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I. ABREVIATURAS







Abreviaturas

ADME: absorcion, distribucidn, metabolismo y excrecion

ADN: 4cido desoxirribonucleico

AE: acido etacrinico

AEMPS: Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios

ALSFRS-R: escala revisada de valoracidn funcional de la ELA, del inglés Revised Amyotrophic
Lateral Sclerosis Functional Rating Scale

ARN: acido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

BHE: barrera hematoencefalica

BSA: albumina de suero bovino, del inglés bovine serum albumin

CaMKII: quinasa Il dependiente de calcio/calmodulina, del inglés Ca */calmodulin-dependent
protein kinase Il

CDC7: quinasa del ciclo de divisién celular 7, del inglés cell division cycle 7
ChAT: colina actiltransferasa

Clso: concentracion inhibitoria del 50%

CK-1: caseina quinasa 1, del inglés casein kinase 1
CMSP: células mononucleares de sangre periférica
cRNP: complejo ribonucleoprotéico

DFT: demencia frontotemporal

DMC: distrofia miotdnica congénita

DMEN: del inglés dulbecco's modified eagle medium
DMSO: dimetilsulféxido

EA: enfermedad de Alzheimer

EH: enfermedad de Huntington

ELA: esclerosis laretal amiotréfica

ELAe: esclerosis lateral amiotréfica esporadica

ELAf: esclerosis lateral amiotréfica familiar

ELA-PDC: esclerosis lateral amiotrofica y parkinsonismo-demencia



ELAf-SOD1: esclerosis lateral amiotréfica familiar con mutacién en SOD-1

EM: esclerosis multiple

EMA: Agencia Europea del Medicamento, del inglés European Medicines Agency
EP: enfermedad de Parkinson

FBS: suero fetal bovino, del inglés fetal bovine serum

FCT: fragmentos del extremo C-terminal

FDA: Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos, del inglés Food and
Drud Association

DFT: demencia frontotemporal

FUS: proteina de fusion del sarcoma, del inglés fused in sarcoma

GE: granulos de estrés

GFAP: proteina gliofibrilar acida, del inglés glial fibrillary acidic protein
Glu: glutamato

GSK-3: glucdgeno sintasa quinasa 3, del inglés glycogen synthase kinase 3
hTDP-43: TDP-43 humana

Iba-1: molécula adaptadora de unién a calcio ionizado 1, del inglés ionized calcium-binding
adapter molecule 1

IL: interleuquina

iNOS: 6xido nitrico sintasa inducible, del inglés inducible nitric oxide synthase

iPSC: células madre pluripotentes inducidas, del inglés induced-pluripotent stem cells
KDa: KiloDalton

L-BMAA: B-metilamino-L-alanina

LCR: liquido cefalorraquideo

LPS: lipopolisacdrido de membrana bacteriano, del inglés lipopolysaccharide

miARN: micro ARN

MTT: bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol

NES: sefial de exportacion nuclear, del inglés nuclear export signal

NFL: neurofilamento de bajo peso molecular



Abreviaturas

NLS: secuencia de localizacion nuclear, del inglés nuclear localization signal
PAMPA: del inglés parallel artificial membrane permeability assay

PBS: tampdn fosfato salino, del inglés phosphate saline buffer

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, del inglés polymerase chain reaction
Pe: permeabilidad efectiva

PrP: proteina pridnica

PSP: pardlisis suprenuclear progresiva

pTDP-43: TDP-43 fosforilada

RNPhn: ribonucleoproteinas heterogéneas

ROS: especies reactivas de oxigeno; del inglés reactive oxygen species

rpm: revoluciones por minuto

SEM: error estandar de la media

Ser: serina

siARN: ARN de silenciamiento

SNC: sistema nervioso central

SOD-1: superodxido dismutasa 1

SOD-1m: superdéxido dismutasa 1 mutada

TARDBP: gen de la proteina de unién a ADN de respuesta transactiva, del inglés transactive DNA
binding protein

TDP-43: proteina de unidn al ADN/ARN de respuesta transactiva de 43 KDa, del inglés TAR DNA-
binding protein 43

TEA: trastorno del espectro autista

TREM2: receptor de membrane de células mieloides, del inglés triggering receptor expressed on
myeloid cells 2 protein

TTBK: tau tubulina quinasa, del ingles tau tubulin kinase
WB: Western blot

XPO-1: factor de exportacion exportina-1, del inglés exportin 1






Il. RESUMEN







Los grandes avances en el campo de la medicina han contribuido al aumento de la esperanza
de vida media de la poblacién. Este hecho va ligado al incremento del nimero de casos de
enfermedades neurodegenerativas siendo las mds incidentes la enfermedad de Alzheimer vy la
enfermedad de Parkinson. La esclerosis lateral amiotréfica, conocida como ELA, es la enfermedad
de neurona motora mas frecuente en adultos. Aunque es una enfermedad rara, el aumento
considerable del nimero de casos en los ultimos afios ha hecho que su visibilidad sea cada vez
mayor. Esta patologia se caracteriza por la pérdida progresiva de neuronas motoras que acaba
derivando en una paralisis muscular de prondstico mortal, siendo la esperanza de vida media
desde el diagnostico de 3 a 4 afos. La busqueda de terapias efectivas que consigan frenar la
degeneracion neuronal de esta devastadora enfermedad es de gran necesidad puesto que los dos
Unicos farmacos aprobados son paliativos y tan solo son capaces de alargar la vida de los

pacientes de 3 a 6 meses.

La ELA, al igual que la mayoria de patologias neurodegenerativas, es una enfermedad
multifactorial, es decir, la muerte neuronal es consecuencia de la suma de diversos procesos
celulares patolégicamente alterados. Un biomarcador comun a todas ellas, es la presencia de
agregados proteicos citoplasmaticos en las células afectadas como consecuencia de
modificaciones post-traduccionales andémalas que sufren en su estructura, como es la
hiperfosforilacidn y la ubiquitinacién. La caracteristica patoldgica principal presente en los tejidos
de un 97% de pacientes con ELA, es la agregacion citoplasmatica de TDP-43 fosforilada y
ubiquitinada. TDP-43 regula la expresion de mas de 600 ARNm a nivel nuclear, sin embargo, en
estado patoldgico se trasloca al citoplasma y agrega produciéndose en consecuencia una
desregulacidon de numerosos procesos celulares. De ahi la importancia que adquiere la busqueda

de farmacos que reestablezcan la homeostasis de esta proteina tan esencial.

Asi, el desarrollo de inhibidores de las proteinas quinasas implicadas en la fosforilacion de
TDP-43, ha adquirido gran relevancia en la comunidad cientifica y en concreto en este grupo de
investigacion, cuya practica en el desarrollo de inhibidores de quinasas para diferentes patologias,
cuenta con mds de 20 afios de experiencia. Con esta intencién, se ha desarrollado la presente
Tesis Doctoral bajo el nombre: “Modulacién de TDP-43: una nueva estrategia terapéutica parala
esclerosis lateral amiotréfica”, en la que el principal objetivo ha sido la validacién de las proteinas
quinasas que modulan la fosforilacién de TDP-43 como dianas terapéuticas, asi como el desarrollo
de sus inhibidores como candidatos a farmacos para la ELA y aquellas patologias que cursen con

esta proteinopatia.



Concretamente se ha llevado a cabo el desarrollo preclinico de pequeiias moléculas de la
guimioteca MBC del grupo de investigacién, que presentan actividad inhibitoria frente a las
quinasas que modulan la fosforliacién de TDP-43: CK-1, CDC7, TTBK1 y GSK-3B. Para ello, se
realizé en primer lugar una seleccién en base a la selectividad y a la actividad inhibitoria que
presentan dichos compuestos, evaluando posteriormente la capacidad para atravesar la barrera

hematoencefalica y llegar a su 6rgano diana: el sistema nervioso central.

Una vez seleccionados los mejores agentes farmacoldgicos, se evalué su potencial
terapéutico en diferentes modelos celulares y animales que recapitulan la proteinopatia de TDP-
43. En primer lugar se valido el efecto neuroprotector frente a la hiperfosforlacion de TDP-43 en
un ensayo fenotipico desarrollado en la linea de neuroblastoma humano SH-SY5Y. A continuacion,
se procedié a la inmortalizacién y caracterizacion de células mononucleares de sangre periférica
procedente de donantes sanos y de pacientes con ELA, estableciéndose como modelo para
evaluar el potencial terapéutico de los compuestos, puesto que recapitulan las caracteristicas
patoldgicas de la enfermedad. Por ultimo, y dado que la ELA es una enfermedad multifactorial, se
evalio el efecto inmunomodulador de determinados compuestos en un modelo de

neuroinflamacidon desarrollado en cultivos primarios de microglia murina.

Ante los prometedores resultados obtenidos en los ensayos celulares, se evalto el potencial
neuroprotector de un inhibidor representativo de cada quinasa en el modelo de ratén transgénico
gue sobreexpresa TDP-43 con la mutacién A315T. Todos los candidatos a farmaco mostraron una
eficacia significativa a la hora de modular la fosforilacién patolégica de TDP-43 in vivo,
presentando a su vez un efecto neuroprotector y antiinflamatorio observado a nivel histolégico

y/o comportamental en funcion del inhibidor de estudio.

Todo este procedimiento de desarrollo de un farmaco es un proceso de larga duracién y con
un elevado coste econémico. Sin embargo, existe lo que se conoce como “reposicionamiento de
farmacos”, es decir, la busqueda de nuevas aplicaciones terapéuticas a farmacos cuya seguridad
ha sido probada en humanos bien porque estdn en ensayos clinicos o porque ya han sido
aprobados por las agencias reguladoras. Por ello, se propuso el reposicionamiento de Tideglusib,
un inhibidor ATP-no competitivo de GSK-3B disefiado en el grupo de investigacion, como la
aproximacién mas rdpida para la busqueda de terapias efectivas para esta enfermedad, puesto

que su seguridad y eficacia ha sido evaluada en humanos para otras patologias neuroldgicas.
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El significativo efecto neuroprotector que presento Tideglusib en los modelos celulares y
animales establecidos para el estudio de la ELA, ha llevado al disefio de un ensayo clinico fase Il,

gue se iniciara en Suiza en cuanto el protocolo sea aprobado.

En conclusidn, los inhibidores de las cuatro quinasas propuestas han mostrado una eficacia
significativa a la hora de recuperar la homeostasis de TDP-43 reduciendo la hiperfosforilacion y
fragmentacién, y en consecuencia recuperando la localizacidon nuclear de esta proteina en los
modelos celulares y animales establecidos para el estudio de la ELA. Estos resultados son
prometedores y avalan la inhibicién de las quinasas que modulan la fosforilacién patoldgica de
TDP-43, descrita en la mayoria de pacientes, como una buena estrategia terapéutica para el

tratamiento de esta proteinopatia y en concreto de la ELA.

The prevalence of neurodegenerative diseases increases daily due to the longer life
expectancy of the population as there are age-dependent diseases. The most common disorders by
the number of patients are Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease and in a lower range
amyotrophic lateral sclerosis commonly known as ALS. ALS is a lethal motor neuron disease
characterized by the progressive muscle paralysis due to the upper and lower motor neuron
degeneration being the average survival from onset to death between 3-4 years. The unknown
etiology and the lack of effective treatment highlighted the urgent need to discover effective
disease-modifying targets and therefore effective treatments to prevent and stop disease

progression.

ALS s considered as a multifactorial disorder where a combination of environmental and
genetic factors contributes to motorneuron degeneration. Protein aggregates with different
posttranslational modifications such as hyperphosphorylation and ubiquitination, is one of the
most common biomarkers among neurodegenerative diseases. The main pathological hallmark in
almost 97% of ALS patients is the presence of TDP-43 protein aggregates in the cytoplasm of the
affected cells promoted by the aberrant phosphorylation and other post-translational
modifications. TDP-43 is a nuclear protein involved in the regulation of multiple cellular processes
as it regulates the transcription and transport of more than 600 mRNA. The dynamic equilibrium
of TDP-43 between nucleus and cytoplasm is altered in disease-affected neurons causing a
dysregulation of several mechanisms. Therefore, the inhibition of protein kinases involved in the
abnormal phosphorylation of TDP-43 has emerged as a promising therapeutic approach for ALS in

order to recover TDP-43 homeostasis and therefore multiple signalling pathways.
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With this purpose, we have carried out a medicinal chemistry program where the thesis
“TDP-43 modulation: a novel therapeutic approach for Amyotrophic Lateral Sclerosis” have
taken place, whose the main goal has been the validation of protein kinases as new therapeutic
targets and the develop of protein kinases inhibitors as valuable drugs to treat ALS and TDP-43

proteinopathy disorders.

Firstly, we have performed a screening in our in-house MBC chemical library, selecting small
molecules with potent and selective activity against protein kinases involved in the
hyperphosphorylation of TDP-43 (CK-1, CDC7, TTBK1 and GSK-38), with high permeable ability to

cross the blood brain barrier.

To assess the neuroprotective properties of these compounds, we used different in vitro and
in vivo models. Potential modulation of TDP-43 pathology was first evaluated in a human
neuroblastoma cell line model where most of the compounds showed ability to decrease TDP-43
phosphorylation upon ethacrynic acid treatment. We next stablished a human cellular model
based on the immortalization and characterization of lymphocytes from ALS patients and healthy
subjects. Altered TDP-43 homeostasis observed in ALS immortalized lymphocytes was recovered
after treatment with selected compounds by decreasing TDP-43 phosphorylation, truncation and

normalizing TDP-43 nuclear localization.

The involvement of different mechanism in ALS pathogenesis highlighted the need for a
therapeutic approach targeted to multiple aspects. Therefore, we have tested selected drugs in an

LPS-induced neuroinflammation model developed in rat primary microglial cultures.

Finally, the best pharmacological agents were tested in TDP-43 transgenic mice, where we
observed in all cases a reduction in TDP-43 phosphorylation and a neuroprotective and/or anti-
inflammatory effect in the lumbar spinal cord of transgenic mice when treated with protein

kinases inhibitors.

Given the high failure rates and the length of time required for new drug development, we
consider the “drug repurposing strategy” as the best approach to accelerate drug discovery
process and therefore find an effective treatment for diseases that lack of it. Find new applications
that are outside the scope of the original medical indications of a drug, is what we have made with
Tidegluib, an in-house designed ATP-non-competitive GSK-38 inhibitor, that have shown good

safety and tolerability in patients with different neurological disorders. With this aim we have
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tested its neuroprotective effect in several in vitro and in vivo models. The promising results

obtained propose the repurposing of Tideglusib as a good therapeutic strategy for ALS treatment.

In view of these results, the inhibition of protein kinases involved in the aberrant TDP-43
phosphorylation by small molecules with brain high-permeable ability could be a novel strategy for

the treatment of ALS as they recover TDP-43 homeostasis, the main hallmark of the disease.
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Introduccion

1. ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS: ESCLEROSIS LARETAL AMIOTROFICA

Los grandes avances en el campo de la medicina en las Gltimas décadas han favorecido el
crecimiento exponencial del nimero de personas mayores de 65 afos, y en consecuencia, el
aumento de la incidencia de las enfermedades neurodegenerativas. Las mas relevantes por el
numero de casos registrados son la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson
(EP) y en menor medida la esclerosis lateral amiotréfica conocida como ELA. En todas ellas se
espera un crecimiento exponencial que triplicaria el nimero de casos actuales en los proximos 30

~ 1 ’ . . ’ . . .
afos.” De ahi la importancia de la busqueda de nuevas terapias efectivas para este tipo de

patologias.

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada
por la pérdida progresiva de neuronas motoras en la corteza motora primaria, tronco encefalico y
médula espinal, provocando una paralisis muscular progresiva de prondstico mortal.” La ELA es un
término que engloba también el espectro de sindromes caracterizados por la pérdida de
motoneuronas (enfermedad de neurona motora) como la esclerosis lateral primaria, la atrofia

muscular progresiva, la pardlisis bulbar progresiva y la paralisis pseudobulbar.?

Terminolégicamente, «esclerosis lateral» hace referencia al endurecimiento o gliosis de las
fibras nerviosas que conforman el tracto corticoespinal lateral y ventral como consecuencia de la
muerte de las neuronas que componen esa via nerviosa. «Amiotréfica» (a: 'negacidén'; mio:
'musculo’; tréfico: 'nutricidn') se refiere a la atrofia de las fibras musculares como resultado de la

falta de estimulo y por lo tanto pérdida de la capacidad de contraccion.

Esta enfermedad fue descrita por primera vez en 1869 por el neurdlogo Jean-Martin
Charcot.* Sin embargo, no fue hasta 1939 con el diagnéstico del famoso jugador de béisbol Lou
Gehrig en Estados Unidos, cuando socialmente se conocid. De ahi que se denomine también

enfermedad de Charcot o enfermedad Lou Gehrig.?

La baja prevalencia de esta enfermedad en la poblacidn hace que a dia de hoy se siga
considerando una enfermedad rara. Un estudio publicado en 2017 analizé el nimero de casos
registrados a nivel mundial en 2010 en el que 1-2 de cada 100.000 personas estaban afectadas,
siendo mas incidente en hombres que en mujeres (1.41:1).> Aunque un 5% de los casos tiene
menos de 30, la edad media de afectacion oscila entre los 50 y 70 afios. Esta enfermedad es tan
devastadora debido a la alta tasa de mortalidad, siendo la esperanza de vida media desde el

diagnostico de entre 3y 5 afios.’
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En determinadas poblaciones, como en el oeste del pacifico (principalmente en la isla de
Guam) existe una forma de ELA asociada a un loci geografico, en donde la prevalencia de la
7 L . g .

enfermedad es de 50 a 100 veces mayor que en otras partes del mundo.” La principal hipétesis
esta relacionada con la influencia de factores ambientales, concretamente a la presencia de la
toxina L-BMAA (B-metilamino-L-alanina) en las raices de las cicadaceas producida por
cianobacterias simbidticas, presentes en estas areas geograficas.® Este aminodcido tiene un
potencial neurotdxico muy elevado ya que aquellas personas que mantienen contacto directo con

esta toxina desarrollan la patologia caracteristica de la ELA.

Estudios epidemioldgicos a lo largo de las ultimas décadas han ido identificando otros
factores de riesgo como puede ser la exposicion a agentes quimicos relacionados con la
agricultura, metales pesados, solventes, la exposicion a campos electromagnéticos, el tipo de

dieta, la actividad fisica y el tabaco.’

El riesgo de padecer enfermedades neuroldgicas concomitantes como depresién, demencia,
enfermedad de Parkinson y epilepsia aumenta posiblemente debido a factores genéticos
comunes. Sin embargo, disminuye la prevalencia de las enfermedades cardiovasculares asi como

el factor de riesgo de padecerlas en pacientes con ELA.™

A dia de hoy no existe tratamiento efectivo para esta enfermedad, posiblemente debido a la
heterogeneidad que existe entre pacientes. Con el objetivo de poder disefiar estrategias
terapéuticas efectivas se han agrupado a los pacientes en dos grupos en funcion de la carga
genética. El 90-95% de los casos no tiene ningln antecedente familiar por lo que se les engloba
dentro del grupo de ELA esporadica (ELAe). El 5-10% restante son personas que tiene al menos un

familiar afectado y por tanto se les considera que tienen ELA de tipo familiar (ELAf) (Figura 1)."

W ELAf m ELAe

C9orf72
40%

Figura 1. Representacion grafica del porcentaje de casos de ELA esporadica (azul) y ELA familiar (verde) con el
desglose de las principales mutaciones asociadas a la ELAf.
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Introduccion

2. BASES MOLECULARES DE LA ENFERMEDAD

Los mecanismos moleculares patolégicos que subyacen en la ELA son multiples. Hasta el
momento se han caracterizado numerosas variaciones genéticas y una serie de alteraciones en

importantes procesos celulares relacionados con la aparicién de la enfermedad.

2.1. Mecanismos patoldgicos

Ambos tipos de ELA independientemente de la presencia o no de mutaciones son
indistinguibles desde el punto de vista sintomdtico lo cual sugiere una patogénesis comun. La
sinergia de la alteracidn de diversos mecanismos celulares contribuye a la muerte de la
motoneurona. Entre ellos destacan el de estrés oxidativo, la alteracidn en el procesamiento de los
ARN, alteraciones en la homeostasis proteica, disfuncién mitocondrial, alteracion en el transporte
axonal, procesos de inflamacién crénica y un aumento de la excitotoxicidad (Figura 2). La mayoria
de estos mecanismos también se ven alterados en otras enfermedades neurodegenerativas como

la demencia frontotemporal (DFT), la EAy la EP entre otras."

)

Excitotoxicidad < Q
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Agregacion e “ 2 /
proteica Disfuncién e o0 o
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Ub \ ROS « o
@- f‘ﬁ‘; Citoquinas Transporte axonal
\& strés ° . ©°
{ "'! oxidativo' ° . R { l
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protedlisis

MICROGLIA

Neuroinflamacion

Figura 2. Representacion de los principales mecanismos celulares alterados en las enfermedades
neurodegenerativas.

- Estrés oxidativo:

El proceso de respiracion celular que tiene lugar en las mitocondrias genera como producto
especies reactivas de oxigeno (ROS). Estas especies tienen un potencial de oxidacion muy alto. En
condiciones normales los mecanismos antioxidantes de nuestro organismo tienen la capacidad de

reducir este exceso de ROS manteniendo la homeostasis celular. Sin embargo, en estado
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patoldgico como en las enfermedades neurodegenerativas, la alteracién de estos mecanismos
compensatorios genera un desequilibrio que se traduce en la oxidacion anémala de biomoléculas

como lipidos, proteinas y ADN que resultan tdxicas para la célula.”®
- Disfuncién mitocondrial:

La mitocondria tiene como principal funcidn la producciéon de ATP y la regulacién de los

niveles intracelulares de calcio (Ca®*). Es susceptible a dafio por estrés oxidativo, ROS y
.. , ;. 14 . , ,

acumulacidn de proteinas téxicas.” El transporte de las diferentes moléculas a lo largo del axén
de gran longitud hace que el requerimiento energético de las motoneuronas sea bastante alto.
Por tanto, una alteracidn en la maquinaria encargada de producir la energia va a impedir que
mecanismos como el del transporte se den con normalidad. Se han descrito en pacientes con ELA
alteraciones en la morfologia y funcionalidad de las mitocondrias asi como un aumento de los

15,16

niveles de calcio intracelular. Las mutaciones en el ADN mitocondrial registradas en pacientes

con ELA desencadenan también el estado patoldgico."’
- Excitotoxicidad:

El glutamato (Glu) es el principal neurotransmisor excitador del sistema nervioso central
(SNC). Las células gliales previenen su acumulacion en la hendidura sinaptica mediante unos
sistemas de captacidn del glutamato presentes en los astrocitos (EAAT2/GLU1), evitando asi un
efecto téxico. Un aumento en el flujo de Glu durante la sinapsis, asi como una alteracién en su
retirada de la hendidura sinaptica provocan la sobreactivacién de los receptores de glutamato
(AMPA, NMDA) en la neurona post-sindptica y por consiguiente un exceso de calcio intracelular
dafiino para la célula (Figura 3). Esta toxicidad neuronal mediada por glutamato se denomina
excitotoxicidad, y es una de las caracteristicas comunes de las enfermedades neurodegenerativas

que contribuye a la muerte neuronal.’®

- Neuroinflamacion:

Aunque la ELA se caracteriza principalmente por la pérdida de neuronas motoras, existe de
manera concomitante una activacion crénica de la respuesta inflamatoria. En condiciones
normales, cuando se produce un dafio en el SNC se va a inducir la activacion de las células gliales
con el correspondiente aumento intercelular de los niveles de citoquinas inflamatorias y con la
infiltracion de linfocitos T. Sin embargo, cuando el estimulo nocivo es persistente, como sucede
en las enfermedades neurodegenerativas, la sobreactivacion de la microglia y los astrocitos va a

generar un proceso de inflamacidn crénica y severa que contribuye a la degeneracion de las
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neuronas. A su vez, esta neurodegeneracion se ve potenciada por el llamado evento “muerte
celular no-auténoma”, es decir, la presencia de agregados proteicos y otros marcadores
patoldgicos en las células gliales, va a producir una disfuncion en este tipo celular favoreciendo de
esta forma la muerte neuronal.’? Estudios histoldgicos de muestras de pacientes confirman la
presencia de microglia reactiva, astrocitosis e infiltrados linfociticos en la médula espinal. Esta
respuesta inflamatoria aparece al inicio de la enfermedad y va agravdndose a medida que

transcurre el tiempo.*

® Glu
tJ
L Receptor de Glu

b @ Transportador de Glu

Figura 3. Representacion del proceso de excitotoxicidad, en donde la expresidon anédmala del transportador en
astrocitos (verde), el aumento de la sensibilidad de los receptores y la liberacion anémala de este
neurotransmisor al espacio intercelular por parte de neuronas y células gliales muertas amplifica la toxicidad
mediada por glutamato.

- Alteracion en el transporte axonal:

Las motoneuronas son células que se caracterizan por su axén de gran longitud cuya funcién
es la de transmitir el impulso nervioso y transportar biomoléculas (proteinas, ARNm, lipidos,
organelas...) al terminal pre-sinaptico. Esta estructura estd compuesta por microtubulos vy
proteinas motoras como las dineinas y quinesinas implicadas en el mantenimiento de la

estructura y transporte celular.

Las mutaciones presentes en proteinas que forman parte del citoesqueleto y de la maquinaria
del transporte como la tubulina 4A o la dinectina son una de las causas de la ELA. Por otro lado,
se han detectado alteraciones del transporte axonal tanto en modelos experimentales como en
muestras post mortem de pacientes.’® Esta alteracion es secundaria a otros procesos patoldgicos
como la presencia de agregados proteicos que interfieren con las dineinas y quinesinas

impidiendo el transporte retrégrado y anterégrado de endosomas y de organulos celulares, asi
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como el mal funcionamiento de las mitocondrias y por lo tanto el déficit en la produccién de ATP

necesario para que el transporte de biomoléculas a lo largo del axdn sea éptimo.?

- Agregados proteicos:

A pesar de la heterogeneidad entre pacientes, una caracteristica patoldgica consistente y
comun en la mayoria de ellos es la presencia de agregados de proteinas aberrantes o mal
plegadas en el citoplasma celular.?! La funcionalidad, formacidn y toxicidad de estos agregados es
una pregunta que a dia de hoy sigue sin resolverse. No se sabe si la neurodegeneracion se esta
produciendo en parte por la toxicidad de estas inclusiones o, si por el contrario, son un

mecanismo de defensa celular frente a proteinas dafiadas.

El principal componente de los agregados presentes en los pacientes de ELA y en un alto
porcentaje de los pacientes con DFT, es la proteina TDP-43 que aparece con diferentes

modificaciones post-traduccionales en su estructura (Figura 4).%

A ' B | : .' Ny 5 g D
s ) hd P e . e .
\ < s ) 3 d 2
v .
o b - A
/ / - @ . . 3 e > -
- .
’ 2 . s » .
T ,’: 2 - o ¢ T ¢ y
P 3 - ’ 5 ¢ N S

Figura 4. Muestras de la corteza frontal de 4 pacientes (A-D) con la proteinopatia de TDP-43. Las inclusiones
citoplasmaticas corresponden a los agregados de la proteina TDP-43 (marrén) (adaptada de Ref. 22).

Por otro lado, existe una alteracidén de los principales mecanismos que participan en el
aclaramiento/eliminacién de proteinas como son el sistema ubiquitina-proteosoma y el lisosomal-
autofagico en pacientes con ELA.% La disfuncién de estos mecanismos favorece la pérdida de la
homeostasis neuronal y en consecuencia la muerte celular. Las mutaciones en proteinas
implicadas en estas vias de degradacién como la optineurina (OPTN) y ubiquilina 2 (UBQLN2),

también contribuyen a este desequilibrio.

2.2. Alteraciones genéticas

Aproximadamente un 10% de todos los casos de ELA tienen historial familiar, siendo el

patrén de herencia mayoritariamente autosomico dominante. Un 5% de los pacientes con ELA
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esporadica presentan también mutaciones en genes asociados a la enfermedad sin embargo no

tienen ningun antecedente familiar que la haya padecido.’

El primer gen identificado fue el de la enzima superdxido dismutasa 1 Cu/Zn (SOD-1) en el
afio 1993.%* Desde entonces, el desarrollo de nuevas tecnologias de secuenciacion del genoma ha
permitido el descubrimiento de multiples genes implicados en la ELA.” A dia de hoy se han
descrito mas de 120 variaciones genéticas.” De todas ellas hay 25 mutaciones que se repiten con
mayor frecuencia. Estos genes se pueden agrupar en 3 categorias en funcién de si codifican para
proteinas involucradas en a) la homeostasis proteica, b) la estabilidad, funcién y metabolismo del

ARN o c) en el mantenimiento de la estructura y funcionalidad del citoesqueleto (Figura 5).

' Homeostasis proteica C90RF72
n Unién/procesamiento ARN

n Citoesqueleto/transporte celular SETX ANG

“ VAPBo
@

TARDBP

PFN1 TBK1

?

|
| | | | &
sop1 9 ‘ D @ sasm1
ALSZ @ ver ATXNZ (| TUBA4A
UBQLN2
DCTN1
FUS HNRNPA1

Figura 5. Representacion en la linea del tiempo de los genes asociados a la patogénesis de la ELAy su
implicacion en los diferentes procesos celulares.

e Proteinas involucradas en la homeostasis proteica como SOD-1 (SOD-1) relacionada con
el estrés oxidativo, o la enzima D-amino-acido-oxidasa o DAO (DAO) con la
excitotoxicidad. También se incluyen proteinas implicadas en los mecanismos de
protedlisis, ya sea por la via de la ubiquitina-proteosoma o autofagica. Las mas
relevantes son la quinasa 1 de unién a TANK (TBK1), la ubiquilina 2 (UBQLN2), la
optineurina (OPTN), la proteina con contenido en valosina (VCP), la proteina VAPB; del
inglés «VAMP-Associated Protein B» (VAPB), sequestosoma 1 (SQSTM1) y alsina
(ALS2).

e Proteinas de unién/procesamiento del metabolismo del ARN como la proteina de unién
al ADN/ARN de respuesta transactiva de 43 KDa conocida como TDP-43 (TARDBP), la
proteina FUS; del inglés «Fused in sarcoma» (FUS), la expansidon de un hexanucleétido

en la regién no codificante del gen C9orf72, la ataxina 2 (ATXN2), la proteina TAF15; del
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inglés «TATA binding protein associated factor 15» (TAF15), la ribonucleoproteina
heterogénea nuclear A1 (HNRNPA1), la angiogenina (ANG) y la senataxina (SETX).2

e Proteinas implicadas en el mantenimiento de la estructura y funcionalidad del
citoesqueleto como la dinactina 1 (DCTN1), la tubulina 4A (TUBA4A) cuya integridad es

fundamental para preservar estructura del axén y la profilina 1 (PFN1).

Las mutaciones en los genes SOD-1, C9orf72, FUS y TARDBP son las mads frecuentes y tienen
la caracteristica comun de estar presentes tanto en casos de ELA familiar como esporddica (Figura

6).

2.2.1. Superdxido dismutasa 1 Cu/Zn

La proteina SOD-1 es una enzima que juega un papel muy importante en la defensa
antioxidante de las células catalizando la conversién del superéxido en perdxido de hidrogeno y
oxigeno. Entre un 15-20% de los pacientes con ELA familiar y un 2-3% de los casos esporddicos
poseen mutaciones en este gen (Figura 6).”° Actualmente hay descritas mas de 150 variaciones
genéticas de SOD-1; la mayoria son mutaciones sin sentido. Las mas incidentes son A4V, D90A y
G93C. El fenotipo que produce cada una de ellas es variable siendo el de los pacientes que poseen
la mutacidon A4V el mas agresivo con una esperanza de vida menor que el resto. Por el contrario,
aquellos que presentan las mutaciones G93C y D90A tienen mejor prondstico al ser mas lento el

desarrollo de la enfermedad. ¥

Las variaciones patoldgicas de SOD-1 producen una disminucidn en torno al 50-80% de su
actividad enzimatica.”® Sin embargo, esta pérdida de funcién no se correlaciona con la duracién y
la severidad sintomatoldgica de la enfermedad.”® Ejemplo de ello es el modelo de ratén que se
desarrollé en 1996 en donde el silenciamiento del gen de SOD-1 no desarrollé el fenotipo motor
caracteristico de la ELA.*® Por consiguiente, la toxicidad que se produce cuando la proteina sufre
cambios conformacionales y funcionales estd relacionada con la interaccidon patolédgica de esta
con otras proteinas y otros mecanismos fisioldgicos produciendo estrés oxidativo, agregados,
disfuncidn mitocondrial, estrés a nivel de reticulo endoplasmico, excitotoxicidad y alteracién del

transporte axonal entre otros.31

2.2.2.FUS

La proteina de fusidn del sarcoma (FUS) (del inglés «Fused in sarcoma») es una proteina de

unidn al ARN que fue por primera vez identificada en pacientes con ELA en 2009.>* En condiciones
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normales se localiza principalmente en el nicleo regulando la expresion génica y participando en
los mecanismos de reparacién del ADN.>* Hay descritas mas de 50 variaciones autosdmicas
dominantes que afectan a un 5% de pacientes con ELAf y a un 0.5% de los esporddicos (Figura
6).° La mayoria son mutaciones que alteran la sefial de localizacién nuclear por lo que en
condiciones patoldgicas se acumula en el citosol formando agregados.** Al igual que en otras
proteinas, no se sabe si la degeneracion de las neuronas motoras se debe a la pérdida de la
funcién que ejerce FUS en el nucleo o a la ganancia de funcidén téxica en el citoplasma. Cabe
resaltar que la sintomatologia motora en los pacientes que tienen esta mutacién suele aparecer

antes de los 40 afios.*

ELA familiar ELA esporadica

%
5% ' 1%
C9orf72 /

M sop-1
M 1op-43

30%

40%

FUS

5% Otros

’ Sin mutaciones
90%

Figura 6. Representacion del porcentaje de las principales mutaciones (SOD-1, C9orf72, TDP-43 y FUS) asociadas
ala ELAfyala ELAe.

2.2.3. C9orf72

La causa genética mas comun de la ELA y DFT de tipo familiar son las mutaciones en el gen
C9orf72 (del inglés «Chromosome 9 open reading frame 72»). Es tal el desconocimiento sobre la
funcidn fisioldgica de esta proteina que se sigue manteniendo su nomenclatura como “marco de
lectura abierta 72 del cromosoma 9”. El gen C9orf72 contiene una secuencia hexanucleétida
(GGGGCC) que se localiza en una regidén no codificante del gen (intrén). En la mayoria de
individuos sanos esta secuencia se repite entre 2 y 5 veces pero nunca mas de 30. Sin embargo,
en pacientes con ELA se han registrado cientos e incluso miles de repeticiones en un mismo
sujeto.”® Un 40% de los pacientes con ELAf y un 5% de los esporadicos presentan una expansion

anormal de esta secuencia (Figura 6).°°
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Los mecanismos por los cuales la repeticion del hexanucleotido produce la degeneraciéon
neuronal se desconocen, sin embargo se han planteado tres hipétesis; puede ser por la pérdida
de funcidn de la proteina C9orf72, por la ganancia de funcién tdxica de los ARN que se obtienen
de la transcripcién del hexanucleotido o incluso por la ganancia de funcién de proteinas
dipeptidicas repetidas o DPRs (del inglés «dipeptide repeat proteins») que se producen a partir de
la traduccidn de estos ARN.* Estudios recientes han asociado esta anomalia con la alteracion de
algunos mecanismos celulares como el metabolismo del ARN por un arresto de las proteinas de

unién al ARN asi como una alteracion en la regulacién de los procesos de autofagia.’’

2.2.4. Proteina TAR de union al ADN de 43 KDa

TDP-43 es una proteina de unién al ADN/ARN de respuesta transactiva de 43 KDa, codificada
por el gen TARDBP que actua principalmente regulando el metabolismo del ARN. En 2006 se
describié por primera vez la presencia de agregados de TDP-43 en neuronas de pacientes con ELA
y DFT.? Sin embargo, no fue hasta 2008 cuando se identificé la primera mutacién de TDP-43.%% A
dia de hoy hay mds de 50 mutaciones registradas con una incidencia del 5% en pacientes con ELAf
y un 1% en pacientes con ELAe (Figura 6).°° Las mas estudiadas son A315T, Q331K, M337V y
G348C. Se localizan mayoritariamente en el extremo C-terminal de la proteina causando

modificaciones a nivel funcional y en el transporte de la misma.*

Estas inclusiones de TDP-43 se han descrito también en otras enfermedades y sindromes
neurodegenerativos como la DFT tanto esporadica como familiar,** enfermedad de Alexander,*
sindrome de Perry,”” esclerosis hipocampal® y traumatismo encefalopatico crénico.*
Recientemente se han descrito también acimulos de TDP-43 en la enfermedad de Alzheimer y en
la encefalopatia predominantemente limbica relacionada con la edad y TDP-43 conocida como

LATE.*>®

Dada la evidente implicacién de TDP-43 en el proceso patoldgico de estos trastornos
englobados dentro de lo que se conoce como “proteinapatia de TDP-43”, se ha querido ahondar
mas en el estudio del papel fisioldgico y el mecanismo por el cual TDP-43 esta contribuyendo a la

degeneracién de las neuronas.

3. PATOLOGIA DE TDP-43

A pesar de la heterogeneidad que existe entre los pacientes de ELA, llamativamente un 97%

de los pacientes tanto esporadicos como familiares presentan agregados citoplasmaticos de TDP-
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43.* Por este motivo las inclusiones citosélicas de TDP-43 se consideran hoy uno de los

principales marcadores patoldgicos de la ELA.

TDP-43 es una proteina altamente conservada que pertenece a la subfamilia de las
. , , 48 , .z . .
ribonucleoproteinas heterogéneas (RNPhn).” Esta proteina de expresion ubicua se localiza
principalmente en el ntcleo aunque existe un transito bidireccional entre el nucleo y el citosol.*
TDP-43 esta implicada en la transcripcién, maduracion y estabilidad del ARN de una gran variedad
de proteinas que intervienen en diferentes procesos fisioldgicos necesarios para el buen
funcionamiento celular, como la sinapsis o la respuesta al estrés.* Sin embargo, todavia estd por
elucidar la relacidon entre los mecanismos moleculares en los que interviene TDP-43 vy la

neurodegeneracion propia de la enfermedad.

En estado patoldgico, el equilibrio homeostdtico de TDP-43 se rompe concentrdndose
mayoritariamente en el citoplasma en donde sufre diferentes modificaciones post-traduccionales
(fosforilacion, ubiquitinacidn, fragmentacion). Esta acumulacidon citoplasmatica resulta ser toxica
para la célula bien porque la proteina deja de ejercer su funcién a nivel del nicleo o por la
ganancia de funcidn que adquiere en el citosol al formar agregados o al establecer nuevas

interacciones proteicas.*

3.1. Estructura de TDP-43

TDP-43 es una proteina de 414 aminoacidos codificada por el gen gen TARDBP localizado en
el cromosoma 1p36. Contiene 7 exones de los cuales 5 son codificantes y 2 no codificantes (Figura
7b). En funcién del procesamiento post-transcripcional se producen 11 isoformas de TDP-43.>° La
expresion completa de la proteina es la principal isoforma detectada en tejidos de pacientes y

modelos experimentales de esta proteinopatia.™

La estructura primaria presenta dos dominios altamente conservados de reconocimiento del
ARN (RRM1 y RRM2) en el extremo N-terminal, asi como una secuencia de localizacidn nuclear o
NLS (del inglés «nuclear localization signal») y una sefal de exportacion nuclear o NES (del inglés
«nuclear export signal») necesarias para el transito de TDP-43 entre el nucleo y el citosol.*”® El
extremo C-terminal se caracteriza por presentar un dominio rico en glicinas implicado en el
reconocimiento de otras proteinas que contiene un “dominio prién” muy similar al especifico de
las proteinas pridn, que favorece la propagacidn de las formas patoldgicas de la proteina hacia

otros tejidos o células sanas (Figura 7c). Este dominio alberga la mayoria de mutaciones descritas
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en TDP-43 por lo que esta implicado en las modificaciones patoldgicas que sufre la estructura de

la proteina y consecuentemente en la formacién de agregados (Figura 7a).*

K263E G295R S332N N352S A328P
N2675 G295S G335D R361S A382T
G2875 G298S M337V P363A 1383V
G290A M311V Q343R Y374X N390D
G294A A315T N345K S379C N390S
a) Mutaciones en TARDBP | A0V | | D169G | G294V Q331K G348C S379P 5393L

b) TARDBP

’, RRM1 RRM2 N

LS

c) Proteina TDP-43 N-[

21 T B Tleyl e

Figura 7. Estructura de TDP-43. Representacion de las mutaciones (a), la estructura del gen (b), la estructura de
la proteina (c) y los principales sitios de fosforilacion (d).

