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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa del sistema nervioso central
caracterizada por una muerte progresiva neuronal que afecta principalmente a regiones corticales del
cerebro y parte del sistema limbico. Se producen alteraciones en la memoria, el lenguaje, la percepcion,
la orientacion y las funciones ejecutivas, siendo una de las principales causas de demencia en el mundo.
Una de las principales caracteristicas de la EA es la aparicion de placas seniles o amiloides. Las placas
seniles son depdsitos extra-neuronales conformados por la acumulacion del péptido AB-42 (péptido [B-
amiloide), producido por la protedlisis de la proteina precursora amiloide (APP) por B-secretasa y y-
secretasa. En cambio, la escision no patolégica de APP se produce por a-secretasa y y-secretasa. Se
prevé que la EA afecte a mas de 150 millones de personas para 2050, convirtiéndose en un problema
socioecondmico grave. Pese a todos los esfuerzos, ain no se ha conseguido ninguna terapia efectiva.
Debido a la ineficacia en las terapias contra las dianas terapéuticas conocidas actualmente, en el
presente trabajo hemos investigado la proteina SFRP1 como una nueva diana terapéutica potencial.
SFRP1 se encuentra sobre-expresada en pacientes con EA produciendo inhibicion de ADAM10 (a-
secretasa), favoreciendo la formacion del péptido B-amiloide. Hemos desarrollado, de forma tedrica, un
proyecto para conseguir compuestos que inhiban SFRP1 e impidan su unién a ADAM10, de forma que
esta a-secretasa pueda realizar su funcion. Para este proyecto teérico asumimos que disponemos de una
libreria con numerosos compuestos quimicos a partir de la cual disefiamos un proceso de drug discovery
con el objetivo de conseguir un compuesto con capacidad de inhibir a SFRP1 cuyas propiedades permitan
su uso como farmaco. Para ello hemos desarrollado un pre-cribado computacional y un posterior ensayo
de alto rendimiento (HTS) mediante FRET. Este ensayo nos permitiria identificar qué compuestos cuentan
con un mayor porcentaje de inhibicién y serian re-evaluados con ensayos HTS para seleccionar aquellos
con menor IC-50 y mayor selectividad frente a SFRP1. A continuacién, se evaluaran mediante un ensayo
PAMPA los compuestos con capacidad para atravesar la barrera hematoencefdlica y se realizaran
estudios in vitro en células telencefalicas e in vivo en modelos de murinos de EA para confirmar su
eficacia. Por Ultimo, se desarrollarian estudios pre-clinicos de farmacologia y toxicologia de los
compuestos seleccionados, como paso previo al estudio del farmaco en ensayos clinicos para comprobar
si finalmente podria usarse como tratamiento de la EA.
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Introduccion al Alzheimer y principales caracteristicas

En 1906 Alois Alzheimer describi6 una nueva entidad patolégica con dos caracteristicas
anatomopatoldgicas distintivas presentes en el cerebro: las placas seniles amiloides y los ovillos
neurofibrilares. Esta patologia pasé a denominarse Enfermedad de Alzheimer.

La EA es una enfermedad neurodegenerativa del Sistema Nervioso Central (SNC) caracterizada por una
muerte progresiva neuronal que afecta principalmente a regiones corticales del cerebro y parte del sistema
limbico (Moya, 2014). Inicialmente se detecta por fallos en memoria, a los que siguen alteraciones en el
lenguaje, en la percepcion, orientacion, en la memoria (Moya, 2014; Crespo, 2015) o en las funciones
ejecutivas, siendo una de las principales causas de demencia en el mundo (Esteve et al., 2019b).
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Estudio tedrico de SFRP1 como nueva diana terapéutica para el tratamiento del Alzheimer

Actualmente se conoce que existen dos caracteristicas neuropatologicas fundamentales en la EA, las
placas seniles o amiloides y los ovillos neurofibrilares (Moya, 2014):

a) Las placas seniles son depdsitos extraneuronales formados por la acumulacion del péptido AB-42,
lipidos, proteinas y metales libres. Podrian actuar como reservorios de los oligomeros bioactivos
contribuyendo a la pérdida de las sinapsis y a la muerte neuronal en humanos a lo largo del curso de la
enfermedad, detectando un adelgazamiento del tejido nervioso en los pacientes con EA (Crespo, 2015).

b) Y los ovillos neurofibrilares son depdsitos intraneuronales de proteina TAU, la cual estabiliza los
microtubulos axonales (Moya, 2014).

Existen dos formas de EA: 1) La forma familiar y genética, poco frecuente (afecta aproximadamente al
5% de los pacientes, a pesar del componente ambiental, la heredabilidad esta entre el 60-80%) y de
aparicion temprana (antes de los 65 afios). Se caracteriza por la presencia de mutaciones en los genes
APP, PS1 y PS2 (presenilina 1 y 2) (Crespo, 2015). 2) Y una forma esporadica o de inicio tardio, en la
que la gran mayoria sintomas aparecen mas tardiamente y donde la edad es el mayor factor de riesgo. El
origen es desconocido y seguramente multifactorial (factores de predisposicion genética, sindrome
metabolico, habitos dietéticos o inflamacion periférica) (Crespo, 2015). Se prevé que para 2050, la EA
esporadica afectara a 150 millones de personas en todo el mundo, convirtiéndose en un problema
socioecondmico insostenible (Esteve et al., 2019b).

