCL

Figura 21. Circulo de activacion de c-Abl. Durante la DCL se ha evidenciado un aumento de EO
gue desencadena una serie de eventos dentro de los que se destaca la activacion de c-Abl asociada
con los marcadores neuropatoldgicos caracteristicos de la EA.

En resumen, este trabajo tiene una importante aplicacion como protocolo establecido por
primera vez de activacion de c-Abl en un modelo NC de la EA esporadica, adicionado a la
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oportunidad de evaluar moléculas con actividad biol6gica anti-quinasas o ITKs. Este modelo
sirve de plataforma experimental para evaluar la activacion del c-Abl en el modelo neuronal
colinérgico genético de PSEN 1 E280A de la EAF, establecido en el grupo a partir CEM-GW-
CU transdiferenciadas en NC con la mutacién. De hecho, en este modelo, las NC derivadas
de CME mutadas mostraron cambios neuropatolégicos, como acumulacién intracelular del
fragmento sAPPg, hiperfosforilacion de TAU, secrecion aumentada del péptido AB-42,
aumento de EROs, de marcadores de EO, apoptosis y alteracion neuronal funcional (100,
202). Dentro de estos hallazgos, fue llamativo el aumento significativo de las células
positivas para DCF (indicativo de la produccion de EROS), y la activacion del factor de
transcripciéon ¢c-JUN en las NC. Lo anterior llevdé a proponer la siguiente secuencia de
activacion: AB 42 (oligbmeros) — produccion EROs (especialmente el H.O2) B - ¢- JUN y B
que son los primeros eventos patolégicos detectables en las NC PSEN1 E280A. Ademas,
se postula la toxicidad oligomérica intracelular del AB42 como un evento temprano y lento
que podria ir deteriorando las células en una forma dependiente de la produccion de EO,
llevando finalmente a las NC a la muerte celular. En ese sentido, se han sugerido diversos
mecanismos por los cuales AB42 genera neurotoxicidad: i) mecanismos de éxido-reduccion
de las reacciones de transferencia de radicales libres, que resulta en la formacion de H.O;
i) AB42 unido con metales es capaz de catalizar la formacién y produccién de ROS (127); y
iif) podria ir directamente a las mitocondrias formando complejos intermedios de
translocacion estables con translocasa de la membrana externa (TOM) afectando la
actividad de los complejos, y su acumulacién evita la importacién de otras proteinas y, por
lo tanto, afecta la funcién mitocondrial iv) los oligdmeros de bajo peso molecular inhiben la
citocromo ¢ oxidasa de una manera dependiente del cobre (98, 211, 212). Estos hallazgos
sugieren que la acumulacion del péptido AR y el EO son unos de los eventos moleculares
preponderantes y desencadenantes de la neuropatologia en el modelo genético de EA.

Por esta razon, al aplicar nuestro modelo experimental de neuronas colinérgicas a partir de
CEM-GW-CU esporadico (inducido por el H,O;) y compararlo con el genético natural con la
mutacion PSEN1 E280A en donde ocurre acumulacion intracelular del fragmento sAPPS,
hiperfosforilacion de TAU, secrecién aumentada del péptido AB-42, aumento de EROs,
apoptosis demostrada en la activacion de CASP3 y alteracién de la funcional del flujo de
calcio (100, 202); se podria predecir que también se presentara la activaciéon de c-Abl,
ademas del efecto positivo de los inhibidores de tirosina quinasa reduciendo los marcadores
neuropatoldgicos de la EA, asociados al EO.
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CAPITULO 10. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La EA es el trastorno neurodegenerativo de mayor prevalencia e importancia en el mundo,
y la causa mas comun de demencia. Las estrategias terapéuticas actuales pueden mejorar
temporalmente los sintomas o retardar su progresién, sin embargo, no hay ningun
tratamiento que cure la EA o que altere la evolucién de la enfermedad. En este sentido, los
resultados de este trabajo de investigacién permitieron la estandarizacion de un protocolo
de activacion de la quinasa c- Abl inducida por el EO especificamente el H.O, en un modelo
in vitro Neuronal colinérgico de la EA. El tratamiento con 100 uM durante 0,5 hrs permitio
observar cambios asociados con EO, ademas de la activacion de ¢ -Abl. En comparacion
con las NC no tratadas, se observd un aumento hasta de 19 veces mas de la oxidacion de
DJ-1, un aumento de 1.3 veces mas de c- Abl y una disminucion del AYm de ~ 50%.