3.2. Funcidn fisiolégica

TDP-43 esta implicada directa o indirectamente en una amplia variedad de procesos

celulares al controlar el metabolismo de mas de 600 ARN mensajeros (ARNm).>

A nivel nuclear regula la transcripcion, splicing y el procesamiento post-transcripcional de
los genes confiriendo estabilidad a los ARNm (Figura 8).>* Entre las primeras dianas de TDP-43 que
fueron descritas se encuentran los neurofilamentos humanos de bajo peso molecular (NFL)*' v la
histona deacetylasa 6 (HDAC6)>® ambas muy importantes para la viabilidad neuronal dada su
implicacion en la estabilidad de microtubulos y en la agregacidn proteica, respectivamente. Otra
diana de gran relevancia de TDP-43 es el transcrito de su propio gen al que se une en el extremo
3 UTR impidiendo la traduccién del ARNm produciéndose una autorregulacion de los niveles de

TDP-43.>*

Por otro lado, esta proteina participa en la biogénesis de microARN (miARN); fragmentos de
ARN no codificante de pequefio tamafio que regulan la expresiéon génica actuando como

mecanismo de represién de la traduccién (Figura 8).>
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La sefial de exportacion nuclear permite la salida de TDP-43 al citoplasma en donde participa
en la estabilizacién, transporte y traduccidon de ARNm a través de los llamados complejos
ribonucleoprotéicos (cRNP). Estos complejos estan formados por ARNm, ARN no codificante y
otras proteinas de unién al ARN (como FUS) las cuales controlan la localizacién, estabilidad y
traduccién del ARN que contienen. Los cRNP mads destacados son los granulos de estrés, cuerpos

de procesamiento (conocidos como “P-bodies”) y granulos de transporte (Figura 8).°
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Figura 8. Funcion fisiolégica de TDP-43 a nivel nuclear y citoplasmatico.

En células altamente polarizadas como las neuronas, el transporte de determinados ARNm a
través del axén y a las dendritas es indispensable para la actividad neuronal y la plasticidad
sindptica. Un estudio realizado en cultivos de motoneuronas primarias en 2012 observo la
presencia de TDP-43 co-localizada junto a otras proteinas de unién al ARN en unos granulos
altamente moviles que se transportaban a lo largo del axdn y las dendritas de las motoneuronas,>’
por lo que una alteracién en el metabolismo de TDP-43 estaria estrechamente relacionada con la

disfuncidn sinaptica.

Por otro lado, TDP-43 regula también la expresidn génica en situaciones de estrés celular a
través de los granulos de estrés (GE). Los GE son estructuras citoplasmaticas dindmicas y
reversibles que aparecen como respuesta a un estimulo estresante. Estan formadas por factores
de traduccién y multiples proteinas de unién al ARN, incluyendo TDP-43. Estos granulos
secuestran los ARNm no implicados en la respuesta al estrés impidiendo su traduccion, o por el

contrario promoviendo la expresion de proteinas que actlan en respuesta a estos estimulos. Una
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vez que el estimulo cesa estos granulos se disuelven, la expresidn de proteinas se normaliza y

TDP-43 retorna al compartimento nuclear.®®

3.3. Modificaciones patoldgicas de TDP-43

La alteracion del equilibrio nucleo-citosol asi como la presencia de modificaciones post-
traduccionales en la estructura de TDP-43, contribuyen a la alteracidon de la homeostasis de la

proteina y por consiguiente a la degeneracion de las motoneuronas.

3.3.1. Alteracion en la localizacidn celular

La localizacion de TPD-43 puede verse alterada tanto por factores genéticos como
ambientales. Las secuencias NLS y NES presentes en la estructura de la proteina permiten en
condiciones normales su transito bidireccional entre el nucleo y el citosol. Si alguna de estas
secuencias sufre alteraciones, este equilibrio se rompe y en consecuencia TDP-43 se acumula en
el citoplasma.>® Hasta el dia de hoy solo hay descrita una mutacién en la secuencia de sefializacién
nuclear; A90V.%° Las mutaciones producidas en el extremo C-terminal de la proteina también
favorecen su acumulacién citoplasmatica.®! Asimismo, estimulos ambientales estresantes para las

neuronas pueden provocar también una alteracién en la localizacion celular de TDP-43.°%%

3.3.2.Fragmentacion de TDP-43

Una de las caracteristicas propias de la patologia de TDP-43 es la presencia de fragmentos de
bajo peso molecular del extremo C-terminal (FCT) de esta proteina en el citoplasma de las
motoneuronas. Este dominio contiene 3 secuencias de corte en las que actla la caspasa 3
generando fragmentos citotdxicos de 25-35 KDa.** Hasta el momento, estos FCT solo se han
detectado en muestras de cerebro de pacientes, en muy pocos casos se ha descrito la presencia
de estos fragmentos a nivel de medula espinal aun habiendo degeneracion de las motoneuronas

inferiores.®

Con el fin de evaluar el efecto fisiopatolégico que producen estos fragmentos de bajo peso
molecular se han desarrollado diferentes modelos experimentales in vitro e in vivo. La
degeneracion neuronal producida por la escisidon de la proteina de TDP-43 ha sido reproducible en
cultivos celulares pero no en todos los modelos transgénicos animales.®® Por lo que se puede
considerar que los FCT de TDP-43 son una caracteristica de la patologia pero no un factor

desencadenante de la neurodegeneracion.
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3.3.3.Agregacion de TDP-43

Como se ha comentado anteriormente, el principal componente de los agregados proteicos
presentes en la mayoria de pacientes con ELA es la proteina TDP-43.%* El papel que juegan estos
agregados en la patologia estd aun por determinar. La mayoria de los estudios asocian la
presencia de estas inclusiones con un efecto tdxico celular, sin embargo, en 2016 se describié un
modelo de Drosophila de TDP-43 en el que los agregados tenian un papel neuroprotector en las
primeras fases de la enfermedad,®” hecho qgue se observa también en otras enfermedades como

la enfermedad de Huntington (EH).®

La formacidn de estos agregados puede ser como resultado de las mutaciones que sufre la
propia proteina, por el aumento de los niveles enddgenos de la misma, por una alteracién en su
localizacién o incluso por una alteracion en la via de degradacion ubiquitina-proteosoma (Figura
9).%7° La presencia de otras proteinas de unidn al ARN en estos agregados plantea la posibilidad
de que estos se hayan formado como consecuencia de un estimulo persistente estresante para la

célula, de tal forma que los granulos de estrés nunca llegan a dispersarse y acaban formando

agregados proteicos aberrantes.”

® TDP-43
‘ Agregados de TDP-43

~~» Fragmentos de TDP-43

Deslo'-‘illizacif,n P

"f . Ubiquitinacidn ‘ Hi X ‘\..f_/
merfosforilacién

Figura 9. Representacion de las principales modificaciones que sufre TDP-43 en estado patolégico;
fragmentacion, deslocalizacidn, agregacion, ubiquitinacidn (Ub) y fosforilacién (P).

3.3.4.Modificaciones post-traduccionales

La hiperfosforilacion y la ubiquitinacion son las modificaciones post-traduccionales mas

72,22

comunes que presenta la estructura de TDP-43 en los tejidos de los pacientes. Recientemente
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se han descrito otras alteraciones relacionadas con el proceso patoldgico de la enfermedad como

la oxidacidn de cisteinas,” la acetilacion de lisinas,” la sumoilacién’ o la poli ADP-ribosilacién.”

La hiperfosforilacién de TDP-43 es el marcador mas consistente de esta proteinopatia. Se
han registrado aciumulos de TDP-43 hiperfosforilada en neuronas, células gliales y musculo
esquelético de un alto porcentaje de pacientes con ELA tanto esporadica como familiar.”” Aunque
el significado fisioldgico de esta fosforilacion andmala no esta del todo claro, numerosos estudios
sugieren un efecto téxico ya que se ha visto que aparece en estado patolégico y solo a nivel de

citoplasma.”’

Los residuos mas susceptibles de ser fosforilados se encuentran en el extremo C-terminal de
la proteina. Los m&s comunes son las serinas 379, 403/404 y 409/410 (Figura 7d).”” La
fosforilacién en las serinas 409/410 (Ser409/410) de TDP-43 es una caracteristica altamente
consistente presente en las inclusiones patoldgicas de todo el espectro de sindromes que se

engloban dentro de la proteinopatia de TDP-43.”

Las enzimas que catalizan las reacciones de fosforilacién son las proteinas quinasas. Las
principales quinasas que modulan la fosforilacién de TDP-43 directa o indirectamente son la
caseina quinasa 1 (CK-1),”° la quinasa del ciclo de divisién celular 7 (CDC7),% la tau tubulina
quinasa 1y 2 (TTBK1 y TTBK2),*" la glucdgeno sintasa 3 (GSK-3)* vy las proteinas quinasas activas
por mitégenos (MAPK/ERK).%

Con el fin de analizar las consecuencias funcionales de la fosforilacion anémala de TDP-43, se
han realizado diferentes estudios experimentales. Por ejemplo, la sobreexpresion in vitro de TDP-
43 en modelos celulares de ELA y DFT, lleva asociado un aumento en la fosforilacién tanto de la

885 A su vez un aumento en la expresiéon de TDP-43 en

proteina completa como de los FCT.
diferentes modelos transgénicos animales también lleva consigo un aumento en el contenido de
agregados de TDP-43 fosforilada similares a los que se encuentran en muestras de pacientes
humanas.®?®® En lineas generales se podria decir que existe una correlacién directa entre el

aumento de los niveles citosélicos de TDP-43 y el estado de fosforilacién de la misma.

El significado funcional de los agregados ubiquitinados tampoco estd del todo claro. La
principal hipdtesis es la alteracion del sistema ubiquitina-proteosoma. La inhibicion de este

sistema in vitro aumenta el contenido proteico de TDP-43 ubiquitinada.*

Las mutaciones en proteinas asociadas a la enfermedad que intervienen en los mecanismos

de protedlisis van a contribuir al funcionamiento andmalo de estos sistemas, como por ejemplo
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p62 y VCP; proteinas implicadas en la formacién de autofagosomas.®® Por otro lado, TDP-43 regula
el metabolismo de ARNm que codifican para proteinas implicadas en la autofagia y factores de

transcripcion (TFEB) implicados en la expresion de proteinas lisosomales y autofagicas.**°

Es por
ello por lo que una alteracién en la homeostasis de TDP-43 puede producir alteraciones en la via
de degradacion proteica produciéndose los acimulos de TDP-43 fosforilado y ubiquitinado que se
observan en muestras de pacientes de ELA y DFT.?* Sin embargo sigue existiendo la duda de si |a
formacidn de estos agregados son consecuencia de las modificaciones post-traduccionales o por

el contrario son previas a este fenémeno.”’

4. MODELOS EXPERIMENTALES

Practicamente todos los farmacos con resultados prometedores en los estudios preclinicos
no han tenido una eficacia significativa en los pacientes como para continuar con su desarrollo. La
principal causa es la falta de buenos modelos experimentales que recapitulen la enfermedad ya
que el tejido del SNC de los pacientes tiene la limitacién de que solo estd disponible post mortem.
Para poder elucidar el mecanismo fisiopatogénico de la ELA y a su vez desarrollar nuevas terapias

es necesario el desarrollo de buenos modelos experimentales tanto in vitro como in vivo.

4.1. Modelos celulares

Se han utilizado diferentes lineas celulares (humanas y murinas) asi como cultivos primarios
de células animales como modelo para evaluar la vulnerabilidad de las neuronas frente a diversos
factores como el estrés oxidativo, la toxicidad producida por glutamato, la inflamacién, la
sobreexpresidn de proteinas (con y sin mutaciones) y la formacién de agregados proteicos entre
otros. Con ello se pretende ahondar en el conocimiento de la funcién biolégica de los mecanismos

y proteinas asociados a la ELA.

Entre las lineas neuronales mas utilizadas se encuentran: las murinas PC12, Neuro2a (N2a),
NSC-34 y las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y.”* Considerando que la ELA afecta
principalmente a las motoneuronas, la linea NSC-34 adquiere gran relevancia al presentar
caracteristicas similares a las motoneuronas puesto que deriva de la fusién de una linea de
neuroblastoma con células de la médula espinal.”> También se utilizan lineas celulares no
neuronales como HEK293, Hela y U20S que se caracterizan por la facilidad de crecimiento y
transfeccion con el fin de estudiar las mutaciones genéticas y el efecto terapéutico de posibles

7 1
farmacos.’
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A dia de hoy, se han descrito numerosos ensayos celulares que recapitulan alguno de los
aspectos patoldgicos descritos en las muestras biolégicas de pacientes. A nivel neuronal se ha
inducido la sobreexpresion de diferentes proteinas relacionas con la ELA, ya sea la forma silvestre
o la mutada, viéndose como resultado un aumento de los agregados de proteinas y una
disminucién de la viabilidad celular.” Por el contrario, también se han desarrollado modelos en
los que se produce el silenciamiento de genes con ARN de silenciamiento o siARN, emulando la

pérdida de funcidn de las proteinas que presentan mutaciones o deslocalizacién celular.”

El estudio de la implicaciéon de los agregados proteicos en el mecanismo patoldgico se ha
llevado a cabo mediante la transfecciéon de plasmidos con la proteina silvestre o mutada, o
mediante inyeccion directa de agregados previamente sintetizados en bacterias. En el primer
caso, la sobreexpresion de las proteinas desencadena mayoritariamente la formacién de
agregados citoplasmaticos.” En el segundo, la inyeccién de agregados de TDP-43 emula la

patologia de la enfermedad al reclutar TDP-43 nuclear y favorecer su agregacion.”

También se han descrito modelos en los que se inducen modificaciones post-traduccionales
en la proteina de interés. En el caso de TDP-43, el tratamiento de los cultivos celulares con acido
etacrinico favorece la fosforilacion de proteinas mediante la deplecién del glutatidon produciendo
muerte celular (Figura 10).%® Este modelo es éptimo para la validacién del efecto neuroprotector
de farmacos que inhiban las proteinas quinasas con el fin de reducir hiperfosforilacion de TDP-

437

Figura 10. Cultivos celulares de la linea de neuroblastoma humano SH-SY5Y sin tratar (control) o tratados con
acido etacrinico en donde se aprecia un porcentaje de muerte significativo.

Otra forma de reproducir la patologia es mediante la exposicion de las células a la toxina L-
BMAA. Esta toxina produce una alteracion en la homeostasis proteica, disfuncion mitocondrial y

del reticulo endoplasmico e incluso puede llegar a causar excitotoxicidad y estrés oxidativo a altas
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concentraciones.’® En otro estudio se utiliza la exposicién de las células a metales pesados para

conseguir una disminucién de la actividad enzimatica de SOD-1 y la apoptosis celular.*

Algunos modelos se fundamentan en recrear el ambiente fisiolégico del SNC de los pacientes
induciendo excitotoxicidad o estrés oxidativo. Un aumento de glutamato extracelular mediado
por la inhibicién de los transportadores que lo recapturan o por la adicion de este
neurotransmisor al medio de cultivo, produce una estimulacién excesiva de los receptores post-
sindpticos que resulta en un aumento del flujo de iones al espacio intracelular, téxico para la

100

célula.™ Por otro lado, el estrés oxidativo mediado por la adicién de arsenito, perdxido de

hidrogeno o L-butionina sulfoximina (BSO) tiene también como resultado una alteracién en la

viabilidad celular.’***%

Aparte de los cultivos neuronales, se utilizan también lineas celulares y cultivos primarios de
células gliales para el estudio de otros procesos concomitantes como por ejemplo la inflamacidn.
La linea de microglia murina BV2 es unas de las mas utilizadas para el estudio del mecanismo

19 Otras lineas

inflamatorio mediado por el lipopolisacarido de membrana bacteriano LPS.
celulares utilizadas son la astroglial humana U87MG, el oligodendroglioma MO003.13 y el

astrocitoma U87.”*

A dia de hoy el modelo que mas ha ayudado al entendimiento de la enfermedad y al

descubrimiento de dianas terapéuticas han sido las muestras post mortem del cerebro y médula

espinal de los pacientes. Sin embargo, no hay que olvidar que estas muestras pertenecen a casos
terminales de patologia avanzada por lo que reflejan el ultimo estadio de la enfermedad, no

representan los procesos patoldgicos iniciales a nivel celular y/o molecular.

Puesto que el tejido del SNC de los pacientes solo esta disponible post mortem, el uso de
células no neurales de estos pacientes es una estrategia complementaria y alternativa en el

estudio de las enfermedades neurodegenerativas. Actualmente se utilizan muestras biolégicas de

linfocitos, fibroblastos o miocitos de pacientes, estos ultimos obtenidos a partir de biopsias de
piel y musculo respectivamente. Aunque estas muestras bioldgicas no forman parte del SNC,
recapitulan las caracteristicas patoldgicas descritas en las motoneuronas de los pacientes, como la
hiperfosforilacidn y el incremento de la concentracidon de TDP-43 en el citoplasma de los linfocitos
(Figura 11a)," el aumento de agregados de TDP-43 asi como la alteracién de los mecanismos de

105

reparacion del ADN en fibroblastos de pacientes (Figura 11b),”~ y la disfuncion mitocondrial

presente en los miocitos. %
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En 2012 se publicd un estudio donde se analizaron biopsias de musculo de 36 pacientes con
ELA. La principal diferencia entre afectados e individuos sanos fue la disminucién del didmetro de
las fibras musculares en pacientes afectados asi como la alteracion en la expresién y estado de

107

fosforilacién de 17 proteinas (Figura 11c).”’ Por ello, las muestras bioldgicas de pacientes,

aunque sean de tejidos periféricos son de gran valor para el estudio de la patogénesis de la ELA.

TDP-43 &

Control

TDP-43 &

ELA

Figura 11.Deteccidn de la localizacién de TDP-43 (verde) mediante inmunohistoquimica en (a) linfocitos
(adaptada de Ref.104) y (b) fibroblastos de pacientes con ELA y controles (adaptada de Ref.105). (c) Secciones
de fibras musculares de controles y pacientes con ELA en donde se parecia atrofia muscular (flecha negra)
(adaptada de Ref.107).

Por ultimo, la modelizacién de la enfermedad a partir de células madre pluripotentes

inducidas (iPSC, del inglés «induced-pluripotent stem cells»). Las iPSC se obtienen a partir de la
reprogramacion de células adultas del propio paciente a un estado pluripotente similar al de las
células madre embrionarias que tienen la capacidad de diferenciarse en cualquier tipo celular
(Figura 12). Este logro ha sido un gran avance cientifico en cuanto a que reemplaza el uso de las
células madre embrionarias al ser idénticas en algunos aspectos y similares en otros.’® En 2008 se
obtuvieron por primera vez motoneuronas a partir de la reprogramacion de los fibroblastos de un

199 pesde entonces, se han ido derivando

paciente de ELA que portaba una mutacion en SOD-1.
iPSC de pacientes con ELA a diferentes tipos celulares como neuronas, motoneuronas, astrocitos,

. . / . 11
oligondendrocitos, células de Schawnn y mioblastos entre otros.™*

Las iPSC son wuna herramienta muy poderosa para modelizar las enfermedades
neurodegenerativas debido a que las neuronas y motoneuronas obtenidas a partir de iPSC de
pacientes con ELA recapitulan las caracteristicas patoldgicas de la enfermedad. En 2014 el grupo

de Chen describid la presencia de inclusiones de neurofilamentos en motoneuronas obtenidas a
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partir de iPSC de pacientes con mutaciones en SOD-1 (D90A y A4V),"" hecho que se describié

12 por otro lado, las neuronas

afios antes en modelos transgénicos de ratéon de SOD-1.
provenientes de iPSC de pacientes con mutaciones en TDP-43 (Q343R, M337V, and G298S), tienen
tendencia a desarrollar agregados de TDP-43 en el citoplasma asi como a disminuir la longitud de
las neuritas como consecuencia de una alteracién en la expresion de neurofilamentos
intermedios.” También se han modelizado motoneuronas de pacientes con ELAe. En 2013 se
realizé un estudio de 16 pacientes en los que 3 de ellos presentaban agregados hiperfosforilados

de TDP-43 en las neuronas derivadas de iPSC, hecho que concuerda con el andlisis del tejido post

mortem de esos pacientes.™

* Poblacidén ® Control
A

} @ ELAf
‘ ’

ELAe

Motoneuronas
Reprogramacion
(Oct4, Sox2, c-Myc, Kif4) ,‘/,
@ 1
Fibroblastos iPSC

Astrocitos,
células no neurales

Figura 12. Representacion del proceso de reprogramacion celular desde los fibroblastos hasta las células de
interés (adaptada de Ref.110).

La modelizacion de la enfermedad a partir de iPSC ha sido una gran revolucion en el dmbito
de las enfermedades neurodegenerativas no solo porque recapitulan las caracteristicas
patoldgicas de la enfermedad sino también porque se consideran una buena estrategia
terapéutica para este tipo de enfermedades en donde la pérdida progresiva de neuronas podria

suplirse con el trasplante de las iPSC.

Como conclusién general, todos estos modelos nos confieren informacién importante a
cerca de la funcién bioldgica de las proteinas, asi como de los mecanismos patoldgicos asociados
al riesgo de padecer la enfermedad. Sin embargo, no recapitulan la complejidad de la enfermedad
puesto que son modelos aislados y no se estd teniendo en cuenta la integracion de todos los

mecanismos implicados en todo el organismo.
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4.2. Modelos animales

Con el descubrimiento de la primera mutacidn asociada a la ELA empezé el disefio de una
gran variedad de modelos animales. El primer modelo se desarrollé en 1994 en ratones que
expresaban la proteina SOD-1 humana con la mutacién G93A (SOD-1°*%).'"> A dia de hoy hay

descritos numerosos modelos en diferentes especies animales; gusanos (Caenorhabditis

elegans),"*® mosca (Drosophila melanogaster),'*’ pez cebra (Danio rerio),"*® roedores,'** e incluso

alguno en primates.’® Cada uno de ellos tienen sus ventajas y limitaciones tal y como se resume
en la figura 13."" Estos modelos se generan a través de modificaciones genéticas o se inducen

mediante factores ambientales. A continuacién se comentaran algunos de ellos.

1 Aa)‘
e . A <
Levaduras C. elegans D. melanogaster Pez cebra Roedores
Ciclo vital Corto Corto Corto Medio Largo
Coste Bajo Bajo Bajo Medio Alto
o (
SoCls s 30% 35% 75% »90% 100%
homologo humano
Conservacion de 26% 35% 40% 75% 85%
las proteinas ° ° ° ° °
Publicaciones en 84 77 184 62 ,4500

ELA

Figura 13. Resumen de las ventajas e inconvenientes de las diferentes especies animales como modelo de
estudio para la ELA (adaptada de Ref.121).

4.2.1.Modelos ambientales

Los modelos ambientales se basan en la exposicidon de los animales a diferentes toxinas que

han sido previamente reportadas en humanos como factores desencadenantes de la enfermedad.

BSSG es un esterol presente en las semillas de las cicadaceas de la isla de Guam cuya ingesta
desencadena el cuadro clinico del sindrome conocido como “Esclerosis lateral amiotréfica y
Parkinsonismo-demencia” (ELA-PDC). Basandose en estos antecedentes, se han desarrollado
modelos murinos en los que la exposicion a esta toxina produce degeneracion neuronal. En

ratones produce disfuncion motora en respuesta a la degeneracion progresiva de las
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122

motoneuronas.” = Sin embargo, el fenotipo que aparece en el modelo de rata difiere en cuanto

que se produce un déficit cognitivo por la degeneracion de la sustancia nigra pars compacta lo

que se asemeja mas a un modelo de Parkinson-demencia que a la ELA.*?

En la misma linea, la induccién de la degeneracién neuronal a través de la toxina L-BMAA
presente también en las raices de las cicadaceas es otra forma de modelizar la ELA esporadica.
Este modelo se desarrollé en ratas y recapitula las caracteristicas degenerativas propias de la
enfermedad como es la disminucién del volumen muscular y de la corteza motora, un aumento

en los niveles de TDP-43 asi como una alteracién en los niveles de los neurotransmisores.****

Recientemente se ha descrito un modelo de neurodegeneracién en el pez cebra en el que la
exposicidn al bisfenol A (BPA) (producto que se empleaba en la fabricacion de plasticos) produce
afectacién motora, degeneracion de motoneuronas, alteraciones en la uniéon neuromuscular y
activacion de microglia. Este modelo necesita ser optimizado y caracterizado mas a fondo puesto

que la degeneracién no es especifica solo de motoneuronas.'*®

4.2.2.Modelos genéticos

Como se ha comentado anteriormente, las mutaciones descritas asociadas a la ELA van a
producir una pérdida de funcién de la proteina por la alteracion de la actividad o deslocalizacién
celular, o bien, una ganancia de funcidn por la formacion de agregados o nuevas interacciones
con otras proteinas. Para comprobar la veracidad de estas hipoétesis, se han desarrollado modelos
en los que se induce la sobreexpresion de la proteina enddégena o humana con o sin mutaciones

en el organismo de estudio o por el contrario el silenciamiento total o parcial de la misma.

Existe gran variabilidad entre los modelos animales transgénicos descritos. El efecto de la
sobreexpresion o silenciamiento de una proteina va a variar en funcién del fondo genético del
animal, del promotor del transgén, etc. Para el desarrollo de estos modelos se han utilizado
promotores que difieren principalmente en el patron de expresién. Entre los mas utilizados esta la
proteina pridnica de ratén (PrP) de expresion ubicua siendo mayoritaria en el SNC y corazén.'”’
También se han utilizado promotores especificos neuronales como Thyl.2 o el promotor de la
proteina quinasa Il dependiente de Calcio/calmodulina (CaMKIl) cuyo patréon de expresidn es mas

e . .y . 128,12
especifico de hipocampo y corteza frontal asemejandose mas a un modelo de DFT.*?***

Mads de 20 modelos murinos de SOD-1 han sido desarrollados desde que se describid el

primero en 1994. Estos modelos se caracterizan por presentar degeneracién y pérdida de las
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motoneuronas, plegamiento andmalo de SOD-1, déficit metabdlico, gliosis y debilidad

130 GI93A

muscular.” El mds utilizado es el SOD-1 al ser el que mejor recapitula la patologia humana.'®

En este modelo se obtuvieron resultados positivos con Edaravona, farmaco aprobado por la FDA

B |a principal desventaja es la severidad de los sintomas motores

para el tratamiento de la ELA.
en la Ultima etapa de la enfermedad. Aunque es el modelo mas utilizado no hay que olvidar que

solo representa a un 20% de los pacientes con ELAfy un 3% de los ELAe.

En lineas generales, la mayoria de estudios sugieren que el efecto perjudicial que provoca
SOD-1 cuando sufre alguna mutacidn se debe mds a una ganancia de funcién que a una pérdida
de la misma. Los modelos de ratdn que sobreexpresan SOD-1 tienden a desarrollar el fenotipo
motor caracteristico, hecho que no ocurre en los ratones que tienen silenciado el gen y por lo
tanto no expresan la proteina.* En algunos casos la mutacién en SOD-1 afecta a su actividad
viéndose reducida, sin embargo, en otros casos la actividad se ve muy poco alterada o incluso
aumentada.®® La estrategia terapéutica en este caso seria reducir la concentracion celular de

SOD-1.

En el caso de TDP-43, los modelos establecidos tienen como finalidad analizar el efecto de la
pérdida o ganancia de funcidn de la proteina. La mayoria de modelos de TDP-43 presentan la
patologia tipica de esta proteinopatia como la degeneracién y pérdida de las motoneuronas,
déficit metabdlico, astrogliosis, microgliosis y debilidad muscular.”™ En lineas generales, la
sobreexpresion de la proteina TDP-43 (mutada o silvestre) en diferentes organismos produce
neurotoxicidad. Algunos modelos generan agregados citoplasmaticos e incluso FCT.****** No

obstante, no se considera requisito indispensable para la degeneracién de motoneuronas puesto

que no lo presentan todos los modelos con afectacién motora propia de la ELA.

El modelo murino TDP-43"*"" es el mas favorable para el estudio de la enfermedad puesto

3% Una de las desventajas

gue recapitula la patologia tanto a nivel de genotipo como de fenotipo.
es que el principal motivo de muerte se debe a la obstruccidn intestinal que presentan los
animales de este modelo. Esto se consiguid minimizar afios mas tarde al administrar la comida en

formato gel.

Por otro lado, con el fin de evaluar el efecto producido por la pérdida de funcion de TDP-43
en el nucleo, se han desarrollado modelos en los que se produce el silenciamiento total o parcial

de TARBDP. La mayoria de modelos desarrollan el fenotipo motor con degeneracion y pérdida de

135,136

motoneuronas, sin embargo, el silenciamiento total de TDP-43 es letal desde las primeras

etapas del desarrollo embrionario.”*’**
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El analisis conjunto de los modelos de TDP-43 de moscas, gusanos, peces y roedores se
inclina mas a que la toxicidad producida por TDP-43 se debe a la perdida de funcién mas que al
potencial téxico de los agregados citoplasmaticos, sin embargo, sigue siendo tema de debate a dia

139

de hoy.”™ Lo que estd claro es que la regulacion de los niveles de TDP-43 tiene que ser muy
precisa, puesto que tanto la sobrexpresidn como el silenciamiento producen degeneracién de

motoneuronas.

Por el contrario, en el caso de FUS, los modelos murinos descritos han demostrado que la
pérdida de funciéon de esta proteina mediante el silenciamiento de la misma, no produce

140

neurodegeneracion ni desarrolla la patologia tipica de la ELA.™" Sin embargo, modelos en los que

se sobreexpresa la proteina presentan un fenotipo motor agresivo con inclusiones citoplasmaticas

141192 por |o tanto, la toxicidad

de FUS que contribuyen a la degeneracién de las neuronas motoras.
aparente provocada por FUS en los pacientes se debe a una ganancia de funcién téxica de esta
proteina que puede ser por la formacion de agregados y/o por la posible interaccidon de FUS con

otras proteinas.'*®

Una de las grandes limitaciones para el avance en el estudio de la enfermedad es la falta de
buenos modelos de C90rf72. Ninguno de los descritos hasta el dia de hoy es capaz de desarrollar
un fenotipo motor severo. Tan solo en el modelo murino h(G4C,)s7.500 aparece algun signo de
afectacion motora.'* Aun con esta limitacidn, los modelos descritos de C9orf72 se emplean
mayoritariamente para el estudio de los mecanismos celulares afectados como consecuencia de
la alteracién de esta proteina. Sin embargo, urge la necesidad de desarrollar buenos modelos que
recapitulen la patologia a nivel de genotipo y fenotipo para esta mutacién puesto que estd

presente en un 40% de los pacientes con ELAf y un 5% de los esporadicos.

5. FARMACOS ACTUALES

Actualmente no existen farmacos efectivos para el tratamiento de la ELA. Tan solo hay

aprobados dos farmacos paliativos que alargan la supervivencia del paciente entre 3 y 6 meses.

El 10 de junio de 1996 la Agencia Europea del Medicamento (EMA) autorizd la
comercializacién del primer medicamento como tratamiento para la ELA; el Rilutek’. El principio
activo es el Riluzol (Figura 14), un derivado de benzotiazol que actua evitando la excesiva
activacion de las neuronas motoras protegiéndolas frente a la toxicidad por glutamato. Este
farmaco ejerce su accidn tanto a nivel pre-sinaptico como post-sindptico inhibiendo la liberacién

de Glu y los canales de sodio dependientes de voltaje, actua también como antagonista de los
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receptores de Glu, asi como favoreciendo la retirada de este neurotransmisor de la brecha

sinaptica.'”

Curiosamente el intento de llevar a la clinica farmacos con el mismo mecanismo de accién ha
sido fallido, de ahi que se sigan estudiando otras vias celulares donde pueda estar actuando el

1. A dia de hoy es la Unica terapia autorizada por la Agencia Espafiola de Medicamentos y

Riluzo
Productos Sanitarios (AEMPS) para la ELA, siendo capaz de alargar la vida del paciente una media

de 3 meses.
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Figura 14. Estructura quimica de Riluzol, Edaravona y Masitinib.

Edaravona es el otro farmaco existente que desde 2001 se utilizaba como tratamiento
adyuvante para el ictus isquémico y que fue aprobado como terapia para la ELA en Japdn en el
afio 2015 y por la FDA (del inglés «Food and Drug Administration») en Estados unidos en 2017
(Figura 14)."”” La EMA no ha procedido a su aprobacién todavia. Este farmaco es un antioxidante
que actia eliminando los radicales libres disminuyendo de esta manera el estrés oxidativo.'*®
Recientemente se ha publicado un estudio en donde se ha visto que Edaravona alarga la

19 Al igual que con el Riluzol, el

supervivencia del paciente sin necesidad de hacer tragueotomia.
mecanismo de accién de Edaravona sigue sin ser completamente elucidado ya que todos los
antioxidantes que han llegado a clinica para el tratamiento de esta enfermedad no han obtenido

resultados significativos como para seguir con su desarrollo.**

Por ultimo mencionar al farmaco Masitinib (Figura 14), un inhibidor de tirosina quinasas que
recibié la designacién de medicamento huérfano en 2016 por la EMA. Su mecanismo de accién
esta basado en el efecto inmunomodulador que ejerce sobre la microglia y otras células inmunes
como los macréfagos y mastocitos, reduciendo la neuroinflamacidn y en consecuencia el dafio

neuronal.™*

La elevada tasa de fracaso en ensayos clinicos se debe a causas diversas como el fallo en la

eleccién de la diana terapéutica, la baja efectividad en un corto plazo de tiempo, la seleccidon

42



Introduccion

inadecuada de la cohorte de pacientes o el inicio tardio de los ensayos por la falta de
biomarcadores tempranos de la enfermedad. Estos hechos ponen de manifiesto la relevancia de

mejorar y ahondar en el disefio de los futuros ensayos clinicos.'*

6. ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

Las estrategias para la busqueda de farmacos para la ELA se han centrado principalmente en
restablecer la alteracion de los procesos biolégicos implicados en la muerte de las motoneuronas,
como la inflamacidn crdnica, el estrés oxidativo, la toxicidad por el glutamato, la sobrexpresién de
proteinas, etc. A continuacién se comentardn las estrategias que se estan llevando a cabo tanto a

nivel clinico como preclinico.

6.1. Estrategias en clinica

Actualmente estan activos en torno a 35 ensayos clinicos para la ELA. Entre los candidatos a
farmaco se encuentran antioxidantes, neuroprotectores frente a la excitotoxicidad, anti-
inflamatorios, inductores de la autofagia, moduladores de la funcidn mitocondrial y factores

neurotroficos.

A dia de hoy, la Unica terapia paliativa con efecto anti-excitador es el Riluzol. Las terapias
alternativas emergentes que modulan la concentracion de glutamato durante la sinapsis no han
sido efectivas o no han conseguido mejorar el efecto terapéutico del Riluzol. Entre ellas destaca la
inhibicion de los receptores de glutamato AMPA y NMDA, la induccién de la expresién del
transportador que recaptura el Glu: EAAT2, y la modulacion de los canales idnicos dependientes
de voltaje. Tan solo dos farmacos estan activos en clinica; Retigabine, un agonista del receptor de
potasio (fase 2 completada) y Perampanel, un antagonista del receptor de NMDA (en proceso de

reclutamiento para empezar fase 2).'*

A excepcion de Edaravona, todos los farmacos antioxidantes que se han probado en clinica
como terapia para esta enfermedad no han perseverado (vitmania E, coenzima Q, etc.).

Actualmente se encuentra en fase 2 un compuesto que regula los niveles de glutation (Epi-589)."°

Las estrategias antiinflamatorias estan centradas en suprimir la sefial crénica pro-
inflamatoria inhibiendo la activacién aberrante de la microglia y astrocitos asi como la infiltracidn
de linfocitos T. Los farmacos antiinflamatorios que han llegado a clinica regulan la liberacién de
citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias mediante la inhibicion de las proteinas rho quinasas

(Fasudil), RIP quinasa 1 (DNL747), MAP quinasas (CC100) asi como la inhibicién de
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fosfodiesterasas (lbudilast).”™ Los Unicos farmacos que siguen activos en clinica son Fasudil en

151 152

fase 2, " e Ibudilast en fase 3.

El disefio de farmacos para esta enfermedad también esta orientado a potenciar la
contraccion muscular debilitada en pacientes como consecuencia de la atenuacién del estimulo
nervioso proveniente de las motoneuronas. Levosimendan es un farmaco que aumenta la
sensibilidad de la troponina frente al calcio favoreciendo la contraccién muscular. En 2019

empezd la fase clinica 3.™

Las estrategias que se estdn llevando a cabo en clinica para aquellas mutaciones que
provocan una ganancia de funcion téxica de la proteina, se basan en la reduccién de los niveles de
la proteina mutada mediante oligonucledtidos antisentido o ASOs (del inglés «antisense
oligonucleotide»). Actualmente se estan reclutando pacientes para el comienzo de la fase 3 de un
ensayo clinico con BIIBO67 (Tofersen), un oligonucledtido antisentido cuya diana es el ARNm de
SOD-1."* Los resultados obtenidos en fases anteriores confirman la disminucién de los niveles de
SOD-1 mutada en el liquido cefalorraquideo de los pacientes, asi como un enlentecimiento en la

154
d.

evolucion de la enfermeda También se encuentra en clinica, pero sin resultados preliminares,

el oligonucleétido antisentido BIIBO78, que tiene como diana el ARNm de C9orf72."*°

Por otro lado, la presencia de agregados proteicos en las células afectadas de un alto
porcentaje de pacientes asi como de biomarcadores relacionados con el mal funcionamiento de
procesos proteoliticos en muestras post mortem, ha encaminado la busqueda de farmacos a
restablecer los procesos de autofagia."*® A dia de hoy se encuentra en fase clinica 2 un inhibidor
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de mTOR, receptor implicado en la inhibicion de la autofagia (Rapamicina),”™" y un potenciador de

la formacién del autofagosoma (Tamoxifen).™®

La capacidad de los factores neurotréficos para potenciar la supervivencia celular, el
crecimiento axonal, la sinapsis y la funcién metabdlica ha adquirido gran relevancia en el mundo
de las enfermedades neurodegenerativas. Actualmente se encuentran activos en clinica varios de
ellos, sin embargo, los antecedentes de los factores neurotréficos como tratamiento para la ELA
no han sido muy prometedores. Ninguno ha sido lo suficientemente efectivo como para llegar al

mercado.**

A nivel mitocondrial se han disefiado varios estudios que tienen como objetivo reestablecer

su funcién. Las principales estrategias se centran en potenciar la produccién de ATP asi como la
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inhibicion del poro que se forma en la membrana de la mitocondria en respuesta al estrés

oxidativo y a la excitotoxicidad.™*

Otra forma de dar soporte a los tejidos dafiados es mediante el trasplante de células

159

madre.™ La administracién intratecal o intramuscular de células madre mesenquimales o células

madre neurales es un tratamiento que se estd llevando a cabo en clinica como terapia para

diversas enfermedades incluida la ELA.*°

Estas células tienen potencial para diferenciarse en
células como astrocitos, microglia, oligodendrocitos, y producir factores de crecimiento vy
citoquinas antiinflamatorias para proteger a las neuronas. La cuestidon que se plantea es si estas
células pluripotentes una vez diferenciadas a motoneuronas serian capaces de integrarse
fisiolégicamente y formar circuitos funcionales proyectando los axones a gran distancia. La
estrategia mas efectiva en el caso de la ELA seria inducir la diferenciacidon a células que den
soporte metabdlico y estructural a las neuronas como las células gliales e interneuronas.
Actualmente hay varios ensayos clinicos que se estan llevando a cabo con células madre para la
ELA.™! El Gnico que se encuentra en fase 3 es un tratamiento con células madre mesenquimales

provenientes de médula ésea programadas para inducir un factor de crecimiento neurotréfico

(NurOwn).lSZ'163

6.2. Estrategias preclinicas

La falta de efectividad de los fdrmacos que estdn en clinica fomenta la bisqueda activa y el
disefo de nuevas estrategias para el tratamiento de esta enfermedad. La mayoria de ellas tienen
como objetivo restablecer la homeostasis de TDP-43, marcador patoldgico presente en un 97% de

los pacientes. A continuacion se comentaran algunas de ellas.