Hipoétesis sobre la EA

En la actualidad, se desconoce el mecanismo que provoca la muerte neuronal, aunque se plantean diversas
posibilidades que llevan a una alteracion de las cascadas de sefiales intracelulares y cambios metabolicos
(Gonzalez, 2010):

Estrés oxidativo: En la EA se ha observado que hay un aumento de ROS (Especies Reactivas de
Oxigeno) y RNS (Especies Reactivas de Nitrégeno) y una reduccion de enzimas antioxidantes. Esta
situacion lleva a una oxidacién de proteinas y acidos nucleicos y la peroxidacion de lipidos de las placas
de péptido B-amiloide como en las neuronas. El hecho de que los sintomas de la EA mejoran con el
tratamiento del estrés oxidativo apoya la hipotesis de que éste actlia como mecanismo patogénico de esta
enfermedad. Se ha demostrado que dicho estrés precede a la formacion de las neurofibrillas y las placas
seniles, ya que sus lesiones aparecen también en neuronas sin placas ni ovillos neurofibrilares (Gonzélez,
2010).

Hipotesis TAU: En EA, la hiperfosforilacion anormal de la proteina TAU, producida por una
hiperactivacion de sus kinasas debido a un aumento de Ca2+, hace que TAU se apelmace formando los
ovillos neurofibrilares y pierda su capacidad para estabilizar los microtubulos (Moya, 2014) (Figura 1) y
adquiriera una funcioén toéxica, provocando la desestabilizacion del citoesqueleto y la degeneracion
neuronal. Ademas, se ha observado que en la EA se produce alrededor de un 20% de descenso de la
actividad de las proteinas fosfatasas responsables de su desfosforilacion (PP-1 y PP-2A) agravando aun
mas el problema (Gonzalez, 2010).
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Figura 1: La proteina TAU se encuentra estabilizando los microtiibulos y tiene una fosforilacion

reversible. La mutacion de la proteina TAU causa alteraciones en la uniéon a microtibulos e
hiperfosforilacion, lo que favorece que las proteinas formen ovillos neurofibrilares (Gonzalez 2010).
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Placas de amiloide: La proteina precursora de amiloide es una glucoproteina transmembrana codificada
por el gen APP, localizado en el cromosoma 21. Esta proteina es indispensable para el crecimiento de las
neuronas, para su supervivencia y su reparacion postdafio. Tras la sintesis, ésta se glucosila, fosforila y
posteriormente se ancla en la membrana. La APP anclada en membrana sufre un corte proteolitico
extracelular por las enzimas a o [-secretasas, y el fragmento remanente en la membrana sufre
posteriormente la protedlisis por accion de la y-secretasa. Asi pues, hay dos tipos de protedlisis: a) Una
protedlisis no amiloidogénica, por la o y y-secretasas, que producen los péptidos a-APP y p3 (Figura 2).
b) Una protedlisis amiloidogénica, por la B y y-secretasas, en la cual se producen los péptidos B-APP y
AB. El tamaiio del péptido AP mas comun es de 40 aminoécidos, por lo que se le denomina AB-40, y una
pequeiia proporcion (10%) es de 42 aminoacidos, el AB-42. Este péptido AP se va eliminando por unas
peptidasas (la neprilisina, la enzima degradadora de insulina o la plasmina) y por transporte mediado por
receptores (Gonzalez, 2010).

Las a y B secretasas compiten por el mismo sustrato, asi una mayor actividad de a-secretasa (ADAM10)
favorece la generacion de aAPP y reduce la del péptido AB (Crespo, 2015). Las mutaciones que
disminuyen la actividad de las a-secretasas, desplazan el procesamiento de APP hacia la via pro-
amiloidogénica, se relacionan con algunos casos de EA. Esto plantea la posibilidad de que el deterioro de
la actividad de ADAMI10 puede estar entre los desencadenantes comunes de la deposicion amiloide,
contribuyendo a la patogénesis de la EA (Esteve ef al., 2019b).
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Figura 2: A. Localizacion del gen APP que codifica la proteina precursora amiloide y estructura de
¢ésta. B. Procesamiento de la proteina precursora amiloide mediante las secretasas. KPI: inhibidor de
proteasas de tipo Kunitz (del inglés, Kunitz-type protease inhibitor) (Gonzalez, 2010).

Segun la hipotesis de la cascada amiloide la presencia exacerbada del péptido B amiloide (AB) es la causa
primaria de la EA siendo el resto de las alteraciones (formacion de ovillos neurofibrilares o dafios
sinapticos) resultado de un fallo en el balance de produccion, agregacion y/o eliminacion del péptido Ap.
Aunque no esté totalmente demostrada la naturaleza causal de la hipdtesis amiloidea, las placas de 3
amiloide se relacionan con la EA. Por tanto, puede ser de gran utilidad estudiar el mecanismo que regula
la generacion del péptido AP a partir de APP, asi como las posibles variables relacionadas con dicho
mecanismo (Crespo, 2015).

Debido a la importancia de esta enfermedad, en numerosos ensayos clinicos se han explorado agentes que
podrian no soélo interferir con la fisiologia de la enfermedad sino también proporcionar una mejora
sintomatica a corto plazo. Sin embargo, hasta la fecha ninguno de los tratamientos modificadores de la
EA ha alcanzado la aprobacion regulatoria (Elmaleh et al., 2019) (Figura 3).

Una de las estrategias ha sido la reduccion o bloqueo de las diferentes formas del péptido A, y esto
parece retrasar la enfermedad en modelos animales y frenar el declive clinico en pacientes con EA
prodromica o leve. Desafortunadamente, la enfermedad no se detiene, quizas porque los factores que
favorecen la produccion de amiloide-f y desencadenan su agregacion en formas toxicas ain no se
comprenden completamente (Esteve et al., 2019b). Ensayos clinicos con anticuerpos destinados a
neutralizar el péptido AP han fracasado o producen soélo un efecto reducido, aunque los ultimos datos
presentados con los fAirmacos solanezumab® y aducanumab® suponen un cierto optimismo prudente
(Crespo, 2015).