Igualmente, en este trabajo se estandarizé un protocolo de activacion de la quinasa c-Abl
por H.O, en un modelo neuronal colinérgico. También se evidencié que los inhibidores de
guinasas nilotinib, dasatinib, ponatinib, imatinib y bosutinib son neuroprotectores vy
restauradores de la funcionalidad mitocondrial via disminucién de los niveles de la c-Abl-p y
reducen la DJ-1 oxidada. Estos hallazgos permiten sugerir a la proteina c-Abl como un
blanco terapéutico de estudio, que nos brindan una opcidén promisoria para el tratamiento de
la EA. Los inhibidores bosutinib nilotinib e imatinib fueron los mas efectivos en la reduccién
de DJ-1 oxidada (reduccion entre 86- 90%, comparada con las NC tratadas con H;O: sin
inhibidor), mientras que nilotinib, imatinib y ponatinib fueron los mas efectivos en la reduccion
de la activacion de c-Abl (reduccion fosforilacion entre 54 — 80 %, comparada con las NC
tratadas con H2O: sin inhibidor). En este punto, vale la pena destacar el reposicionamiento
de los ITKs, moléculas aprobadas para el tratamiento de diferentes tipos de cancer y
aprobadas por la FDA. Al ser moléculas previamente aprobadas, se puede disminuir los
tiempos de las etapas de descubrimiento, optimizacion y desarrollo, mejorando de esta
manera las probabilidades de éxito, ya que se conocen las respuestas biolégicas, la
farmacocinética y farmacodindmica de estos inhibidores.

Estos hallazgos nos brindan una opcion promisoria para el tratamiento de la EA con
inhibidores de tirosina quinasa, que permitan regular a c-Abl y algunos de los procesos en
los que esta molécula esté implicada dentro del desarrollo de la enfermedad. Para esto, es
necesario extrapolar estos resultados a los modelos provenientes de pacientes con la
mutacion PSEN1-E280A, de cultivos 2D y 3D los cuales recapitulan los principales
marcadores patolégicos de EA.
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CAPITULO 11. CONTRIBUCIONES O APORTES CIENTIFICOS

En este estudio se estandarizd un protocolo de activacién de la quinasa c- Abl en el contexto
de EO inducido por H202 en un modelo in vitro Neuronal colinérgico 2D de la EA. El
tratamiento con 100 uM durante 0,5 hrs permiti6 observar cambios asociados con EO
(disminucion del AWm, y oxidacién de DJ-1), ademas de la fosforilacion de ¢ -Abl. Este
modelo NC 2D de la EA, constituye una plataforma experimental para su utilizacion en
estudios de modelos genéticos con la mutacion PSEN1-E280A, de cultivos 2D y 3D.

De igual manera, usando este protocolo se evaluaron diferentes ITKs (nilotinib, dasatinib,
ponatinib, imatinib y bosutinib), donde se evidenci6 que estos inhibidores son
neuroprotectores y restauradores de la funcionalidad mitocondrial via disminucion de los
niveles de la c-Abl-p, reduccion de DJ-1 oxidado en el modelo 2D de NC de la EA esporéadica.
Los resultados obtenidos a partir de este protocolo permiten sugerir a la proteina c-Abl como
un blanco terapéutico de estudio para la EA.

Los resultados de investigacion han contribuido al desarrollo de uno de los objetivos del
proyecto de investigacion: “Desarrollo de cultivos 3D de pacientes con Alzheimer PSEN1
E280A con aplicacion en disefios terapéuticos" 111580762912 cto749-2018.

Adicionalmente, se contribuyd en la realizacion de un producto de apropiacién social del

conocimiento, un folleto para la donacién de sangre menstrual utilizando la copa menstrual
titulado: “Apdyanos a comprender las Neurodegenerativas. Dona Esperanza...”
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