Con el fin de evitar la salida del nucleo de proteinas como TDP-43 y en consecuencia la
formacién de agregados citoplasmaticos, se han desarrollado inhibidores selectivos de Ia
exportacion nuclear. El primer farmaco inhibidor del factor de exportacion exportina-1 (XPO-1)
aprobado por la FDA en el 2019 como tratamiento para mieloma multiple (KP-330 o Selinexor),™**
se ha utilizado para el estudio de la inhibicion de la salida de TDP-43 al citosol, en donde se
obtuvieron resultados prometedores tanto en cultivos primarios neuronales como en modelos
animales de TDP-43." Sin embargo, estudios recientes demuestran que TDP-43 sale del nucleo

166167 Esto sumado al efecto neuroprotector que se obtuvo

principalmente por difusion pasiva.
también en modelos animales de C9orf72 y SOD-1 tratados con KP-330, plantea la hipdtesis de

que existen vias alternativas a través de las cuales este inhibidor pudiera ejercer el papel
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neuroprotector. Estudios recientes sugieren una posible implicaciéon de los inhibidores de

XPO-1 en los procesos de autofagia.'®®

Por otro lado, la co-localizacién de las inclusiones de TDP-43 con granulos de estrés en
modelos in vitro y en muestras de pacientes llevd al disefio de compuestos que redujeran la
formacidon de estos granulos. El tratamiento con este tipo de compuestos no solo reduce la
formacién de los granulos de estrés sino que a su vez inhiben la formacién de inclusiones

170

citoplasmadticas de TDP-43.”" La inhibicion de las quinasas GSK-3 y CDK, disminuye la presencia de

los granulos de estrés que contienen TDP-43 .2

Prevenir la formacién de agregados y favorecer la localizacion nuclear inhibiendo la
fosforilacién de TDP-43 es una estrategia clave para recuperar la homeostasis de esta proteina.
Las proteinas quinasas se han convertido en los ultimos 20 afos en una de las dianas
farmacolégicas mds importantes para el tratamiento de diferentes enfermedades autoinmunes,
cardiovasculares, inflamatorias, neuroldgicas asi como para el cancer.'’* Actualmente hay 52
inhibidores de proteinas quinasas aprobados por la FDA y 175 que se encuentran en diferentes

ensayos clinicos.”

Las quinasas implicadas en la fosforilacion directa o indirecta de TDP-43 mas estudiadas
como diana terapéutica para las enfermedades neurodegenerativas que presentan esta
proteinopatia son CK-1, CDC7, GSK-3B y TTBK1.'”> A continuacién se comentaran los rasgos

generales y su implicacion en la ELA.
- Caseina quinasa 1

CK-1 (del inglés «Casein kinase 1») fue la primera quinasa identificada que fosforila de forma
directa a TDP-43."® Aunque se conocen 7 isoformas, tan solo CK1-§ y CK1-g son capaces de
fosforilar esta proteina. Esta quinasa de expresién ubicua en eucariotas, estd minuciosamente
regulada debido al importante papel que juega en procesos de supervivencia y crecimiento celular
como en la reparacién del ADN, la regulacién de la transcripcién y de los ritmos circadianos.”* La
alteracion en la regulacion de CK-1 se ha asociado con patologias como el cancer y diferentes

enfermedades neurodegenerativas.'””

Diversos estudios han demostrado que el aumento de la actividad de CK-1 in vitro e in vivo,
produce la hiperfosforilacion de TDP-43 favoreciendo su deslocalizacion y acumulacién
citoplasmdtica. La expresion de una forma hiperactiva de CK-16 en la linea celular de

neuroblastoma humano (SH-SY5Y) asi como en levaduras produce la acumulaciéon de TDP-43
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fosforilada en el citosol de las células.'’®

Asimismo, la induccién de estrés a nivel de reticulo
endoplasmico por factores externos como es la exposicion de las motoneuronas a tunicamycin
tiene como consecuencia un aumento de la fosforilacion y acumulacién citoplasmatica de TDP-43

177

mediada por CK-1.""" Por otro lado se ha visto que TDP-43 regula de forma directa el ARNm de
CK1-€ por lo que la alteracion patoldgica de la homeostasis de TDP-43 podria afectar a los niveles

de expresion de CK1-g.'7

El tratamiento con inhibidores de CK-1 previenen la neurotoxicidad producida por la
fosforilacién andmala de TDP-43. En un modelo celular en donde la fosforilacion se induce
mediante la exposicion de las células a acido etacrinico, los inhibidores de CK-16 eran capaces de
disminuir los niveles de TDP-43 fosforilada produciendo un aumento de la supervivencia

celular.r”

Este efecto neuroprotector se evaludé también en un modelo de Drosophila en donde se
vio una diferencia significativa en la supervivencia de las moscas tratadas con estos
compuestos.'”® Por otro lado el tratamiento con estos inhibidores en muestras de linfocitos de
pacientes con esta proteinopatia (DFT) favorece la localizacién nuclear de TDP-43 como

consecuencia de una bajada en los niveles de TDP-43 fosforilada (Figura 15).%’

DAPI TDP-43 Mezcla

Control

Inhibidor CK-1

Figura 15. Localizacion subcelular de TDP-43 (verde) en linfoblastos de pacientes de DFT tratados o sin tratar
con un inhibidor de CK-18. Los ntcleos estan marcados con DAPI (azul) (adaptada de Ref.97).

- Glucdgeno sintasa quinasa 3

GSK-3 (del inglés «Glycogen Synthase Kinase 3») es una serina/treonina quinasa implicada en

el metabolismo del glucégeno asi como en numerosas vias de sefalizacidon celular como es la
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regulacion del ciclo celular, la proliferacién, diferenciacién e inflamacion. Esta enzima esta
altamente conservada entre especies, en mamiferos presenta dos isoformas; GSK-3a y GSK-3p. La
expresion de GSK-3B es mayor en el SNC, en donde fosforila proteinas neuronales relacionadas

80 gy estado de activacion varia en funcién de la

con la estabilizacion de microtubulos.
fosforilacién de determinados aminoacidos estando hiperactiva cuando el residuo de tirosina 216

esta fosforilado y por el contrario, inactiva cuando la serina 9 estd fosforilada.

GSK-3B es considerada una de las principales enzimas involucradas en los mecanismos
patoldgicos de diferentes enfermedades como céncer, diabetes, trastornos del estado de dnimoy
enfermedades neurodegenerativas (EA y EP). La implicacion de GSK-3f en la ELA se evidencid tras
el analisis de muestras del SNC de pacientes y de determinados modelos celulares y animales en
donde existe una correlacidon entre el aumento de la expresion y actividad de GSK-3B con la

muerte neuronal.’®

En el afio 2003 se llevd a cabo un estudio en el que se analizé la expresion de 78 quinasas en
muestras de médula espinal toracica de pacientes con ELA. La expresién de GSK-3[ fosforilada en
la tirosina 216 (la forma hiperactiva de GSK-3B) estaba significativamente aumentada con

1.8 En otro estudio en el que se englobaron pacientes con ELA y

respecto a los individuos contro
pacientes con un tipo de ELA especifico que cursa con deterioro cognitivo, se vio en ambos casos
un aumento andémalo de la actividad de GSK-3B en el l6bulo frontal y temporal de la corteza
cerebral. Este aumento se asocié a la presencia de inclusiones de la proteina tau hiperfosforilada

en las neuronas de ambos tipos de pacientes.'®

Con el fin de analizar la eficacia de los inhibidores de GSK-3 como posible tratamiento para
la ELA, se realizaron estudios en modelos de la enfermedad en donde la expresidn y la actividad

8 En lineas generales, la administracion de estos inhibidores

de GSK-3B estan aumentadas.
(Litio,"® &cido valproico,'®® AR-A014418") en modelos de ratdn retrasa la aparicion de los
sintomas y prolonga la supervivencia de los animales. En un modelo de ELAe desarrollado en ratas
se observd una recuperacion total de los sintomas neurolédgicos tras la administracion del
inhibidor VP-2.51." En otro estudio realizado en motoneuronas derivadas de iPSC de pacientes

con ELA se vio que el tratamiento con el inhibidor Kenpaulona potenciaba la supervivencia de las

mismas.™®

Como se ha comentado anteriormente, GSK-3B fue identificada como una de las quinasas
implicadas en la formacidn de los granulos de estrés que contienen TDP-43. El tratamiento con

inhibidores de GSK-3B redujo la presencia de estos granulos en un modelo celular en donde la
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formacion de estos se induce mediante un estimulo estresante. En este mismo estudio se vio una
disminucidn significativa de la acumulacion de los FCT de TDP-43 en el citosol al tratar las células

(previamente transfectadas con FCT-TDP-43) con los inhibidores (Figura 16).%

Los inhibidores de GSK-3B ejercen su efecto neuroprotector a través de diferentes
mecanismos basados en restaurar las vias de sefializacion implicadas en la supervivencia celular
como el factor HSTF-1 (del inglés «Heat Schock Transcription Factor 1»), reducir las sefiales que
inducen la muerte celular como la liberaciéon de citocromo c y la activacidn de la caspasa 3, asi
como las sefiales relacionadas con la inflamacién a través de proteinas como la ciclooxigenasa-2

(Cox-2) o Iba-1."%

TDP-43 DAPI Mezcla

Control

Inhibidor GSK-3

Figura 16. Células SH-SY5Y transfectadas con FCT de TDP-43 (verde) en presencia o ausencia de un inhibidor de
GSK-3B. Las flechas sefialan los agregados citoplasmaticos de TDP-43. Los nucleos marcados con DAPI (azul)
(adaptada de Ref.82).

- Quinasa del ciclo de division celular 7

CDC7 (del inglés «Cell Division Cycle 7») es una serina/treonina quinasa involucrada en el
inicio de la replicacion del ADN y en la proliferacidn celular, en concreto en la transicion de la fase
G1/S. Su unién a la subunidad reguladora Dbf4 es necesaria para que pueda ejercer su accion

como quinasa.190

La expresion de CDC7 difiere a lo largo del organismo siendo mayor en cerebro

(mayoritariamente en cerebelo), bazo, pulmones y testiculos.'**

En células mitéticas CDC7 se
localiza principalmente en el nicleo durante la fase G1 del ciclo, sin embargo, en células post-

ey sy . . 192
mitéticas como las neuronas, se localiza en el citoplasma. ?
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Dado el importante papel que tiene CDC7 en el ciclo celular, se planteé como posible diana
terapéutica para el cancer puesto que una gran variedad de lineas tumorales sobreexpresan CDC7
y Dbf4.'* La inhibicién de CDC7 en las lineas tumorales produce un arresto del ciclo celular en
fase S dando lugar a la muerte celular de forma independiente de p53, sin embargo, la inhibicidon
de CDC7 en células sin esta patologia, no produce este efecto letal si no que activan un

mecanismo de defensa en la que esta involucrada p53."*

En 2013 se describié por primera vez la implicacion de CDC7 en la fosforilacion patoldgica de
TDP-43.% El grupo de Brian C. Kraemer realizé un cribado fenotipico sobre el quinoma completo
de un modelo transgénico de C.elegans de TDP-43 (M337V). El silenciamiento de CDC7 producia
una mejora del fenotipo motor de los gusanos que se correlacionaba con una bajada en los
niveles de TDP-43 fosforilada en las Ser409/410. Asimismo realizaron un analisis post mortem en
la corteza frontal de pacientes que sufrian esta proteinopatia y vieron una co-localizacién de CDC7
a nivel citoplasmatico con agregados fosforilados de TDP-43 (Figura 17).%° Es por ello por lo que
CDC7 se propuso como una diana terapéutica para el tratamiento de esta patologia en donde la

hiperfosforilacion de TDP-43 juega un papel clave en la toxicidad celular.
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Figura 17. Co-expresién de CDC7 (marrén) y TDP-43 fosforilada (negro) en tejido del I6bulo frontal de la
corteza cerebral de pacientes con DFT. Las flechas sefialan células que contienen ambos tipos de proteinas. Las
cabezas de flecha que sefialan células tefiidas con CDC7 o TDP-43 (adaptada de Ref.80).

- Tau tubulina quinasa

TTBK (del inglés «Tau Tubulin Kinase») es una serina/treonina y tirosina quinasa responsable
de una variedad de procesos celulares. Esta quinasa proviene de la familia de CK-1 y presenta dos
isoformas; TTBK1 y TTBK-2. Ambas estan implicadas en la fosforilacién de proteinas como

195

tubulina, tau y TDP-43, de ahi su importante implicacion en la EA, ELA y DFT.”” TTBK1 se expresa
mayoritariamente en el SNC, sin embargo TTBK2 se expresa de forma ubicua por el cuerpo por lo
que las estrategias para estas enfermedades neurodegenerativas se han centrado en la busqueda

de inhibidores selectivos de TTBK1."®
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Ambas isoformas favorecen la deslocalizacidn y agregacién de TDP-43 tanto in vitro como in
vivo al fosforilar las Ser409/410 de la proteina. También se ha descrito la co-localizacion de TTBK-
1y TTBK-2 con inclusiones de TDP-43 en muestras de médula espinal de pacientes con ELA (Figura
18) asi como un aumento en la expresion de ambas isoformas en la corteza cerebral de pacientes
con DFT.* Actualmente los inhibidores de TTBK descritos modulan de forma similar ambas
isoformas por lo que el disefio de nuevos farmacos que inhiban de manera selectiva la actividad

de TTBK1 es una estrategia terapéutica relevante y segura para esta proteinopatia.

TTBK1 TTBK2

Figura 18. Co-expresion de TTBK1 y TTBK2 (marrén) con TDP-43 (negro) en motoneuronas de médula espinal
de pacientes con ELA (adaptada de Ref.197).

Los inhibidores de quinasas son a dia de hoy una realidad en el tratamiento de patologias
como el cdncer debido a la seguridad y eficacia que han mostrado en clinica. Por ello, se
consideran buenos candidatos a farmaco para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas como la ELA, en donde un 97% de los pacientes presentan agregados
patoldgicos de TDP-43 caracterizados principalmente por presentar modificaciones post-

traduccionales como la hiperfosforilacion.
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Hipdtesis y Objetivos

El 97% de los pacientes de ELA presentan agregados patoldgicos de TDP-43 en el citoplasma
de las células afectadas con modificaciones post-traduccionales tales como la hiperfosforilacion.
Por tanto, la hipdtesis de trabajo de esta Tesis Doctoral es que las proteinas quinasas
responsables de la fosforilacion anémala de TDP-43 que estan sobreexpresadas o que co-
localizan con agregados de TDP-43 en los tejidos afectados de los pacientes, son dianas

farmacoldgicas valiosas para el tratamiento de la ELA y otras TDP-43-patias.

Por ello, el principal objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido la validacién de ciertas proteinas
quinasas como dianas terapéuticas principalmente para el tratamiento de la ELA y aquellas
patologias relacionadas con la proteinopatia de TDP-43, asi como el desarrollo de sus inhibidores

como candidatos a farmacos efectivos para dichas enfermedades neurodegenerativas.

Los objetivos concretos que se proponen se detallan a continuacion:

1. Evaluacién de las propiedades farmacoldgicas de los potenciales candidatos a farmaco
previamente identificados y selecciéon de los compuestos a estudiar. En concreto, la

capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica y llegar a su érgano diana; el SNC.

2. Puesta a punto y caracterizacién de modelos celulares humanos para el estudio de la
proteinopatia de TDP-43 con la posterior evaluacién del potencial terapéutico de los

candidatos a farmaco.

3. Estudio del efecto inmunomodulador de algun compuesto representativo en cultivos

primarios de microglia murina.

4. Estudio de la eficacia de los mejores candidatos en un modelo murino transgénico de

TDP-43.

5. Reposicionamiento de algun inhibidor de proteina quinasa para el tratamiento de la ELA.
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Materiales y métodos

1. PROPIEDADES TIPO FARMACO
1.1. Prediccion del paso de la BHE de los candidatos a farmaco
1.1.1. Metodologia PAMPA

La prediccion del paso de la BHE se realizé mediante la metodologia PAMPA (del inglés

«Parallel Artificial Membrane Permeability Assay»).'*#'%

Esta técnica consiste en un sistema
artificial de placas paralelas separadas por una membrana cubierta con lipido de cerebro porcino
gue emula la BHE. Para validar el estudio se utilizaron 9 fdrmacos comerciales aprobados por la
FDA cuya permeabilidad en humanos es conocida: enoxacina, hidrocortisona, desipramina,

ofloxacina, piroxicam, testosterona, promazina, verapamilo y atenolol (Figura S1.a)'*’

(Sigma-
Aldrich, Merk, Fluka). Los compuestos de estudio y los controles (1-2 mg) se disolvieron en 5 mL
del tampdn del ensayo: tampdn fosfato salino (PBS, pH 7.4) y etanol (EtOH) en una proporcién
70:30 (Sigma-Aldrich). A continuacién se filtraron (filtros PDVF 30nm, Symta) realizandose
posteriormente un barrido con el lector de ultravioleta (UV) Varioskan™ (Thermo Fisher) desde la

longitud de onda 220 hasta la 400, obteniendo como resultado un espectro para cada compuesto

en el que se identificaron las longitudes de onda a las que absorbe cada uno de ellos (Figura S1.b).
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Figura S1. a) Permeabilidad efectiva (Pe) de los 9 farmacos control aprobados por la FDA descrita en la
199

bibliografia.”" b) Espectro de absorcidn del farmaco piroxicam.

Una vez determinada la concentracion inicial de cada compuesto mediante la absorbancia
obtenida a las longitudes de onda establecidas (absorbancia inicial), se afiadieron 180 pL de cada
muestra a la placa donadora de 96 pocillos (Millipore) previamente cubierta con 5 uL de lipido de
cerebro porcino (PBL, Avanti Polar Lipids) disuelto en dodecano (20 mg/mL, Sigma-Aldrich). La

placa aceptora de 96 pocillos (Millipore) se rellené con 180 uL/pocillo del tampdn del ensayo. A
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continuacién se superpuso la placa donadora sobre la aceptora formando un “sandwich” durante
2.30 horas a temperatura ambiente en una atmosfera himeda. Después del periodo de
incubacién se retiré la placa donadora y se leyé la absorbancia de las soluciones de la placa
aceptora a las longitudes de onda establecidas previamente, calculando de esta forma la
concentraciéon de compuesto que fue capaz de atravesar la membrana. Con estos parametros se

calcula la permeabilidad efectiva (Pe) de cada compuesto con la siguiente ecuacion:

vd x Vr 100 vd Vr x Ar
Ln %T= ——
(Vd + Vr)St 100 Vd- %T (Vd+Vr) (Ad, x Vd)

Pe =

En donde: Vd: Volumen de la placa donadora (180 puL); Vr: volumen de la placa aceptora (180
uL); S: superficie del pocillo (0.266 cm?); t: tiempo de incubacion (seg); Ar: absorbancia final (placa

aceptora); Adg: absorbancia inicial (placa donadora).

A continuacién se establecidé una correlacién directa entre la Pe experimental y la Pe descrita
en la bibliografia de los 9 farmacos control. A partir de la ecuacién de la recta obtenida se
determind la permeabilidad de los compuestos segun el protocolo descrito en la literatura,'*
siendo SNC+ cuando presenta una Pe superior a al valor de la ecuacién de la recta obtenido
siendo x=2; y SNC- cuando la Pe es inferior al valor obtenido siendo x=4. Los compuestos con una
Pe comprendida entre estos valores se consideran SNC+/SNC- no pudiendo predecir con certeza si
tiene capacidad de penetrar al SNC por difusién pasiva. Cada muestra fue analizada de 3 a 5
longitudes de onda por triplicado y en 2 ensayos independientes. Los resultados se muestran

como la media de los 2 ensayos con su valor de desviacién estandar.

2. MODELOS CELULARES

2.1. Cultivos neuronales SH-SY5Y

Las células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) se obtuvieron de la Coleccion Europea de
Cultivos Celulares (Health Protection Agency, Salisbury, Reino Unido) y se propagaron en medio
DMEN (del inglés «Dulbecco’s Modified Eagle Medium») enriquecido con 2 mM de L-glutamina y
1% de aminoacidos no esenciales y suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) y 1% de
penicilina/estreptomicina en condiciones de humedad con 5% de CO, a 37°C. Todos los

componentes fueron adquiridos en Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).
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2.1.1.Ensayo de viabilidad celular

Las células se siembran en placas de 96 pocillos (Falcon™) a una densidad de 60.000
células/pocillo. Una vez estan en confluencia, se afiaden los compuestos de estudio disueltos en
DMSO (dimetilsulfoxido, Sigma-Aldrich) a 5 y 10 uM sin superar el 0.1% de DMSO en el medio.
Tras un periodo de incubacién de 24 horas se evalla la viabilidad celular mediante el ensayo de

MTT (apartado 2.4.1).

2.1.2. Ensayo de neuroproteccion frente al dcido etacrinico

Las células se siembran en placas de 96 pocillos (Falcon™) a una densidad de 60.000
células/pocillo. Cuando estan en confluencia se exponen al acido etacrinico (AE) (Sigma-Aldrich)
durante 24 horas. Para la puesta a punto del experimento se utilizaron concentraciones
crecientes de AE (10, 20, 30, 40, 60 uM). Para la evaluacion del efecto neuroprotector de los
compuestos las células se expusieron a 20 uM de AE habiendo tratado una hora antes con los
compuestos de estudio y controles a las concentraciones determinadas: IGS 2.7 (5 uM), Tideglusib
(5 uM) inhibidores de CDC7 (10 uM) e inhibidores de TTBK1 (5 uM). La viabilidad celular se evalué
tras un periodo de incubacién de 24 horas desde la adicién del AE mediante el ensayo de MTT

(apartado 2.4.1).

La evaluacidon del efecto neuroprotector a nivel de expresidn de proteinas se analizd
mediante la técnica Western blot (apartado 2.4.2). Las células se sembraron en placas de 6
pocillos (Falcon™) a una densidad de 2x10° células por pocillo. El experimento se realizé siguiendo
el mismo protocolo detallado previamente. Tras el periodo de incubacidn en presencia o ausencia
de los compuestos se retira el medio, se realiza un lavado con PBS 1X (Sigma-Aldrich), se recogen
las células y se afiaden 30 plL de tampdn de lisis (50 mM Tris pH 7.4, 1% Nonidet-40, 150 mM NacCl
(Sigma-Aldrich) y 10 pL/mL de inhibidores de proteasas y fosfatasas (Roche, Mannheim,
Germany)). Tras un ciclo de congelacién/descongelacion a -80°C, los lisados se centrifugan a

15.000 rpm durante 20 min quedando en el sobrenadante la fraccion proteica.

2.2. Muestras sanguineas de pacientes y controles

Todos los donantes a partir de los cuales se han originado las lineas linfoblasticas analizadas
proceden del Hospital Universitario 12 de Octubre de Madrid. Hay un total de 18 donantes de los
cuales 8 son individuos sanos sin ninguna patologia neuroldgica, 6 son pacientes con ELA

esporadica y 4 son pacientes con ELA familiar con la mutacion en SOD-1, todos ellos
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diagnosticados por neurdlogos expertos aplicando los criterios de El Escorial.’®® Las caracteristicas

demograficas y clinicas de los individuos donantes se describen en la Tabla S1.

Tabla S1. Caracteristicas de los individuos de estudio. MNS: motoneurona superior, MNI: motoneurona inferior.

Caso Edad Sexo Presentacién/ mutacién Motoneuronas
afectadas
Casos esporadicos (ELAe)
E1 76 F Bulbar (disartria) MNS
E2 54 F Bulbar MNS y MNI
E3 54 M Espinal MNS
E4 79 M Bulbar MNI
ES 55 M Respiratoria MNI
E6 68 M Bulbar (disartria) MNS
Casos familiares (ELAf-SOD1)
E1-SOD 64 F Espinal p.Asn65Ser MNI
. .Leul17val
E2-50D 46 M Espinal P v MNI
E3-S0D 58 F Espinal | PAemHe MNS y MNI
E4-S0D 59 M Espinal | Peul V! MNI
Controles (voluntarios sanos)
C1l 54 F - -
c2 68 F - -
Cc3 75 M - -
C4 67 F - -
c5 58 F - -
Ccé6 55 M - -
Cc7 73 M - -
Cc8 52 M - -

Las muestras de los individuos de estudio se obtuvieron después de la firma del
consentimiento informado por parte de los donantes (Anexo 1). Todos los protocolos que se han
llevado a cabo con estas muestras bioldgicas han sido aprobados por los hospitales donantes y
por el Comité de Etica del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas y la Institucion
reguladora (nimero de aprobacidn: CEl 18/004) de acuerdo a la normativa nacional y europea

(fecha de aprobacién: 1/2/2018).

2.2.1. Extraccidn e inmortalizacion de linfocitos de los individuos de estudio

La extraccién de las células mononucleares de sangre periférica de los individuos de estudio
se llevé a cabo mediante un protocolo basado en la diferencia de densidad que existe entre los
diferentes tipos celulares sanguineos usando gradientes de densidad en Ficoll-Isopaque

201 1as CMSP presentan una densidad inferior a las polimorfonucleares y

(Lymphoprep™).
eritrocitos (<1.077g/mL), por lo que la separacién en un medio isosmético de densidad 1.077g/mL
hard que los eritrocitos y granulocitos sedimenten a través del medio, quedando por encima en
una fase intermedia las CMSP (Figura S2). Para ello en primer lugar se diluyen 10 mL de sangre en

10 mL de PBS 1X (Sigma-Aldrich). A continuacién, se afiaden 12 mL de Lymphoprep™ vy se
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centrifugan durante 45 min a 1.400 rpm quedando las CMSP entre la muestra y la interfase
medio-muestra. La fase donde se encuentran las CMSP se extrae cuidadosamente y se lava con 30
mL de PBS 1X, centrifugando posteriormente a 1.300 rpm durante 10 min. Para inmortalizar los
linfocitos se afiade al sedimento 8 mL de medio RPMI (Invitrogen), 1 pg/mL de ciclosporina
(Sigma-Aldrich) para bloquear la activacion de los linfocitos T impidiendo de esta forma que
inhiban la proliferacidn de los linfocitos B infectados, y por ultimo una alicuota del virus Epstein-
Barr obtenido a partir de una linea celular de linfoma de Burkitt (B-95-6) cedida por Logina
Akhatat (National Institute of Alcohol and Abuse Disorders, NIH, Bethesda, USA). Los primeros
clones linfobldasticos aparecieron a las 3-4 semanas desde la infeccién. Una vez transformadas las
células se crecen en suspension en frascos de cultivo de 25 cm? (Falcon™) a una concentracién de
1x10° células/mL en un incubador humedo con 5% CO, a 37°C. El medio de cultivo utilizado es
RPMI-1640  (Invitrogen), suplementado con 1% de L-glutamina 2mM, 1%

penicilina/estreptomicina y 10% de FBS (Invitrogen).

(] (]

€ pPlasma

Sangre diluida 3 —

Centrifugacion

= — |€cmsp

— — Lymphoprep™ +

f— —_— granulocitos
\t/ ' & Eritrocitos

Figura S2. Esquema grafico del aislamiento de las CMSP en un gradiente de Ficoll-Isopaque (LymphoprepTM).

Lymphoprep™ P

2.2.2. Caracterizacion de linfoblastos

Los linfocitos inmortalizados (linfoblastos) se sembraron en placas de 6 pocillos (Falcon™) a
una densidad de 1x10° células/pocillo en un volumen de 4 mL de medio RPMI completo. Después
de un periodo de incubacion de 24 horas, las células se recogen, se centrifugan 5 min a 1.000 rpm,
se lavan en 1 mL de PBS 1X y tras otro centrifugado se afiade 60 pL de tampon de lisis al
sedimento (50 mM Tris pH 7.4, 1% Nonidet-40, 150 mM NaCl (Sigma-Aldrich) y 10 uL/mL de
inhibidores de proteasas y fosfatasas (Roche, Mannheim, Germany)). Seguidamente se someten a
un ciclo de congelacién/descongelacion a -80°C y se centrifugan a 15.000 rpm durante 20 min

obteniendo de esta forma el contenido proteico celular en el sobrenadante. La separacién de la
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proteinas citosdlicas de las nucleares se realizd mediante el kit comercial de fraccionamiento
subcelular de proteinas (Thermo Scientific (n2 78840)) siguiendo el protocolo del fabricante. Los
niveles celulares de las proteinas de interés (TDP-43-p-Ser409/410, TDP-43, GSK-3B-pSer9, GSK-
3B, GSK-3B-pTyr216, CK-16, CDC7, TTBK1) se evaluaron mediante la técnica de WB (Tabla S4,
apartado 2.4.2).

2.2.3. Estudio del efecto de los inhibidores de quinasas en los linfoblastos

Los linfoblastos se siembran en placas de 6 pocillos (Falcon™) a una densidad de 1x10°
células/pocillo en un volumen de 4 mL de medio RPMI completo. Pasadas 24 horas se afiaden los
compuestos de estudio a las concentraciones establecidas: inhibidores de CK-1 (5 uM),
inhibidores de CDC7 (10 uM), inhibidores de TTBK1 (5 y 10 uM) e inhibidor de GSK-3B (5 uM). Tras
un periodo de 24 horas se recogen las células y se extraen las proteinas segln los protocolos

descritos en el apartado anterior (2.2.2).

2.3. Cultivos primarios de células de ratas Wistar

Todos los experimentos con animales realizados en el laboratorio del Prof. Barbara Monti en
el Departamento de Farmacia y Biotecnologia de la Universidad de Bolonia, fueron autorizados
por el Comité Etico de Experimentaciéon Animal de la Universidad de Bolonia (nimero de
protocolo: 17-72-1212) y llevados a cabo de acuerdo a las leyes italianas y de la Comunidad
Europea sobre el uso de animales con fines experimentales. Los animales utilizados para el
desarrollo de cultivos primarios fueron ratas Wistar criadas en condiciones de libre acceso a agua

y alimentos con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas a una temperatura constante de 22°C + 1.

2.3.1.Cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo (CGNSs)

Los cultivos de neuronas granulares de cerebelo (CGNs) se prepararon a partir de ratas
Wistar con 7 dias de vida. Para ello, se extraen los cerebelos, se retiran las meninges y se
sumergen en la solucién 1 (Tabla S2) en donde se procede a la disgregacion mecdnica del tejido
con pinzas estériles. A continuacion se incuba durante 15 min a 37°C con 50 mL de la solucién 2
(Tabla S2) que contiene tripsina para favorecer la disociacién enzimatica del tejido. El efecto de la
tripsina se bloquea agregando la solucidn 4 (Tabla S2) que contiene también DNAsa para degradar
el ADN que se encuentra en el medio. Después de centrifugar la muestra a 1.000 rpm durante 5
min, el sedimento se disocia mecanicamente en 5mL de la solucidn 3 (Tabla S2). A continuacion,

se anade la solucion 5 (Tabla S2) y se centrifuga a 1.000 rpm durante 7 min. Finalmente el
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sedimento se resuspende en el medio de cultivo BME (del inglés «Basal Medium Eagle»)
suplementado con 10% de FBS, 50 mg/mL de gentamicina (Life Technologies), 2 mM de L-
glutamina y 25 mM de KCl (Sigma-Aldrich). Las células se sembraron en placas de 96 pocillos
(Falcon™) previamente cubiertas con poli-L-lisina (10 pg/mL) (Sigma-Aldrich, 30,000< peso
molecular <70,000) para favorecer la union de las células a la superficie de la placa, a una
densidad de 120.000 células por pocillo. Tras un periodo de 16 horas en condiciones de humedad
a 37°C con 5% de CO,, se afiade citosina arabino-furandsido a 10 mM (Sigma-Aldrich) para reducir
la proliferacion de las células no neuronales y obtener un cultivo puro de neuronas. Al cabo de 7
dias de incubacidon las neuronas estan diferenciadas y se procede a realizar el ensayo de
neurotoxicidad de los compuestos. Todos los reactivos utilizados para las soluciones son de

Sigma-Aldrich.

Tabla S2. Soluciones para el cultivo de neuronas granulares de cerebelo de ratas Wistar.

KREBS 10X 25mL Solucion KREBS 10x pH 7,4
. MgS04 3,82% 2mL NaCl (1.32M) 38635
Solucion 1
BSA 0,75g KCl (0.05M) 1,85g
H20 223 mL Na2HPO4 (0.085M) 152¢g
.. Tripsina 12,5mg NaHPO4 (0.21M) 1,45¢g
Solucion 2 N
Solucion 1 37,5mL Glucosa (0.1M) 99g
Solucién 1 22,5mL Rojo fenol 50 mg
.. DNAsa 3,12mg H20 500 mL
Solucion 3 L I
Inhibidor de tripsina 13 mg
MgS04 3,82% 250 uL
.. Solucion 1 8mL
Solucién 4 .
Solucién 3 42 mL
CaCl2 1,2% 320 pL
Solucion 5 MgS04 3,82% 320 L
Soluciéon 1 39mL

2.3.2. Ensayo de viabilidad celular en CGNs

Las neuronas granulares de cerebelo se incuban en presencia o ausencia de los inhibidores
de TTBK1 (T25) y CDC7 (C16 y C24) disueltos en DMSO (Sigma-Aldrich), a concentraciones
crecientes (5 y 25 pM) durante 24 horas (el porcentaje de DMSO en el medio de cultivo no supera

el 0.1%). La viabilidad celular se analiza mediante el ensayo de MTT (apartado 2.4.1).

2.3.3. Cultivos primarios de microglia

Los cultivos primarios de microglia de rata se prepararon a partir de ratas Wistar de 1 a 3

dias de vida. Para ello, se extraen las cortezas cerebrales de las crias, se retiran las meninges y se
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disocia el tejido mecdnicamente con pinzas estériles en la solucidon 1 (Tabla S3). A continuacion se
afiaden 20 pL de la solucién 2 (Tabla S3) que contiene tripsina y se incuba durante 15 min a 37°C.
La reaccién enzimatica de la tripsina se bloquea afiadiendo la solucién 4 (Tabla S3) que ademas
contiene DNAsa para degradar el ADN que se encuentra en el medio. Después de centrifugar la
muestra a 1.000 rpm durante 5 min, se retira el sobrenadante y el sedimento se disocia una vez
mas mecanicamente en 5 mL de la solucién 3 (Tabla S3) hasta obtener una solucion homogénea.
A continuacién se afiade la solucion 5 (Tabla S3) y se centrifuga a 1.000 rpm durante 7 min.
Finalmente el sedimento se resuspende en el medio de cultivo BME, suplementado con 10% de
FBS (Life Technologies), 50 mg/mL de gentamicina y 2 mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich). Las
céluas se sembraron en frascos de cultivo de 75 cm? (Falcon™') previamente cubiertos con poli-L-
lisina (10 pg/mL) (Sigma, 30,000< peso molecular < 70,000) para favorecer la union de las células
a la superficie de la placa. Por cada animal se sembraron entre 5/6 frascos de cultivo. Después de
7-8 dias en condiciones de humedad con 5% de CO, a 37°C, se obtiene un cultivo mixto de
astrocitos (adheridos a la superficie) y microglia (adherida a la monocapa de astrocitos). Para
separar ambos tipos celulares tan solo es necesario agitar mecanicamente los frascos de cultivo,
de esta forma la microglia que estad débilmente unida, se levanta quedando suspendida en el
medio. Una vez retirada la microglia se afiaden 15 mL de medio de cultivo al frasco de cultivo y se
deja incubando 7 dias mas, realizando el mismo protocolo de extraccidén de la microglia tras este
periodo de tiempo. Las células microgliales se sembraron a una densidad de 2x10° células por
cada placa Petri de 35 mm @ (Falcon™) en donde una vez adheridas se llevé a cabo el ensayo para
evaluar el potencial inmunomodulador de los compuestos de estudio. Todos los reactivos

utilizados para las soluciones son de Sigma-Aldrich.

Tabla S3. Soluciones para el cultivo primario de glia de ratas Wistar.

KREBS 10X (Tabla S2) 15 mL

.. MgSO04 3,82% 1,2 mL
Solucion 1
BSA 0,45¢g
H20 135 mL
.. Tripsina 9,38 mg
Solucion 2 »
Solucién 1 37,5 mL
Solucion 1 22,5 mL
.. DNAsa 5,4 mg
Solucion 3 o _
Inhibidor de tripsina 11,7 mg
MgS04 3,82% 225 uL
.. Solucién 1 31,5mL
Solucion 4 .
Solucién 3 6 mL
CaCl2 1,2% 22,5 uL
Solucién 5 MgS04 3,82% 150 pL
Solucién 1 18,75 mL
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2.3.4.Ensayo del efecto inmunomodulador con LPS

Las células de la microglia (2x10° células por placa de 35 mm @) se tratan con los compuestos
de estudio disueltos en DMSO (Sigma-Aldrich) a las concentraciones establecidas: C16 (1, 2.5y 5
pUM); C24 (1,5y 25 uM) y T25 (5 y 25 uM) sin superar el 0.1% de DMSO en el medio. Tras una hora
de incubacion en las condiciones estandar se afiade el LPS a la concentraciéon de 100 ng/mL
(Invitrogen, San Diego, CA, USA) durante 24 horas. Tras este periodo se procede a la extraccion
del contenido proteico celular. Para ello se retira el medio y se hacen 2 lavados consecutivos con
PBS 1X frio. A continuacidn se afiaden 50 pL de tampodn de lisis a cada muestra (50 mM Tris pH
7.4, 1% SDS, EDTA 1 mM e inhibidores de proteasas y fosfatasas (10 pl/mL)) y con una espatula se
recoge el contenido celular sonicdndolo en un bafio con hielo en 4 ciclos de 10 min cada uno. La
expresion de las proteinas de interés (iNOS, TREM-2) se evalué mediante la técnica de WB (Tabla

S4, apartado 2.4.2).
2.4. Otras técnicas

2.4.1. Ensayo del MTT

El MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) o sal de tetrazolio (soluble
en agua y de color amarillo) es reducido a formazan (color violeta e insoluble en agua) por las
deshidrogenas mitocondriales. De esta forma se puede evaluar el porcentaje de células vivas en

.22 para ello se

presencia o ausencia de un tratamiento a través de la funcionabilidad mitocondria
afiade a cada pocillo 0.5 mg/mL de MTT (Sigma-Aldrich) durante 2 horas. A continuacion se retira
el medio y se resuspenden las células en 200 uL de DMSO (Sigma-Aldrich) favoreciendo la
disolucién de los cristales de formazan (color violeta). La cantidad de células vivas es proporcional
a la cantidad de formazan reducido cuya absorbancia se mide a 595 nm en el lector de placas de

UV Varioskan™ (Thermo Fisher).

2.4.2. Western blot

La cuantificacién de proteinas se realizé en todos los casos mediante el kit comercial de
cuantificacion de proteinas Pierce™ BCA (Thermo Scientific). La separacidn de proteinas en base a
su peso molecular se realizd mediante electroforesis en geles de poliacrilamida 10% (Bio-Rad)
cargando entre 20-50 pg por muestra. La transferencia se realizé a una membrana de PVDF
(Fluoruro de polivinilideno) (Millipore, Billerica, MA, USA) a 4°C. Las membranas se bloquearon en

el caso de la linea SH-SY5Y y los linfoblastos con 5% de albimina de suero bovino 6 BSA (Roche)
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disuelto en el tampdén TBS-T (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20) (Sigma-
Aldrich) durante una hora. En el caso de la microglia con 5% de leche (Bio-Rad) en TBS-T. La

incubacidén con los anticuerpos primarios (Tabla S4) se realizé durante toda la noche a 4°C.

Tabla S4. Anticuerpos utilizados para la deteccidon de proteinas mediante Western blot.

TDP-43 (N-terminal) 10782-2-AP Proteintech 1:1000
TDP-43 (p-Ser409/410) monoclonal 66318-1g Proteintech 1:850
a-Tubulina 5c-23948 Santa Cruz Biotechnology 1:1000
GAPDH 5c-25778 Santa Cruz Biotechnology 1:500
CK-186 5c-55553 Santa Cruz Biotechnology 1:500
CcDC7 5c-56275 Santa Cruz Biotechnology 1:500
TTBK1 sc-374600 Santa Cruz Biotechnology 1:500
GSK-3p sc-9166 Santa Cruz Biotechnology 1:250
GSK-3p (p-Ser9) 5c-11757-R Santa Cruz Biotechnology 1:500
GSK-3B (p-Tyr216) 5c-81496 Santa Cruz Biotechnology 1:500
Lamina-f NA12 Calbiochem 1:500
B-catenina Sc-7199 Santa Cruz Biotechnology 1:500
iNOS sc-7271 Santa Cruz Biotechnology 1:1000
TREM2 sc-373828 Santa Cruz Biotechnology 1:1000
Anticuerpo secundario anti-ratén 0300-0108P Bio-Rad 1:5000
Anticuerpo secundario anti-conejo 5196-2504 Bio-Rad 1:5000

Los anticuerpos secundarios (Tabla S4) conjugados a la peroxidasa de rdbano o HRP (del
inglés «Horseradish peroxidase») (Bio-Rad), se incubaron durante una hora a temperatura
ambiente después de haber realizado 3 lavados de 5 min con TBS-T. La sefial del anticuerpo
secundario se amplificé mediante el sistema de deteccién de quimioluminiscencia ECL™ (Thermo
Scientific). Las bandas se cuantificaron con el equipo ChemiDoc (Bio-Rad). Como control de carga
se utilizaron las proteinas GAPDH y a-Tubulina. En los protocolos de fraccionamiento celular se
utilizaron las proteinas Lamina-f y a-Tubulina como control de carga nuclear y citosdlico

(respectivamente).