Pese a todos los esfuerzos atin no se observan terapias efectivas, se han realizado mas de 400 pruebas de
mas de 200 farmacos con una tasa de fracaso del 99,6% (tasa de éxito de solo el 0,4%) (Elmaleh et al.,
2019). Posiblemente este efecto tan limitado se deba a una intervencion demasiado tardia. Ya que se ha
descrito que pacientes con EA familiar, presentan cambios en distintos biomarcadores bioquimicos
(péptido AP42 y la proteina Tau) en el LCR, depositos amiloideos cerebrales y modificaciones en el
metabolismo de la glucosa, entre 15 y 10 afios antes de la aparicion de los sintomas. Lo que sugiere un



importante desfase temporal entre las alteraciones bioquimicas/anatomico-patologicas y las funcionales,
indicando una progresion lenta de la enfermedad (Crespo, 2015).

En la busqueda de una nueva diana terapéutica para la enfermedad de Alzheimer se ha encontrado
SFRPI1. Se ha descubierto que los niveles elevados de SFRP1 contribuyen a la patogénesis de la
enfermedad de Alzheimer. (Esteve et al., 2019b)
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Figura 3: Todos los compuestos que se encontraban dentro de ensayos clinicos el 12 de febrero del
2019 (el anillo central muestra los compuestos que se encontraban en fase 3; el anillo del medio
presenta los que se encontraban en fase 2; el anillo del exterior muestra los compuestos que se
encontraban en fase 1; los agentes en el area de color verde son bioldgicos; los que se encuentra en
areas de color morado son pequefias moléculas que modifican la enfermedad; los que estan dentro de
zonas naranjas son agentes sintomaticos que abordan mejoras cognitivas o sintomas conductuales y
neuropsiquiatricos; la forma del icono muestra la poblacion del ensayo; el color del icono muestra el
tipo de diana que tiene el agente.). Los nombres en negrita representan agentes nuevos en esa fase
desde 2018 (Cummings et al., 2019).

Estructura de SFRP1

SFRP1 (Secreted Frizzled Related Protein 1) es miembro de una familia de proteinas secretables
implicadas en el desarrollo embrionario y en la homeostasis celular del cerebro adulto (SFRPs).

Las SFRPS son proteinas de unos 36 kDa. Son moléculas solubles implicadas en la modulacion de la
apoptosis y como antagonistas de Wnt durante el desarrollo embrionario. En mamiferos esta familia esta
formada por cinco miembros, y se subdivide en dos subgrupos formados por SFRP1, 2, y 5 por un lado y
SFRP3, 4 por el otro, con un posible origen evolutivo diferente.

El gen SFRP] esta formado por tres exones que codifican una proteina de alrededor de 314 aminoacidos
donde mas del 90% de los aminoacidos estdn conservados entre rata, raton y humano. SFRP1, al igual
que SFRP2 y 5, esta formada por dos motivos, codificados por el primer y tercer exén respectivamente,
que se pliegan de forma independiente.

El extremo N-terminal contiene: un péptido sefial que permite su secrecion y n dominio rico en cisteinas
(CRD), concretamente 10 cisteinas que forman 5 puentes disulfuro cuyo patrén estd conservado entre los
distintos SFRPs (Figura 4). Este dominio es homologo a la parte extracelular de los receptores Frizzled
(Fz) responsable de la union de ligandos Wnt, razon por la que se los identifico como antagonistas de
Whnt. (Crespo, 2015)



Comprende los aminoacidos 53-169:

TKPPQCVDIPADLRLCHNVGYKKMVLPNLLEHETMAEVKQQASSWVPLLNKNCHAGTQVFLCS
LFAPVCLDRPIYPCRWLCEAVRDSCEPVMQFFGFYWPEMLKCDKFPEGDVCIAM
(www.uniprot.org)

El dominio C-terminal se caracteriza por presentar un segmento rico en residuos hidrofébicos y 6
cisteinas que forman un patrén de 3 puentes disulfuro, denomina dominio NTR (Netrin-related motif)
(Figura 4). Este dominio estd presente en proteinas con funciones muy distintas, como netrina y los
inhibidores de metaloproteinasas TIMPs (Crespo, 2015)

Comprende los aminoacidos 186-306:

CPPCDNELKSEANNEHLCASEFALRMKIKEVKKENGDKKIVPKKKKPLKLGPIKKKDLKKLVLYL
KNGADCPCHQLDNLSHHFLIMGRKVKSQYLLTAIHKWDKKNKEFKNFMKKMKNHEC
(www.uniprot.org)

Figura 4: Representacion tridimensional de SFRP1. En color rosa claro aparece representado el
dominio CRD, mientras que en color rosa oscuro aparece representado el dominio NTR.

La expresion de Sfrpl en mamiferos es alta en el cerebro, rifidon, ojo, bazo, abdomen, corazén y somitas.
La expresion del ARNm de SFRP1 en cerebro va disminuyendo desde las etapas embrionarias hasta la
edad adulta y se incrementa en situaciones neuropatologicas como en enfermedad de Alzheimer,
participando en esta enfermedad.

Funciones de SFRP1

Desde la identificacion de SFRP1 se ha descrito que esta proteina, ademas de presentar funciones
dependientes de Wnt, tiene capacidad para unirse a los receptores Fz, interactuar e inhibir la actividad de
RANKL (una proteina asociada a la formacion de osteoclastos), unirse a trombospondina 1 previniendo la
adhesion celular y modular negativamente la actividad de ADAMI10, lo que amplia considerablemente el
espectro de sus actividades. Por ello, SFRP1 es una proteina multifuncional con distintos mecanismos de
accion. (Crespo, 2015)

En este estudio nos centramos en profundizar el estudio en la modulacion que ejerce SFRP1 sobre la via
Whnt/B-catenina y ADAMI10 en el sistema nervioso debido a la implicaciéon de ambas en la enfermedad de
Alzheimer.

Implicacion de SFRP1 en Alzheimer

Estudios previos en pacientes con EA y en un modelo de amiloidosis en ratones apoyan un modelo en el
que SFRPI, producido y secretado por microglia activada, astrocitos reactivos y células del plexo
coroideo, se difunde en el parénquima cerebral para interferir en el procesamiento de APP mediada por
ADAMI10 en las neuronas, mejorando asi el procesamiento de APP pro-amiloidégena y, por lo tanto, la
produccion de productos toxicos de B-amiloide.

SFRP1 se acumula en las placas amiloides, forma agregados moleculares e interactiia con los péptidos -
amiloide, limitando la formacion de protofibrillas AB1-42 y favoreciendo la presencia de formas
oligoméricas. Las formas oligoméricas de péptidos B-amiloide son téxicas para las neuronas, mientras
que se cree que las formas protofibrilares son menos daiiinas.

La formacién y agregacion de B-amiloide contribuye ademas a activar las células gliales y, por lo tanto, a
una mayor produccion de SFRP1, sugiriendo que SFRPI1 es parte del mecanismo de alimentacion que
sostiene la patogénesis de la EA.

En los pacientes con EA los niveles de SFRP1 se correlacionan positivamente con la cantidad de B-
amiloide soluble.

Ademas, la inactivacion genética del ADAM10 perjudica el aprendizaje y la memoria.



Se ha demostrado que el aumento de los niveles de SFRP1 en los cerebros de los pacientes con EA podria
mejorar el procesamiento de la APP pro-amiloidégena y la cascada de alteraciones cerebrales
estereotipadas que, ademas del depoésito de B-amiloide, incluyen la disfuncion sinaptica, la inflamacion
cerebral y la formacion de neuritas distroficas, entre otras. Combinando estudios en casos de EA en
humanos y en modelos de ratones, se ha demostrado que el SFRP1 estd implicado en la patogénesis de la
EA. La neutralizacién de la actividad del SFRP1 mediada por anticuerpos es suficiente para prevenir la
disfuncion sinaptica, lo que apunta a una nueva via terapéutica digna de ser explorada. (Esteve et al.,
2019b)

SFRP1y via WNT

En ausencia del ligando Wnt, B-catenina es fosforilada y degradada via proteosoma. Sin embargo, cuando
el ligando Wnt se une al receptor Fz se destruye el complejo de fosforilacion por lo que B-catenina se
acumula en el citoplasma y transloca al nicleo donde activa la transcripcion de genes dianas de la via
(Figura 5). (Crespo, 2015)
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Figura 5: Mecanismo de accion de la via canonica Wnt/B-catenina. (Crespo, 2015)

Se ha visto que la sobreexpresion de la via Wnt reduce la actividad y expresion de BACEL y, por tanto,
reduce los niveles de péptido f-amiloide. Debido a esto, se ha propuesto que la inhibicion de la via Wnt
puede ser un nuevo tratamiento para enfermedad de Alzheimer. (Parr et al., 2015) Por ello, en este
proyecto estudiamos la posibilidad de utilizar SFRP1 como diana terapéutica para poder inhibir la via
Wnt.

El dominio CRD es responsable de la union de SFRP1 a Wnt, (Crespo, 2015), pero hay estudios que
también han demostrado que el dominio NTR se puede unir a Wnt y hay evidencias de que ambos
dominios se requieren para la inhibicién 6ptima de Wnt. (Rueda, 2017)
Wht-related
- and + Fzactivation Wnt diffusion
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Figura 6: Modulacion de SFRP1 sobre la via Wnt. A) SFRP1 interacciona con Wnt e inhibe la via
Wnt. B) SFRP1 interacciona directamente con el receptor Fz e induce la activacion de la via Wnt. C)
La interaccion entre SFRP1 y Wnt produce la difusion de Wnt (Rueda, 2017)



Estudio tedrico de SFRP1 como nueva diana terapéutica para el tratamiento del Alzheimer

Aunque los ensayos de sobre-expresion de SFRP1 indican que esta proteina tiene un papel como
antagonista de la via de Wnt, ensayos de falta de funcion sugieren en muchos casos mecanismos de
accion alternativos. SFRP1 actia como una molécula bifasica dependiendo del contexto celular y de su
concentracion: concentraciones bajas de SFRP1 aumentan la actividad transcripcional mediada por B-
catenina, mientras que concentraciones altas inhiben dicha actividad. Es un efecto dosis-respuesta. SFRP1
podria tener dos sitios de union para Wnt con diferentes afinidades o alternativamente SFRP1 podria
unirse a Wnt en bajas concentraciones y a Fz en altas concentraciones. A pesar de que los estudios de
sobreexpresion y falta de funcion indican distintos modos de actuacion sobre la via de Wnt, la funcion
fisiologica de SFRP1 parece depender del contexto celular y su funcién puede estar ligada también a otras
vias de sefializacion y mecanismos de actuacion (Figura 6). (Crespo, 2015)

Sin embargo, en ratones con inactivacion de SFRP1, no se observaron cambios en la activacion de la via
Whnt en cerebro respecto a ratones de tipo salvaje. Por tanto, SFRP1 in vivo parece independiente de su
papel adicional establecido como modulador de la sefializacion Wnt. (Esteve et al., 2019b)

Por tanto, la inhibicion de SFRP1 probablemente no afectara a la via Wnt. Esto puede ser debido a que
haya participacion de otras proteinas que compensen la modificacion de SFRP1 en la via Wnt.