2.4.3.Inmunocitoquimica

Las células SH-SY5Y vy los linfoblastos se fijaron con 4% de paraformaldehido (Sigma Aldrich)
en PBS 1X (Sigma-Aldrich) durante 20 min a 37°C. Los linfoblastos (1x10°/mL) una vez fijados se
pegaron en cristales recubiertos de poli-L-lisina (10 pg/mL) (Sigma-Aldrich) con una centrifuga

Cytospin a 700 rpm durante 7 min. Las SH-SY5Y se sembraron directamente sobre cristales con
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poli-L-lisina en placas de 24 pocillos (Falcon™) a una densidad de 150.000 células por pocillo. A
continuacién ambos tipos celulares se permeabilizaron con 0.5% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich)
durante 10 min a temperatura ambiente. El bloqueo se realizé con 2% de BSA y 0.1% de caseina
(Sigma-Aldrich) durante 30 min. Las muestras se incubaron con el anticuerpo primario (Tabla S5)
en 6% de BSA durante 1 hora a 37°C. Después de realizar 3 lavados con PBS se anadié el
anticuerpo secundario conjugado al fluoréforo Alexa 488 durante una hora. El marcador nuclear
utilizado fue HCS de color rojo intenso 6 DAPI (Thermo Fisher). Finalmente, tras 2 lavados con BSA
1% y 3 con caseina 0.1% en PBS, se montaron las muestras en portas con medio de montaje
Fluoromount (Sigma-Aldrich). Las imagenes se analizaron en el microscopio Confocal Laser de
Barrido (CLSM) Leica TSC SP8 con el objetivo de inmersidn en aceite (63x). El fluoréforo Alexa 488
y el marcador nuclear HCS se excitaron a 488 nm y 638 nm y las emisiones se recogieron en los
intervalos 510-550 nm y 650-700 nm respectivamente. La cuantificacién de la sefial se realizé con

el programa ImagelJ (NIH; Bethesda, MD, USA).

Tabla S5. Anticuerpos utilizados para la deteccidn de proteinas mediante técnicas inmunohistoquimicas.

TDP-43 (N-terminal) 10782-2-AP Proteintech 1:1000

Alexa Fluor 488 R37118 Life Technologies 1:200

3. MODELOS ANIMALES

3.1. Ensayo in vivo con el ratén transgénico TDP-43%3""

El ensayo se llevé a cabo en ratones silvestres (WT) y en ratones transgénicos Prp-hTDP-
43" desarrollados por Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME, USA), ambos con el fondo
genético C57BL/6. Los ratones fueron criados en condiciones estdndar de temperatura (22 + 1°C),

con libre acceso a agua y alimentos y con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas.

Todos los protocolos llevados a cabo durante el experimento fueron aprobados por el
organo encargado del bienestar animal del Centro de Investigaciones Bioldgicas (CSIC) (ref. PROEX
059/16) en cumplimiento de los articulos 33.1 y 38.1 del Real Decreto 53/2013, del 1 de Febrero
(BOE 8 de Febrero) y de acuerdo a la normativa europea en relacidn al uso de animales para

experimentacién (2010/63/EU).
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3.1.1. Genotipado de las crias

Las crias de raton fueron genotipadas al destete (21-28 dias de vida) para comprobar la

AT B4 El ADN se extrajo de la cola del ratén y se

presencia o ausencia del transgén TDP-43
amplifico con el Kit REDExtract-N-Amp™ Tissue PCR (Sigma-Aldrich) siguiendo el protocolo de la
casa comercial. La amplificacion del ADN se realizé mediante la técnica PCR, con unos
oligonucledtidos especificos (Sigma-Aldrich) disefiados para amplificar sendos fragmentos de la
TDP-43 enddégena del ratén y de la TDP-43 humana perteneciente al constructo Prp-hTDP-43%3°"
(Tabla S6). El programa de PCR en el termociclador es el siguiente: una desnaturalizacién inicial
del ADN a 95°C durante 3 min, seguido de 35 ciclos de 3 pasos [1) desnaturalizacion durante 20
seg a 94°C; 2) unién de los oligonucledtidos durante 15 seg a 64°C; 3) extensidon de la cadena de

ADN durante 10 seg a 68°C], y por ultimo una extension final durante 2 min a 72°C.

Tabla S6. Secuencia de oligonucledtidos empleados para la reaccion de PCR.

TDP-43 GGA TGA GCT GCG GGAGTT CT TGCCCA TCATAC CCC AACTG

TDP-43 enddgena CAAATGTTG CTTGTCTGG TG GTCAGT CGAGTG CAC AGTTT

A continuacion se realizd una electroforesis en gel de agarosa 2% (Bio-Rad) con el ADN
amplificado al que se le afiadié GelRed para la posterior visualizacion del ADN con un
transiluminador de luz UV. El andlisis de estos geles permite distinguir los 2 genotipos posibles: los
ratones transgénicos que presentan 2 bandas correspondientes a ambas proteinas (el trasngén
TDP-43"*"T de 400 pares de bases y la TDP-43 enddgena del ratén de 200 pares de bases) y los
silvestres con 1 banda (TDP-43 enddgena del ratén). Una vez caracterizados los animales, se
dividieron en 4 grupos de forma aleatoria con una N minima de 8 machos por grupo. Las hembras
fueron excluidas del estudio. En cada grupo habia ratones silvestres y transgénicos con y sin
tratamiento (inhibidor de quinasa o vehiculo). El ensayo se llevd a cabo a ciegas para evitar

posibles sesgos.

3.1.2.Tratamiento y extraccion de muestras

Todos los ensayos realizados comenzaron en la fase presintomdtica de la enfermedad en el
dia 65 postnatal (P65). El tratamiento se administré intraperitonealmente a una dosis de
1mg/Kg/dia para el inhibidor de CK-1 (IGS 2.7) y 5mg/Kg/dia para los inhibidores de CDC7 y TTBK1

(C24 y T25 respectivamente). En el caso de Tideglusib la administracion fue via oral a una dosis de
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200 mg/Kg/dia. La solucidn vehiculo administrada a los ratones control y en la que va disuelto el
farmaco tiene la siguiente composicién: 6% Tween 80 y DMSO (4% para IGS 2.7 y 1% para C24 y
T25) en suero salino (Sigma-Aldrich). La solucién vehiculo de Tideglusib fue: 26% polietilenglicol,
15% Cremophor® y 59% H,0. El farmaco se administré durante 25 dias consecutivos en el caso de
IGS 2.7, pudiéndose prolongar 5 dias mas con el tratamiento de los compuestos C24 y T25 al verse
reducida la obstruccion intestinal tras la administracidon de la comida en formato gel. En el caso de

Tideglusib, el fdrmaco se administré durante 30 6 50 dias consecutivos.

El peso de los animales se registré diariamente durante todo el ensayo. Los ratones fueron
sacrificados 24 horas después de la administracién de la ultima dosis de tratamiento por
decapitaciéon. La médula espinal fue rapidamente extraida y congelada para su posterior
procesamiento. Para el andlisis bioquimico, las médulas se congelaron en isopentano frio y se
guardaron a -80°C. Para el andlisis histolégico, se fijaron en paraformaldehido al 4% en tampdn
fosfato salino 0.1 M (pH 7.4) durante 24 horas a 4°C, y se crioprotegieron sumergiéndolas durante
otras 24 horas en una solucién con sacarosa al 30% (Sigma-Aldrich). Las muestras se conservaron

a-80°C.

3.1.3. Pruebas comportamentales

Las pruebas comportamentales se realizaron una vez por semana (antes de la inyeccidn del
farmaco o vehiculo) durante el periodo del tratamiento con el objetivo de evaluar la afectaciéon

motora.

- Prueba del Rotarod

El test de actividad en rodillo o Rotarod es una prueba que consiste en evaluar la
coordinacién motora analizando el tiempo que aguantan los ratones andando encima de un
rodillo cuya velocidad aumenta gradualmente de 4 a 40 rpm en un periodo de 5 min. El ensayo
consta de 3 pruebas realizadas con un intervalo de 15 min entre cada prueba. Este se lleva a cabo
tras un periodo de aclimatacion y entrenamiento. El entrenamiento consiste en 3 sesiones con un
intervalo entre cada sesion de 5 min, en los que se sitla al ratédn encima de un rodillo integrado
en un dispositivo LE8200 (Panlab, Barcelona, Spain) durante 1 min a una velocidad constante de 4
rom (en la primera sesion el rodillo estd estatico). Una vez finalizado el entrenamiento, se
procede a realizar el ensayo después de un periodo de 30 min de descanso. El resultado es la

media de las 3 pruebas realizadas.
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- Prueba de Clasping

El fenotipo motor denominado “clasping” refleja un componente de espasticidad en el cual
se observan contracciones involuntarias o distonia de los miembros traseros del animal cuando
son suspendidos por la cola. Mientras que la respuesta motora tipica de un ratén cuando se le
sostiene por la cola es la extensién de las patas traseras, los ratones que presentan clasping
contraen sus patas hacia el tronco. Se considerd un fenotipo clasping positivo cuando en un
intervalo de 1 min de tiempo los ratones contrajeron una o las dos patas posteriores de forma
reiterada. El ensayo se realiza por triplicado con un intervalo de 15 min entre cada prueba. Los
resultados obtenidos corresponden a la media de las tres medidas realizadas. Los pardmetros
establecidos para evaluar la afectacion motora tienen un valor de 0 a 3 en funcién de si: 0) no
contrae ninguna extremidad posterior; 1) contrae una extremidad; 2) contrae ambas

extremidades; 3) contrae ambas extremidades y adopta una posicidn corporal encorvada.

3.2. Procesamiento de muestras

3.2.1. Andlisis histoldgicos

Para el andlisis histolégico se realizaron cortes coronales de 20 um de la seccidn lumbar (L4-
L6) de la médula espinal con un criostato. Estas secciones se utilizaron para el andlisis de las

motoneuronas (tincién de Nissl y ChAT) y para el estudio de la gliosis (Iba-1 y GFAP).

- Tincion de Nissl

Las secciones de 20 um de la médula espinal a nivel lumbar (L4-L6) se incubaron con violeta
de cresilo 0.25% y 0.1% de acido acético durante 10 min a 60°C (Sigma-Aldrich). A continuacion el
tejido fue lavado con agua destilada, fijado y deshidratado sumergiendo las muestras en un
gradiente de etanol a concentraciones crecientes (96%-100%) durante 1,5 min y en xilol durante 5
min (Sigma-Aldrich). Por ultimo se sellaron con medio de montaje DPX (Sigma-Aldrich), se
analizaron y fotografiaron con el objetivo 10X de un microscopio Leica DMRB (Leica, Wetzlar,
Alemania) y una cdmara Leica DFC300FX en las mismas condiciones de luz, brillo y contraste. El
nuimero total de motoneuronas fue evaluado en la ldmina IX del asta ventral en 6 secciones
distintas del mismo animal, con un minimo de 6 animales por grupo. El valor final corresponde a

la media de los datos obtenidos de todos los animales de un mismo grupo.
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- Inmunohistoquimica

Las secciones de 20 um de la médula espinal a nivel lumbar (L-3-L5) se permeabilizaron con
0.1% de Tritén X-100 (Sigma-Aldrich) durante 20 min a temperatura ambiente. Las muestras se
incubaron con el anticuerpo primario (Tabla S7) disuelto en 0.01% de Tritén X-100 en PBS durante
toda la noche a 4°C. Después de realizar 3 lavados con PBS se anadid el anticuerpo secundario
conjugado al fluoréforo Alexa 488 disuelto en 0.01% de Tritéon X-100 en PBS durante 2 horas a
37°C (Tabla S7). Las imagenes se analizaron en el microscopio Leica DMRB (Leica, Wetzlar,
Alemania) con el objetivo 10x. El fluoréforo Alexa 488 se excité a 488 nm y la emision se recogid
en el intervalo 510-550 nm. Las muestras se fotografiaron con una camara Leica DFC300FX en las
mismas condiciones de luz, brillo y contraste. La cuantificacion de la sefial se realizd con el
programa Imagel) (NIH; Bethesda, MD, USA). El nimero de motoneuronas, la microgliosis y
astrogliosis fueron evaluados en la lamina IX del asta ventral en 6 secciones distintas del mismo
animal, con un minimo de 6 animales por grupo. El valor final corresponde a la media de los datos

obtenidos de todos los animales de un mismo grupo.

Tabla S7. Anticuerpos utilizados para la deteccidn de proteinas mediante técnicas inmunohistoquimicas.

ChAT PA5-29653 Life Technologies 1:200
Iba-1 019-19741 Wako Chemicals 1:500
GFAP 20334 DAKO 1:500
Alexa Fluor 488 R37118 Life Technologies 1:200

3.2.2. Andlisis bioquimico

Para el analisis bioquimico se extrajeron las proteinas de una parte de la seccién lumbar de la
médula espinal. Para ello las muestras descongeladas se disgregaron mecanicamente en
presencia de 70 pL de tampdn de lisis RIPA (Bio-Rad) con 10 pl/mL de inhibidores de proteasas y
fosfatasas (Roche, Mannheim, Germany). A continuacién se incubaron durante 30 min en hielo y
se centrifugaron durante 20 min a 15.000 rpm. El contenido proteico presente en el sobrenadante

se congeld a -80°C para su conservacion.
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- Western blot

La cuantificacion de proteinas se realizé mediante el kit comercial de cuantificacion de
proteinas Pierce™ BCA (Thermo Scientific). La separaciéon de proteinas en base a su peso
molecular se realizé mediante electroforesis en geles de poliacrilamida 10% (Bio-Rad) (20
ug/muestra). La transferencia se realizé a una membrana de PVDF (Millipore, Billerica, MA, USA) a
4°C. Las membranas se bloquearon durante una hora con 5% de BSA disuelto en TBS-T (50mM
Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20) (Sigma-Aldrich). La incubaciéon con los anticuerpos
primarios (Tabla S8) se realizé durante toda la noche a 4°C. El anticuerpo secundario conjugado a
la peroxidasa de rdabano o HRP (del inglés “Horseradish peroxidase”) (Bio-Rad), se incubd durante
una hora a temperatura ambiente. La sefial del anticuerpo secundario se amplific6 mediante el
sistema de deteccion de quimioluminiscencia ECL™ (Thermo Scientific). Las bandas se

cuantificaron con el equipo ChemiDoc (Bio-Rad). Como control de carga se utilizé la proteina

GAPDH.
Tabla S8. Anticuerpos utilizados para la deteccién de proteinas mediante Western Blot.
TDP-43 (N-terminal) 10782-2-AP Proteintech 1:1000
TDP-43 (p-Ser409/410) monoclonal 66318-Ig Proteintech 1:850
GAPDH sc-25778 Santa Cruz Biotechnology 1:500
iNOS sc-7271 Santa Cruz Biotechnology 1:1000
TREM2 sc-373828 Santa Cruz Biotechnology 1:1000
Anticuerpo secundario anti-ratén 0300-0108P Bio-Rad 1:5000
Anticuerpo secundario anti-conejo 5196-2504 Bio-Rad 1:5000

4. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizd con el software Graph Pad (versién 6.0). Los datos se
expresan como la media + SEM. En el procesamiento de los datos obtenidos de los cultivos
celulares se utilizé el analisis T-Student o el andlisis de la varianza ANOVA de un factor seguido del
test Newman-Keuls para comparar diferentes tratamientos. Como limite de significancia
estadistica se utilizé un valor de p inferior a 0,05. El tamafio de muestra utilizado en los diferentes
grupos experimentales fue siempre > 3. En los estudios realizados en el ratén transgénico, las
diferencias significativas entre los 4 grupos de estudio (WT+ tratamiento, WT+ vehiculo, TDP43+
tratamiento, TDP43+vehiculo) se evaluaron mediante el analisis de la varianza ANOVA de dos

factores seguida de la prueba de rango post hoc de Bonferroni. Como limite de significancia
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estadistica se utilizé un valor de p inferior a 0,05. El tamafio de muestra utilizado en los diferentes

grupos experimentales de todos los experimentos fue siempre > 5 animales.
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CAPITULO 1

Seleccion de los candidatos a farmaco para el estudio de la patologia de TDP-43






1. SELECCION DE LOS CANDIDATOS A FARMACO PARA EL ESTUDIO DE LA PATOLOGIA DE TDP-
43

El proceso de desarrollo de un farmaco debe estar enfocado a la obtencién de compuestos
selectivos con un elevado potencial terapéutico y con unas propiedades farmacoldgicas dptimas

para que los candidatos a farmaco consigan ser exitosos en las Ultimas fases de su desarrollo.

A pesar de la heterogeneidad que existe entre los pacientes de ELA, la principal caracteristica
patolégica comun a la mayoria de ellos es la presencia de agregados de TDP-43 fosforilados y
ubiquitinados en el citosol de las células afectadas.”” Por ello, se considera una buena estrategia
terapéutica la busqueda de pequeiias moléculas que inhiban la actividad de las proteinas quinasas
gue estan sobreexpresadas o que co-localizan con los agregados de TDP-43 en los tejidos de

pacientes con esta proteinopatia.

Las quinasas involucradas en la fosforilacién in vivo de los principales aminoacidos de TDP-43
asociados a la degeneracién neuronal (Ser409/410)”® conocidas a dia de hoy son: CK-1 (CK-18 y
CK-1g), CDC7, TTBK1 y TTBK2."2 GSK-3B modula la fosforilacién y formacién de agregados de la
proteina pero no hay evidencias de que la fosforile directamente.”” De todas ellas se han

seleccionado como dianas terapéuticas CK-1, CDC7, TTBK1 y GSK-3p.

La busqueda y desarrollo de farmacos que inhiban las 4 quinasas propuestas anteriormente
se ha llevado a cabo mediante una estrategia de genética quimica reversa, que consiste en
identificar pequefias moléculas capaces de interaccionar con la diana de interés, validando

posteriormente su efecto en diferentes modelos celulares y/o animales (Figura 19).2®

En primer
lugar, se propone un ensayo fenotipico donde se pueda evaluar el aumento de la supervivencia
celular en respuesta a una bajada de los niveles de fosforilacién de TDP-43. Una vez validada la
eficacia de los inhibidores de quinasas en el ensayo fenotipico, se evaluara el potencial
terapéutico de los candidatos seleccionados en diversos modelos celulares que recapitulan las
caracteristicas patoldgicas de la ELA y en concreto de la proteinopatia de TDP-43. Finalmente, se

procedera al estudio de la eficacia de aquellos compuestos que resulten mdas prometedores en un

modelo de ratén transgénico de TDP-43.
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Figura 19. Esquema del proceso de desarrollo de un farmaco siguiendo la estrategia de genética quimica
reversa.

Para el estudio de la inhibicion de la actividad enzimatica in vitro se implementd en el
laboratorio un ensayo luminiscente que permite determinar la actividad inhibitoria de las
moléculas sobre las quinasas CK-1 (6 y €) y GSK-3pB. En el caso de CDC7 y TTBK1, la determinacién
de la inhibicién enzimatica se deriva a centros de investigacion bajo contrato, si bien el
procedimiento a seguir para la evaluacion de los compuestos es el mismo. En un primer lugar se
evalia el porcentaje de inhibicién de la actividad enzimdtica a una concentracién fija del
compuesto (10 uM). Si a esta concentracién el compuesto en estudio es capaz de inhibir mas del
50% de la actividad de la quinasa, se realiza una curva dosis-respuesta para determinar la
concentracién a la cual inhibe el 50% de la actividad de la enzima, lo que se conoce como
“concentracion inhibitoria del 50% o Clsy”. Si por el contrario el compuesto no pasa el umbral de

inhibicidn a 10 uM, se descarta de la cascada de cribado.

Aquellos compuestos que resultan tener valores de Clsy en el rango UM pasan al segundo
paso del cribado en el que se evallan las propiedades tipo farmaco con el objetivo de seleccionar
aquellas moléculas que sean capaces de atravesar la barrera hematoencefalica (BHE) y llegar a su

diana en el SNC.

1.1. Eleccidon de los compuestos

La experiencia del grupo de investigacion basada en la busqueda de pequefias moléculas
capaces de inhibir una amplia variedad de quinasas y fosfodiesterasas para el tratamiento de

diversas enfermedades principalmente neuroldgicas y neurodegenerativas, ha hecho que a dia de
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hoy cuente con una quimioteca propia conocida como MCB (del inglés «Medicinal and Biological
Chemistry library») de mas de 2000 compuestos caracterizados con un buen perfil

farmacoldgico.”®

Actualmente estan activos 4 programas de quimica médica centrados en el disefio y sintesis
de inhibidores de CK-1 (CK-16 y CK-1g), GSK-3B, CDC7 y TTBK1 para el tratamiento de diversas
patologias del SNC y en concreto para la ELA. Los criterios que se han tenido en cuenta para la

seleccidn de los compuestos varian en funcidn de la quinasa.

1.1.1. Inhibidores de CK-1

La busqueda de inhibidores selectivos de CK-1 se llevd a cabo mediante la estrategia de
genética quimica reversa, identificando pequefias moléculas que tengan la capacidad de modular
la actividad o funcién de la diana propuesta. Para ello se realizd una primera seleccién basada en
la diversidad estructural de 25 compuestos de la quimioteca del grupo MCB y se evalud su
potencial inhibitorio frente a CK-1. De todos ellos se obtuvo un derivado de benzotiazol que
presentaba cierta actividad sobre CK-16. Con el fin de aumentar la potencia de este compuesto se
desarrollé un programa de quimica médica exhaustivo en donde variando la estructura quimica
de esta molécula se obtuvo una coleccién de mas de 100 inhibidores de CK-18, la mayoria de ellos

con una Clsg en el rango nanomolar (Figura 20).
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Figura 20. Estructura del primer inhibidor de CK-16 identificado con las modificaciones estructurales propuestas

para la sintesis de nuevos inhibidores.

Estos compuestos son ATP-competitivos, es decir, se unen al mismo sitio de la enzima al que

se une el ATP. Este sitio de unidén se caracteriza por estar altamente conservado en todo el
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guinoma por lo que para evitar efectos colaterales no deseados se realizd un estudio sobre mas
de 450 quinasas obteniendo como resultado una elevada selectividad frente a las quinasas de la

familia CK-1.*"°

La validacién de estos compuestos en diferentes modelos celulares e incluso en un modelo
transgénico de TDP-43 humana en Drosophila, muestran el gran potencial que tienen para el

tratamiento de la proteinopatia de TDP-43. %"

De todos ellos se han seleccionado dos derivados de benzotiazol; IGS 2.7 e IGS 3.27 para
evaluar su efecto neuroprotector en modelos celulares y animales especificos de ELA. Ambas
moléculas presentan una Clsy del rango bajo nanomolar frente a CK-16 y submicromolar frente a
CK-1¢ y tienen capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica para ejercer su efecto en el

SNC (Figura 21).

F3CQN o FsCQN o
S/IL”J\/@(H SJH/U\/Q

IGS 2.7 IGS 3.27
CK-16 Clso (LM) 0.023 + 0.002 0.047 + 0.005
CK-1¢ Clso (M) 0.84 £ 0.06 0.76 +£0.03
Pe (10® cm.s?) 113+2 44+29
Prediccién BHE SNC+ SNC+

Figura 21. Estructura quimica, Clso frente a CK-1 (& y €), permeabilidad efectiva (Pe) y prediccidn del paso de la
barrera hematoencefiélica de los compuestos IGS 2.7 e IGS 3.27.

1.1.2. Inhibidores de GSK-3p3

Hasta ahora no se ha descrito en la literatura ningun inhibidor de GSK-3B que disminuya la
fosforilacién de TDP-43, sin embargo se conoce que GSK-3B esta sobreexpresada en el SNC de
pacientes de ELA y que los niveles de GSK-3B en células periféricas de pacientes estan

182,21 . .
8220 Todo ello unido a algunos estudios

directamente relacionados con la sintomatologia clinica.
realizados con litio,"® el primer inhibidor de GSK-3B conocido, hacen proponer a GSK-3B como

una buena diana terapéutica para el desarrollo de futuros farmacos.
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Este grupo de investigacion lleva afios desarrollando inhibidores de esta quinasa para el
tratamiento de diversas patologias principalmente neurolédgicas y neurodegenerativas. Esta
familia de compuestos no solo presentan estructuras variadas sino que ademas modulan la
enzima de diferentes formas; existen inhibidores reversibles que compiten por el sustrato, por el

ATP, moduladores alostéricos e incluso inhibidores irreversibles.

Actualmente se encuentra en clinica Tideglusib (Figura 22), un inhibidor ATP-no competitivo
de GSK-3pB cuya seguridad en pacientes ha sido probada en diferentes ensayos clinicos disefiados
para la enfermedad de Alzheimer, el trastorno del espectro del autismo o TEA, el sindrome de
pardlisis supranuclear progresiva y para la distrofia miotdnica. A dia de hoy se encuentra en fase

2/3 de un ensayo clinico para distrofia mioténica congénita.’®
OYS
\
N O
@\/N\(
o O

Figura 22. Estructura quimica de Tideglusib.

El desarrollo de un farmaco desde que se disefia hasta que llega al mercado es un proceso
complejo de muy larga duracién (entre 12 y 15 afos). Sin embargo, existe lo que se conoce como
“reposicionamiento de farmacos”, es decir, encontrar nuevas aplicaciones terapéuticas a
farmacos cuya seguridad en humanos es conocida, bien porque estdn en ensayos clinicos o

porque ya han sido aprobados para su comercializacién.

Tideglusib ha mostrado una eficacia dosis dependiente en la disminucion de la atrofia
cerebral en pacientes de paralisis supranuclear progresiva,”®’ siendo por tanto capaz de llegar a su
diana en el SNC en donde ejerce un efecto neuroprotector y antiinflamatorio reflejado en la

mejora de la sintomatologia de las patologias previamente descritas.”®

Es por ello por lo que el
principal objetivo en esta familia de compuestos se ha centrado en reposicionar el farmaco
Tideglusib en un ensayo clinico como tratamiento para la ELA, estudiando previamente su

mecanismo de accidn en los modelos de ELA establecidos en el presente trabajo.
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1.1.3. Inhibidores de CDC7

Tras el descubrimiento de la implicacién de CDC7 en la fosforilacién patoldgica de TDP-43,%

se implementé en el grupo de investigacion un programa de quimica médica basado en el disefio
y sintesis de pequefias moléculas capaces de modular la actividad de CDC7 como potenciales
farmacos para el tratamiento de la proteinopatia de TDP-43, en concreto para la ELA y DFT. Hasta
entonces, solo habia un inhibidor de CDC7 descrito en la literatura que modulara la fosforilacion
patoldgica de TDP-43.2° Este compuesto conocido como PHA-767491, no es capaz de atravesar la
BHE vy llegar al érgano diana por lo que se procedid al disefio de nuevos inhibidores de CDC7 con

propiedades farmacoldgicas dptimas para poder tratar este tipo de enfermedades del SNC.

Para ello se llevd a cabo, al igual que con los inhibidores de CK-1, la estrategia de genética
guimica reversa, en donde se hizo una primera seleccidn de 15 compuestos de la quimioteca MBC
basada en la diversidad estructural evaluando su potencial inhibitorio frente a CDC7 en un ensayo
fluorimétrico comercial. De esta forma se identificd un derivado de benzotiopurina con una Clsgde
2.12 uM a partir del cual se disefiaron diferentes modificaciones estructurales obteniendo una

familia de mas de 30 inhibidores de CDC7 ATP-competitivos (Figura 23, Tabla 1).

1 R1_/ | B
R A 4 r
H, 2-(Cl, Br, |, CF3) >~ _ o, S
3-(F, Cl, Br, I, NO», Cs)
CFs, CN, OCHa) / of N N, CH
4-(F, Cl, Br, I, NOz, SO NTYE N -
CFs, CN, OCHs, ( Aex
SCHs, CH20H, NHAC) N1 H)
@ NH, S, NHCH2Ph,

ICs0= 2.1 yM NCH2CH2Ph

Figura 23. Estructura quimica del inhibidor de CDC7 identificado derivado de benzotiopurina con las
modificaciones estructurales propuestas.

En este caso se realizd también un estudio en 53 quinasas distintas con el fin de evaluar la
selectividad de los compuestos obteniendo como resultado una elevada especificidad frente a

CDC7.
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1. Seleccién de los candidatos a farmaco para el estudio de la patologia de TDP-43

Tabla 1. Inhibidores de CDC7 con sus respectivas Cls. 3 Porcentaje de inhibicion de la actividad de CDC7 a 10

uM.
CcDC7 CcDC7 CcDC7
Compuesto Cley (uM) Compuesto Cley (uM) Compuesto Cly (uM)

Cc1 2.12+1.50 c17 30% @ C33 18%°
c2 4.15 +2.64 C18 0.19 +0.03 C34 11%°2
c3 3.11+1.68 c19 0.08 + 0.02 C35 0.23+0.04
ca 0.44 +0.11 C20 0.32+0.06 C36 0.39+0.11
c5 0.18 +0.08 c21 0.34 +0.06 c37 0.14 +0.03
(o3 0.13+0.01 Cc22 0.24 +0.06 C38 3% 2
c7 0.20 +0.04 c23 0.36 + 0.05 C39 0.39 + 0.05
cs8 0% @ Cc24 0.27 £ 0.06 C40 12%°
c9 0.30 +0.03 C25 0.09 +0.02 ca1 0.30 + 0.04
C10 0.36 + 0.07 C26 7% C42 8% 2
c11 0.29 + 0.07 c27 0.58 +0.10 ca3 0.19 +0.03
C12 0.14 +0.01 c28 4%° C44 49%°
C13 0.47 +0.06 Cc29 0.25 + 0.07 c4as5 3.06 + 1.00
Ci4 0.30 + 0.02 C30 9% 2 C46 0.19 + 0.05
C15 0.13+0.03 c31 1.38 +0.43 ca7 0.17 +0.04
c16 0.14 +0.03 C32 1.72 +0.26 cas 0.91+0.24

De todos los compuestos que presentaron actividad frente a CDC7, se seleccionaron aquellos

cuya Clsy fuese inferior a 1 uM para continuar con su desarrollo preclinico, es decir, los

compuestos C4-C7, C9-C16, C18-C25, C27, C29, C35-C37, C39, C41, C43, C46-C48.

1.1.4. Inhibidores de TTBK1

197

Dada la relacién de TTBK1/2 con la proteinopatia de TDP-43,™" se inici6 en el laboratorio un

programa de quimica médica centrado en la busqueda de inhibidores selectivos de la isoforma

1 e
% Cuando comenzd este proyecto

que se expresa mayoritariamente en el SNC, es decir, TTBK1.
tan solo habia descritos en la literatura dos inhibidores de TTBK; AZ1 y AZ2, cuyas Clsg eran
desconocidas (Figura 24). Partiendo de los complejos cristalinos de estos inhibidores con TTBK1,
se disefié en nuestro laboratorio un prototipo a partir del cual se realizaron diferentes
modificaciones estructurales obteniendo como resultado una colecciéon de mas de 35 compuestos

con una Clsg del orden submicromolar (Tabla 2).
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MeO

AZ1

»

Figura 24. Estructura quimica de los inhibidores de TTBK (AZ1 y AZ2), estructura cristalizada de TTBK1 con AZ1y
AZ2, y prototipo quimico disefiado a partir de la fusion de ambas estructuras.

Tabla 2. Listado de los inhibidores de TTBK con las respectivas Clsyy la selectividad frente a las dos isoformas

TTBK1/TTBK2. 2 Porcentaje de inhibicion enzimatica a 10 uM.

oI TTBK1 TTBK2 | Selectividad e TTBK1 TTBK2 Selectividad
Clso (uM) | Clso (uM) | TTBK1/TTBK2 Clso (kM) | Clso (uM) [ TTBK1/TTBK2
Az1 44+2 | 68209 0.65 T17 32%° 10%°
AZ2 26+05 | 3.2+05 0.81 T18 0.8+0.5 [ 1.7%0.2 0.47
T1 15.2+0.1(13.9+23 1.09 T19 04+0.02| 0.8+0.3 0.46
T2 15%° 20%° T20 0.5+0.1 | 1.3£0.06 0.39
T3 6.1+0.04| 6.7%2.5 0.91 T21 13%° 3.8%°
T4 9.1+4.9 13% >0.01 T22 47+09 | 57x23 0.82
T5 14%° <10%° T23 18%° 10%°
T6 3204 | 7.3+£39 0.41 T24 12%° 1%°
17 3%° <10%° T25 02+0.1 | 42%15 0.06
T8 43+1.7 [ 9.3£3.9 0.46 T26 1.7+09 | 11.9+4.2 0.14
T9 8%° <10%° T27 27+18 | 22.7+2.8 0.12
T10 25%° 12%° T28 0.6+0.05| 4.9+0.3 0.13
T11 21.8+4.1(421+4.2 0.52 T29 0.7+0.1 | 3%08 0.25
T12 3.2+0.7 [20.3£3.7 0.16 T30 04+03 | 21%1.2 0.21
T13 23%° 10%° T31 15+1.8 | <10%° >0.01
T14 12.8+3.7| 37.7£2 0.34 T32 0.5+04 [ 09205 0.56
T15 31%° <10%° T33 5+2.9 5%° >0.01
T16 5+13 [159+0.4 0.31 T34 34+23 | <10%° >0.01
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1. Seleccién de los candidatos a farmaco para el estudio de la patologia de TDP-43

De todos ellos se seleccionaron para continuar con su desarrollo preclinico aquellos
compuestos que presentaban mayor selectividad por TTBK1 que por TTBK2 con una Clsy frente a
TTBK1 inferior a 3 uM; AZ2, T19, T20, T25-T32. Aunque los compuestos T33 y T34 tienen una Cls
ligeramente superior a 3 uM, también han sido incluidos en esta seleccidn debido a la elevada

selectividad que presentan por TTBK1 (TTBK1/TTBK2 > 0.01).

Una vez seleccionados los compuestos de estudio, se procedid a realizar un primer cribado

en donde se evalué el perfil farmacoldgico de los candidatos a farmaco.

1.2. Evaluacion de las propiedades tipo farmaco

La caracterizacidon y optimizacion de las propiedades relativas a la absorcidn, distribucién,
metabolismo y excrecion (ADME) de los farmacos en las etapas tempranas de su desarrollo, es
crucial para determinar si un compuesto tiene un perfil farmacoldgico aceptable como para entrar
en fases preclinicas avanzadas y/o clinicas. El estudio de estas propiedades en las ultimas fases del
proceso fue durante anos el principal motivo de fracaso de los fdrmacos suponiendo grandes
pérdidas econémicas a la empresa farmacéutica.””® Desde entonces, con el objetivo de optimizar
la eficacia del proceso, se han desarrollado numerosas técnicas in silico, in vitro e in vivo que

permiten determinar las propiedades farmacocinéticas de los compuestos.

El estudio de la propiedad farmacocinética de distribucion de un farmaco adquiere gran
relevancia en el mundo de las enfermedades neurodegenerativas, puesto que, para que el
tratamiento sea efectivo es necesario que atreviese la BHE a una concentracién terapéutica
ejerciendo asi un efecto significativo en el SNC. La BHE es un sistema de proteccion del organismo
que separa el torrente sanguineo del SNC regulando de manera estricta el intercambio de
sustancias entre los vasos y el compartimento cerebral. La composicién del endotelio del SNC
difiere a la del resto de los vasos por presentar un sellado intercelular mas riguroso (uniones
estrechas) reforzado por la presencia de pericitos y astrocitos que rodean el endotelio. (Figura
25). Esta composicidon le confiere una capacidad altamente restrictiva impidiendo el paso de
patdgenos, moléculas y células al SNC. Solo aquellos compuestos lipofilicos que tengan un bajo

peso molecular (<500 Da) podran atravesarla directamente por difusién pasiva.”*
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Lamina basal

Astrocitos

Pericitos

Endocitos

Uniones estrechas

Figura 25. Representacion de la BHE.

Puesto que el 95% de los farmacos que actian en el SNC atraviesan la BHE por difusion
pasiva, la metodologia mas eficiente y una de las mas utilizadas en la industria farmacéutica para
determinar la distribucidon de este tipo de farmacos en etapas tempranas de su desarrollo, es la

198,199 Esta

metodologia PAMPA (del inglés «Parallel Artificial Membrane Permeability Assay»).
técnica predice la permeabilidad efectiva de los compuestos a través de la BHE por difusion pasiva
mediante un sistema de placas paralelas que se superponen a modo de “sandwich” separadas por
una membrana artificial que emula la BHE al estar cubierta con lipido de cerebro porcino (Figura
26). Esta técnica, que determina la permeabilidad efectiva aparente (Pe) en relacién a farmacos
de uso humano conocidos, ha mostrado buenas correlaciones entre los valores de Pe obtenidos y

valores de farmacocinética in vivo.?***’

También existen otros modelos in vitro, principalmente desarrollados en cultivos celulares,
mas costosos desde el punto de vista econdmico y de puesta a punto que predicen el paso de la
BHE por transporte activo. Este tipo de ensayos se lleva a cabo utilizando diferentes lineas de
células endoteliales tanto murinas como humanas (bEnd5, MDR-MDCK, hCMEC/D3) e incluso en
cultivos primarios de células endoteliales de la microvasculatura cerebral murina. También existen
sistemas mas sofisticados que emulan la BHE mediante co-cultivos de células endoteliales,

astrocitos y pericitos.212
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Placa donadora

! Compuestos Buffer
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L L LI L LT LT LI L EETIEITIC ay .

G

W
UUUTUUUUU — EeeEEEEE =‘>

Placa aceptora

~Pocillo donador

Lipido de cerebro

porcino
Membrana

semipermeable

Pocillo aceptor

Figura 26. Esquema representativo de la metodologia PAMPA; sistema de placas de 96 pocillos que se incuban
en formato “sandwich” separados por una membrana semipermeable artificial cubierta con lipido de cerebro
porcino que emula la BHE. En la placa donadora se sitUa el compuesto disuelto en el tampdn experimental que,
en el caso de ser permeable, atravesara la membrana pasando al pocillo aceptor. La concentracion de
compuesto se mide mediante la absorbancia del mismo.

En el presente trabajo el andlisis de la propiedad de distribucion de los candidatos a farmaco
se ha realizado mediante la técnica PAMPA, al ser la mas eficiente en esta fase del proceso por el
alto rendimiento, el bajo coste y la buena reproducibilidad de los resultados. Siguiendo la
metodologia descrita en materiales y métodos, se determinaron los valores de Pe de todos los
compuestos propuestos cuya permeabilidad a través de la BHE no habia sido estudiada

previamente, es decir, el caso de los inhibidores de CDC7 y de TTBK1.

El ensayo consiste en medir la concentracion de compuesto que es capaz de atravesar la
membrana lipidica que separa la placa donadora de la aceptora tras un periodo de incubacion de
2.30 horas a temperatura ambiente. Para validar el estudio se utilizan como controles 9 farmacos
comerciales cuya permeabilidad hematoencefalica en humanos es conocida (tanto permeables
como no permeables) (Figura 27). De esta forma se establece una correlacién lineal entre la Pe
experimental y la descrita en la literatura para los compuestos control, obteniendo una ecuacién
de la recta que permite determinar la Pe de los candidatos a farmaco siguiendo el patrén

199 Asi se

establecido en la literatura detallado en el apartado de materiales y métodos.
consideran SNC+ aquellos que tiene una alta probabilidad de atravesar la BHE; SNC- los que
tienen una baja probabilidad de paso y; SNC+/SNC- aquellos que se encuentran en el intervalo
dudoso y podrian o no atravesarla. El ensayo se hace por triplicado y en dos experimentos

diferentes.
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Figura 27. Representacion de la permeabilidad de los compuestos comerciales utilizados como controles para
validar el ensayo de PAMPA.*?En la franja verde los SNC+, en la roja los SNC — y en la naranja SNC+/SNC-.

1.2.1. Prediccidn del paso de BHE de los inhibidores de CDC7

La prediccién de la permeabilidad de los inhibidores de CDC7 se llevé a cabo en un ensayo en
el que se obtuvo una buena correlacién entre el valor de Pe experimental y el descrito en la

literatura de los compuestos control; Pe (exp): 0.849 (lit) —0.1282 (R*: 0.9828) (Figura 28).

20

Compuesto Pe Bigliogréjica Pe Exgerimt_eptal =~ 20,00 4 y = 0,849x - 0,1282
(10°cmss’) (10°cmss’) g R = 0,9828
Atenolol 0.8 0.7£0.1 & 15,00 +
Desipramina 12 11+ 0.9 2
Enoxacina 0.9 0.6+0.4 T 10,00
Hidrocortisona 1.9 1.1+0.2 g
Ofloxacina 0.8 0.4+0.2 5 500 -
Piroxicam 2.5 2.2+05 u%
Promazina 8.8 89+1.1 < 0,00 += . . . )
Testosterona 17 14+0.9 0 > 10 15
Verapamilo 16 14102 Pe literatura (106 cm s1)

. .z . . . . 199
Figura 28. Correlacidn lineal del valor de Pe experimental y el descrito en la literatura™ de los compuestos
control en el ensayo de los inhibidores de CDC7. Los resultados se muestran con su valor de desviacion
estandar.