Por ello, no centramos nuestro estudio en la inhibicion de la via Wnt utilizando SFRP1 como diana
terapéutica.

SFRP1 como modulador negativo de la actividad proteolitica de ADAM10
SFRP1 regula la actividad proteolitica de ADAMI10.

ADAMI0 es una proteina que pertenece a la familia de las desintegrinas y metaloproteinasas (ADAMs).
ADAMIO0 es la a-secretasa constitutiva por excelencia en neuronas primarias, esta anclada a membrana y
tiene actividad proteolitica sobre proteinas de membrana liberando el ectodominio de dichas proteinas al
espacio extracelular.
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Figura 7: Representacion esquematica de la estructura en dominios de ADAM10. (Ebsen et al., 2014)

Estructura de ADAM10

ADAMI10 estd compuesta de 770 aminoacidos en humanos, con una estructura conservada formada por
varios dominios y se expresa de forma ubicua en el embridn y el adulto (Crespo, 2015).

Figura 8: Representacion tridimensional de la estructura de ADAMI10. En la figura se representa un
tetramero del dominio extracelular de ADAM10. El circulo resalta un monémero. En color azul claro
aparece representado el dominio CRD y color azul oscuro aparece representado el dominio
metaloproteasa.
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La cola citoplasmatica en C terminal contiene dos regiones ricas en prolina (PRR) que podrian permitir la
unioén a las proteinas que contienen el dominio SH3. La secuencia N-terminal de la proteasa es necesaria
para la maduracion intracelular. El dominio de la metaloproteinasa catalitica (aminoacidos 213-456) es el
dominio mas grande de ADAMI10 y puede ser activado por diferentes sefiales, incluyendo los cambios
conformacionales inducidos por el sustrato en la membrana plasmatica. La region proximal de la
membrana es importante para la adhesion y el reconocimiento del sustrato y contiene un dominio de
desintegracion, uno rico en cisteina (aminoacidos 555-673:
NRHTQVCINGQCAGSICEKYGLEECTCASSDGKDDKELCHVCCMKKMDPSTCASTGSVQWSRH
FSGRTITLQPGSPCNDFRGYCDVFMRCRLVDADGPLARLKKAIFSPELYENIAEW
(www.uniprot.org)) y uno similar al EGF (Figuras 7 y 8). (Ebsen et al., 2014)

Los sustratos de ADAMI10 incluyen proteinas de adhesion, factores de crecimiento, o citoquinas, entre
otros, regulando asi distintos procesos biologicos. Otros sustratos son el receptor Notch y la proteina
precursora de amiloide (APP). ADAMI10 es necesaria para un desarrollo embrionario correcto. (Crespo,
2015)
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Figura 9: Procesamiento proteolitico de APP. (Zhang et al., 2012)

Corte de ADAM10 en APP

APP se somete a un procesamiento postraduccional, que involucra varias secretasas y proteasas
diferentes, a través de dos vias principales. En la via no amiloidogénica, APP se segmenta
secuencialmente por la a-secretasa y la y-secretasa. o-secretasa (ADAMI10), corta APP en el 17 °
aminoacido de la secuencia de la Figura 9. (Zhang et al., 2012)

Se conocen pocos reguladores extracelulares de la actividad proteolitica de ADAMI10 entre los que se
incluyen TIMP1, TIMP3 y SFRP1 . Las TIMPs se caracterizan por tener un solo dominio NTR también
presente en el extremo C-terminal de SFRP1. SFRPI se une directamente a ADAMI10 regulando su
actividad proteolitica. (Crespo, 2015)

Modelo de interaccién

El dominio CRD de SFRP1 puede interaccionar con el dominio CRD de ADAM10. Esta union acerca el
dominio catalitico de ADAM10 al dominio NTR de SFRP1. Como el dominio NTR tiene similitud con
los inhibidores TIMP, puede interferir con la actividad enzimatica de ADAM10 mediante competicion
alostérica con diversos sustratos, como APP (Figura 10 y 11A). (Rueda, 2017)
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Figura 10: Modelo de interaccion entre SFRP1 y ADAMI10. (Rueda, 2017)

Objetivo

Varias inmunoterapias contra el péptido B-amiloide han dado resultados desalentadores. No obstante, los
resultados recientes obtenidos ya sea con la administracion de un anticuerpo monoclonal diferente contra
B-amiloide (aducanumab) que ataca las formas oligoméricas toxicas de B-amiloide, o con la sustitucion de
la albimina plasmatica, que elimina los péptidos de B-amiloide, apuntan al beneficio de disminuir la
carga de f-amiloide.

En los ratones, la neutralizacion de la SFRP1 da lugar a un mantenimiento eficaz de la funcion sinaptica
sin causar una infiltracion perjudicial de macréfagos, por lo que la reduccion de los niveles de SFRP1
tiene un efecto positivo, al menos cuando se aplica en las primeras etapas de la enfermedad.

Por eso seria bueno aplicar esta posible futura terapia en combinacién con métodos novedosos de
diagndstico temprano de la enfermedad.