En este caso tal y como se explica en la seccién de materiales y métodos, utilizando la
ecuacion de correlacidon se predice que los compuestos seran capaces de atravesar la BHE si

presentan un Pe > 3.26 x 10° cm.s™. Por lo tanto, todos los candidatos estudiados tienen una
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elevada probabilidad de atravesar la BHE por difusién pasiva excepto los compuestos C11, C14,

C18, C21 y C47 que se encuentran en el intervalo dudoso (SNC+/SNC-) y los compuestos €13 y C15

que tienen baja probabilidad (SNC-) al tener una Pe < 1.56 x 10°® cm.s™ (Figura 29). El inhibidor

C36 fue insoluble en el tampdn experimental por lo que no se pudo determinar la permeabilidad

efectiva.
Pe exp. L., Pe exp. L., Pe exp. L.,
Compuesto| . p_1 Prediccion Compuesto . p_1 Prediccién Compuesto . p_1 Prediccion
(10°cms™) (10" cm s™) (10°cms™)
c4 11.5+0.7 SNC + Cle 15.1+£0.6 SNC+ C35 45+1.2 SNC +
c5 122+1.2 SNC + C18 2.9+0.4 |SNC+/ SNC- C36 No soluble
c6 55#+1.3 SNC + c19 13.8+25 SNC+ c37 25.1+1.3 SNC +
c7 6.2+1.1 SNC + c20 16.3+0.6 SNC+ c39 10.2+0.5 SNC +
c9 10915 SNC + c21 2.3+0.3 | SNC+/ SNC- C41 106 £0.6 SNC +
C10 13.5+1.6 SNC + C22 5.3+0.8 SNC + Cc43 11.6+0.6 SNC +
c11 20+0.7 |sNnc+/sne- c23 94+13 SNC + Ca6 7.2+06 SNC +
c12 17.8+0.7 SNC + c24 13.1+0.1 SNC + ca7 29+09 |snc+/snc-
c13 0.2+0.5 SNC - c25 18.1+1.2 SNC + ca8 140+1.4 SNC +
Ci4 2.5+0.7 |SNC+/ SNC- Cc27 98+1.4 SNC +
C15 1.1+14 SNC - Cc29 17.5+0.9 SNC +
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Figura 29. Tabla: Pe experimental y prediccion del paso de BHE de los inhibidores de CDC7. Los resultados se

muestran con su valor de desviacidn estandar. Gréfica: representacion de la Pe experimental de todos los

compuestos ensayados.

De todos los compuestos evaluados se consideran buenos candidatos a farmaco como para

continuar con su desarrollo preclinico, aquellos que presentan una alta probabilidad de atravesar
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la BHE (SNC+), es decir, los compuestos C4-C7, C9-C10, C12, C16, C19-C20, C22-C25, C27, C29,
C35, C37, C39, C41, C43, C46 y C48.

1.2.2.Prediccion del paso de BHE de los inhibidores de TTBK1

En el ensayo realizado con los inhibidores de TTBK1 se obtuvo también una buena
correlacién entre los valores de Pe experimental y bibliografica de los controles; Pe (exp): 0.9103
(lit) — 0.5185 (R*: 0.9901); teniendo una alta probabilidad de paso aquellos con una Pe>3.12 x 10°®
cm.s™ (Figura 30). Todos los compuestos ensayados se consideran SNC+ excepto el T20 que se
encuentra en el intervalo dudoso (SNC+/SNC-). Los compuestos T27 y T30 no fueron solubles en

las condiciones del ensayo por lo que no se pudo determinar la probabilidad del paso de la BHE

(Figura 31).
Pe Bibliografica | Pe Experimental — 20,00 -
Compuesto (10-5 cm 5-1) (10-5 i 5-1) < y= 0,2103x -0,5185
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Figura 30. Correlacion lineal del valor de Pe experimental y el descrito en la literatura™ de los compuestos
control en el ensayo de los inhibidores de TTBK1. Los resultados se muestran con su valor de desviacién
estandar.

El criterio de inclusion en este cribado farmacoldgico ha sido el mismo que en el caso de los
inhibidores de CDC7, es decir, todos aquellos que presenten una alta probabilidad de atravesar la
BHE (SNC+); AZ2, T18-T19, T25-T26, T28-T29, T31-T34. El compuesto T20 se encuentra en el
intervalo dudoso, sin embargo, también se ha incluido en la seleccién al ser uno de los inhibidores

mas potentes de esta familia de compuestos.
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1. Seleccién de los candidatos a farmaco para el estudio de la patologia de TDP-43

Compuesto i Ex&e ”mintal Prediccion
(10°cm ™)
AZ2 8.7+0.9 SNC +
T18 3.9+0.8 SNC +
T19 23.2+2.4 SNC +
T20 25+0.1 SNC+/ SNC-
T25 11.5+£1.0 SNC +
T26 6.9+0.6 SNC +
T27 No soluble
T28 4.7+0.5 SNC +
T29 15623 SNC +
T30 No soluble
T31 84126 SNC +
T32 11.8+0.3 SNC +
T33 76+1.4 SNC +
T34 6.8+1.4 SNC +
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Figura 31. Tabla: permeabilidad efectiva experimental y prediccién del paso de BHE de los inhibidores de TTBK1.
Los resultados se muestran con su valor de desviacidn estandar. Grafica: representacion de la Pe experimental
de todos los compuestos ensayados.
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En resumen, todos los compuestos que tengan una elevada probabilidad de atravesar la BHE
se consideran buenos candidatos a farmaco para el tratamiento de las enfermedades
neurodegenerativas, por lo que se continda con su desarrollo preclinico evaluando su potencial

terapéutico en modelos celulares disefiados para el estudio de la ELA (Tabla 3).

Tabla 3. Resumen de los compuestos seleccionados para evaluar su potencial terapéutico en los modelos
celulares propuestos.

i Inhibidores
Inhibidores CDC7 TTBK1
ca Cc24 AZ2
c5 C25 T18
C6 Cc27 T19
c7 C29 T20
Cc9 C35 T25
C10 C37 T26
C12 C39 T28
Cl6 C41 T29
C19 C43 T31
C20 Ca6 T32
C22 C48 T33
Cc23 T34
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CAPITULO 2

Evaluacion de la eficacia de los candidatos a farmaco en modelos celulares






2. EVALUACION DE LA EFICACIA DE LOS CANDIDATOS A FARMACO EN MODELOS CELULARES

Una vez realizado un primer cribado en donde se han seleccionado aquellos compuestos que
fuesen capaz de atravesar la BHE y llegar al érgano diana, se procede a evaluar el potencial
farmacoldgico de los candidatos en diferentes ensayos celulares que modelizan la proteinopatia

de TDP-43 y mas concretamente la ELA.

En primer lugar, siguiendo la estrategia de genética quimica reversa, se evalué la interaccion
del fdrmaco con su diana en un ensayo fenotipico. En este caso, el modelo establecido estudia el
efecto neuroprotector de los compuestos frente a la muerte neuronal producida por un aumento

en la fosforilacion de TDP-43 inducida de manera exdgena.

A continuacidn se procedié a la caracterizacién e inmortalizacién de linfocitos de pacientes
de ELA con el fin de establecer un modelo que permita evaluar el potencial terapéutico de

aquellos farmacos que han sido capaces de rescatar el fenotipo del modelo previamente descrito.

Por ultimo, en este capitulo se evalué el efecto inmunomodulador de algunos de los
compuestos mas prometedores en cultivos primarios de microglia murina estudiando Ia
capacidad de reducir el efecto inflamatorio nocivo provocado por el lipopolisacarido de pared

bacteriana conocido como LPS.

2.1. Modelo de neuroproteccion frente a la hiperfosforilaciéon de TDP-43

La validacién de los inhibidores de quinasas como potenciales farmacos para la ELA y
aquellas patologias que cursen con la proteinopatia de TDP-43, se ha llevado a cabo en un modelo
celular utilizando la linea de neuroblastoma humano SH-SY5Y. En dichas células, se evalua la
capacidad neuroprotectora de los compuestos frente a la hiperfosforilacién de TDP-43. Esta es
inducida de forma exdgena mediante acido etacrinico (AE), que provoca deplecién del glutatidn,

seguido de un aumento del estrés oxidativo y en consecuencia la muerte celular.

El glutatién se considera uno de los principales sistemas antioxidantes del SNC de los
mamiferos. Las anomalias en el metabolismo de este tripéptido se han asociado con patologias
neurolégicas como la EA, EP y la EH entre otras, en donde el estrés oxidativo juega un papel
importante en la degeneracidon neuronal. Para el estudio del mecanismo patoldgico de estas
enfermedades existen diferentes modelos celulares, muy utilizados en investigaciéon basica,
basados en inducir estrés oxidativo a través de agentes como la butionina sulfoximina (BSO), 6-

hidroxidopamina o el acido etacrinico. Estos agentes son capaces de conjugarse directamente con

105



Resultados y discusion

el glutation citosélico y mitocondrial produciendo una disminucion en su concentracién
intracelular y en consecuencia un aumento en la concentracion de nitritos, ROS y disfuncidn

mitocondrial 2*3#421>

Diversos estudios en lineas neuronales y en cultivos primarios de neuronas corticales
muestran como la exposicidn de las diferentes células al acido etacrinico no solo produce estrés
oxidativo, sino que ademas, induce las modificaciones patoldgicas que sufre TDP-43 descritas en
los tejidos de pacientes con esta proteinopatia, como la fosforilacion de las Ser403/404 vy

Ser409/410, la deslocalizacion nuclear y la fragmentacién del extremo C-terminal.*®

Es por ello por lo que se ha puesto a punto en el laboratorio un modelo en la linea de
neuroblastoma humano SH-SY5Y en donde se evalia el potencial neuroprotector de los
compuestos frente a la hiperfosforilaciéon de TDP-43 inducida por el AE. La toxicidad celular
producida como consecuencia de la exposicidn de las células a este acido es confirmada por una
bajada en la actividad de las deshidrogenasas mitocondriales al verse disminuida la reduccién del
MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) a formazan. Esto a su vez va
acompafiado de cambios en la morfologia celular observdndose un soma mas redondeado con

prolongaciones dendriticas mas cortas (Figura 32).

Para la puesta a punto del ensayo se realizé en primer lugar una curva dosis respuesta con el
fin determinar la concentracién de AE a la cual se produce aproximadamente un 50% de la
muerte celular. Para ello, una vez que las células estdn en confluencia se afiaden concentraciones
crecientes de AE (10-60 uM) y se evalula la viabilidad celular 24 horas después mediante el ensayo
de MTT descrito en materiales y métodos. La concentracion elegida de AE para estudiar los
diferentes candidatos a farmaco fue la de 20 uM puesto que produce en torno a un 50% de la

muerte celular (Figura 32).

Control 10 uM 20 uM

30 uM 40 uM

60 uM
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% Viabilidad celular

>
m

Figura 32. Imagenes representativas y curva dosis respuesta en la linea SH-SY5Y a concentraciones crecientes de
AE (10-60 uM). La viabilidad fue evaluada mediante el ensayo del MTT. Los datos representan la media + SEM
de 3 experimentos diferentes.

El siguiente paso, es la comprobacion de la correlacidn entre la muerte celular observada y
los niveles de TDP-43 fosforilada (pTDP-43) en las Ser409/410. Para ello se recogio el contenido
proteico celular 24 horas después de haber inducido la fosforilacidon de la proteina enddgena a la
concentracién establecida de AE (20 uM). Los niveles de pTDP-43 se detectaron mediante la

técnica de Western blot (WB), con un anticuerpo especifico para ese epitopo (Figura 33).

Control AE —
©° 87
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pTDP-43 L EETGE Y5 .|
a © 6
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. 0N T 44
o-Tubuling | e—— 50 KDa ¥
a N 31
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0 T

Control AE

Figura 33. Inmunoblot representativo y cuantificacion de los niveles de TDP-43 fosforilada en las Ser409/410
(pTDP-43) en presencia o ausencia de AE (20 uM). Los datos representan la media + SEM de 3 experimentos
diferentes.

A continuacién, con el fin de validar el modelo para el estudio de agentes farmacoldgicos, se
realizdé un primer andlisis comparativo de eficacia entre dos inhibidores de quinasas
caracterizados por presentar un desarrollo preclinico avanzado: I1GS 2.7, inhibidor de CK-1 (6 y €)
cuyo efecto neuroprotector ha sido estudiado previamente en modelos de la proteinopatia de
TDP-43;%" y Tideglusib, inhibidor de GSK-3p sin estudios previos en modelos de TDP-43 pero con
un gran potencial neuroprotector validado en diferentes modelos de neurodegeneracidn tal y
como se ha comentado en el capitulo anterior. El experimento se desarrolla en las mismas

condiciones descritas a diferencia del tratamiento que se realiza con los compuestos de estudio
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una hora antes de la exposicidn al AE. Los resultados mostraron una muerte celular del 50% con
respecto al control tras el tratamiento con AE, que fue capaz de prevenir de forma significativa
tanto IGS 2.7 como Tideglusib a la concentracién establecida de 5 uM (Figura 34). Puesto que
Tideglusib presenta en las tres réplicas del ensayo un efecto neuroprotector mas potente, se
establece como control interno de este modelo para el estudio posterior de los diferentes

inhibidores de CDC7 y TTBK1.

Control AE 1GS 2.7 Tideglusib

150+
5
3
3 1004
B
=] +++
& 504
>
X
0
Control AE IGS 2.7 Tideglusib

20 uM AE

Figura 34. Viabilidad celular (MTT) en la linea SH-SY5Y después de exponer las células a una concentracion de 20
UM de AE con previo tratamiento (1 hora antes) de los controles IGS 2.7 y Tideglusib a 5 uM. Los datos
representan la media + SEM de 3 experimentos diferentes. (**p <0.01, ***p <0.001, con diferencias
significativas frente a las células tratadas con AE y **'p <0.001 con respecto al control).

2.1.1. Estudio de los inhibidores de CDC7

Con el fin de determinar la dosis 6ptima de los compuestos para su estudio en los ensayos
celulares de eficacia, se realizé6 en primer lugar un estudio de viabilidad celular en el que las
células fueron tratadas con los candidatos propuestos a dos concentraciones distintas (5 y 10 uM)
durante 24 horas. El porcentaje de células vivas con respecto al control sin tratamiento se evalud
mediante el ensayo de MTT. Ninguno de los compuestos evaluados resulté alterar la viabilidad
celular de forma significativa a ninguna de las dos concentraciones estudiadas, por lo que la

concentracion establecida para los estudios in vitro fue de 10 uM (Figura 35).
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Figura 35. Viabilidad celular (MTT) en la linea SH-SY5Y en presencia o ausencia de los inhibidores de CDC7 a5y
10 pM. La gréfica representa la media = SEM de 3 experimentos diferentes.

A continuacién, se evalud en el modelo establecido de AE la capacidad de los inhibidores de
CDC7 de prevenir la hiperfosforilacion de TDP-43. Con el objetivo de verificar si el resultado
neuroprotector que se obtiene se debe a la inhibicion de CDC7 se han probado los 23 compuestos
seleccionados. El resultado obtenido 24 horas después de la exposicién de las células al AE,
mostré una muerte celular del 47% con respecto al control sin tratamiento (Figura 36). Tanto el
control interno Tideglusib, como 9 de los compuestos evaluados, derivados C4, C7, C10, C16, C19,
C24, C25, C29 y C48, fueron capaces de prevenir de forma significativa esta muerte neuronal,
mostrando un efecto neuroprotector frente al AE (Figura 36). En el caso de los inhibidores €23,
C27, C35, C37 y C46 puede observarse una tendencia a la neuroproteccién sin significancia
estadistica, mientras que para en el resto de los compuestos evaluados no se observa ningln
efecto neuroprotector. Esto pudiera ser debido a las diferencias fisico-quimicas de las distintas
moléculas y su influencia tanto en la interaccidén con las diferentes membranas biolégicas como

con el AE y los subproductos derivados del dafio celular producido.
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Figura 36. Viabilidad celular (MTT) en linea SH-SY5Y, 24 horas después de haber sido expuestas a 20 uM de AE
en presencia o ausencia de los inhibidores de CDC7 (10 uM). Como control interno se ha utilizado Tideglusib (5
MUM). Los valores representan la media + SEM de 3 experimentos diferentes. (*p <0.05; **p <0.01, ***p <0.001,

****p <0.0001 con diferencias significativas frente a las células tratadas con AE y

++

p <0.0001 con respecto al

control).

Para verificar si el efecto preventivo de la muerte neuronal observada en los inhibidores de

CDC7 se debe a una bajada de los niveles de pTDP-43 al inhibir la accidon de la quinasa, se evalué

el estado de fosforilacidn de la proteina mediante WB utilizando el anticuerpo especifico de pTDP-

43 en las Ser409/410. Para ello, se llevd a cabo un nuevo experimento en las mismas condiciones

anteriores utilizando placas de 6 pocillos.
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Figura 37. Inmunoblots representativos y cuantificacidn de los niveles de pTDP-43 en la linea SH-SY5Y, 24 horas

después de haber sido expuesta a 20 uM de AE en presencia o ausencia de los inhibidores de CDC7 (10 uM). Los

valores representan la media = SEM de 3 experimentos diferentes. (**p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001 con
diferencias significativas frente a las células tratadas con AE y 'p <0.01 con respecto al control).

110



2. Evaluacién de la eficacia de los candidatos a farmaco en modelos celulares

El resultado de este estudio mostrd un claro aumento en la fosforilacién de TDP-43 inducida
por el acido etacrinico con relacién a las células control, que fue capaz de disminuir de forma

significativa el tratamiento con los ocho inhibidores de CDC7 estudiados (Figura 37).

Como consecuencia de esta bajada en la fosforilacion toxica de TDP-43 cabria esperar que se
reestableciera el transito nucleo-citosol propio del estado fisiolédgico observandose una

disminucién en la concentracidn citosélica de TDP-43 y un aumento en el ndcleo.

Asi, se analizé la localizacidn subcelular de TDP-43 mediante técnicas inmunocitoquimicas en
presencia del compuesto C16. El resultado obtenido fue un aumento de la concentracién de TDP-
43 en el citosol causada por la exposicion de las células al AE, que fue capaz de reestablecer el

tratamiento con el compuesto C16 al recuperar la localizacidn nuclear de la misma (Figura 38).

Ntcleo Nucleo +TDP-43

Control

AE

AE + C16

TDP-43 (citosol/nucleo)
(Intensidad relativa)

0

0
Control AE AE+C16

Figura 38. Cuantificacién subcelular mediante técnicas inmunocitoquimicas de TDP-43 (verde) en la linea SH-
SY5Y, 24 horas después de haber sido expuesta a 20 UM de AE en presencia o ausencia de C16 (10 uM). HCS
NuclearMask se utilizé como marcador nuclear. Barras de escala: 25 um Los datos representan la media + SEM
de 3 experimentos diferentes (*p <0.05 con diferencias significativas frente al grupo AE, *p <0.05 frente al
Control).
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Estos resultados apuntan a que la inhibicion de CDC7 podria ser una buena estrategia para
reducir la fosforilacion neurotdxica de TDP-43 y recuperar la homeostasis de la misma al quedar

reestablecida su localizacién nuclear.?**?*/*18

2.1.2. Estudio de los inhibidores de TTBK1

Siguiendo el mismo protocolo anteriormente descrito, se evaluaron inicialmente los
inhibidores de TTBK1 preseleccionados a dos concentraciones de 5 y 10 uM con el fin de
determinar la dosis dptima para su estudio en los ensayos celulares. En este caso, gran parte de
estos derivados mostraron cierta toxicidad a la concentracidn de 10 uM, por lo que se eligid la
concentracién de 5 uM para los estudios de neuroproteccion. El inhibidor T29 quedé fuera del

proceso al producir una muerte celular significativa a ambas concentraciones (Figura 39).

Tratamiento 5 uM Tratamiento 10 uM

150 - 150 -
gwn- %100--'_-,, * . AT
kS & 7 kS Z1Z17
_- B S NZ1212071717% 21717
= a7 = [ oadooiaan
o D2 &\o\?{,‘f,\'3’,\'\9«@,\'\?’,{»@,\1‘3’,\*{”,\@,@’%@"’,\oP‘

ey &

Figura 39. Viabilidad celular (MTT) en la linea SH-SY5Y en presencia o ausencia de los inhibidores de TTBK1 a5y
10 puM. Los datos representan la media £+ SEM de 3 experimentos diferentes. (*p <0.05; **p <0.01, ***p <0.001
con diferencias significativas con respecto al control).

Los 11 candidatos seleccionados se evaluaron en el modelo de neuroproteccion frente al AE
a la concentracion de 5 uM, obteniendo como resultado un efecto neuroprotector significativo
tras el tratamiento con los derivados AZ2, T25, T31 y T32 (Figura 40). Estos compuestos fueron

elegidos para evaluar su efecto en la posible disminuciéon de pTDP-43.

Asi, utilizando la metodologia descrita anteriormente, se pudo establecer una correlacidn
directa entre el efecto neuroprotector de los compuestos estudiados y la bajada de los niveles de
pTDP-43. En el caso de los compuestos T25 y T31, ademas del control del ensayo Tideglusib, esta
disminucién es estadisticamente significativa, mientras que para AZ2 y T32 se observa una ligera

tendencia (Figura 41).
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Figura 40. Efecto neuroprotector de los inhibidores de TTBK1. Viabilidad celular (MTT) en linea SH-SY5Y, 24
horas después de haber sido expuestas a 20 UM de AE en presencia o ausencia de los inhibidores de TTBK1 (5
UM). Como control interno se ha utilizado Tideglusib (5 uM). Los valores representan la media + SEM de 3
experimentos diferentes. (**p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001 con diferencias significativas frente a las

células tratadas con AE y ""p <0.0001 con respecto al control).
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Figura 41. Inmunoblot representativo y cuantificacion de los niveles de pTDP-43 de la linea SH-SY5Y, 24 horas
después de haber sido expuestas a 20 UM de AE en presencia o ausencia de los inhibidores de TTBK1 (5 uM). Los
valores representan la media + SEM de 3 experimentos diferentes. (*p <0.05; **p <0.01, ***p <0.001, ****p
<0.0001 con diferencias significativas frente a las células tratadas con AE y "*p <0.01 con respecto al control).

En conclusidn de estos estudios, el efecto neuroprotector de los inhibidores de CDC7 y TTBK1
estudiados y reflejado en la proteccién de la supervivencia celular en este modelo fenotipico, se
correlaciona directamente con una bajada de la fosforilacion de TDP-43 inducida de forma
exogena mediante el AE. Por tanto, el potencial farmacolégico de estos compuestos merece ser

confirmado en otros modelos celulares de la proteinopatia de TDP-43 y en concreto de la ELA.
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2.2. Desarrollo de un modelo celular de ELA basado en muestras humanas

La falta de buenos modelos que recapitulen las caracteristicas patolégicas de la ELA es una
de las principales limitaciones tanto para el estudio de los mecanismos patogénicos de la

neurodegeneracidon como para la busqueda de tratamientos efectivos para esta enfermedad.

La ELA a dia de hoy se considera un trastorno multisistémico donde las caracteristicas
histopatoldgicas presentes en el SNC de los pacientes se han descrito también en células de
tejidos periféricos como son los fibroblastos y las células mononucleares de sangre periférica
(CMSP). En concreto, se han observado alteraciones en los mecanismos antioxidantes como
consecuencia de un aumento en la expresion de proteinas como Bcl-2 o SOD-1, un aumento en la

219,220

nitracion de proteinas, alteraciones en los niveles intracelulares de calcio® o de la quinasa

[ 222,223,224

GSK-3?* y disfuncidn glutamatérgica y mitocondria En relacidn a la proteinopatia de TDP-

43 se han encontrado agregados de esta proteina en el citoplasma de fibroblastos de pacientes

con ELAe y en linfocitos de pacientes que presentan mutaciones en el gen TARDBP. %%

Las anomalias en el metabolismo de las CMSP se han descrito también en enfermedades
como la esclerosis multiple (EM), la EH y en la EA, por lo que este tipo celular se considera un
buen modelo para el estudio de estas enfermedades neurodegenerativas que tienen dificil acceso

226,227,228
al SNC.=>="

Dada la importancia que ha adquirido el estudio de las células periféricas en las
enfermedades del SNC, el grupo de investigacion ha desarrollado durante la ultima década una
linea centrada en el estudio de los mecanismos patoldgicos y la blusqueda de biomarcadores en
las CMSP de pacientes con alteraciones neurolédgicas como la EA, y trastornos asociados a la
patologia de TDP-43. Concretamente se ha observado un aumento de la proliferacién celular asi
como alteraciones en la expresion de proteinas como la calmodulina en CMSP de pacientes con
EA.?*®%° En relacién a la proteinopatia de TDP-43, se ha descrito la presencia de agregados
citosdlicos de TDP-43 y un aumento de la proliferacién celular asociado a la via CDK6/pRb en las

231,232 oy
31232 Estos modelos se han utilizado

CMSP de pacientes con DFT-TDP con déficit de progranulina.
como base de estudio para la evaluacidn del potencial terapéutico de posibles candidatos a
farmacos.”**" En el caso de los linfocitos de individuos con DFT-TDP, la actividad proliferativa, la
acumulacidn citoplasmatica y el grado de fosforilacion de TDP-43 se vio disminuida en presencia
de los inhibidores de CK-1, cuyo desarrollo preclinico en los diferentes modelos de ELA se ha

desarrollado en el presente trabajo (1GS 2.7 e IGS 3.27).”’
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A partir de todo este conocimiento previo y con el fin de proporcionar un modelo humano
de ELA (tanto genético como esporadico) donde poder estudiar la patogenia molecular y la
respuesta de los diferentes farmacos en estudio, se procedid a la recogida de muestras de sangre
de pacientes de ELAe y ELAf asi como de individuos asintomaticos, para poder utilizarlos como
controles. Estas muestras de pacientes y voluntarios sanos fueron obtenidas en el Hospital
Universitario 12 de Octubre de Madrid y en el Hospital Universitario Donostia de San Sebastian,
tras la informacién adecuada a los pacientes, firma del consentimiento informado (Anexo 1) y

registro confidencial de los datos.

Una vez en el laboratorio, y con el fin de establecer lineas linfoblasticas inmortalizadas, se
procedid inicialmente al aislamiento de las CMSP a partir de las muestras de sangre recibidas
utilizando un protocolo basado en la diferencia de densidad que existe entre las diferentes
poblaciones celulares (células polimorfonucleares, eritrocitos y CMSP) por medio de un gradiente
de densidad utilizando Ficoll-Paque. Posteriormente, los linfocitos se inmortalizaron por infeccion
con el virus Epstein-Barr (segun el protocolo detallado en materiales y métodos) obteniéndose los
primeros clones linfoblasticos al cabo de 3-4 semanas. De esta forma, al dia de hoy, hemos creado
un biobanco con mads de cincuenta lineas de linfoblastos inmortalizados de pacientes de ELA
esporadicos y familiares con mutaciones en SOD-1, C9orf71, TBK1, TARDBP y TUBA4A, asi como

de un gran ndmero de individuos control.

En el presente trabajo se han caracterizado lineas linfobldsticas de un total de 18 individuos,
de los cuales 6 son pacientes con ELAe, 4 de ELAf con mutaciones en SOD-1 (ELAf-SOD1) y 8 son
controles asintomaticos de edad similar a los individuos de estudio (Tabla S1). Los casos de ELAe
han sido analizados genéticamente y no han presentado ninguna mutacién asociada al riesgo de

padecer la enfermedad.

2.2.1. Caracterizacion de las lineas de linfocitos de pacientes con ELA esporddica

Una vez establecidas las lineas linfobldasticas se ha procedido al andlisis individual de cada
una de ellas con el objetivo de desarrollar un nuevo modelo celular de estudio de la enfermedad y
a su vez poder disefiar un tratamiento personalizado en funcién de las caracteristicas patoldgicas
qgue presente cada individuo. En el caso de los ELAe, y con el fin de intentar encontrar una
correlacién entre estas células y las anomalias patoldgicas mas frecuentes descritas en las

motoneuronas de los pacientes, se analizaron las modificaciones que sufre TDP-43 asociadas a la
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neurodegeneracion como es la hiperfosforilacién en las Ser409/410, la escisidén de los fragmentos

del extremo C-terminal, la deslocalizaciéon y acumulacién citoplasmatica.

En primer lugar se analizd el estado de fosforilacién de TDP-43, tanto de la proteina
completa como de los fragmentos patolégicos de menor peso molecular mediante la técnica de
WB con el anticuerpo especifico de TDP-43 fosforilada en las Ser409/410 (Figura 42). Se utilizaron

seis muestras diferentes procedentes de pacientes con ELAe y ocho muestras de voluntarios

Sanos.
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Figura 42. Inmunoblot representativo de los niveles de pTDP-43 en su forma completa y fragmentada (25 y 35
KDa) y de los niveles de TDP-43 total en linfoblastos de 3 pacientes con ELAe y 3 controles. Los datos
representan la media + SEM de los 8 controles y los 6 ELAe analizados. (**p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001
con diferencias significativas frente al grupo control).

Como se observa en la Figura 42, hay un aumento significativo en los niveles de fosforilacion
de TDP-43 tanto en su forma completa (43 KDa) como fragmentada (25 y 35 KDa) en los pacientes
con ELAe en comparacién a los individuos sanos, sin apreciarse diferencias significativas en la
concentracién celular de TDP-43 entre ambos grupos de individuos. En este ultimo caso se utilizd

un anticuerpo especifico del extremo N-terminal que detecta la proteina completa.

a localizacién subcelular de TDP-43 en estas muestras. Para ello se

Por ultimo, se estudio
utilizé un protocolo de fraccionamiento celular en el que se separan las proteinas que se
encuentran en el citosol de las nucleares. Posteriormente, y por técnicas de WB, se evalud la
presencia o no de TDP-43 en estos dos compartimentos celulares. Tras el analisis se observd que,
en el caso de los individuos sanos, TDP-43 se localiza mayoritariamente en el nicleo, sin embargo,

en los pacientes de ELAe se produce un desequilibrio en el transito nucleo-citosol encontrandose
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2. Evaluacién de la eficacia de los candidatos a farmaco en modelos celulares

mayores niveles de TDP-43 en la fraccidn citosdlica (Figura 43a). Estos resultados se comprobaron

con técnicas inmunocitoquimicas, observandose resultados similares al analizar la localizacion

celular de TDP-43 utilizando los mismos anticuerpos y microscopia confocal (Figura 43b).
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Figura 43. a) Inmunoblot representativo de la localizacion subcelular de TDP-43 en los linfoblastos de 3
individuos control y 3 ELAe. Como control de carga se ha utilizado Lamina-$ para la fraccién nuclear y a-
Tubulina para la fraccion citosolica. b) Andlisis mediante inmunofluorescencia de la localizacion subcelular de
TDP-43 (verde) en linfoblastos de 3 ELAe y 3 controles. DAPI se utiliz6 como marcador nuclear (azul). Barras de
escala: 15 um. Los valores representan la media + SEM de 3 experimentos diferentes. (*p <0.05 con diferencias
significativas frente al grupo control).
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En conclusion, los linfocitos inmortalizados de los pacientes con ELAe se consideran un buen
modelo para el estudio de la patologia de TDP-43 puesto que recapitulan los aspectos patoldgicos
observados en las motoneuronas de los pacientes. Entre ellas destacan las modificaciones post-
traduccionales de TDP-43 como la fragmentacién y la hiperfosforilacidn, asi como un desequilibrio

en la localizacidn celular de la misma acumuldndose mayoritariamente en el citoplasma.'™

El hecho de que TDP-43 esté hiperfosforilada puede ser consecuencia de un aumento de la
expresion o de la actividad de las quinasas que median su fosforilacién. Indicio de ello es el
aumento en la expresidn y/o actividad de GSK-3B, CK-16 o TTBK1 descritas en medula espinal y
corteza cerebral de pacientes con ELA y DFT asi como la co-localizacién de CDC7 y TTBK1 con

agregados de TDP-43 en el SNC de pacientes con esta proteinopatia.>**#%182183.1%7

Con el objetivo de seguir caracterizando el modelo de linfoblastos de pacientes, se procedié
al estudio de la expresién de las quinasas que median la fosforilacién de TDP-43 (CK-1, CDC7,
TTBK1 y GSK-3B) mediante la técnica de WB con anticuerpos especificos de cada proteina quinasa.
En el caso de GSK-3f se ha podido evaluar también el grado de actividad de la enzima que viene
determinada por el estado de fosforilacidon de ciertos aminoacidos, estando hiperactiva cuando
esta fosforilada en la tirosina 216 (Tyr216) e inactiva cuando estd fosforilada en la serina 9 (Ser9).
Para ello se utilizaron tres muestras correspondientes a sujetos controles y seis pertenecientes a

ELAe.

Comenzando con la expresion de CK-16, se observd una bajada en la expresidon de esta
quinasa que es estadisticamente significativa al compararla con los controles (Figura 44a). No
obstante, cabe destacar la variabilidad intrinseca del modelo debido a la variabilidad individual de
cada paciente. Asi, el individuo E1 presenta mayores niveles de expresion de CK-16 en

comparacién al grupo control.

En el caso de la expresién de CDC7, existe controversia en cuanto a los resultados puesto
que 3 de los pacientes presentan una mayor expresion de esta quinasa (E4, E5 y E6), que los otros
tres restantes (E1, E2 y E3). Este Ultimo grupo tiene menores niveles de CDC7 con respecto al

grupo control (Figura 44b).

118



2. Evaluacién de la eficacia de los candidatos a farmaco en modelos celulares

150

a) _—
Controles ELAe e
T2
c2 C7 c8 E1l E2 E3 E4 ES E6 E E 1004
< 2
CK-16 | e .---.-. a7kDa 2 B
- -
S8 s
[=
O e e e > w— |35 K0 =
0 T T
Control ELAe
b) 150
Controles ELAe =
>
LS o
C2 (C7 c8 E1l E2 E3 E4 ES5 E6 E % 1004
z e
CcDC7 63kba 9T
bk . L. =3
[T
a < N
— cg %
GAPDH e T e e @SS ST 35KDa = e

0 T T
Control ELAe

Figura 44. Inmunoblots representativos y cuantificacidn de los niveles de expresidn de (a) CK-16 y (b) CDC7 en
linfoblastos de los 6 pacientes con ELAe y 3 controles. Los datos representan la media + SEM de 3 experimentos
diferentes. (****p <0.0001 con diferencias significativas frente al grupo control).

El aumento de la expresion de CK-1 en tejidos de médula espinal de pacientes con ELAe®** y

la co-localizacidon de CDC7 con agregados de TDP-43 en la corteza frontal de pacientes que sufren
esta proteinopatia,®’ serfa contrario a lo encontrado en los linfocitos de aquellos individuos donde
se observa una disminucion en la expresion de estas proteinas. No obstante, cabe destacar que el
momento de extracciéon de la muestra varia en funcidn del paciente y que probablemente en
ninguno de estos casos se corresponda con la fase mds severa de la enfermedad a la que
pertenece el tejido post mortem analizado. Todo ello podria apuntar a que en etapas tempranas
de la enfermedad, se estd produciendo una regulacidn a la baja de aquellas proteinas implicadas
en la fosforilacion patoldgica de TDP-43 como mecanismo de defensa celular, ya que se trata de
una proteina cuya homeostasis debe estar estrechamente controlada al regular mas de 600
ARNm.>* Sin embargo, a medida que avanza la enfermedad el dafio irreversible generado por la
sinergia de diversos procesos celulares impide que esos mecanismos de defensa sean eficaces y
por lo tanto se produzca un aumento en la expresién tal y como se observa en los tejidos post

2
mortem.”**®
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Con el objetivo de poder validar este modelo para el estudio del potencial farmacoldgico de
los inhibidores de TTBK1, se decidié evaluar la posible expresién de la misma en los linfocitos
inmortalizados de los individuos de estudio, aun siendo un quinasa cuya expresion solo se ha

descrito en el SNC.*®

Para ello se utilizd un anticuerpo monoclonal especifico del epitopo
localizado entre los aminodcidos 429-459 de TTBK1 humana. Como resultado se obtuvo una
banda entre los marcadores de peso molecular de 150 y 250 KDa en todos los individuos
estudiados (controles y pacientes) que corresponde al peso molecular de TTBK1 detectada
mediante WB (230 KDa) (Figura 45). Si bien su peso molecular es de 142.7 KDa, en una
electroforesis la proteina completa migra hasta los 230 KDa como consecuencia del alto

1% Ante estos resultados, queda

contenido de aminoacidos con carga negativa en su estructura.
demostrada por primera vez la expresion de TTBK1 fuera del SNC, concretamente en las CMSP de

humanos.

En relacién al grado de expresién de esta quinasa, no se apreciaron diferencias significativas
entre las muestras de los 6 pacientes de ELAe y los 3 controles estudiados (Figura 45). No
obstante, no hay que descartar que no esté involucrada en la hiperfosforilacion patolégica de
TDP-43 observada en los linfoblastos analizados puesto que, aunque no esta alterada la

expresion, podria estar alterada su actividad.
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Figura 45. Inmunoblot representativo y cuantificacion de los niveles de expresion de TTBK1 en linfoblastos de 6
pacientes con ELAe y 3 controles. En la membrana la Gnica banda que se observa (entre los marcadores de peso
molecular 150-250 KDa.) corresponde a TTBK1. Los datos representan la media + SEM de 3 experimentos
diferentes.

El patréon de expresion observado en GSK-3f es similar al descrito en TTBK1, es decir, no se
aprecian diferencias significativas entre los 3 controles y los 6 pacientes estudiados (Figura 46a).
Sin embargo, a diferencia de TTBK1, se pudo evaluar el grado de actividad de la enzima mediante

anticuerpos especificos que detectan la proteina hiperactiva (GSK-3B-pTyr216) y la inactiva (GSK-

120
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3B-pSer9). El resultado obtenido muestra una hiperactividad de la quinasa reflejado en el
aumento significativo de la forma hiperactiva GSK-3B-pTyr216 con respecto a los controles
estudiados (Figura 46b). Este hecho se correlaciona con lo previamente descrito en muestras de
medula espinal, corteza cerebral y liquido cefalorraquideo de pacientes con ELAe caracterizadas

por presentar un aumento anémalo de la actividad de GSK-3p.'82 18320
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Figura 46. Inmunoblots representativos y cuantificacién de (a) los niveles de expresion y (b) grado de actividad
de GSK-3B en linfoblastos de los 6 pacientes con ELAe y 3 controles sanos, utilizando el anticuerpo GSK-3B-pSer9
para detectar la forma inactiva y GSK-3B-pTyr216 para la forma hiperactiva. Los datos representan la media +
SEM de 3 experimentos diferentes. (*p <0.05; **p <0.01 con diferencias significativas frente al grupo control).

En lineas generales y como resumen de este analisis de quinasas, el hecho de que estemos
tratando con muestras humanas implica que haya mucha variabilidad entre individuos, ya que la
fase de la enfermedad en la que se encuentra cada individuo en el momento de la extraccién de la
muestra puede variar. Adema3s, los sujetos control que se consideran sanos, estdn exentos de
patologia ELA pero no se conoce si tuvieran otros procesos patolégicos en el momento de la
extraccién. A pesar de todo, se han encontrado tendencias en la expresién de quinasas como
CDC7 y CK-16, en las que se ve una tendencia a la baja, siendo en el caso de CK-16 significativa. En
relacion a TTBK1 no se aprecian diferencias en la expresion al igual que en GSK-3p, sin embargo,
en este Ultimo caso se observa un aumento en la forma hiperactiva de esta proteina que se
corresponde con lo descrito en la bibliografia. De todos los casos estudiados hay algunos

individuos que, contrarios a la tendencia del conjunto del grupo, presentan mayor expresion de
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alguna quinasa como es el caso del individuo E1 para CK-16 y de los pacientes E4, E5 y E6 para

CDC7.

2.2.2. Caracterizacion de los linfocitos de pacientes con ELA familiar (SOD-1)

Las muestras de pacientes con ELA que presentan alteraciones en el gen que codifica para la
proteina antioxidante SOD-1 se engloban dentro del 20% de los casos de ELAf. Este grupo de
pacientes junto con los que tienen mutaciones en FUS, corresponden al pequeio porcentaje de
individuos que no presentan la patologia de TDP-43, por lo que no se van a analizar los

marcadores propios de esta proteinopatia.”*>**

A dia de hoy el mecanismo por el cual la alteracién genética en SOD-1 desencadena la
enfermedad se desconoce, no obstante se sabe que no esta estrictamente ligada a su actividad
antioxidante puesto que los modelos animales que sobreexpresan la proteina desarrollan el
fenotipo motor caracteristico a diferencia de aquellos en los el gen que se ha silenciado, que no
llegan a presentar sintomas motores, por lo que todo apunta a que se esta produciendo una
ganancia de funcién téxica de la proteina. Una de las hipdtesis propuestas es el reconocimiento
por parte de SOD-1 mutada (SOD-1m) de nuevos sustratos como peroxinitratos o peroxido de
hidrégeno catalizando reacciones de nitracidn de tirosinas asi como la produccién de radicales
hidroxilo que resultan dafiinos para el ADN, las proteinas y lipidos que conforman las

membranas.”*’

Esta actividad andmala de SOD-1 puede estar produciendo alteraciones en la
expresion y actividad de multiples proteinas entre ellas las quinasas, afectando de esta forma a
vias de sefializacion implicadas en procesos tan importantes como es el de la supervivencia celular

(Figura 47).”*®
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Figura 47. Esquema de un posible mecanismo patoldgico de la mutacién en SOD-1.
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Un estudio basado en el andlisis de la actividad y expresidon de 78 quinasas, 24 fosfatasas y
31 fosfoproteinas en ratones que presentan la mutacién G93A en SOD-1, describe no solo las
fluctuaciones que existe a nivel de expresion entre los ratones transgénicos y los ratones sanos
sino que ademas, realiza un analisis comparativo entre la expresidn proteica en el transgénico y lo
descrito en muestras de tejidos de pacientes con ELAe, llegando a la conclusiéon de que la
mutacién en SOD-1 esta produciendo alteraciones en la actividad y expresion de diversas quinasas
y fosfatasas que por el contrario no estan alteradas o se ven afectadas de diferente forma en los

tejidos de pacientes con ELAe.”*

En primer lugar describen un aumento del 157% en la expresién de CK-16 en la médula

G93A 239

espinal del transgénico SOD-1 en comparaciéon a los ratones no afectados.”” Este hecho se
decidié estudiar en los linfocitos inmortalizados de nuestro biobanco. Para ello se utilizaron las
muestras de los 4 pacientes que presentan mutaciones en SOD-1 y un nimero igual de individuos
control. Cuantificando por WB la presencia de CK-1§, se vio un aumento significativo de los

niveles de esta proteina en ELAf-SOD1 en comparacion al grupo control (Figura 48).
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Figura 48. Inmunoblots representativos y cuantificacion de los niveles de expresion de CK-16 en linfoblastos de
4 pacientes con ELAf-SOD1 y 4 controles. Los datos representan la media + SEM de 3 experimentos diferentes.
(*p <0.05 con diferencias significativas frente al grupo control).

En relacion a GSK-3B, los resultados descritos en la bibliografia en lo referente a los modelos
de SOD-1 son contradictorios. Hay publicaciones en las que no se detectan alteraciones en la
expresion ni en la actividad de GSK-3 mientras que en otras, el tratamiento con inhibidores de

G93A
1

esta quinasa mejoran la viabilidad celular, y en los animales de SOD- , no solo retrasan la

. e , o e . o . 239,184,1
aparicion de los sintomas sino que ademds alargan la supervivencia de los mismos.”*****'%* En
concreto, en un estudio realizado en 2007 por Koh et al., el aumento de la actividad de GSK-3f

observada en los lisados de la médula espinal de los ratones transgénicos SOD-1°%**, se ve
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reducida en los animales tratados con un inhibidor de GSK-3f en una manera dosis

dependiente.®

Utilizando las muestras de ELAf-SOD1 de nuestro biobanco, se estudié por WB la expresién
de GSK-3B, viendo que en los linfocitos de pacientes con ELAf-SOD1 tampoco se aprecian
alteraciones a nivel de expresién de GSK-3B (Figura 49a), ahora bien, si existe una clara inhibicion
en la actividad enzimatica al haber un aumento significativo en los niveles de GSK-3B-pSer9
(Figura 49b).
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Figura 49. Inmunoblots representativos y cuantificacién de (a) los niveles de expresion y (b) grado de actividad

de GSK-3B en los linfoblastos de 4 pacientes de ELAf-SOD1 y 4 controles utilizando el anticuerpo GSK-33-pSer9

para detectar la forma inactiva y GSK-3B-pTyr216 para la forma hiperactiva. Los datos representan la media
SEM de 3 experimentos diferentes (***p <0.001 con diferencias significativas frente al grupo control).

Ante esta diversidad de datos se plantea la hipdtesis de que la actividad de GSK-3f en los
individuos ELAf-SOD1 varia a lo largo del trascurso de la enfermedad. En etapas tempranas se
puede decir que existe una inhibicion significativa de la actividad de GSK-3B a modo de
mecanismo compensatorio que trata de neuroproteger frente al dafio causado por la mutacién en
SOD-1. Este hecho se observa en las muestras de linfocitos inmortalizados de los pacientes,

extraidas probablemente en fases tempranas y en el estudio del ratén transgénico SOD-1°"**

2 .
d.”*® Por el contrario,

cuyas muestras son extraidas en una fase moderada-severa de la enfermeda
a medida que avanza la enfermedad, estos mecanismos compensatorios no son suficientes para

contrarrestar el dafio generado y se produce un aumento de la actividad de GSK-3B observada en
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los modelos publicados de ELAf-SOD1 cuyas muestras post mortem corresponden a la fase severa

d.®18% En estos dltimos casos, el tratamiento con inhibidores de GSK-3B no solo

de la enfermeda
retrasan la aparicion de los sintomas sino que ademas prolongan la supervivencia de los animales
restaurando factores relacionados con la supervivencia (HSTF-1), con la muerte celular

(Citocromo-c, caspasa-3) y con la inflamacién (Cox-2, Iba-1, ICAM-2).

Por ultimo, en lo referente a la expresion de CDC7 y TTBK1 en las muestras de pacientes de
ELAf-SOD1, se observa un patron de expresidon parecido al descrito en los ELAe, es decir, en el
caso de TTBK1 no se aprecian cambios entre ambos grupos de individuos (Figura 50b), y en el
caso CDC7 se observa una disminucion en la expresién de la quinasa siendo en este caso
estadisticamente significativa (Figura 50a). Debido a la reciente implicacién de estas quinasas en
la ELA, no hay nada descrito todavia sobre su expresién y actividad en modelos celulares ni
animales, ni tampoco en muestras de pacientes de ELA con mutaciones en SOD-1 por lo que estos
hallazgos quedan pendientes de confirmaciones futuras, pudiendo ser una posible explicacién a la
bajada en los niveles de CDC7, la alteracion por alguna proteina que esté implicada de forma

directa o indirecta en su regulacién como consecuencia de la mutacién en SOD-1.
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Figura 50. Inmunoblots representativos y cuantificacién de los niveles de expresién de (a) CDC7 y (b) TTBK1 en

linfoblastos de los 4 pacientes con ELAf-SOD1 y 4 controles. Los datos representan la media + SEM de 3

experimentos diferentes. (**p <0.01 con diferencias significativas frente al grupo control).
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Ante estos resultados cabe resaltar la homogeneidad que existe en lineas generales en esta
cohorte de pacientes, puesto que, aun presentando diferentes mutaciones en SOD-1 (Tabla S1), el

comportamiento en el patréon de expresion de las proteinas quinasas de estudio es muy similar.

En conclusidn, existen diferencias en la expresién y actividad de las quinasas estudiadas en
los linfocitos de pacientes con ELAe y ELAf, demostrando una vez mas que son dos grupos de
pacientes de ELA con caracteristicas moleculares muy diferentes y por tanto con posibilidad de
tratamientos también distintos. Lo mds destacado es el aumento de CK-16 y la inhibicién de la
actividad de GSK-3pB en los individuos con ELAf-SOD1 en comparacién a los ELAe en donde ocurre

lo contrario.

Estas diferencias podrian ser explicadas considerando diferentes razonamientos. En primer
lugar el factor o factores que desencadenan la enfermedad difieren entre ambos grupos de
pacientes. En un caso se produce como consecuencia de la mutacidon en SOD-1 y en el otro se
produce de forma esporadica, es decir, no hay ninguna mutacién aparente que este asociada a la
patogénesis de la enfermedad. Por lo tanto, la mutacién en SOD-1 esta produciendo alteraciones
en determinadas vias de sefializacién celular y en consecuencia en la actividad y expresion de
ciertas proteinas entre ellas las quinasas, que no tienen por qué verse alteradas en los pacientes

con ELAe ya que no presentan la mutacion.

Por otro lado, la hiperfosforilacién de TDP-43 que se produce en la mayoria de pacientes
entre los que se incluyen los ELAe, puede estar activando diferentes mecanismos compensatorios
para regular la expresion y/o actividad de las proteinas quinasas implicadas en la fosforilacidn
andmala de TDP-43. Este suceso no se estaria produciendo en los ELAf-SOD1 ya que pertenecen al
pequefio porcentaje de individuos de ELA que no presentan las caracteristicas propias de la

proteinopatia de TDP-43.

Por ultimo, el hecho de que exista variabilidad dentro de una misma cohorte de pacientes es
indicio de que no todos se encuentran en la misma fase de la enfermedad en el momento de la
extraccién de la muestra ya que la expresidn y actividad de las proteinas involucradas en los

mecanismos patoldgicos de una enfermedad varia a lo largo del transcurso de la misma.

Si hay una caracteristica que define a esta compleja y devastadora enfermedad es la
heterogeneidad que existe entre pacientes y por consiguiente la dificultad para encontrar un
tratamiento que sea eficaz para todos ellos. Tras décadas de investigacidon sigue sin haber una

terapia efectiva por lo que las lineas investigacién deberian ir encaminadas a la busqueda de
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tratamientos personalizados en funcidn de las caracteristicas patoldgicas que presente cada

individuo.

2.2.3. Estudio de los inhibidores de quinasas en los linfoblastos de pacientes con ELAe

Con el fin de comprobar la eficacia en la disminucién de la fosforilacion de TDP-43 de los
inhibidores de CK-16, CDC7 y TTBK1 encontrada en la linea celular SH-SY5Y y AE, se procedio al
estudio de estos inhibidores de quinasas en las lineas linfoblasticas de los individuos de ELAe que,
como se ha descrito previamente, presentan los mismos aspectos patoldgicos de TDP-43 que los

observados en el SNC de esta cohorte de paciente.
- Inhibidores de CK1:

En primer lugar se evalud el efecto de los dos candidatos seleccionados que presentan
actividad inhibitoria frente a CK-16; IGS 2.7 e IGS 3.27. La dosis elegida fue en base a estudios
previos del laboratorio en linfoblastos de pacientes con DFT, en los que la concentracion dptima

fue lade 5 pM.”’

Tras un periodo de incubacién de 24 horas con los dos compuestos, se analizan los niveles de
pTDP-43 mediante la técnica de WB con un anticuerpo especifico de las Ser409/410. En ambos
casos el tratamiento es capaz de reducir los niveles de fosforilacion de TDP-43 sin afectar a la

concentracién celular de la proteina y sin producir efectos aparentes sobre los controles sanos

(Figura 51).
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Figura 51. Inmunoblots representativos y cuantificacién de los niveles de pTDP-43 y TDP-43 total en presencia o
ausencia de los inhibidores de CK-1 (IGS 2.7 e IGS 3.27 a 5 uM) en los linfoblastos de 3 pacientes con ELAe y 3
controles. Los valores representan la media + SEM de 3 experimentos diferentes. (**p <0.01 con diferencias
significativas frente a al grupo control y *p<0.05 con diferencias significativas frente al ELA sin tratamiento).
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Como consecuencia de esta bajada en la fosforilacion téxica de TDP-43 cabria esperar una
disminucién en la formacidn de agregados y por lo tanto que se reestableciera el transito nucleo-
citosol propio del estado fisioldgico observdndose una disminucién en la concentracion citosodlica
de TDP-43. Para verificar esta hipdtesis se selecciona el compuesto IGS 3.27 y se repite el
experimento, pero en este caso realizando un fraccionamiento celular separando la fraccién
citosélica de la nuclear. Los niveles de TDP-43 total se evalian mediante un anticuerpo especifico
del extremo N-terminal observdndose como resultado una bajada en los niveles de TDP-43 en el

citosol y en consecuencia un aumento en el nucleo (Figura 52).
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Figura 52. Localizacidn subcelular de TDP-43. Inmunoblots representativos y cuantificacion de los niveles de
TDP-43 en los linfoblastos de un ELAe y un control en presencia o ausencia del inhibidor de CK-1 IGS 3.27 (5
uM). Como control de carga para la fraccién nuclear se ha utilizado Lamina-f y para la fraccién citosdlica a -
Tubulina. Los valores representan la media + SEM de 3 experimentos diferentes. (**p <0.01 con diferencias
significativas frente a al grupo control y "p<0.05 con diferencias significativas frente al ELAe sin tratamiento).

Resultados similares se obtuvieron al analizar la localizacién subcelular de TDP-43 en
presencia de IGS 2.7 mediante inmunocitoquimica (Figura 53). Es decir, el tratamiento con los
inhibidores de CK-1 no solo disminuye la fosforilacién patolégica de TDP-43 sino que ademas
reestablece el equilibrio de la misma al reducir la concentraciéon citoplasmatica que esta

contribuyendo a la degeneracion neuronal.”**'%
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Figura 53. Analisis mediante técnicas inmunohistoquimicas de la localizacién subcelular de TDP-43 (verde) en
linfoblastos de un paciente de ELAe y un control. DAPI se utiliz6 como marcador nuclear (azul). Los valores
representan la media + SEM de 3 experimentos diferentes. Barras de escala de las imdgenes representativas: 11
um y 3um en las ampliadas. (**p <0.01 con diferencias significativas frente al grupo control, *"*p <0.001 frente

al ELA sin tratamiento).
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- Inhibidores de CDC7:

En el caso de los inhibidores de CDC7 se seleccionan a modo de muestra representativa 3 de
los compuestos que presentaron un efecto neuroprotector en el modelo frente al acido
etacrinico: C7, C16 y C24. El tratamiento con estos inhibidores a la concentracién previamente
establecida (10 uM) en tres muestras de ELAe y un control resulta en una bajada significativa de la

fosforilacién de TDP-43 (Figura 54a) determinada por WB.

La potencial capacidad de reestablecer la homeostasis de esta proteina nuclear se estudié
con los derivados C7 y C16. Los resultados mostraron que, si bien no tiene efectos apreciables en
los controles, el tratamiento con estos inhibidores de CDC7 es capaz de disminuir la acumulacidn

citoplasmdtica de TDP-43 en los 3 pacientes estudiados recuperando la homeostasis de esta

240

proteina (Figura 54b).
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Figura 54. a) Inmunoblot representativo y cuantificacion de los niveles de pTDP-43 y TDP-43 total en presencia o
ausencia de los inhibidores de CDC7 (C7, C16 y C24 a 10 uM) en los linfoblastos de pacientes con ELAe y
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controles. b) Localizacion subcelular de TDP-43 en los linfoblastos de ELAe y control en presencia o ausencia de

los compuestos C7 y C16 (10 uM). Como control de carga se ha utilizado Lamina-f para la fraccién nucleary a -

Tubulina para la fraccidn citosélica. Los valores representan la media + SEM de 3 experimentos diferentes. ("p

e+

<0.01,

p <0.0001 con diferencias significativas frente a al grupo control sin tratamiento y *p<0.05, **p<0.01

con diferencias significativas frente al ELAe sin tratamiento).

- Inhibidores de TTBK1:

Por ultimo, se han evaluado los compuestos con actividad inhibitoria frente a TTBK1 que

fueron capaces de disminuir significativamente la fosforilacion de TDP-43 en el modelo de

neuroproteccion; T31 y T25. Ambos compuestos se incubaron con los linfoblastos de pacientes de

ELAe y de individuos sanos a 5 y 10 uM obteniéndose como resultado una bajada significativa en

la fosforilaciéon de TDP-43 a la concentracion de 10 uM en los linfoblastos de los ELAe sin observar

efectos aparentes en el grupo control (Figura 55a).
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Figura 52. a) Inmunoblot representativo y cuantificacion de los niveles de pTDP-43 y TDP-43 total en presencia o
ausencia de los inhibidores de TTBK1 (T25y T31 a 5y 10 uM) en los linfoblastos de pacientes con ELAe y
controles. b) Localizacion subcelular de TDP-43 en los linfoblastos de ELAe y control en presencia o ausencia de
los compuestos T25 y T31 (10 uM). Como control de carga se ha utilizado Lamina-B para la fraccién nucleary a -
Tubulina para la fraccidn citosdlica. Los valores representan la media + SEM de 3 experimentos diferentes. (++p
<0.01 con diferencias significativas frente a al grupo control sin tratamiento y *p<0.05 con diferencias
significativas frente al ELAe sin tratamiento).

A continuacién se evalud la capacidad para restituir la localizacién nuclear de TDP-43 a la
concentracién que resultd ser efectiva (10 uM). Los linfoblastos de los pacientes tratados con los
inhibidores presentan una disminucion de los niveles de TDP-43 en el citosol alcanzando niveles
proximos a los de los linfoblastos del grupo control. Esta disminucidn en el citosol va acompafiada

de un aumento de TDP-43 en el nucleo (Figura 55b).

En conclusion, las caracteristicas patoldgicas asociadas a la proteinopatia de TDP-43 que
presentan los linfoblastos de los pacientes con ELAe (hiperfosforilacion, fragmentacion vy
acumulacidn citoplasmatica de TDP-43), se reestablecen con el tratamiento de compuestos que
tienen actividad inhibitoria frente a CK-1, CDC7 y TTBK1 quedando restituida la homeostasis de
esta proteina nuclear tan importante. Por lo tanto, los inhibidores de estas quinasas involucradas
en la fosforilacion patolégica de TDP-43, se pueden considerar potenciales farmacos para el

tratamiento de las enfermedades consideradas TDP-43-patias y en concreto para la ELA.
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2.3. Estudio del potencial inmunomodulador en un modelo de neuroinflamacion

La ELA, al igual que la mayoria de enfermedades neurodegenerativas, es un trastorno
multifactorial, es decir, la muerte neuronal es consecuencia de la suma de diversos procesos
bioldgicos que se han visto alterados. La neuroinflamacién es uno de estos procesos comun a la
mayoria de este tipo de trastornos neurodegenerativos en donde la glia ha ido adquiriendo cada

241

vez mas relevancia en la patogénesis.””~ Concretamente en la ELA, diversos estudios asocian las

alteraciones descritas en las células gliales con el desarrollo y progresién de la enfermedad.™

Las células gliales (astrocitos, microglia, oligondendrocitos y ependimocitos) son los
principales moduladores de la inflamaciéon en el SNC caracterizadas también por dar soporte
estructural, trofico y metabdlico a las neuronas. En concreto la microglia, calificada como las
células inmunes del SNC, esta constantemente escaneando el microambiente activandose ante
cualquier estimulo que altere la homeostasis del mismo. En funcién de la duraciéon y del tipo de
estimulo, la microglia activada o microglia reactiva adoptara un fenotipo proinflamatorio/ téxico
(M1), o por el contrario un fenotipo antiinflamatorio/ protector (M2). Ante un estimulo corto o
moderado, la microglia se activa y adopta un fenotipo M2 expresando receptores de membrana
implicados en la fagocitosis de patdgenos (TREM2 y CD206) y secretando citoquinas
antiinflamatorias y factores de crecimiento como las interleuquinas IL-4, IL-10 y el factor
transformador de crecimiento (TGF-B) que facilitan la fagocitosis de los restos celulares y
promueven la reparacién de tejidos. Por el contrario, cuando el estimulo es persistente, como es
el caso de las enfermedades neurodegenerativas, la activacion crénica de la microglia hace que
adopte un fenotipo téxico o M1 produciendo factores que van a potenciar la inflamacién como
citoquinas y quimioquinas inflamatorias IL-1, IL-6, IL-12, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
asi como una aumento en la expresion de enzimas como la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS) o
la enzima NADPH oxidasa produciéndose elevados niveles de 6xido nitrico y ROS que contribuyen

a la degeneracion neuronal (Figura 56).>*

La gliosis reactiva (microgliosis y astrogliosis), definida como la acumulacidn de células gliales
involucradas en la respuesta neuroinmune alteradas morfolégica y funcionalmente, es un
marcador patoldgico presente tanto en pacientes con ELA como en los modelos animales que

. 1 . . , . . , . ey
recapitulan la enfermedad.’® Diversos estudios con técnicas de imagen (tomografia por emisién
de positrones o PET) muestran la presencia de gliosis reactiva en el SNC de este tipo de

. 243,244 .
pacientes. Estos datos se correlacionan con lo observado en las muestras post mortem en
donde se detecta no solo la presencia de microglia y astrocitos reactivos sino ademas la

infiltracion de células inmunes periféricas al SNC.>*> 2%
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propios del fenotipo M1.

estrategias terapéuticas que se estd llevando a cabo en clinica para la ELA.
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Figura 56. Proceso de activacidn de la microglia en funcién del tipo de estimulo y la presencia de determinados
factores hacia un fenotipo antiinflamatorio y neuroprotector (M2) o proinflamatorio y neurotoéxico (M1) con la
liberacion de las correspondientes citoquinas y quimioquinas pro o antiinflamatorias segun el fenotipo que
adopte.

El estudio de este proceso en modelos animales tiene la ventaja de poder analizar la

evolucidn de la respuesta inflamatoria en las distintas etapas de la enfermedad. En el caso del
modelo de ELAf ampliamente estudiado, el raton transgénico SOD-1°"** han detectado la
presencia de microglia reactiva en dreas cercanas a las motoneuronas antes de la aparicién de los
sintomas de debilidad muscular. En esa fase, los marcadores detectados corresponden a una
microglia antiinflamatoria M2, sin embargo, conforme avanza la enfermedad se detecta un

cambio en el fenotipo que viene marcado por la expresion y liberacidn de factores neurotdxicos
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A dia de hoy, el desarrollo de farmacos moduladores de las células gliales es una de las
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farmaco Masitinib, actualmente en fase 3, cuyo mecanismo de accidn esta basado en bloquear la
proliferacién y activacion de la microglia y de otras células inmunes como los macréfagos y
mastocitos reduciendo la neuroinflamacién y en consecuencia el dafio neuronal (ID del ensayo
clinico: NCT03127267).>*>**° Por lo tanto, el estudio del potencial antiinflamatorio de los posibles

candidatos a farmaco es de gran importancia para trazar un perfil farmacolégico completo y

Ejemplo de ello es el
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poder realizar asi un cribado biolégico mas preciso a la hora de seleccionar el mejor candidato

para llevarlo a la clinica.

El estudio del efecto antiinflamatorio de los inhibidores de CK-1 y GSK-3B habia sido
analizado en trabajos previos, mostrando en ambos casos una disminuciéon de la activacion
inflamatoria inducida por lipopolisacarido de pared bacteriana o LPS (uno de los agente
proinflamatorios comiunmente utilizado para el estudio de la respuesta inflamatoria) en cultivos

21232 | presente trabajo se centré en el estudio del potencial

primarios de astrocitos y microglia.
antiinflamatorio/inmunomodulador de los inhibidores de CDC7 y TTBK1 realizado durante una
estancia en el laboratorio del Prof. Barbara Monti, en el Departamento de Farmacia vy

Biotecnologia de la Universidad de Bolonia.

Concretamente se analizé el potencial inmunomodulador, es decir, la capacidad de los
compuestos para inducir en la microglia el cambio del fenotipo M1 al M2, en un modelo de
inflamacidn en cultivos primarios de microglia de rata. El ensayo consiste en inducir el fenotipo
M1 mediante la exposicion de las células al LPS y analisis posterior, mediante la expresién de
diferentes marcadores, del fenotipo que presenta la microglia en presencia o ausencia de los
compuestos de estudio. Los compuestos seleccionados son algunos de los estudiados en los
modelos anteriores que presentaron resultados prometedores; €16, C24 (inhibidores de CDC7) y

T25 (inhibidor de TTBK1).

2.3.1. Estudio de la viabilidad en cultivos primarios de neuronas de cerebelo de rata

En primer lugar, con el objetivo de determinar la dosis 6ptima de estudio de cada uno de los
inhibidores de quinasas y siguiendo el protocolo del laboratorio de acogida, se realizé un estudio
de viabilidad en cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo de rata tras el tratamiento
con los compuestos a 2 concentraciones diferentes (5 y 25 uM). Para ello, se extrae el cerebelo de
las ratas con 7 dias de vida, se retiran las meninges y se disocia mecanicamente en presencia de
diferentes soluciones tal y como se describe en el apartado de materiales y métodos. Una vez
obtenida una solucidn homogénea se incuban en placas de 96 pocillos con el medio de cultivo
propio de este tipo celular. Con el fin de evitar la proliferacidn de las células gliales se afiade
citosina arabino-furandsido al cultivo, un inhibidor de la replicacién del ADN. De esta forma
obtenemos un cultivo formado mayoritariamente por neuronas granulares; un tipo celular
frecuentemente utilizado para estudios de supervivencia/apoptosis en modelos de

neurodegeneracidn/neuroproteccion.””® Tras un periodo de 7 dias de incubacién, las neuronas
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maduras se incuban con los compuestos de estudio a 5y 25 uM, evaluandose la viabilidad celular

24 horas después mediante la técnica de MTT.

Como resultado se obtuvo una toxicidad con dos grados de significancia estadistica para el
compuesto C16 a 25 uM, por lo que la concentracién elegida para el estudio del potencial
inmunomodulador de este compuesto fue 1, 2.5 y 5 uM (Figura 57a). En el caso del compuesto
C24 se aprecia un ligero efecto neurotéxico a la concentracién de 25 uM, no obstante, la dosis de
ensayo elegida fue 1, 5y 25 uM (Figura 57b). Por ultimo el compuesto T25, no presentd toxicidad
a ninguna de las concentraciones ensayadas por lo que el efecto inmunomodulador se evalué a 5

y 25 uM (Figura 57c).

a) C16 b) c24 <) T25
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Figura 57. Viabilidad celular en cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo en presencia o ausencia
de los inhibidores de CDC7 (C16 y C24) y TTBK1 (T25) a 5y 25 uM. El porcentaje de células vivas se evalud
mediante la técnica de MTT tras 24 horas de incubacion con los compuestos. Los datos representan la media +
SEM de 3 experimentos diferentes. (*p <0.05 **p <0.01 con diferencias significativas frente a la condicion sin
tratamiento).

2.3.2. Estudio del potencial inmunomodulador en cultivos primarios de microglia de rata

Una vez seleccionada la dosis de estudio se pusieron a punto los cultivos de microglia de
ratas de 1 a 3 dias de vida segun el protocolo detallado en materiales y métodos. Brevemente, se
extrae el cerebro del animal y se aisla la parte de la corteza cerebral intentando que quede limpia
de las meninges. A continuacién, se disocia el tejido mecdnicamente con determinadas soluciones
hasta que quede completamente homogénea. La suspension celular obtenida compuesta
mayoritariamente de células gliales se incuba con el correspondiente medio de cultivo durante 7-
8 dias en frascos de cultivo previamente cubiertos con polilisina para que las células queden bien
adheridas. Tras este periodo de incubacion se obtiene un cultivo mixto formado por astrocitos y
microglia. La microglia presenta una morfologia redondeada y refulgente a diferencia de los
astrocitos cuya morfologia es mas alargada y con pequefias ramificaciones (Figura 58). Para

separar ambos tipos celulares y obtener un cultivo puro de células microgliales basta con agitar
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manualmente los frascos de cultivo. De esta forma, la microglia que esta débilmente unida a la
superficie se despega y queda suspendida en el medio de cultivo. Sin embargo, para levantar los

astrocitos es necesario incubarlos con tripsina, ya que el movimiento mecanico no es suficiente.

/4.u

Figura 58: Imagen del cultivo primario mixto de astrocitos (flechas discontinuas) y microglia (flechas continuas)
tras 7 dias de incubacion.

Una vez aislada la microglia se afiaden 2x10° células en cada placa Petri (35 mm @) en donde
una vez adheridas se llevard a cabo el ensayo. Para ello se incuban las células en presencia o
ausencia de los compuestos de estudio a las concentraciones establecidas y se exponen una hora
después al agente inductor de la inflamacién; el LPS a 100ng/mL. El efecto inmunomodulador se
evallia 24 horas después mediante el analisis por WB de la expresién de marcadores propios de
cada fenotipo como la enzima 6xido nitrico sintasa inducible o iINOS cuya expresidn aumenta en la
microglia proinflamatoria (M1), y el receptor de membrana TREM2, del inglés «Triggering
Receptor Expressed on Myeloid cells 2 protein» implicado en la funcidn fagocitica, marcador de la

microglia antiinflamatoria (M2).

Como resultado se obtuvo un aumento en la expresién de la iNOS en respuesta a la
exposicién de las células al LPS que fueron capaces de disminuir de manera significativa los
inhibidores C16 a 1, 2.5 y 5 uM de forma dosis dependiente; C24 a1, 5y 25 uM y T25 a 25 uM
(Figura 59a). Ninguno de los inhibidores de CDC7 altera de forma significativa la expresién de
TREM2 por lo que la actividad fagocitica de las células no se esta viendo afectada (Figura 59b). En
el caso del T25 se ve un ligero aumento en la expresion de este marcador (Figura 59b). Para
evaluar el efecto inmunomodulador se realizd el ratio entre ambos marcadores TREM2/iNOS

observdandose un aumento significativo del fenotipo neuroprotector M2 de forma dosis
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dependiente en los tres casos estudiados observandose un efecto mds potente con el compuesto

C24 a 25 uM (Figura 59c). Ante estos resultados se puede decir que los inhibidores de CDC7 y

TTBK1 estudiados tienen la capacidad de inducir el cambio del fenotipo neurotéxico M1

provocado por la exposicion de las células al LPS, al neuroprotector M2.
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Figura 59. Efecto inmunomodulador de los inhibidores de CDC7 (€16, C24) y TTBK1 (T25) en cultivos primarios
de microglia de rata. Las células fueron expuestas a LPS (100ng/mL) en presencia o ausencia de los compuestos
a las concentraciones crecientes previamente establecidas. 24 horas después se analizan por WB los
marcadores (a) iNOS, (b) TREM2 y (c) el ratio TREM2/iNOS. Los datos representan la media + SEM de 3
experimentos diferentes. (*p<0.05; **p<0.001, ***p<0.001 con diferencias significativas frente al control

tratado con LPS).

En conclusién, dado que la activacidn crénica de la microglia en respuesta a un dafio

persistente en el SNC hace que esta adopte un fenotipo téxico (M1) liberando citoquinas y
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guimioquinas inflamatorias contribuyendo de esta forma a la degeneracion neuronal, la busqueda
de farmacos que potencien el cambio del fenotipo proinflamatorio al neuroprotector es hoy en
dia una realidad para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas y en concreto para la
ELA. Los resultados aqui obtenidos muestran que los inhibidores de CDC7 y TTBK1 estudiados
podrian ser potenciales candidatos a farmaco mostrando la capacidad de inmunomodular Ila
microglia. Estos inhibidores de quinasas favorecen el fenotipo antiinflamatorio M2 y en definitiva
podrian reducir el dafio neuronal producido como consecuencia de la activacién prolongada de la

microglia.
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3. EVALUACION DE LA EFICACIA DE LOS CANDIDATOS A FARMACO EN EL MODELO
TRANSGENICO DE RATON TDP-43"3""

La evaluacidn del potencial terapéutico de los fdrmacos en modelos animales es la ultima
fase del desarrollo preclinico de un farmaco previa e ineludible a la entrada en fases clinicas. Por
ello, el desarrollo de modelos animales que recapitulen una enfermedad es necesario no solo
para el estudio de los mecanismos patolégicos y la busqueda de nuevas dianas terapéuticas, sino

también para la validacién in vivo del potencial terapéutico de los candidatos a farmaco.

El modelo mas utilizado para el estudio de la ELA ha sido el ratdn transgénico SOD-1%%*,

desarrollado en 1994 tras el descubrimiento de la implicacion de SOD-1 en la ELA.*® En él se ha
estudiado el mecanismo de accién de Edaravona, uno de los dos farmacos paliativos aprobado
por la FDA como tratamiento para esta enfermedad.”' No obstante, cabe destacar que este
modelo tan solo representa a un 20% de los pacientes con ELAfy a un 1-2% de los afectados con

ELAe, de ahi que muchos de los farmacos cuyo estudio preclinico se ha realizado en este modelo

254,255 256,257,258

(creatinina, vitamina E, gabapentina), no resultaran ser efectivos en humanos.

El descubrimiento progresivo de nuevos genes asociados al riesgo de padecer la enfermedad
ha permitido el desarrollo de nuevos modelos experimentales. Los modelos existentes para el
estudio de la patologia de TDP-43 se han disefiado con el objetivo de determinar si la causa de la
neurodegeneracidn es debida a la pérdida de funcién de TDP-43 en el nicleo, o bien, a una
ganancia de funcién por la formacién de agregados citosdlicos o nuevas interacciones con otras
proteinas. Para ello se han desarrollado modelos basados en la sobreexpresion de TDP-43
(silvestre o mutada) o el silenciamiento de la misma.*?* Aunque sigue siendo tema de debate a dia
de hoy, los estudios apoyan mayoritariamente la hipdtesis de que la neurodegeneracion se esta
produciendo como consecuencia de la pérdida de funcién a nivel nuclear y no por la agregacién
de TDP-43 en el citosol. Esta hipdtesis se basa en la existencia de modelos que no presentan
agregados citosélicos de TDP-43, pero que sin embargo, desarrollan la sintomatologia motora
tipica de la ELA acompafiada de microgliosis, astrogliosis y pérdida progresiva de

motoneuronas. 2139

3.1. Descripcion del modelo

En colaboracidn con el grupo de investigacién de la Dra. Eva de Lago de la Facultad de
Medicina de la Universidad Complutense de Madrid, se llevé a cabo la evaluacion del potencial

terapéutico de los inhibidores de quinasas en el modelo de ratén transgénico Prp-hTDP-43"3%T,
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Este modelo estd basado en la sobreexpresion de TDP-43 humana con la mutacidon A315T en
heterocigosis (sustitucion de la alanina 315 por una treonina en uno de los dos alelos) en ratones
C57BL/6.2** El promotor utilizado es la proteina pridnica de ratén (Prp), por lo que el constructo
Prp-hTDP-43""" se expresa mayoritariamente en cerebro y médula espinal, segin el patrén de

expresion propio de dicho promotor.*?’

El modelo murino Prp-hTDP-43"*"" es uno de los mas utilizados para el estudio de la
proteinopatia de TDP-43 puesto que recapitula la mayoria de caracteristicas patoldgicas propias
de esta cohorte de pacientes a nivel histoldgico y de fenotipo. Se caracteriza principalmente por
presentar una pérdida de peso significativa, degeneracion de las motoneuronas del tracto
corticoespinal ventral y lateral (Figura 60a), agregados proteicos citoplasmaticos ubiquitinados
(Figura 60b), gliosis (Figura 60c-d) y debilidad muscular como consecuencia de la atrofia de las

fibras musculares por la falta de inervacién muscular.****®°

a) c)
Silvestre (WT)  Transgénico (TDP-43A315T) Silvestre (WT) Transgénico (TDP-43A315T)

™ TE e, TOP-43(A315T) + vehicle

b) d)
Silvestre (WT) Transgénico (TDP-434315T)

wild type TOP-43(A315T) + vehicle ,

Figura 60. (Adaptada de Ref. 134 y 260) Caracterizacion del modelo transgénico de raton TDP-43"""en

comparacion al ratdn silvestre C57BL/6. a) Pérdida de motoneuronas en el tracto corticoespinal del asta ventral

de la médula espinal (tincién de Niss).*° b) Agregados proteicos positivos para ubiquitina en médula espinal.134

260

c) Astrogliosis en el asta ventral de la médula espinal.”>" d) Microgliosis reactiva en el hasta ventral de la médula

. 1260
espinal.
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En relacién a la patologia de TDP-43 se ha descrito en las neuronas motoras de la médula
espinal y corteza cerebral la pérdida de localizaciéon nuclear de TDP-43 (Figura 61a) acompaiiada
de la presencia de fragmentos del extremo C-terminal de 25 y 35 KDa tdxicos para la célula
(Figura 61b). Sin embargo, al igual que en otros modelos, no se ha detectado TDP-43 en los
agregados citosdlicos ubiquitinados mediante técnicas inmunohistoquimicas (Figura 61c), no

siendo por tanto necesario para que se produzca la degeneracién de las motoneuronas y en

261,262

consecuencia la aparicidn del fenotipo motor.
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Figura 61. Inmunoblot e imagenes con doble marcaje inmunohistoquimico para TDP-43 (rojo) y ubiquitina

AT a) Salida de TDP-43 del nucleo al citoplasma (marcaje con DAPI en

(verde) en el ratén transgénico TDP-43
escala de grises). b) Deteccidn de la proteina completa y de fragmentos de 25 y 35 KDa en una fase pre-
sintomatica (1-2 meses (1,2mo)) o sintomatica avanzada (42 mes (4mo)) en cerebro y médula espinal de los

A315T

ratones silvestres o TDP-43 ante una exposicion corta o larga de la membrana. c) TDP-43 en el citoplasma

no co-localiza con los agregados positivos para ubiquitina (adaptada de Ref. 134).

Los primeros sintomas de debilidad muscular aparecen entre los 70-80 dias en las
extremidades inferiores, produciéndose la pérdida completa de movilidad y muerte en torno a los

97 £ 11 dias de vida. Este modelo lleva asociado una obstruccidn intestinal provocada por la baja
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motilidad del intestino como consecuencia de la neurotoxicidad que produce la sobreexpresidon

263

de TDP-43"*"" en el plexo mientérico del colon.’®® Esta anomalia es la principal causa de muerte

de los animales, que puede evitarse si se administra comida gelatinosa facilmente digerible. En

ese caso, la esperanza de vida media de los ratones aumenta hasta los 120 dias.?%%%

Para el disefio del experimento se procedié en primer lugar al genotipado de las crias de
ratdn de entre 21-28 dias de vida. Siguiendo el protocolo detallado en el apartado de materiales y
métodos se realizd la extraccién de ADN de las colas de los ratones, amplificando posteriormente
mediante la técnica PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) un fragmento del ADN que codifica
para la proteina TDP-43 enddgena del ratén (200 pares de bases (pb)) y de la humana (400 pb)
presente solo en los animales transgénicos. Mediante una electroforesis en gel de agarosa queda
separado el ADN amplificado correspondiente a cada proteina, identificando de esta forma los

ratones transgénicos y los silvestres (Figura 62).

() (SRS [ W) \J TDP-43 humana
wUUUUUuUuUUUUu TDP-43 ratén

400pb' |lt)‘l l")"
2000 MwwwRUUWLULUWW

I 1EE

Figura 62. Electroforesis en gel de agarosa del ADN amplificado correspondiente a la TDP-43 humana (banda

superior 400pb) y a la enddgena del ratdn (banda inferior 200pb). Ratdn silvestre (WT; 1 banda), raton

A315T
(

transgénico TDP-43 TG; dos bandas). MPM: marcador de peso molecular; pb: pares de bases.

Una vez genotipados los ratones, se procedié al disefio del experimento con una N minima
de 8 animales por grupo. Las hembras no presentan la sintomatologia tipica de la ELA por lo que
quedan excluidas del estudio. El protocolo llevado a cabo fue aprobado por el érgano encargado
del bienestar animal del Centro de Investigaciones Bioldgicas (CSIC) (ref. PROEX 059/16) en
cumplimiento de los articulos 33.1 y 38.1 del Real Decreto 53/2013, del 1 de Febrero (BOE 8 de
Febrero) y de acuerdo a la normativa europea en relacion al uso de animales para

experimentacion (2010/63/EU).

3.2. Evaluacion del potencial terapéutico de los inhibidores de CK-1 in vivo

Dado el potencial neuroprotector que presentan los inhibidores de CK-1 modulando Ia

neurotoxicidad de TDP-43 en los modelos celulares de ELA estudiados, en los modelos celulares
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asociados a la proteinopatia de TDP-43, e incluso en un modelo in vivo de mosca transgénica,”’”

se ha evaluado el efecto terapéutico que supone la inhibicion de esta quinasa en el ratdn

A315T

transgénico TDP-43 mediante el tratamiento con el compuesto IGS 2.7.

El primer objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del tratamiento crénico con IGS 2.7
en los ratones transgénicos TDP-43"*"T (TDP43-1GS2.7) y en los silvestres (WT-1GS2.7). Para
monitorizar el ensayo se establecieron dos grupos adicionales a los que se les administrd la
soluciéon vehiculo sin el farmaco (TDP43-Veh y WT-Veh). El tratamiento se inyectd
intraperitonealmente a una dosis de 1 mg/Kg durante 25 dias consecutivos, empezando en la fase
pre-sintomatica de la enfermedad; dia 65 postnatal (P65) (Figura 63). La dosis fue determinada en
base a los resultados obtenidos en un estudio farmacocinético realizado en ratén, previo a este
trabajo.”’ La coordinacion motora se analizd semanalmente mediante pruebas
comportamentales. Después de su sacrificio los tejidos de la médula espinal fueron empleados

para su analisis bioquimico e histolégico.

Prp-hTDP-434215T
1GS 2.7

\“ 1 mg/Kg/da (i.p)
. ANALISIS HISTOLOGICO Y

S > BlIOQUIMICO
DE LA SECCION LUMBAR DE LA

MEDULA ESPINAL

PO P65 P90
TEST COMPORTAMIENTO

SEMANAL

A315T

Figura 63. Disefio experimental del ensayo llevado a cabo en el ratén transgénico TDP-43 con el inhibidor de

CK-1; IGS 2.7 (i.p: intraperitoneal).