Asi pues, desde un punto de vista especulativo, la aplicacion de SFRP1 sola o en combinacion con otras
estrategias prometedoras contra el péptido B-amiloide puede representar una via terapéutica para los
pacientes presintomaticos con EA, aunque sigue habiendo una posibilidad de que se produzcan efectos
secundarios no deseados. De hecho, SFRP1 actua en diferentes vias y muchos de los sustratos de
ADAMI0 estan implicados en la formacion de tumores y en la inflamacion general.

No obstante, estudios recientes han propuesto que la activacion moderada de ADAMI10 podria ayudar a
prevenir la aparicion de la EA. El SFRP1 no es un inhibidor completo sino mas bien un modulador
negativo de ADAMI10. (Esteve ef al., 2019b).

Por ello, no buscamos un inhibidor completo de SFRP1, sino un inhibidor parcial.

El objetivo del trabajo es conseguir un compuesto que inhiba la interaccion entre SFRP1 y ADAMI0
parcialmente (Figura 11).

Figura 11: Modelo tridimensional de interaccion entre SFRP1 y ADAMI10. A) Interaccion entre
SFRP1 y ADAM10. B) Bloqueo de la interaccion entre SFRP1 y ADAMI10.
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Proceso de “drug discovery”

El proceso de busqueda de farmacos o drug discovery constaria de los siguientes pasos: pre-cribado
computacional, ensayo HTS, seleccion de hits con IC-50 mas bajo y optimizaciéon por modificaciones
quimicas, estudio del coeficiente de reparto o logP y permeabilidad de membrana, ensayo in vitro en
células telencefalicas, ensayos in vivo en ratones y ensayo clinico.

Pre-cribado computacional

Asumimos que somos una empresa farmacéutica que cuenta con una libreria de millones de compuestos
quimicos. Debido a la carga de trabajo que supondria probarlos todos en un ensayo HTS, idealmente se
disefaria un pre-cribado computacional.

En primer lugar, se partiria de librerias de moléculas ya caracterizadas, lo cual nos permitira reducir los
compuestos a estudiar aplicando varios filtros. Nos quedaremos con librerias de compuestos con las
siguientes caracteristicas: a) Capacidad de atravesar la membrana hematoencefalica, ya que se busca un
compuesto capaz de pasar de sangre a cerebro, donde queremos que actue (Pardridge, 2012). b) Que
cumpla la regla de los 5 de Lipinski (Benet ef al., 2016): estos criterios permiten evaluar cualitativamente
como de adecuado podria resultar un compuesto quimico para cumplir alguna determinada funcion
farmacoldgica o actividad biologica una vez que es ingerido como medicamento para consumo oral en
seres humanos (observacion empirica).

En segundo lugar, mediante técnicas computacionales seleccionamos por docking aquellos compuestos
capaces de unirse a SFRP1 de forma selectiva teniendo en cuenta los siguientes factores: a) Sitio de
union. Idealmente, nos interesaria encontrar un compuesto quimico capaz de unirse al dominio CRD de
SFRP1, ya que este dominio hace posible la union de SFRP1 a ADAMI10 (Esteve et al., 2019b). Cabe
destacar que un compuesto capaz de unirse al dominio HTR también podria ser de utilidad ya que es
responsable del efecto inhibitorio sobre ADAMI10. Sin embargo, nos centraremos en inhibir la unién a
CRD, pues es mas simple: si se inhibe la uniéon no es posible que SFRP1 inhiba a ADAM10 como se
observa en la figura 11. b) Selectividad. También hay que tener en cuenta que aparte de SFRP1, existen
otras proteinas con similitud estructural (SFRP2, SFRP3, SFRP4...) (Esteve ef al., 2019b), con las cuales
SFRP1 comparte cierta homologia en cuanto a estructura y secuencia. Nos interesa desarrollar un
inhibidor lo mas selectivo posible frente a SFRP1, pues si tiene capacidad de inhibir a las otras proteinas
anteriores habria un mayor riesgo de efectos secundarios indeseados. Por ejemplo, se ha descrito
previamente que la ausencia de Sfrp1/Sfrp2 causa una pérdida de retina periférica y una expansion de la
central (Crespo, 2015). Por tanto, en los estudios computacionales se buscarian compuestos que se unan a
la region CRD de SFRP1 y que esta union sea especifica solo para SFRP1.

Ensayo HTS

Realizamos un cribado de los compuestos anteriormente seleccionados mediante un ensayo HTS (High-
throughput screening). Para elegir nuestro compuesto haremos un estudio basado en FRET (Forster
resonance energy transfer) con el cual podremos detectar la actividad proteolitica de APP por parte de
ADAMI10. Para ello ya existen kits comerciales disponibles (Ko ef al., 2014).

Esquema del ensayo

Se trabajara en placas multipocillo para poder testar un gran nimero de compuestos de forma simultanea.
En cada pocillo tendremos los siguientes componentes:

a) Compuesto a testar a una concentracion relativamente alta, por ejemplo, de 50 micromolar.

b) SFRP1 en gran cantidad (para asegurarse de que ADAMI10 esté bloqueado completamente en ausencia
de inhibidores.

¢) ADAM10

d) Sustrato de ADAM10 modificado: péptido secuencia de corte de ADAMI0 en APP en cuyos
extremos hay unidos un fluoréforo en uno y un guencher en el contrario (ver Figura 12). Asi, si
ADAMI10 no se encuentra inhibida por SFRPI, podra actuar y cortard su sustrato, partiéndose la
estructura quimérica en dos partes, y alejandose el fluor6foro de su quencher, por lo que podremos
detectar emision de luz si el fluoroforo es excitado a una determinada longitud de onda. Conseguir este
tipo de sustrato FRET no seria dificil, ya que actualmente se dispone de productos comerciales de este
tipo, como es el caso del kit comercializado por AnaSpec, de EGT Group (Ko et al., 2014).

De esta forma, si un compuesto es capaz de unirse a SFRP1 e impedir su union a ADAM10, este podra
cortar el sustrato y habrd emision de fluorescencia. A mayor fluorescencia, mayor serd la inhibicion de
Strpl.
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Fluoréforo Quencher

Sustrato FRET

Figura 12. Sustrato FRET modificado utilizado en el ensayo. En la imagen A) se muestra la situacion
si ADAM 10 esta inhibido: no reconoce el sitio de corte del sustrato y, en consecuencia, el fluoréforo
se encuentra cerca del quencher y no emitira fluorescencia. Por otra parte, en la imagen B) se expone
la situacion si ADAM 10 no esta inhibido: se produce un corte en la cadena peptidica y el fluoréforo
queda alejado del quencher, por lo que emite fluorescencia susceptible de ser detectada.

Carga de los pocillos

Como en todo ensayo de evaluacion de la inhibicion, sera necesario contar con controles positivos y
negativos, los cuales nos permitirdn asegurarnos de que la falta de fluorescencia es por una inhibicion de
SFRP1 y a su vez, nos permitiran determinar el porcentaje de inhibicion de cada compuesto a la
concentracion testada. Todos los pocillos contaran con lo siguiente:

a) Control positivo: solo se afiade ADAMI0 y sustrato con fluoréforo.

b) Control negativo: en cada placa usar varios pocillos como control negativo. Tendran todos los
componentes de la reaccion excepto el compuesto inhibidor. No se deberia detectar fluorescencia en estos
pocillos ya que Sfrp1 no estaria inhibida, pero esta si podria inhibir ADAMI10.

¢) Compuestos a testar: partiremos con compuestos a una concentracion relativamente alta, de 50
micromolar, para seleccionar aquellos compuestos que puedan inhibir parcialmente a SFRP1.
Calculos para % inhibicion

Los porcentajes de inhibicion serdn calculados de acuerdo a la férmula indicada en la figura 13,
comunmente usado para este tipo de calculos (Du et al., 2013). Como se puede observar, cuanto mayor
sea el nivel de fluorescencia, mayor sera el porcentaje de inhibicion del compuesto testado.

Fluoresc. farmaco — Fluoresc. C —

% inhibicion = ( )x 100

Fluoresc. C + — Fluoresc. C —

Figura 13. Féormula para el calculo del % de inhibicion.

Seleccidén de hits con IC-50 mas bajo y optimizacién por modificaciones quimicas

Después de seleccionar aquellos compuestos que mas inhiban a Sfrpl, se volvera a realizar un ensayo
HTS para cada uno de ellos. Esta vez se utilizaran distintas concentraciones del compuesto para calcular
el IC-50, es decir, la concentracion del inhibidor a la cual se produce un 50% de inhibicién (Brody, 2018).
Un ejemplo de como calcularlo se puede encontrar en la figura 14.
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Figura 14. Determinacion de IC-50. En la grafica se representan las distintas concentraciones del
compuesto testado frente al porcentaje de inhibicion para cada valor de concentracion.



Se seleccionan aquellos compuestos con el menor IC-50, ya que estos seran los mas potentes. A partir de
estas moléculas se hacen series por modificaciones quimicas y se repite el cribado HTS con la finalidad
de optimizar las moléculas originales (aumentar potencia, aumentar selectividad.

Estudio del coeficiente de reparto o logP y permeabilidad de membrana

Con aquellos compuestos seleccionados en la fase anterior, se evaltia el coeficiente de reparto o logP para
medir hidrofobicidad y la permeabilidad de los compuestos a membrana mediante ensayos PAMPA
(Permeacion con Membranas Artificiales en Paralelo) (Saha, 2017).

a) Definimos LogP como el coeficiente con la féormula indicada en la figura 15:

Farmaco enn — octanol

Farmaco en agun
Figura 15. formula empleada para el calculo de LogP
Los valores ideales de LogP estan en el rango de 1.5-2.7 con un valor medio de 2.1. (Hansch et al., 1977)

b) Con el ensayo PAMPA conseguiremos una buena correlacion entre el porcentaje de transporte y la
fraccion absorbida (Lipinski et al., 2003). Es una técnica que consiste en una membrana lipidica artificial
la cual se impregna con un filtro poroso, a través de la cual pasan los compuestos pasan de acuerdo con su
permeabilidad aparente (Papp). Los compuestos con Papp inferior a 2,0 x 10-6 cm s-1 se clasificaran
como no permeables a la barrera hematoencefalica (-), mientras que los que tenian Papp superior a 4,0 x
10-6 cm s-1 se consideraron permeables a la barrera hematoencefalica (+) (Bicker et al., 2016).

En nuestro ensayo PAMPA seguiremos un protocolo como el descrito en el articulo de Bicker et al.
(2016) el cual permite obtener resultados con una alta correlacion con respecto a los estudios de
permeabilidad con células, con la ventaja de que ademas resulta mas econémico y se consiguen resultados
considerablemente reproducibles. Brevemente, el esquema de pasos a seguir seria el siguiente: 1) Extraer
lipidos de cerebro de cerdo. 2) Estimar la concentraciéon de lipidos del extracto mediante ensayo de
fésforo. 3) Incubar los compuestos con la membrana artificial y obtener Papp mediante la correlacion de
las caracteristicas fisicoquimicas de compuestos conocidos y una regresion lineal.
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Figura 16. Esquema de ensayo PAMPA llevado a cabo por el grupo de Bicker et al. (2016).