El peso de los animales se registré diariamente durante todo el periodo de tratamiento.
Como cabia esperar se produjo una bajada en el peso de los animales TDP43-Veh en comparacion
a los WT-Veh con la progresion de la enfermedad (Figura 64). Esta disminucidn fue menos severa
y aparecid mas tarde en el tiempo en los animales TDP43-1GS2.7, siendo desde el dia 19 de
tratamiento estadisticamente significativa en comparacién al grupo TDP43-Veh (Figura 64).
Ademas, no se apreciaron diferencias significativas entre los animales TDP43-1GS2.7 y los WT-Veh

hasta dos dias antes del sacrificio de los ratones (Figura 64).
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Figura 64. Registro del peso de los ratones silvestres (WT) y transgénicos (TDP43) durante los 25 dias de
tratamiento con el compuesto 1GS2.7 o el vehiculo. Los datos representan la media diaria del peso de los
animales por grupo (N = 6 animales por grupo) (*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 con diferencias significativas
frente al grupo WT-Veh. “p <0.05, #”p <0.01, Mp <0.001 con diferencias significativas frente al grupo TDP43-
Veh).

La afectacion motora se evalué semanalmente con la prueba de actividad en rodillo conocido
también como test de Rotarod. Esta prueba consiste en evaluar el tiempo que aguantan los
ratones andando encima de un rodillo cuya velocidad aumenta gradualmente de 4 a 40 rpm en un
periodo de 5 min. El ensayo consta de 3 pruebas realizadas con un intervalo de 15 min entre cada
prueba, habiendo realizado previamente 3 entrenamientos en intervalos de 5 min. Como
resultado se observaron diferencias significativas a partir de la segunda semana de tratamiento en
el tiempo que aguantan los ratones silvestres encima del rodillo en comparacion a los ratones
transgénicos. Sin embargo, no hubo diferencia entre el grupo TDP43-1GS2.7 y el TDP43-Veh ni
siquiera a punto final (Figura 65). Como se ha comentado en la descripcidn del ratén TDP-43"3%T

’

este modelo lleva asociado una obstruccién intestinal que en muchos casos es la principal causa

de muerte de los animales.”®*

Ante estos resultados, consideramos que debido a la obstruccion
intestinal y las molestias que ello conlleva, se podria estar enmascarando el efecto del
tratamiento puesto que los animales aguantan menos tiempo en el rodillo como consecuencia del
dafio causado por la obstruccidn y no por la falta de coordinacién motora. Este problema fue
solventado posteriormente para el estudio de los inhibidores de las otras quinasas mediante la

administracién de la comida en formato gel.
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Figura 65. Prueba del Rotarod realizada una vez por semana durante todo el periodo de tratamiento a los 4

grupos de estudio. Se representa el tiempo medio + SEM (seg) que aguantan los animales en un rodillo cuya

velocidad aumenta gradualmente de 4 a 40 rpm en un intervalo de 5 min (N = 6 animales por grupo) (****p
<0.0001 con diferencias significativas frente al grupo WT-Veh).

Llegado el dia 25 de tratamiento (P90), se sacrificaron los animales 24 horas después de la
inyeccién de la ultima dosis y se extrajeron rdpidamente las muestras congelandolas segun el

protocolo detallado en el apartado de materiales métodos, para su posterior procesamiento.

El analisis histolégico comenzd con el recuento del nimero de motoneuronas en la médula
espinal evaluando de esta forma el posible efecto neuroprotector del tratamiento crénico con IGS
2.7. Este analisis se realizé en la lamina IX del asta ventral de la médula espinal a nivel lumbar
(Figura 66), donde se encuentran las motoneuronas inferiores que regulan el movimiento de
musculos proximales y distales, entre los que se encuentran los musculos de las extremidades

posteriores.

Claminalx -

A

Figura 66. Secciones de la médula espinal de la porcién lumbar (L4-L6). Ampliacion de la ldamina IX en donde se
encuentran las motoneuronas inferiores marcadas con la tincién de Nissl (flechas negras).
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Para ello se realizaron cortes de 20 um en las secciones L4-L6 de la médula espinal con un
criostato y se analizé el estado de las motoneuronas mediante la deteccién de los cuerpos de Nissl
y la colina acetiltransferasa (ChAT). En el primer caso se realizdé una tincién con violeta de cresilo,
un colorante basico que tifie las estructuras basdfilas citoplasmaticas formadas por cumulos de
reticulo endoplasmatico rugoso con alto contenido en ARN, conocidos como los cuerpos de Nissl
(Figura 66). En el segundo caso, se realiza un marcaje especifico de motoneuronas colinérgicas
mediante la deteccidn por inmunofluorescencia de la enzima implicada en la sintesis del

neurotransmisor acetilcolina: la colina acetiltransferasa o ChAT.

El recuento de motoneuronas se realizé6 contando por un lado las motoneuronas ChAT
inmunopositivas y por otro las que presentaban una fuerte tincidon de los cuerpos de Nissl en la
[dmina IX del hasta ventral de la médula espinal. En ambos casos se observé una pérdida del 30-
40% de motoneuronas en los ratones transgénicos TDP43-Veh en comparacién al grupo silvestre
WT-Veh, que fue capaz de prevenir de forma significativa el tratamiento con 1GS2.7 al haber un

80% de neuronas motoras positivas para estos marcadores (Figura 67).
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Figura 67. Cuantificacién del nimero de motoneuronas marcadas con la tincidén de Nissl (flechas negras) o
inmunohistoquimicamente con un anticuerpo especifico de la colina acetiltransferasa (ChAT) en la [dmina IX del
hasta ventral de la médula espinal (porcién lumbar) en ratones silvestres (WT) o transgénicos (TDP43) tratados
con 1GS2.7 o el vehiculo. Barras de escala de las imdgenes representativas: 200 um. (N = 6 animales por grupo)

(*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 con diferencias significativas frente al grupo WT-Veh. #p <0.05, ##”p <0.001
con diferencias significativas frente al grupo TDP43-Veh).
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Con el objetivo de analizar si existe una correlacién entre el efecto neuroprotector
observado a nivel de médula espinal y los niveles de fosforilacién de TDP-43, se evalud la cantidad
de proteina expresada y el estado de fosforilacion de la misma en la médula espinal de los
ratones. Para ello se procedié a la extraccién del contenido proteico de la porciéon lumbar y se
cuantificaron por WB los niveles de TDP-43 fosforilada en las Ser409/410, asi como el contenido
total de TDP-43. En la Figura 68a se aprecia como cabia esperar, una mayor expresion de TDP-43
en la médula espinal de ambos grupos de ratones transgénicos en comparacién a los silvestres.
Asimismo, se observa un aumento de la fosforilacién de la proteina completa y la presencia de
fragmentos fosforilados de 25 y 35 KDa en los ratones TDP43-Veh (Figura 68b), caracteristica
patoldgica presente en los tejidos post mortem de humanos.® Este aumento de la fosforilacion de
TDP-43 asi como la presencia de los fragmentos de menor peso molecular, se vio reducido de

manera significativa en los ratones que fueron tratados de forma crdnica con el inhibidor de CK-1

(Figura 68b).
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Figura 68. Niveles de TDP-43 total y fosforilada en las Ser409/410 presente en la seccion lumbar de la médula
espinal de los ratones silvestres (WT) o transgénicos (TDP43) tratados con IGS2.7 o el vehiculo analizado por
WB. (N = 6 animales por grupo) (**p <0.01, ****p <0.0001 con diferencias significativas frente al grupo WT-Veh.
#p <0.05 con diferencias significativas frente al grupo TDP43-Veh).

Finalmente, basandonos en estudios previos en donde los inhibidores de CK-1 estudiados
presentaron un buen perfil antiinflamatorio en cultivos primarios de microglia y astrocitos
murinos,”* se procedié al anélisis del estado de activacidn de estas células gliales mediante
técnicas inmunohistoquimicas marcando proteinas cuya expresién aumenta en estado reactivo,
especificas de la microglia (Iba-1) y astrocitos (GFAP). Los resultados muestran la presencia
significativa de microgliosis y astrogliosis en los ratones TDP43-Veh en comparacién a los grupos

silvestres, mientras que el tratamiento con 1GS2.7 reduce parcialmente la activacion de los
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astrocitos y de forma completa la activacion de la microglia hasta niveles similares a los del grupo

WT-Veh (Figura 69).
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Figura 69. Estado de activacion de la microglia (Iba-1) y astrocitos (GFAP) en la médula espinal a nivel lumbar de
los ratones silvestres (WT) o transgénicos (TDP43) tratados con 1GS2.7 o el vehiculo analizado con técnicas
innumohistoquimicas. N > 6 animales por grupo. Barras de escala de las imagenes representativas: 200 um. (**p
<0.01, ***p <0.001 con diferencias significativas frente al grupo WT-Veh. #p <0.05, Mp <0.001 con diferencias
significativas frente al grupo TDP43-Veh).

Todos estos datos sugieren que la inhibicidn de CK-1 con el derivado de benzotiazol 1GS-2.7
modula la toxicidad de TDP-43 in vivo al atenuar la pérdida de peso tipica de este modelo, al
evitar la muerte de las neuronas motoras espinales reduciendo la fosforilaciéon y fragmentacién de
TDP-43, y al revertir la reactividad glial que afecta tanto a las células microgliales como a los
astrocitos.”* Ademds, las motoneuronas preservadas estarian involucradas en la unién muscular
ya que, la colina acetiltransferasa utilizada para su cuantificacion, es una enzima esencial en la

formacion de sinapsis neuromusculares en mamiferos.”®®

Por ello, se podria estar confirmando la
hipdtesis previamente planteada por la que el resultado negativo obtenido en el test de Rotarod

es debido al malestar provocado por la obstruccién intestinal y no a la debilidad muscular.
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Es cierto que la recuperacion de estos parametros en lineas generales no es completa sino
parcial, lo que enfatiza la necesidad de optimizar mejor este tratamiento, ya sea variando la dosis

utilizada o combinando 1GS-2.7 con alglin otro agente neuroprotector.

Recientemente, se ha iniciado el estudio preliminar de eficacia del inhibidor de CK-1, 1GS-2.7,
con respecto al Unico tratamiento paliativo aprobado para la ELA, Riluzol, y a su vez la posible
sinergia de ambos farmacos en la modulacidon de TDP-43 a través de un tratamiento concomitante
con ambos compuestos. Este hecho es importante pensando en una futura fase clinica del
inhibidor de CK-1 y la imposibilidad de eliminar Riluzol como tratamiento habitual de los
pacientes. Recientemente, se ha publicado la inhibicidn de Riluzol frente a CK-16, con un valor de
Clso de 16 pM,*® casi cuatro érdenes de magnitud mayor que la correspondiente a 1GS-2.7. El
estudio se ha llevado a cabo en las lineas linfoblasticas de pacientes con ELAe. Para el tratamiento
de Riluzol, se selecciond una dosis utilizada en varios estudios anteriores y relacionada con la
dosis administrada a los pacientes. Esta fue de 5 uM. La dosis inicial utilizada para 1GS-2.7 fue la
misma que la establecida para los ensayos in vitro realizados en los modelos descritos
anteriormente (5 puM). Para el tratamiento concomitante se establecieron dos condiciones: Riluzol
(5 uM) + IGS-2.7 (5 uM) vy Riluzol (2.5 pM) + IGS-2.7 (2.5 uM). Este estudio se llevd a cabo en
linfoblastos de 4 pacientes con ELAe y un control sano. Como resultado se pudo observar una
bajada significativa en la fosforilacion patoldgica de TDP-43 con las 4 condiciones establecidas en
las células de los pacientes con ELAe en comparacion al individuo control. No obstante, no se
apreciaron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos ni efecto sinérgico de
ambos compuestos a ninguna de las dos concentraciones con respecto al efecto individual de

cada uno de ellos (Figura 70a).

Ante estos resultados, se planteé un segundo experimento en donde se redujo la dosis del
tratamiento conjunto Riluzol (1 pM) + IGS-2.7 (1 uM) y la concentracién individual de 1GS-2.7 (2.5
KMM). En el caso de IGS-2.7 se esperaba seguir viendo un efecto modulador puesto que esta dosis
sigue estando por encima de su Clsy (23 nM). Como resultado se observé una bajada significativa
tanto del tratamiento individual con Riluzol e 1GS-2.7, como del concomitante siendo mas notable
el efecto de la sinergia de ambos compuestos a la hora de reducir la fosforilacion patoldgica de
TDP-43 (Figura 70b). Este resultado es muy relevante puesto que abre la posibilidad de un efecto
terapéutico importante con dosis mas bajas de ambos farmacos. Por otra parte, el hecho de que
el Riluzol esté modulando la fosforilacién de TDP-43, plantea la hipdtesis de que podria estar
actuando a través de alguna via de sefalizacidn implicada en la fosforilacién de esta proteina

diferente a CK-1, ya que la dosis utilizada en el ensayo esta muy por debajo de su Cls,. Se estan
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llevando a cabo estudios adicionales para determinar potenciales proteinas quinasas implicadas

en la fosforilacion patoldgica de TDP-43 y moduladas por Riluzol.
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Figura 70. Inmunoblots representativos y cuantificacion de los niveles de pTDP-43 en presencia o ausencia del
tratamiento en los linfoblastos de 4 pacientes con ELAe y 1 control. a) Riluzol (5 uM), IGS-2.7 (5 uM), Riluzol +
1GS-2.7 (5 uM +5 uM), Riluzol + 1GS-2.7 (2.5 uM +2.5 uM). b) Riluzol (5 uM), 1GS-2.7 (2.5 uM), Riluzol + 1GS-2.7 (1
UM +1 pM). Los valores representan la media = SEM de 2 experimentos diferentes. (**p <0.01, ***p <0.001,
**%*p <0.0001 con diferencias significativas frente al ELAe sin tratamiento).

Finalmente, se determind también si esta combinacidn sinérgica era capaz de reestablecer la
homeostasis de TDP-43. Para ello, se evalud la localizacién celular de esta proteina mediante
técnicas inmunocitoquimicas, observandose una mayor concentracion de TDP-43 en el citosol de
los linfoblastos de los pacientes con ELAe en comparacion al individuo control, que fue capaz de
ser revertida tras el tratamiento con IGS 2.7 (2.5 uM) y en mayor medida por el tratamiento
concomitante de IGS 2.7 y Riluzol (1 uM + 1 uM). Sin embargo, el Riluzol por si solo no fue capaz
de reestablecer la localizacién nuclear de TDP-43 observdndose mayor concentracion de esta

proteina en el citoplasma celular (Figura 71).

En conclusiéon de estos resultados y puesto que la acumulacién de TDP-43 en el citosol de las
motoneuronas es una caracteristica patoldgica presente en un 97% de los pacientes con ELA,*
proponemos el tratamiento simultaneo de 1GS-2.7 y Riluzol como una buena estrategia
terapéutica para la ELA, ya que la administraciéon conjunta de ambos compuestos presenta un
efecto mas notable a la hora de reestablecer la homeostasis de TDP-43, que la administracion

individual de cada uno de ellos en los linfoblastos de pacientes con ELAe.
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Figura 71. Deteccidn y cuantificacion mediante técnicas inmunocitoquimicas de la localizacidn subcelular de
TDP-43 (verde) en linfoblastos de 4 pacientes con ELAe y un control en presencia o ausencia de tratamiento (R:
Riluzol, I: IGS-2.7). DAPI fue utilizado como marcador nuclear (azul). Barras de escala de las imagenes
representativas: 15 um. Los valores representan la media + SEM de 2 experimentos diferentes. (*p <0.05 con
diferencias significativas frente al ELAe sin tratamiento).
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Para poder trasladarlo a clinica en un futuro no lejano, se ha disefiado un estudio

AT en el que el

(actualmente en curso) en el modelo de ratdn transgénico de TDP-43 (Prp-TDP43
principal objetivo es la evaluacidn del potencial neuroprotector del tratamiento concomitante de

IGS-2.7 y Riluzol frente al tratamiento individual de cada compuesto.

3.3. Evaluacion del potencial terapéutico de los inhibidores de CDC7 y TTBK1 in vivo

El efecto neuroprotector de los inhibidores de CDC7 y TTBK1 observado en los modelos
celulares de ELA descritos en el capitulo anterior, fue evaluado en el modelo de ratén TDP-43"31T
con el objetivo de analizar el potencial terapéutico in vivo. En el ensayo se analizé en paralelo la
eficacia del tratamiento crdnico con el inhibidor de CDC7; C24 y el inhibidor de TTBK1; T25,
guedando establecidos de esta forma 6 grupos de estudio: 3 formados por ratones silvestres a los
que se les administré el compuesto de estudio o vehiculo para evaluar el posible efecto téxico de

la inhibicidn de la quinasa; WT-Veh, WT-C24, WT-T25 y 3 con ratones transgénicos; TDP43-Veh,
TDP43-C24, TDP43-T25.

El disefio y monitorizacién del ensayo fue similar al descrito previamente para el inhibidor de
CK-1 a diferencia de algunos parametros como el tiempo de tratamiento y la dosis utilizada. En
este caso, el ensayo pudo prolongarse en el tiempo ya que la esperanza de vida media de los
animales aumenté como consecuencia de la disminucién favorable de la obstruccidn intestinal
propia del modelo, al administrar comida gelatinosa facilmente digerible. El tratamiento empezd
en la fase pre-sintomatica (dia P65) y se administré durante 30 dias consecutivos (P95) (Figura
72).
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Figura 72. Disefio experimental del ensayo en el ratdn transgénico TDP-43 con el inhibidor de CDC7; C24 y

el inhibidor de TTBK1; T25 (i.p: intraperitoneal).
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3. Evaluacidn de la eficacia de los candidatos a farmaco en modelos animales

La dosis administrada en ambos casos fue de 5 mg/kg/dia intraperitonealmente. Esta dosis
ha sido seleccionada en base a la Cls, (del orden submicromolar) que presentan ambos
compuestos y a los resultados obtenidos en los estudios realizados en los modelos celulares

descritos en el capitulo anterior.

La coordinacién y debilidad muscular se monitorizé durante el periodo de tratamiento con la
prueba del Rotarod y con un test conocido como “Clasping” una vez por semana. El fenotipo
motor denominado “clasping” refleja un componente de espasticidad en el cual se observan
contracciones involuntarias o distonia de los miembros traseros del animal cuando son
suspendidos por la cola. Mientras que la respuesta motora tipica de un ratén cuando se le
sostiene por la cola es la extension de las patas traseras, los ratones que presentan clasping
contraen sus patas hacia el tronco. Los pardmetros establecidos para evaluar la afectacién motora
tienen un valor de 0 a 3 en funcidn de si: 0) no contrae ninguna extremidad posterior; 1) contrae
una extremidad; 2) contrae ambas extremidades; 3) contrae ambas extremidades y adopta una
posicién corporal encorvada, caracteristica propia de la fase mas severa de la enfermedad (Figura
73). Se considera un fenotipo clasping positivo cuando en un intervalo de 1 min de tiempo

contrae una o las dos patas posteriores de forma reiterada.

Figura 73. Prueba del Clasping. Valoracién del grado de distonia que presentan los ratones en las extremidades
posteriores. 0: no contrae ninguna extremidad posterior, 1: contrae una extremidad, 2: contrae ambas
extremidades, 3: contrae ambas extremidades y adopta una posicidén corporal encorvada (adaptada de Ref.268).

Una vez finalizado el tratamiento, los animales se sacrificaron y se procedié al andlisis

bioquimico e histoldgico de la médula espinal.

3.3.1. Resultados de la evaluacion de la inhibicion de CDC7

En primer lugar, el registro del peso diario durante el periodo de tratamiento refleja una

bajada significativa del mismo en los animales transgénicos frente a los silvestres, que no fue
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capaz de prevenir el tratamiento crénico con el inhibidor de CDC7 (Figura 74). No se aprecia

efecto toxico del compuesto sobre el peso en todo el experimento.
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Figura 74. Registro del peso de los ratones silvestres (WT) y transgénicos (TDP43) durante los 30 dias de
tratamiento con el compuesto C24 o el vehiculo. Los datos representan la media diaria del peso de los animales
por grupo (N = 6 animales por grupo) (***p <0.001 con diferencias significativas frente al grupo WT-Veh).

La evaluacidén de la afectacidn motora y espasticidad mediante la prueba del clasping
resultdé en una mejora altamente significativa en los animales tratados con C24, siendo
especialmente notable en la tercera semana de tratamiento en donde todavia no se apreciaban
sintomas motores (Figura 75a). Aunque la distonia fue progresivamente aumentando en las
ultimas semanas, a término, los animales tratados seguian presentando una mejora significativa
en este pardmetro en comparacion al grupo TDP43-Veh. Asimismo, las diferencias que
aparecieron desde la segunda semana entre los TDP43-Veh y los WT-Veh, no aparecieron en el

grupo de ratones transgénicos tratados con €24 hasta la cuarta semana de tratamiento (Figura

75a).

En la prueba del Rotarod, se observd un incremento significativo en el tiempo que
permanecen los ratones TDP43-C24 encima del rodillo en comparacion a los TDP43-Veh en la
ultima semana del ensayo (Figura 75b). La inhibicién de CDC7 no tuvo efecto negativo en la

coordinacidon motora de los animales silvestres.
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Figura 75. Pruebas comportamentales. Los resultados del clasping (a) y del Rotarod (b) de los ratones silvestres
(WT) o transgénicos (TDP43) tratados con C24 o el vehiculo. (N = 6 animales por grupo) (*p <0.05, **p <0.01,

***p <0.001 con diferencias significativas frente al grupo WT-Vehy 6p <0.05, 66p <O.01666p <0.001 con

diferencias significativas frente al grupo TDP43-Veh).

A pesar de los prometedores datos comportamentales de los animales tratados con este
compuesto, a nivel histolégico el tratamiento con C24 no consigue prevenir la degeneracion de las
motoneuronas observandose, al igual que en los ratones TDP43-Veh, una muerte de
aproximadamente el 40% de las neuronas motoras (Figura 76). El nimero de motoneuronas
analizado mediante ambas técnicas (tincién de Nissl e inmunohistoquimica con anti-ChAT), fue
similar (Figura 76). El hecho de que no haya una correlacion positiva entre la eficacia del
tratamiento en la coordinacién motora de los animales TDP43-C24 y el nimero de motoneuronas
inferiores en la médula espinal podria deberse a que la inhibicién de CDC7 estd ejerciendo un
efecto neuroprotector a nivel de la unién neuromuscular. Es decir, el tratamiento con C24 podria
estar preservando el botdn sindptico de las motoneuronas que no se han visto afectadas,
favoreciendo la inervacion del musculo y en definitiva el tono muscular. Las motoneuronas son
capaces de inervar una amplia placa motora y si su unidon neuromuscular esta preservada podria
estar explicando la atenuacion de los sintomas motores observada en el grupo tratado. Por el
contrario, en los animales TDP43-Veh la uniéon neuromuscular se estaria viendo afectada
produciéndose la pérdida de inervacién de la musculatura de las extremidades y en consecuencia

la aparicion del fenotipo motor severo que caracteriza a estos ratones.
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Figura 76. Cuantificacion del nimero de motoneuronas marcadas con la tincién de Nissl o
inmunohistoquimicamente con un anticuerpo especifico de ChAT, en la |lamina IX del hasta ventral de la médula
espinal (porcidn lumbar) de ratones silvestres (WT) o transgénicos (TDP43) tratados con C24 o el vehiculo. (N >

6 animales por grupo) ((**p <0.01, ***p <0.001 con diferencias significativas frente al grupo WT-Veh).

A continuacidn, con el objetivo de validar in vivo el efecto observado en los diferentes
modelos estudiados en el capitulo anterior, se procedid al andlisis del estado de fosforilacion de
TDP-43. En primer lugar, se detectd el mismo nivel de expresion de TDP-43 en ambos grupos de
animales TDP43-Veh y TDP43-C24, siendo tres veces superior a la de los ratones silvestres (Figura
77a). Al analizar el estado de fosforilacién de la proteina, se observé una bajada significativa de
pTDP-43 en los ratones tratados con el inhibidor de CDC7 con respecto al grupo TDP43-Veh
(Figura 77b). Esta es la primera vez que se describe la modulacion de pTDP-43 en el ratén

A315T

transgénico Prp-hTDP-43 tras el tratamiento con un inhibidor de CDC7 y confirma de esta
manera su potencial terapéutico asi como el efecto sobre la modulacién de TDP-43 que presenté
C24, y otros inhibidores de esta quinasa, en los linfoblastos de pacientes con ELA y en el modelo

desarrollado en la linea de neuroblastoma SH-SY5Y.
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Figura 77. Niveles de TDP-43 total y fosforilada en las Ser409/410 presente en la seccién lumbar de la médula

espinal de los ratones silvestres (WT) o transgénicos (TDP43) tratados con C24 o el vehiculo analizado por WB.

(N = 6 animales por grupo) (****p <0.0001 con diferencias significativas frente al grupo WT-Veh; #p <0.05 con
diferencias significativas frente al grupo TDP43-Veh).

El siguiente paso fue el estudio del efecto antiinflamatorio de C24 in vivo. Para ello se
analizaron inmunohistoquimicamente las secciones de médula espinal de los ratones con los

anticuerpos especificos de la microglia y astrocitos reactivos (lba-1 y GFAP, respectivamente).

La inhibicion de CDC7 tras el tratamiento con C24 resulté en una ligera mejoria de la
astrogliosis de los animales tratados. Aunque no se observen diferencias significativas entre los
dos grupos de ratones transgénicos, si que se pierde un nivel de significancia cuando se compara
TDP43-C24 con el grupo control WT-Veh (Figura 78a). En el estudio de la microgliosis no se
observé un efecto aparente del inhibidor €24, mostrando una reactividad similar en ambos
grupos de ratones transgénicos (Figura 78b). En cualquier caso, y con el fin de confirmar o no los
datos encontrados previamente para los cultivos primarios de microglia descritos en el capitulo
anterior, se estudid si esta activacion de la microglia se corresponde con un fenotipo
proinflamatorio M1 o por el contrario neuroprotector M2. Para ello, se procedié a la evaluacidn
de los marcadores propios de cada fenotipo en los extractos proteicos de la médula espinal a nivel

lumbar mediante la técnica de WB.
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Figura 78. Estado de activacidn de la microglia (Iba-1) y astrocitos (GFAP) en la médula espinal a nivel lumbar de
los ratones silvestres (WT) o transgénicos (TDP43) tratados con C24 o el vehiculo analizado con técnicas
innumohistoquimicas. (N = 6 animales por grupo) (*p <0.05, **p <0.01 con diferencias significativas frente al
grupo WT-Veh).

Los resultados obtenidos muestran un ligero aumento no significativo en la expresién de
TREM?2 (biomarcador del fenotipo antiinflamatorio M2) en los ratones transgénicos tratados con
respecto a los TDP43-Veh (Figura 79a). Aunque no se observa una clara disminucidn de la enzima
iNOS (marcador del fenotipo proinflamatorio M1) (Figura 79b), al hacer el ratio TREM2/iNOS se
detecta una minima tendencia del farmaco a potenciar el fenotipo neuroprotector (Figura 79c), lo
que estaria en concordancia con lo reportado en los estudios previos de inmunomodulaciéon

realizados en cultivos primarios de microglia murina.
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Figura 79. Efecto inmunomodulador del tratamiento con C24 o vehiculo en los ratones silvestres (WT) y
transgénicos (TDP43) analizado por WB. iNOS marcador del fenotipo M1 de la microglia y TREM2 del fenotipo
M2. (N = 4 animales por grupo) (*p <0.05 con diferencias significativas frente al grupo WT-Veh).

En conclusién, el inhibidor de CDC7 C24 es capaz de atravesar la BHE, como habia sido
predicho con la metodologia PAMPA, y llegar a su diana en el SNC, en donde ejerce un efecto
neuroprotector. Este se refleja en el retraso de la aparicion de los sintomas motores y en la
atenuacion de la distonia propia del modelo. A su vez, el efecto neuroprotector frente a la
hiperfosforilacion de TDP-43 que presentd el compuesto €24 en los modelos celulares de ELA, se

ha visto confirmado en el modelo de ratén TDP-43"%"

al reducir la fosforilaciéon patoldgica de
TDP-43 in vivo a nivel de médula espinal. Esta bajada en la fosforilacién téxica de TDP-43 también
se observd en un estudio realizado simultdneamente en un modelo de C.elegans que
sobreexpresa hTDP-43 al tratar a los gusanos con el inhibidor €24.** Ante estos resultados se
puede proponer a los inhibidores de CDC7 como potenciales candidatos a farmaco para el

tratamiento de aquellas patologias que cursen con la proteinopatia de TDP-43 como la ELA y la

DFT.

3.3.2. Resultados de la evaluacion de la inhibicion de TTBK1

Se siguio el disefio experimental descrito anteriormente y el perfil del registro de pesos de
los animales sometidos al tratamiento con el inhibidor de TTBK1 no mostré ningun efecto tdxico
en los animales silvestres, ni favorable en los transgénicos a la hora de prevenir la pérdida de peso

(Figura 80).
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Figura 80. Registro del peso de los ratones silvestres (WT) y transgénicos (TDP43) durante los 30 dias de
tratamiento con el compuesto T25 o el vehiculo. Los datos representan la media diaria del peso de los animales
por grupo (N = 6 animales por grupo) (****p <0.0001 con diferencias significativas frente al grupo WT-Veh).

A nivel de comportamiento, la afectacién motora evaluada mediante el estudio de clasping o
de Rotarod no presenta una mejora significativa con el tratamiento a punto final. No obstante,
cabe destacar que el inhibidor de TTBK1 fue capaz de prevenir la distonia propia de los ratones
transgénicos durante la primera semana de tratamiento (Figura 81a). En ese periodo, aparecié ya
una diferencia significativa entre los ratones TDP43-Veh y los WT-Veh, que por el contrario no se
detect6 entre los TDP43-C24 y los WT-Veh hasta la tercera semana del ensayo. En las semanas
consecutivas, este efecto se pierde apareciendo un comportamiento similar al del grupo TDP43-
Veh (Figura 81a). En el test de Rotarod, la inhibicion de TTBK1 no consiguid mejorar la
coordinaciéon motora de estos animales ni siquiera tras la primera semana del estudio (Figura

81b).
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Figura 81. Pruebas comportamentales. Los resultados del clasping (a) y del Rotarod (b) de los ratones silvestres
(WT) o transgénicos (TDP43) tratados con T25 o el vehiculo. (N = 6 animales por grupo) (*p <0.05, ****p
<0.0001 con diferencias significativas frente al grupo WT-Veh).
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A nivel histoldgico, el tratamiento con T25 resulté ser bastante eficaz en la neuropoteccién
de las motoneuronas espinales de los animales transgénicos. El recuento de este tipo de neuronas
mediante ambas técnicas (tincidon de Nissl e inmunofluorescencia con ChAT) ha resultado en un
aumento significativo del nimero de neuronas motoras colinérgicas en los animales TDP43-T25
en comparacion a los TDP43-Veh. (Figura 82). Los animales silvestres tratados con el compuesto

T25 no mostraron ningun efecto toxico en la supervivencia de las motoneuronas.
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Figura 82. Cuantificacién del nimero de motoneuronas marcadas con la tincién de Nissl o
inmunohistoquimicamente con un anticuerpo especifico de ChAT, en la [dmina IX del hasta ventral de la médula
espinal (porcidn lumbar) de ratones silvestres (WT) o transgénicos (TDP43) tratados con T25 o el vehiculo. (N> 6

animales por grupo) (****p <0.0001 con diferencias significativas frente al grupo WT-Veh; *p <0.01 con
diferencias significativas frente al grupo TDP43-Veh).

Ante estos resultados se plantea la hipdtesis de que el efecto neuroprotector que esta
produciendo el tratamiento en los animales transgénicos a nivel de médula espinal, no se ve
reflejado en la coordinacion motora porque, contrario a lo que sucede con el inhibidor de CDC7,
se esta viendo alterada la uniéon neuromuscular y en consecuencia la pérdida del tono muscular
reflejada en la aparicion de los sintomas motores. Para verificar dicha hipdtesis habria que realizar

un estudio adicional en donde evaluar el estado de la unién neuromuscular.

165



Resultados y discusién

El siguiente paso fue la comprobacién de la posible correlacion entre el efecto
neuroprotector observado a nivel de médula espinal y el potencial de T25 para modular la
neurotoxicidad de TDP-43 fosforilada en las Ser409/410. Para ello se analizd por WB el grado de
expresion de TDP-43 asi como el estado de fosforilacion de la misma en la médula espinal de los
ratones. Como resultado se observé un aumento en los niveles de TDP-43 fosforilada en los
ratones transgénicos en comparacion a los silvestres, que en el caso de los ratones TDP43-T25, se
vieron reducidos de forma significativa en respuesta al tratamiento (Figura 83a). El nivel de

expresion de TDP-43 es el mismo en ambos grupos de animales transgénicos (Figura 83b).
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Figura 83. Niveles de TDP-43 total y fosforilada en las Ser409/410 presente en la seccion lumbar de la médula
espinal de los ratones silvestres (WT) o transgénicos (TDP43) tratados con T25 o el vehiculo analizado por WB.
(N =6 animales por grupo) (*p <0.05,**p <0.01, ****p <0.0001 con diferencias significativas frente al grupo WT-
Veh; #“p <0.01 con diferencias significativas frente al grupo TDP43-Veh).

Finalmente, se procedié a la evaluacién del potencial antiinflamatorio de T25 mediante el

analisis del estado de activacion de la microglia y astrocitos en la médula espinal de los ratones.

La inhibicién de TTBK1 resultd en una disminucién significativa de la microgliosis en los
ratones TDP43-T25 frente a los ratones TDP43-Veh llegando a un estado de activacidn similar al
encontrado en los ratones silvestres (Figura 84a). El estudio de la astrogliosis marcé una

tendencia a la baja en el nimero de atrocitos reactivos en los animales tratados con el inhibidor,
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gue, aunque no es estadisticamente significativa, pierde un nivel de significancia respecto a los

WT-Veh (Figura 84b).
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Figura 84. Estado de activacion de la microglia (Iba-1) y astrocitos (GFAP) en la médula espinal a nivel lumbar de
los ratones silvestres (WT) o transgénicos (TDP43) tratados con T25 o el vehiculo analizado con técnicas
innumohistoquimicas. (N = 6 animales por grupo) (*p <0.05, **p <0.01 con diferencias significativas frente al
grupo WT-Veh; #p <0.05 con diferencias significativas frente al grupo TDP43-Veh).

El potencial inmunomodulador analizado mediante la expresién de los marcadores propios
de cada fenotipo de la microglia (M1: iNOS y M2: TREM2), resulté en una disminucion de la
enzima iNOS acompafiado de un aumento significativo en la expresién de TREM2 en los ratones
TDP43-T25 (Figura 85a). Por lo tanto, el tratamiento con el inhibidor de TTBK1 T25 esta
potenciando el cambio de una microglia proinflamatoria que favorece la degeneracién de las
neuronas, a una microglia antiinflamatoria/neuroprotectora tal y como se observa al hacer el

ratio TREM2/iNOS (Figura 85b). Estos resultados confirman el efecto inmunomodulador
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observado en el modelo inflamatorio de cultivos primarios de microglia de rata descrito en el

capitulo anterior.
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Figura 85. Efecto inmunomodulador del tratamiento con T25 o vehiculo en los ratones silvestres (WT) y
transgénicos (TDP43) cuantificado por WB. iNOS marcador del fenotipo M1 de la microglia y TREM2 del fenotipo
M2. (N = 4 animales por grupo) (**p <0.01 con diferencias significativas frente al grupo WT-Veh; #p <0.05, ##p
<0.01 con diferencias significativas frente al grupo TDP43-Veh).

En conclusion, el tratamiento con el inhibidor de TTBK1 T25 presenta un efecto

AT an el ratédn, reflejado

neuroprotector frente al dafio causado por la sobreexpresién de TDP-43
en la preservacidn significativa del nimero de motoneuronas presentes en la porcién lumbar de la
médula espinal. Este efecto es consecuencia de la sinergia de varios procesos intra e
intercelulares como es la bajada en de la fosforilacién patolégica de TDP-43 mediante la inhibicién
de TTBK1, asi como el efecto inmunomodulador que presenta T25 al inducir el cambio del
fenotipo proinflamatorio de la microglia (M1) al antiinflamatorio reduciendo de esta forma la
liberacion de citoquinas proinflamatorias y otros factores que contribuyen a la degeneracidn
neuronal. Sin embargo, este efecto no fue suficiente para prevenir o retrasar la aparicién de los
sintomas motores propios de la enfermedad. Ante esta realidad se plantea la hipdtesis de que se
esté viendo afectada la unién neuromuscular, ya que el nimero de motoneuronas que inervan las
extremidades posteriores no se esta viendo alterado en comparacion a los ratones silvestres. Para

comprobar dicha hipdtesis habra que modificar el disefio del estudio optimizando la dosis activa e

incluyendo en el andlisis el estado de la unién neuromuscular.
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Todos los resultados descritos son prometedores y avalan la inhibicién de las quinasas que
modulan la fosforilaciéon patoldgica de TDP-43 descrita en la mayoria de pacientes con ELA,”
como una buena estrategia terapéutica para el tratamiento de esta proteinopatia y en concreto
para la ELA. Es importante sefialar que es la primera vez que se administra a este modelo de ratdn

AT un tratamiento farmacoldgico basado en la inhibicién de quinasas.

transgénico (Prp-hTDP-43
Por ello, y para poder dar el salto a la clinica habria que realizar estudios adicionales en otro
modelo murino y posteriormente en modelos de otra especie de rango superior, optimizando el

tratamiento o incluso combinandolo con otro agente neuroprotector como es el Riluzol.
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CAPITULO 4

Reposicionamiento de Tideglusib como tratamiento para la ELA






4. REPOSICIONAMIENTO DE TIDEGLUSIB COMO TRATAMIENTO PARA LA ELA

La relevancia que adquiere la busqueda de farmacos para la ELA surge como consecuencia
de la falta de terapias efectivas, ya que los dos Unicos farmacos aprobados para esta devastadora
enfermedad tan solo alargan la vida del paciente de 3 a 6 meses. Si bien el desarrollo de un
farmaco es un proceso de larga duracidn con un elevado coste econdmico, el reposicionamiento
de fadrmacos cuya seguridad en humanos es conocida, bien porque estén en ensayos clinicos o

porque ya hayan sido aprobados por las agencias reguladoras, es la estrategia mas rapida.’®

En los ultimos afios, el avance en la optimizacién de las propiedades de los candidatos a
farmaco mediante diferentes aproximaciones y metodologias con el fin de acelerar el largo
proceso del desarrollo de un farmaco, ha reducido notoriamente la elevada tasa de fracaso
encontrada en clinica. No obstante, la busqueda de nuevas aplicaciones terapéuticas a farmacos
cuya seguridad en humanos ya ha sido estudiada, para aquellas enfermedades que no tienen
tratamiento, o que lo tienen pero no es efectivo, sigue siendo la mejor estrategia para minimizar

el coste y acelerar dicho proceso.””

Por ello, consideramos una buena aproximacién la busqueda de nuevas aplicaciones
terapéuticas a Tideglusib, un farmaco que nacié en este grupo de investigacion y cuya seguridad y

eficacia ha sido probada en humanos en diferentes ensayos clinicos para la enfermedad de

271,208 273,274

Alzheimer, paralisis supranuclear progresiva,”’> autismo vy distrofia miotdnica.
Actualmente se encuentra en fase clinica Il/11l pre-aprobatoria para distrofia mioténica congénita.
Tideglusib es un inhibidor ATP-no competitivo de GSK-3pB que fue disefiado en el grupo de
investigacion dentro de un programa de quimica médica enfocado al desarrollo de inhibidores de
GSK-3B como potenciales farmacos para todas aquellas patologias, principalmente neuroldgicas,

que presentan un aumento anémalo de la actividad de esta quinasa.””