Ensayo in vitro en células telencefalicas

El proceso de drug discovery continuaria con un ensayo in vitro, el cual nos permitird confirmar que los
compuestos seleccionados realmente son capaces de inhibir a SFRP1. Este ensayo se realizara en concreto
con células telencefalicas, las cuales se ha visto que sobreexpresan SFRP1 (Esteve ef al., 2019a). A estas
células se les afiade el compuesto a testar y, paralelamente, se trabaja con un control, que en este caso
serian cultivos de células a los que Unicamente se les afiade el disolvente en el que se encuentran los
compuestos testados. Transcurrido un tiempo suficiente de incubacion, se haria una extraccion proteica de
las células y, posteriormente, se realizaria un western blot para detectar la presencia de sAPPa, el
producto de APP obtenido por el procesamiento de ADAM10.

Si un compuesto es capaz de inhibir a SFRP1 se esperaria un resultado como el explicado en la figura 17:
las células telencefalicas tienen sobreexpresado SFRP1, por lo que ADAMI0 siempre se encuentra
inhibida y no puede procesar APP a la forma sAPPo.Por esta razon, si las células se cultivan con un
compuesto capaz de inhibir a SFRP1, ADAMI10 podra ejercer su funcion y se detectaria la presencia de
sAPPoen el western blot.
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Figura 17. Esquema del ensayo in vitro con células telencefélicas. Tras una incubacion de células con
el compuesto a testar, se realizar un western blot con anticuerpos anti sAPPa. La presencia de la
banda correspondiente a sAPPo permite confirmar que el compuesto es capaz de inhibir a SFRP1.

Ensayos in vivo en ratones
Una vez realizados los ensayos in vitro procederemos a realizar varios ensayos in vivo:

a) Morris Water Maze (MWM) test para evaluar las funciones cognitivas relacionadas con la memoria.
Esta prueba consiste en una piscina con cierta profundidad llena de un liquido opaco que dificulte ver la
plataforma colocada en su interior. Utilizaremos ratones modelo de Alzheimer (APP; PS1 mice) (Esteve
et al., 2019a). El procedimiento que se seguird serd el siguiente: 1) Tendremos tres poblaciones de
ratones: control o sanos (WT), enfermos (modelo) y enfermos tratados (ratones a los que se les ha
inyectado nuestro tratamiento). 2) Se les entrenard previamente para que encuentren la plataforma
(aunque no es un requisito imprescindible). 3) Se les volvera a someter a la prueba y se les evaluara y
monitorizara para obtener el recorrido y el periodo de latencia transcurrido hasta encontrar la plataforma.

Los resultados esperados se muestran en la Figura 18. Se espera que el periodo de latencia y recorrido en
el grupo de ratones sanos sean mucho menores que en el grupo de ratones enfermos. En cambio,
esperamos que en el grupo de ratones enfermos tratados con nuestro farmaco disminuya el periodo de
latencia y recorrido con respecto al grupo de ratones enfermos y los valores se acerquen lo maximo
posibles a los obtenidos en el grupo control (Figura 18).

A)

Figura 18: resultados esperados tras la realizacion del TMW donde se rastrea el recorrido del raton
hasta encontrar la plataforma A. ratones sanos o control, B. ratones enfermos (modelo) y C. ratones
tratados con el farmaco. (Oostra and Nelson, 2015).

b) Estudio inmunohistoquimico del péptido AP42 utilizando el anticuerpo anti AB40. Seguiremos el
experimento ya descrito por Esteve ef al., (2019a), usando ratones modelo de Alzheimer (APP;PS1 mice),
para comprobar si revierte los efectos del Alzheimer. Brevemente, el procedimiento seria como sigue: 1)
Tendremos tres poblaciones de ratones: sanos o control (WT), enfermos (modelo) y ratones enfermos
tratados con nuestro farmaco potencial durante dos meses. 2) Se les aplicara la eutanasia. 3) Se obtendran
cortes histologicos de cerebros. 4) Se detectara por inmunohistoquimica la presencia de Ap42 (usando
anticuerpos anti-AB1-40), anticuerpos secundarios y luego con microscopia confocal.

Los resultados que esperamos es que los valores de AB42 obtenidos en el grupo de ratones tratados con
nuestro farmaco sean menores con respecto al grupo de ratones enfermos y se acerquen lo maximo
posible a los obtenidos en el grupo de ratones sanos como se observa en la figura 19.
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Figura 19. Resultados esperados tras la realizacion del estudio inmunohistoquimico del péptido AB42
utilizando el anticuerpo anti AB40. En la imagen se observa la aparicion de las placas de péptidos
AB42 en los distintos grupos de ratones utilizados. En C se marcan las placas f-amiloide para indicar
la disminucion de los niveles del péptido AP42 tras el tratamiento. A. ratones sanos o control, B.
ratones enfermos (modelo) y C. ratones enfermos tratados con el farmaco. (Lambracht-Washington
and Rosenberg, 2013).

Ensayo clinico

Si los resultados obtenidos hasta ahora son favorables y, como paso previo a los ensayos clinicos, se
procederia a realizar estudios ADME-Tox para aumentar la seguridad, optimizacion de la dosis empleada
para humanos, mejora de la formulacion galénica y solicitud de la documentacion necesaria a la EMA.
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