GSK-3B es una de las principales quinasas involucradas en los mecanismos patoldgicos de
enfermedades humanas muy importantes tales como la diabetes, cancer, trastornos del estado de
animo y diversas enfermedades neurodegenerativas.”’® Esta serina/treonina quinasa esta
implicada en la regulacion de numerosas vias de sefalizacidon relacionadas con la expresién
génica, la estructura celular, inflamacién y apoptosis.”’’ Es una quinasa muy conservada en
diversas especies. En humanos tiene una expresion ubicua y era conocida desde los afios 70 por
estar involucrada en la sintesis del glucdgeno. A final del siglo pasado, se descubrid su expresion
también en el SNC donde juega un papel fundamental en los procesos fisioldgicos neuronales. El

aumento de la expresion y actividad de GSK-3B se ha asociado con la degeneracién y muerte
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neuronal en diversas enfermedades como la EA y la EP al fosforilar de forma andmala las
proteinas tau y a-sinucleina respectivamente, marcadores patolégicos de estas enfermedades

neurodegenerativas.”’®

4.1. GSK-3B y ELA

GSK-3B es también considerada como posible diana terapéutica para la ELA desde que se
describié por primera vez un aumento andmalo en la expresidn y actividad de esta quinasa en
muestras de pacientes con ELA y en diferentes modelos celulares y animales que recapitulan esta

enfermedad.*®#*

Concretamente, en el afio 2003 un estudio en donde se analizd el grado de
expresion de 78 quinasas en muestras post mortem de pacientes con ELA, revelé un aumento de
del 220% de la forma hiperactiva de GSK-3B (GSK-3B-pTyr216) en la médula espinal a nivel
tordacico de estos individuos en comparacion a los controles sanos.’® Mas adelante, otro estudio
describié un aumento tanto de la expresion como de la actividad de GSK-3pB en el I6bulo frontal y

temporal de la corteza cerebral de pacientes con ELAe y con un tipo de ELA que cursa con

deterioro cognitivo.'®

En el afio 2013, con el objetivo de buscar biomarcadores en tejidos periféricos para el
diagnéstico y estudio de la evolucion de la enfermedad, este grupo de investigacion en
colaboracidon con el Hospital Carlos lll de Madrid, analizé el estado de GSK-3B en células
mononucleares de sangre periférica de 44 pacientes con ELAe. A su vez se analizé la posible
correlacién entre los niveles de esta quinasa y la progresion de la enfermedad evaluada mediante
el pardmetro conocido como ALSFRS-R o escala revisada de valoracion funcional de la ELA. La
ALSFRS-R es una medida basada en la evaluacién de aspectos neuroldgicos y funcionales de los
pacientes que se utiliza en ensayos clinicos para monitorizar la progresién de la enfermedad.
Como resultado del estudio se obtuvo un aumento significativo de GSK-3 en los pacientes con
respecto a los individuos sanos observandose a su vez una correlacién negativa entre los niveles
de expresion de esta quinasa y los valores de ALSFRS-R, es decir, se detectaron mayores niveles

de GSK-3B en aquellos pacientes que presentaban una sintomatologia mas acusada (Figura 86).%%

En diversos modelos celulares y animales tanto de ELA familiar como esporadica, se ha
demostrado que el tratamiento con compuestos que tienen actividad inhibitoria frente a GSK-3,
atenua los sintomas motores y restaura los procesos celulares alterados como consecuencia de la

enfermedad.
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Figura 86. Relacion entre los valores obtenidos de ALSFRS-R y los niveles de GSK-3B en sangre periférica de 44
pacientes con ELA. Pearson’s r: -0.39; P:0.01. (Adaptada de Ref .200).

En el caso de los modelos celulares, el tratamiento con inhibidores de GSK-3f en cultivos de

motoneuronas murinas ya sean transfectadas con plasmidos que llevan integrada la proteina
mutada SOD-1 (A4V, G93A) o procedentes de células madre embrionarias de ratones que per se
llevan inserta la mutacién, ha resultado no solo en restaurar los niveles de GSK-3B cuya expresiéon
se habia visto aumentada, sino que ademas disminuye significativamente la muerte celular en

279189 Ecte aumento de la supervivencia celular también se

presencia de inhibidores de GSK-3.
observé en motoneuronas derivadas de células madre pluripotentes inducidas de pacientes con

ELA que fueron tratadas con Kenpaulona.'®

En relacidn a la proteinopatia de TDP-43, la inhibicidn de la actividad enzimatica de GSK-3f3
disminuyd de forma selectiva la concentracién de granulos de estrés que contienen TDP-43 en un
modelo celular en donde la formacidn de éstos se induce mediante un estimulo estresante. En
este mismo estudio se observd una disminucién en la concentracion celular de los fragmentos
citotéxicos del extremo C-terminal de TDP-43 al tratar las células con inhibidores de GSK-3B

(Figura 16).%

En relacion a los modelos animales, el aumento anémalo de los niveles y/o actividad de GSK-

3B se ha descrito en determinados modelos desarrollados en moscas transgénicas que

280,281 . .
80281 v en diversos modelos murinos que

sobreexpresan diferentes formas de TDP-43 mutada,
. /s 124,187,239 T .

emulan la ELA tanto familiar como esporadica. La inhibicion de la actividad de esta

quinasa en los diferentes modelos, ha resultado en lineas generales en un retraso de la aparicién

y atenuacién de los sintomas motores que se correlaciona con el efecto neuroprotector

observado a nivel histolégico.
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Ejemplo de ello es el modelo que desarrollé el grupo del Prof. Rosa Maria Arahuetes de la
Facultad de Bioldgicas de la Universidad Complutense de Madrid en colaboracidon con este de
grupo de investigacion. Este proyecto tenia como objetivo establecer un modelo de ELA
esporadico basado en la exposicidon de los animales, en este caso ratas, a la toxina L-BMAA para
poder estudiar la patologia y a su vez evaluar el potencial farmacolégico de los candidatos a
farmaco en un modelo que representa al 90% de los pacientes con ELA. Como se comentd en la
introduccioén, la exposicidn de los individuos a este aminodcido toxico es una de las causas que
desencadena el desarrollo de la ELA, de ahi que las zonas geogréficas en donde abunda esta
toxina tengan una incidencia de 50-100 veces superior, como es el caso de la Isla de Guam.’ Tras
la optimizacién de los diferentes pardmetros, se estableci6 un modelo que recapitula las
caracteristicas fisiopatolégicas propias de la ELA como es la pérdida de volumen muscular de las
extremidades traseras, una reduccién de la corteza motora acompafiado de una hipertrofia
ventricular, una sintomatologia neuroldgica tipica, alteraciones a nivel mitocondrial y de reticulo
endopldsmico, un aumento en los niveles de TDP-43 y un incremento de la expresidn y actividad

de GSK-3pB en la médula espinal y en la corteza cerebral motora de las ratas (Figura 88)."**'%

Una vez establecido el modelo se procedidé a evaluar, a modo de prueba de concepto, el
potencial terapéutico de uno de los inhibidores de GSK-3f disefiado y sintetizado en el grupo de
investigacion, conocido como VP-2.51. Los resultados obtenidos fueron muy positivos puesto que
el tratamiento diario con este inhibidor durante 2 semanas, redujo de forma completa los

sintomas neuroldgicos en aquellas ratas que fueron tratadas con este compuesto.'®

La inhibicidn de esta quinasa ha demostrado eficacia no solo en este modelo de ELAe sino
también en modelos de ELA familiar. El tratamiento con inhibidores comerciales de GSK-3 como
el acido valproico, inhibidor indirecto de GSK-3B, o el compuesto AR-A014418 en el modelo

1°%4 suprime en el primer caso la progresién de la enfermedad,'® y en el

murino de SOD-
segundo retrasa la aparicion de los sintomas motores y prolonga la esperanza de vida de los
animales de una manera dosis dependiente.”® El litio, primer inhibidor descrito de GSK-3B,
presenté también un efecto neuroprotector en el modelo de ratén SOD-1°%** reflejado en la
conservacién del nimero de motoneuronas, en la reduccién de la astrogliosis y en el retraso del
inicio y duracién de la enfermedad viéndose asimismo prolongada la esperanza de vida de los

185

animales.™ Por otro lado, el silenciamiento o la disminucién de la expresién de GSK-3B en

diversos modelos de mosca transgénica, reduce la toxicidad producida por la sobrexpresion de

282,281

TDP-43 propia del modelo.
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Figura 88. (Adaptada de Ref. 124 y 125) Caracterizacidon del modelo de ELAe tras la exposicidn de las ratas a la

toxina L-BMAA. a) Hipertrofia ventricular (flechas amarillas), b) evaluacion neuroldgica, c) niveles de TDP-43 en

la corteza cerebral, d) imdgenes de microscopia electrénica de las mitocondrias y del reticulo endoplasmico en

las motoneuronas espinales, e) niveles de GSK-3B y GSK-3B-pSer9 en la corteza motora y en la médula espinal

lumbar.

Ante estos resultados, y puesto que el litio y el acido valproico son farmacos aprobados para

el tratamiento de enfermedades neuroldgicas como la depresidn, trastorno bipolar y epilepsia, se
llevd a cabo el disefio de un ensayo clinico en el que se administré de forma conjunta el litio y el
acido valproico a 18 pacientes con ELAe (NCT03204500). Los resultados obtenidos fueron muy

prometedores puesto que la supervivencia de los pacientes aumentd considerablemente en

comparacién a los individuos control reestableciéndose a su vez los pardmetros de estudio

relacionados con el estrés oxidativo y la excitotoxicida

d.?®® No obstante, este estudio se detuvo en
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fase clinica 2 por el abandono de un tercio de los pacientes debido a los efectos adversos que
sufrian como consecuencia en parte, de la elevada concentracién de litio en sangre. Sin embargo,
la inhibicién de GSK-3B no presenté ningun efecto tdxico aparente, por lo que la busqueda de

* por ello, el

inhibidores de esta quinasa es una estrategia terapéutica prometedora,™
reposicionamiento de Tideglusib como tratamiento para la ELA podria ser un hecho accesible e

inmediato puesto que la bioseguridad de este farmaco ya ha sido probada en humanos.

4.2. Antecedentes de Tideglusib

La busqueda de farmacos para aquellas patologias que cursan con un aumento andmalo de
la actividad y expresion de GSK-3B, como la EA, EP y la paralisis supranuclear progresiva (PSP)
entre otras, ha sido una de las lineas de investigacion de este grupo durante afos. Este proyecto
comenzé a finales de los 90 con el desarrollo de un programa de quimica médica basado en el
disefo y sintesis de pequefias moléculas con actividad inhibitoria frente a GSK-3B, cuyo objetivo
es reducir la fosforilacién andmala de aquellos sustratos considerados marcadores patolégicos de
este tipo de enfermedades, al agregar y precipitar en las células del SNC de los pacientes como
consecuencia de esta modificacidn estructural. Entre estos sustratos se encuentran la proteina
tau, biomarcador de enfermedades como EA, PSP y DFT, y a-sinucleina en la EP. Uno de los
potenciales farmacos obtenidos con una Clsy del rango bajo micromolar fue TDZD-8. Hoy en dia
TDZD8 esta disponible comercialmente y es muy utilizado por la comunidad cientifica como
herramienta farmacoldgica para estudiar el papel fisioldgico y patoldgico de GSK-33 en diversos

modelos de la enfermedad.?®*

La transferencia de los resultados a la empresa NeuroPharma,
optimizo las propiedades tipo farmaco de TDZD-8 con el fin de aumentar la semivida de este
compuesto y poder llegar asi a un candidato que pudiera ser administrado solo una vez al dia. Asi
surgido NP031112, que luego se llamaria NP-12, VP-4.55 y al entrar en ensayos clinicos se

285
b.

denominé Tideglusi Tras un estudio preclinico extenso en donde este compuesto mostrd un

efecto neuroprotector, antiinflamatorio y neurogénico en diferentes modelos celulares y animales

23228 5o propuso como candidato para evaluar su eficacia en clinica para

de neurodegeneracion,
aquellas enfermedades en las que el aumento andmalo de la actividad de GSK-3B contribuye a la

degeneracién de las neuronas.

La primera vez que Tideglusib se administré a humanos fue en el afio 2006 para demostrar
su seguridad y comportamiento farmacocinético en voluntarios sanos. A continuacidn se inicidé un
ensayo clinico fase Il pivotal disefiado para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer

(NCT00948259). El principal objetivo fue evaluar la seguridad y tolerabilidad de este farmaco en
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pacientes. La administracién diaria del tratamiento durante un periodo de 20 semanas a una dosis
creciente desde 400mg a 1000mg, no mostrd indicio de toxicidad ni efectos adversos relevantes.
A su vez, el tratamiento con Tideglusib, mostré una eficacia cognitiva en estos pacientes evaluada
mediante una serie de pruebas que examinan el grado de demencia (MMSE) y el estado cognitivo

271 Asi pues, se inicié en el 2011, un segundo ensayo fase Il en la

y comportamental (ADAS-cog+).
que el principal objetivo fue evaluar la eficacia de Tideglusib en pacientes con un Alzhéimer leve-
moderado que de rutina estaban recibiendo un tratamiento con inhibidores de acetilcolinesterasa
(NCT01350362). El tratamiento se administré durante 26 semanas a una dosis de 500 o 1000 mg
por dia o cada dos dias. Ademas de monitorizar la eficacia con las pruebas cognitivas (MMSE y
ADAS-cog+) se evaluaron diferentes biomarcadores como niveles de la proteina tau fosforilada (p-
tau), BACE1 y B-amiloide en LCR de los pacientes. Aunque la eficacia del tratamiento no llegé al
ambicioso objetivo establecido en el disefio del estudio en los 226 individuos que recibieron el
tratamiento con Tideglusib, en el anadlisis post hoc, se observé una mejora significativa a nivel
cognitivo y en el grado de demencia en una cohorte de pacientes con Alzheimer leve, asi como

una reduccion significativa de BACE1 y p-tau, y una tendencia, probablemente no significativa por

el corto periodo de tratamiento de B-amiloide en LCF (Figura 89).°%
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Figura 89. Niveles de BACE1 y p-tau en LCF de pacientes que recibieron el placebo (N=6) o Tideglusib (N=15)
(adaptada de Ref. 208).

De forma simultanea se inicié otro ensayo clinico en donde Tideglusib se propuso como
tratamiento para la paralisis supranuclear progresiva o PSP (NCT01049399). Esta enfermedad
neurodegenerativa cursa con afectacion motora, siendo una de sus caracteristicas
neuropatoldgicas principales la acumulacion de la proteina p-tau en las células neuronales de los

. ~ . .7 2
pacientes, acompafiado de un aumento en los niveles de expresion de GSK-3B.*” La
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administracién diaria de Tideglusib durante 52 semanas produjo una disminucidon de la atrofia
cerebral de forma dosis dependiente, demostrando una vez mas que el fdrmaco es capaz de
atravesar la BHE y llegar a su érgano diana en donde ejerce un efecto neuroprotector
significativo.”’? Si bien el potencial terapéutico de este formaco era evidente, la compafiia que
entonces tenia la patente de Tideglusib no pudo seguir con su desarrollo clinico, al cerrar esta

empresa en la crisis econémica del 2012.

Afios mas tarde, y tras la publicacién del efecto terapéutico de los inhibidores de GSK-3 en

% |a empresa Authism

la mejora cognitiva de los animales modelo del sindrome de fragil X,
Theraputics decide retomar el desarrollo de este fdrmaco, iniciando en el 2016 un ensayo clinico
para evaluar la seguridad y eficacia de Tideglusib en nifios que padecian el trastorno del espectro
autista o TEA (NCT02586935). Este tipo de pacientes presentan patrones de conducta restringidos
y repetitivos, y se caracterizan por las dificultades que tienen en la comunicacion e interaccion
social. Los modelos animales disefiados para el estudio de esta patologia presentan un aumento
andmalo de la actividad de GSK-38, por ello Tideglusib se propuso como candidato a fdrmaco para
este trastorno.”®® Tras las 12 semanas de tratamiento, la conducta adaptativa de los nifios
evaluada mediante determinadas pruebas conductuales a las que se sumaron los comentarios de
los propios padres, resultéd en una mejora significativa en aquellos pacientes que recibieron como

tratamiento Tideglusib.273 Asi, este candidato a farmaco mostré una vez mas una eficacia

significativa en un trastorno neurolégico caracterizado por la hiperactividad de GSK-3.

Por ultimo, y tras la publicacién de la relevancia de la inhibicion de GSK-3 en modelos de

distrofia miotdnica,”****

se inicié paralelamente en 2016 un ensayo clinico para la distrofia
miotdnica congénita (DMC). La DMC es una enfermedad neuromuscular compleja caracterizada
por la debilidad y atrofia del musculo esquelético. GSK-3B es considerada diana terapéutica de
esta patologia desde que se identificd un aumento en la expresion de esta quinasa en el musculo
esquelético de estos pacientes.” El potencial terapéutico tan relevante que presenté TDZD-8 en
los modelos animales de DMC, llevd al disefio de un ensayo clinico reposicionando Tideglusib que
recluté a 16 pacientes con este trastorno (NCT02858908). La administracion de Tideglusib
durante 12 semanas resultd6 en una mejora de la funcidn cognitiva, de los sintomas
neuromusculares como la hipotonia y la fatiga, y de la capacidad para realizar actividades de la
vida cotidiana.?’* Los buenos resultados de esta fase Il, unido a la eficacia mostrada en modelos
animales de distrofia miotdnica congénita de Tideglusib,’*” han llevado al disefio de la tercera y
ultima fase que empezara con el reclutamiento de pacientes, en este caso nifios con distrofia

mioténica congénita, en cuestion de semanas (NCT03692312).2%°
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El recorrido clinico que ha tenido Tideglusib en todas estas patologias que tienen en comun
el aumento de la expresidn y actividad de GSK-3B, se ha caracterizado por la seguridad y los
signos de eficacia que ha mostrado, siendo capaz de penetrar al SNC y ejercer el efecto
neuroprotector previamente observado en los estudios preclinicos de estas enfermedades. El
hecho de que GSK-3B se considere biomarcador patolégico de la ELA por el aumento de la
expresién y la actividad de la misma en los tejidos post mortem y en las células mononucleares de
sangre periférica de estos pacientes, asi como la eficacia que han mostrado los inhibidores de
GSK-3PB en los modelos que recapitulan esta enfermedad, ha hecho que el reposicionamiento de

Tideglusib se proponga como posible estrategia terapéutica para la ELA.

Por ello, durante la presente Tesis Doctoral se ha realizado el estudio preclinico de Tideglusib
en los modelos establecidos de la proteinopatia de TDP-43, con el objetivo de evaluar su eficacia

farmacoldgica y poder proponerlo como fdrmaco para esta enfermedad.

4.3. Evaluacion del potencial terapéutico de Tideglusib en modelos celulares de ELA

La primera vez que se evalud el potencial farmacoldgico de Tideglusib en la modulacion de la
patologia de TDP-43, fue en la puesta a punto del ensayo de neuroproteccion frente al acido
etacrinico en la linea de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Este ensayo fue desarrollado con el fin
de evaluar el efecto neuroprotector de los agentes farmacolégicos de estudio frente a la
hiperfosforilacion de TDP-43 y en consecuencia la acumulacion citoplasmatica de la misma, hecho
qgue se considera marcador patolégico de la enfermedad al estar presente en la mayoria de
pacientes con ELA tanto familiar como esporadica.”’ Para establecer el control interno del ensayo
se realizé un estudio comparativo de eficacia entre dos inhibidores de quinasas cuyo desarrollo
preclinico estaba avanzado; IGS 2.7 y Tideglusib, inhibidores de CK-1 y GSK-3B, respectivamente.
Finalmente, Tideglusib fue elegido como control puesto que presentd un efecto neuroprotector
mas significativo a la hora de prevenir la muerte celular causada por el AE (Figura 34). El efecto
farmacoldgico de Tideglusib no solo se vio reflejado en la reduccién de la muerte celular evaluada
por MTT (Figura 90a), sino también en la modulacién de TDP-43 al prevenir la hiperfosforilacién

patoldgica de esta proteina evaluada mediante WB (Figura 90b).

La fosforilacion aberrante de TDP-43 estd relacionada con la alteracién del transito nucleo-
citosol de esta proteina, observandose una acumulaciéon de TDP-43 con diferentes modificaciones
post-traduccionales en el citoplasma de las células afectadas.”’ Por ello, cabria esperar que la
reduccion en la fosforilacion patoldégica de TDP-43 mediante la inhibicion de GSK-38,

reestableciera el equilibrio fisiolégico de TDP-43 favoreciendo la localizacion nuclear de la misma.
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Figura 90. Estructura quimica y efecto neuroprotector de Tideglusib frente al AE. Viabilidad celular evaluada
mediante MTT (a) y niveles de pTDP-43 evaluado por WB (b) en la linea SH-SY5Y, 24 horas después de haber
sido expuestas a 30 uM de AE en presencia o ausencia de Tideglusib (5 uM). Los valores representan la media
SEM de 3 experimentos diferentes. (***p <0.001, ****p <0.0001 con diferencias significativas frente a las
células tratadas con AE y ++p <0.01 con respecto al control).

Con el fin de confirmar esta hipodtesis, se llevé a cabo un ensayo en donde se evalué la
localizacién subcelular de TDP-43 en esta misma linea celular en presencia o ausencia de
Tideglusib (5 uM), induciendo las modificaciones tanto en la estructura como en la localizacién
mediante la exposicion de las células al AE. Como resultado se observé un aumento significativo
de TDP-43 en el citosol de las células tratadas con AE en comparacién al control, en donde el
pretratamiento con Tideglusib (5 uM) favorecié el transito de forma significativa de TDP-43 al

compartimento nuclear (Figura 91).

Con el fin de comprobar la eficacia de Tideglusib en otro modelo celular, se evalué el
potencial neuroprotector de este inhibidor en los linfoblastos de pacientes con ELAe. Las lineas
linfobldsticas establecidas a partir de las muestras de sangre de los donantes enfermos,
recapitulan la patologia de TDP-43 observada en los tejidos post mortem de este tipo de pacientes
al presentar; un aumento de la fosforilacién de TDP-43, mayores niveles de esta proteina en el
compartimento citosdlico, asi como la presencia de fragmentos citotdxicos del extremo C-
terminal (Figura 42). A su vez la caracterizacion de estas células mostré un aumento anémalo de
la actividad de GSK-38 reflejada en el incremento significativo de la forma hiperactiva (GSK-38-

pTyr216) acompafiado de una bajada en los niveles de la forma inactiva (GSK-3B-pSer9) (Figura
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46), considerdandose un modelo éptimo para evaluar la eficacia de compuestos con actividad

inhibitoria frente a GSK-3p.
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Figura 91. Andlisis mediante técnicas inmunocitoquimicas de la localizacion subcelular de TDP-43 en la linea SH-
SY5Y, 24 horas después de haber sido expuestas a 30 uM de AE en presencia o ausencia de Tideglusib (5 uM).
Como marcador nuclear se utilizé DAPI. Barras de escala de las imagenes representativas: 25 um. Los datos
representan la media + SEM de 3 experimentos diferentes.
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El tratamiento de las lineas linfobldsticas de 3 pacientes con ELAe y 3 individuos control con
Tideglusib (5 uM) durante 24 horas, no mostré ninglin efecto téxico en las células de los
individuos sanos. En las células de los pacientes con ELAe se observé una reduccion significativa
de la fosforilacién patolégica de TDP-43, sin apreciarse alteraciones en los niveles normales de
expresion de esta proteina (Figura 92a). A su vez, se evalud la capacidad de este farmaco para
restituir la homeostasis de TDP-43 evaluando su localizacién celular después de 24 horas en
presencia del tratamiento. Los resultados mostraron que, si bien no tiene efectos apreciables en
los controles, el tratamiento con Tideglusib reduce la acumulaciéon citoplasmatica de TDP-43 en
los 3 pacientes estudiados alcanzando niveles préximos a los de los linfoblastos del grupo control,
recuperando de esta forma la localizacién nuclear de esta proteina necesaria para el control de

multiples procesos regulados en ese compartimento celular (Figura 92b).
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Figura 92. Inmunoblots representativos y cuantificacidn de los niveles de pTDP-43 (a) y la localizacién subcelular
de TDP-43 (b) en presencia o ausencia de Tideglusib (5 uM) en los linfoblastos de 3 pacientes con ELAe y 3
controles. Los valores representan la media + SEM de 3 experimentos diferentes. (*p <0.05, **p<0.01, ***p
<0.001 con diferencias significativas frente a al grupo control y #p<0.05, ##p<0.01 con diferencias significativas
frente al ELAe sin tratamiento).

En conclusién de estos estudios, el tratamiento con Tideglusib disminuye la fosforilacién
patologica de TDP-43 en los dos modelos estudiados, reestableciendo ademas el equilibrio
fisiolégico de esta proteina al reducir la concentracién citoplasmatica téxica que estd

contribuyendo a la degeneracién neuronal en estos pacientes.

184



4. Reposicionamiento de Tideglusib como tratamiento para la ELA

No obstante, la implicacién de GSK-3B en diferentes vias de sefalizacidon esenciales para el
mantenimiento de la homeostasis celular como es la via oncogénica Wnt/B-catenina, ha puesto
en duda el uso de este tipo de inhibidores como tratamiento para cualquier enfermedad crénica.
La fosforilacién de B-catenina en la treonina 41, serina 37 y serina 33 mediada por GSK-38, es un
hecho necesario para que esta proteina sea ubiquitinada y degradada en el proteosoma.” Asi, la
inhibicion de la actividad de GSK-3f en esta via celular, produciria la acumulacion de B-catenina
en el citoplasma, la cual se trasloca al nucleo en donde actia como factor de transcripcion de
genes que codifican proteinas involucradas en la proliferacion, diferenciacién y mantenimiento de
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células madre.”" Este hecho contribuiria al desarrollo de patologias como el cancer, en donde Ia

proliferacién celular andmala que lo caracteriza es letal para el organismo.

Hasta ahora, los inhibidores de GSK-3B que han sido trasladados a clinica y han resultado
fallidos son ATP-competitivos, es decir, se unen al sitio activo de la enzima compitiendo por el
ATP, y en consecuencia produciendo la inhibicién completa de la enzima.”* Sin embargo,
recientemente se ha demostrado como la inhibicion parcial de GSK-3B es suficiente para
normalizar la hiperactividad andmala que presenta esta enzima en los tejidos de pacientes de
patologias como la ELA, DMC, EA, PSP entre otras.”* Ejemplo de ello es el Litio, un compuesto que
modula indirectamente la actividad de GSK-3 reduciendo parcialmente su actividad, y que fue

aprobado para el tratamiento de trastornos neuroldgicos como el trastorno bipolar.”®’

Recientemente se ha comprobado como los inhibidores alostéricos de GSK-3, es decir, ATP-
no competitivos, inhiben parcialmente y de forma reversible la actividad de GSK-3B y no muestran
la traslocacién de B-catenina al nticleo.”®® Por ello, se propuso la inhibicién alostérica de GSK-3p
como un tratamiento crénico para enfermedades que presenten anomalias en la actividad de esta
enzima, puesto que al inhibir parcialmente la enzima, no afectan a los procesos celulares en los

que estd implicada GSK-3B como es la via oncogénica Wnt/B-catenina.

Con el fin de evaluar si la inhibicién de GSK-3f con Tideglusib, inhibidor ATP-no competitivo,
esta interfiriendo en este proceso celular, se realizd un estudio en la linea SH-SY5Y, en donde se
evalud la localizacién subcelular de B-catenina tras el tratamiento con Tideglusib (5 uM) y con el
inhibidor de GSK-3B ATP-competitivo, SB-216783 (5 puM). Después de un periodo de 24h en
presencia o ausencia de los compuestos, se extrajo el contenido proteico mediante un protocolo
de fraccionamiento celular analizando los niveles de B-catenina presentes en el nucleo y en el
citosol, mediante WB. Como resultado se pudo apreciar un aumento significativo de f-catenina en

el citosol y en consecuencia en el nucleo en las células tratadas con SB-216783, lo que indica que
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la inhibicién de GSK-3 en esta via estd impidiendo la degradacion de esta proteina favoreciendo
su traslocacidn al nucleo (Figura 93a). Sin embargo, los niveles citosélicos y nucleares de B-
catenina en presencia de Tideglusib son similares al grupo control, es decir, el tratamiento con
este compuesto no esta interfiriendo en esta via de sefializacién, puesto que se esta produciendo
la degradacién fisioldgica de B-catenina mediada por la fosforilacion de GSK-3B. Para verificar
estos resultados, se realizé paralelamente un ensayo en los linfoblastos de pacientes con ELAe,
observandose el mismo resultado que el obtenido en la linea de neuroblastoma humano (Figura

93b).
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Figura 93. Localizacion subcelular de B-catenina en la linea SH-SY5Y (a) y en los linfoblastos de pacientes con
ELAe (b) en presencia o ausencia de los inhibidores de GSK-3B: SB216783 y Tideglusib a 5 uM. Como control de
carga se ha utilizado lamina-B para la fraccidn nuclear y a -Tubulina para la fraccién citosélica. Los valores
representan la media * SEM de 3 experimentos diferentes. (*p <0.05, ***p <0.001 con diferencias significativas
frente a al grupo control (-).

La inhibicidn alostérica y selectiva de GSK-3B con Tideglusib, evita que se alteren procesos
celulares necesarios para el buen funcionamiento celular como es la via oncogénica Wnt/B-
catenina. Dado el potencial farmacolégico de Tideglusib, se propone como candidato para la ELA,
puesto que es una patologia en la que el aumento de la expresion y actividad de GSK-3B

contribuyen a la muerte neuronal y en definitiva a la degeneracién muscular.
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4. Reposicionamiento de Tideglusib como tratamiento para la ELA

4.4. Evaluacién del potencial terapéutico de Tideglusib en el modelo murino de TDP-43%3*%"

Con el objetivo de completar el desarrollo preclinico de Tideglusib para el posible
tratamiento de la ELA, se validd la eficacia de este farmaco en el modelo de ratdn transgénico
Prp-hTDP-43""", Conociendo las propiedades antiinflamatorias y neuroprotectoras de Tideglusib
evaluadas en los diferentes modelos de neurodegeneracion, se realizd un primer ensayo de
eficacia en donde se evalud Unicamente la capacidad de este farmaco para modular la
fosforilacién patolégica de TDP-43 in vivo. Para emular el escenario mas parecido al de un ensayo
clinico, el farmaco o vehiculo se administraron por via oral. La dosis administrada fue la utilizada

2%93% administrando una dosis oral diaria

anteriormente en los modelos preclinicos de Alzheimer,
de 200mg/Kg/dia de Tideglusib. El tratamiento de los animales Prp-hTDP-43*"" se inicié en la
fase pre-sintomatica de la enfermedad (P65) y tuvo una duracién de 30 (P65) o 50 dias (P105)

(Figura 94).

Los grupos de estudio se disefiaron en funcién del tipo de ratén; silvestre (WT) o transgénico
(TDP43), y del tipo y duracién del tratamiento: vehiculo (Veh) o Tideglusib durante 30 (T30) o 50
dias (T50). De esta forma se establecieron 6 grupos: 3 formados por ratones silvestres a los que se
les administrd el farmaco o vehiculo para evaluar el posible efecto téxico; WT-Veh, WT-T30, WT-

T50y 3 con ratones transgénicos; TDP43-Veh, TDP43-T30, TDP43-T50.

El protocolo llevado a cabo fue aprobado por el érgano encargado del bienestar animal del
Centro de Investigaciones Bioldgicas (CSIC) (ref. PROEX 059/16) en cumplimiento de los articulos
33.1 y 38.1 del Real Decreto 53/2013, del 1 de Febrero (BOE 8 de Febrero) y de acuerdo a la

normativa europea en relacion al uso de animales para experimentacion (2010/63/EU).
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Figura 94. Disefio experimental del ensayo llevado a cabo en el ratén transgénico TDP-43 con Tideglusib.
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Una vez finalizado el ensayo (P65 o P105), se sacrificaron los ratones y se conservaron las
muestras segun el protocolo detallado en el apartado de materiales y métodos. Seguidamente se
procedid a la extracciéon del contenido proteico de la seccidn lumbar de la médula espinal y se
cuantificaron los niveles de TDP-43 fosforilada en las Ser409/410 (tanto la forma completa como
la fragmentada), asi como el contenido total de TDP-43 mediante WB. En el andlisis de los
resultados se observé un aumento en la expresién de TDP-43 en los ratones transgénicos en
comparacién a los silvestres independientemente de la duracién del experimento (Figura 95). El
efecto del tratamiento con Tideglusib durante 30 dias (TDP43-T30) no mostré un efecto
significativo en la reduccién de la fosforilacion de TDP-43 completa, ni de los fragmentos de
menor peso molecular (Figura 95a). Sin embargo, aquellos ratones que recibieron el tratamiento
prolongado durante 50 dias (TDP43-T50), presentaron diferencias estadisticamente significativas
en el grado de fosforilacidn de la proteina, frente al grupo de ratones transgénicos que recibieron

como tratamiento el vehiculo (TDP43-Veh) (Figura 95b).

En resumen, la inhibicién de GSK-3B con Tideglusib ha demostrado ser capaz de modular la
toxicidad de TDP-43 in vivo al reducir la fosforilacion y fragmentacién de TDP-43 tras un

tratamiento diario durante 50 dias administrado via oral.

Todos estos resultados confirman el potencial farmacoldgico de Tideglusib en la modulacién
de la patologia de TDP-43 al reducir la hiperfosforilacién propia de los linfoblastos de pacientes
con ELAe y la inducida en el modelo de AE en la linea de neuroblastoma. Ademas, ha mostrado
eficacia a la hora de reestablecer el equilibrio nucleo-citosol de TDP-43 en ambos modelos
celulares, reduciendo la acumulacidon citoplasmatica de la misma, principal caracteristica
patoldgica de la enfermedad, y por tanto reestableciendo la funcién de TDP-43 a nivel nuclear.
Este hecho adquiere gran relevancia en la medida en la que TDP-43 es una proteina que regula
mas de 600 ARNm y en consecuencia todos los procesos celulares asociados a ello.>* Por ultimo, la
validacion del efecto neuroprotector de Tideglusib en el modelo de ratén transgénico que
recapitula la patologia de TDP-43 (Prp-hTDP-43*""), ha resultado ser eficaz al disminuir la
fosforilacién y fragmentacién de TDP-43 in vivo después de un tratamiento diario administrado

durante 50 dias por via oral.

188



4. Reposicionamiento de Tideglusib como tratamiento para la ELA

30 dias

WT

TDP43

a)
Tideglusib:
43KDa
35KDa
43KDa
37KDa
0207 [] vehiculo
:'_;‘_: g [ Tideglusib
I ! o E
a 0.15
I~ é A ° A
re o a
A 0.10 4
1 | < °
RS I [
= 0.05
[= . i > ™
° $ -
0.00 T T T T
WT TDP43
0157 [] vehiculo (]
R g D Tideglusib "
P B S
! e U] 0.10 'y
| | k ° i
: ™M, <Il' L]
.- a
o 0.05
E T L T
o ° A
A o
0.00 :.' %@ L é—-—
WT TDP43

Figura 95. Inmunoblots representativos y cuantificacién de los niveles de TDP-43 total y fosforilada en las
Ser409/410 presente en la seccion lumbar de la médula espinal de los ratones silvestres (WT) o transgénicos
(TDP43) tratados con Tideglusib o vehiculo durante 30 dias (a) o 50 dias (b). (N = 6 animales por grupo) (**p

<0.01 con diferencias significativas frente al grupo WT-Veh. #p <0.05 con diferencias significativas frente al

+ + 4+

+ o+ -

T r
—----.-“

—

———m—————

)

(Intensidad Relativa

(Intensidad Relativa)

b)

Tideglusib: -

pTDP-43

TDP-43

GAPDH

50 dias
WT TDP43
- 4+ o+ - - -

grupo TDP43-Veh).

7‘; 0.6 1 |:| Vehiculo
g E ] Tideglusib
a © %
< 9 * %
@G £ 0.4 ’—L
3B . o
¥ +
52 .. . \
E [T = -
o £ .
£ Al N
-~ A
0.0 T T T T
WT TDP43
E 1.5 |:| Vehiculo
JO: prer] D Tideglusib °
a % .
52 o] T
73 :
YT r -4 . A
% 2 osd| ® A ® 2
= 9 °
=
0.0 T r r T
WT TDP43

En conclusidn, el historial clinico de Tideglusib en donde se observa seguridad y eficacia en

todas las patologias estudiadas, sumado a los favorables datos obtenidos en el estudio de la

eficacia de Tideglusib en la proteinopatia de TDP-43, proponen a este farmaco como candidato

valido para el tratamiento de la ELA.

189



Resultados y discusién

Estos resultados fueron presentados en el congreso organizado por la red Europea para
curar la ELA conocida como ENCALS, del Inglés «European Network to Cure ALS», en Tours
(Francia) en Mayo del 2019. El pdster, que obtuvo el premio del congreso, despertd gran interés
en la Dra. Anne Marie Hubers del Hospital de Ginebra, que ha querido potenciar el desarrollo
clinico de Tideglusib como tratamiento para la ELA. Para ello se ha disefiado un protocolo clinico

fase Il, que estd a la espera de ser aprobado para su inicio en un futuro no lejano en Suiza.

En resumen, los datos obtenidos en la presente Tesis Doctoral muestran que los inhibidores de
quinasa propuestos para el potencial tratamiento de la ELA, cuya seleccién se realizd en base a la
capacidad para penetrar al SNC y a la actividad inhibitoria frente a las quinasas que modulan la
fosforilaciéon patoldgica de TDP-43, han mostrado un potencial farmacolégico prometedor en los

estudios llevados a cabo in vitro e in vivo recuperando la homeostasis de TDP-43.

La mayoria de estos candidatos han presentado una eficacia significativa en los modelos
celulares establecidos reduciendo la hiperfosforilacién y fragmentacion, y en consecuencia
reestableciendo la localizacién nuclear de esta proteina, marcador patolégico presente en un 97%
de los pacientes. El perfil farmacoldgico de los compuestos mas efectivos se ha completado con el

estudio de la modulacién del efecto inflamatorio en cultivos primarios de microglia de rata.

El potencial terapéutico de los compuestos mas prometedores ha sido validado en el modelo
de ratdn transgénico de TDP-43 en donde se confirmé la capacidad de los inhibidores de quinasas
para atravesar la BHE y llegar al SNC, ejerciendo un efecto neuroprotector e inmunomodulador
reflejado en la disminucion de la fosforilacion de TDP-43, la preservacion del nimero de
motoneuronas, la reducciéon de la gliosis reactiva, asi como la atenuacién de los sintomas

motores.

Estos resultados son prometedores y avalan la inhibicién de las quinasas que modulan la
fosforilacién patoldgica de TDP-43, descrita en la mayoria de pacientes, como una buena
estrategia terapéutica para el tratamiento de esta proteinopatia. De esta manera los inhibidores
de estas quinasas pueden ser considerados farmacos innovadores en el futuro tratamiento de la

ELA.
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Conclusiones

En la presente Tesis Doctoral se ha procedido al estudio preclinico de candidatos a farmacos
para el potencial tratamiento de la ELA, caracterizados por presentar actividad inhibitoria frente a
proteinas quinasas. De esta forma se ha evaluado el potencial farmacolégico de estos agentes en
los modelos celulares y animales establecidos para el estudio de la ELA y de aquellas patologias

gue cursan con la proteinopatia de TDP-43.

Las principales conclusiones del trabajo se recogen a continuacion:

1. Se ha evaluado la probabilidad de atravesar la barrera hematoencefalica de los posibles
candidatos a farmaco disefiados y sintetizados en el grupo de investigacién, en base a la
actividad inhibitoria frente a las proteinas quinasas establecidas como dianas terapéuticas:
GSK-3pB, CK-16, CDC7 y TTBK1. Solo aquellos compuestos que presentan una alta probabilidad
de atravesar la BHE y llegar al 6rgano diana, el SNC, han sido seleccionados para estudios

posteriores como candidatos a farmaco.

2. Se ha puesto a punto el modelo de neuroproteccion frente a la hiperfosforilacion de TDP-43
inducida por el AE en la linea de neuroblastoma humano SH-SY5Y, en donde posteriormente,

se ha validado la eficacia neuroprotectora de los compuestos de estudio.

3. Se han establecido y caracterizado lineas linfobldsticas procedentes de pacientes con ELAe,
ELAf-SOD1 e individuos sanos, instaurando un modelo valido para el estudio de la ELA puesto
que recapitulan las caracteristicas patolégicas de la proteinopatia de TDP-43 y otras

disfunciones celulares asociadas a la enfermedad.

4. Se ha comprobado el potencial terapéutico de los candidatos a farmaco en las lineas
linfobl3sticas establecidas de los pacientes con ELAe, al reducir la fosforilacién patoldgica de
TDP-43 y recuperar la homeostasis de esta proteina nuclear considera principal biomarcador

de la enfermedad.

5. Se ha demostrado el efecto inmunomodulador de los inhibidores de CDC7 y TTBK1
seleccionados, en un modelo de neuroinflamaciéon desarrollado en cultivos primarios de

microglia de rata.

6. Se ha administrado por primera vez un tratamiento farmacolégico basado en la inhibicién de

A315T

quinasas en el modelo de ratén transgénico TDP-43 , confirmando que los inhibidores de
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las cuatro quinasas establecidas como dianas terapéuticas, son capaces de atravesar la BHE y

llegar al 6rgano diana en donde modulan la fosforilacion patolégica de TDP-43.

Se ha comprobado el efecto neuroprotector in vivo del inhibidor de CK-1, 1GS2.7, al atenuar la
pérdida de peso tipica de este modelo, evitar la muerte de las neuronas motoras espinales y

al revertir la reactividad glial.

Se ha demostrado que la inhibicion de CDC7 con el compuesto C24 en el ratdn transgénico

retrasa la aparicion de la sintomatologia motora y atenta la distonia propia de la enfermedad.

El tratamiento con el inhibidor de TTBK1 T25, ha demostrado ser neuroprotector vy
antiinflamatorio en el modelo murino de estudio, preservando el nimero de motoneuronasy

reduciendo la reactividad glial.

Se ha demostrado la eficacia farmacoldgica de Tideglusib, inhibidor de GSK-3f ATP-no
competitivo, en los modelos celulares y animales establecidos en el grupo de investigacion
para el estudio de la enfermedad, proponiendo el reposicionamiento de este farmaco como

una buena estrategia terapéutica para la ELA.
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