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1. Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo caracterizado por
el deterioro progresivo de las capacidades cognitivas. Los principales hallazgos
histoldgicos propios de esta patologia son acumulos extracelulares del péptido p-

amiloide (AB) y agregados intracelulares de la proteina Tau hiperfosforilada.

En nuestro laboratorio se ha caracterizado la presencia de anomalias vasculares (AVS)
asociadas a las placas A, las cuales se producen como consecuencia de un proceso
denominado angiogénesis no productiva. Con el fin de estudiar estas AVs y su papel en
la EA se plantea la realizacidn de un ensayo con Sorafenib, un inhibidor de la

angiogénesis.

En el presente trabajo se llevo a cabo un tratamiento de cuatro semanas con Sorafenib
en modelos APP7s51-SL/+. Para la evaluacion de su efecto se desarrollaron ensayos
inmunohistoquimicos sobre los que se realizé una cuantificacion de las placas AB y las
AVs asociadas, con el objetivo de establecer si existen diferencias entre el grupo de

ratones expuesto al tratamiento y el grupo control.

Los resultados obtenidos en el trabajo indican que no existen diferencias significativas
entre el grupo control y el grupo tratado con Sorafenib. Estos resultados no concuerdas
con los de numerosos estudios en los que se asocia la inhibicion de la angiogénesis con

una reduccion de las placas Ap y una mejora en las funciones cognitivas.



2. Introduccién

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa, cronica,
irreversible y multifactorial. Se caracteriza por un deterioro progresivo de las funciones
cognitivas y se clasifica dentro del grupo de las demencias, constituyendo alrededor de
un 60% de los casos®. Se trata de una enfermedad incapacitante que conlleva una
importante carga emocional y de cuidados para los familiares y allegados de los

pacientes.

El diagnostico de la EA es esencialmente clinico y se basa en los criterios de demencia,
que se corresponden con las principales manifestaciones clinicas de esta patologia.
Dichas manifestaciones son: amnesia, alteraciones cognitivas (afasia, apraxia, agnosia
y/o alteracion de la funcion ejecutiva) y declive de la funcionalidad del paciente®®. En la
actualidad se estan estudiando otros posibles métodos de diagndstico, entre los que se

encuentran las técnicas de imagen.

Aparte de encontrar métodos de diagndstico mas efectivos, probablemente el principal
reto relacionado con el estudio de la EA es la basqueda de un tratamiento eficaz, ya que
los Unicos farmacos aprobados a dia de hoy no revierten ni frenan el progreso de la
enfermedad, simplemente contribuyen a paliar los sintomas. La dificultad de encontrar
un tratamiento eficaz se debe a que todavia se desconoce el mecanismo molecular que

Ileva al deterioro cognitivo.

2.1. Epidemiologia
La prevalencia de la EA ha aumentado drasticamente en los Gltimos afios, debido
esencialmente al incremento de la esperanza de vida y a la falta de fArmacos capaces de

curar o revertir la progresion de la enfermedad.

Se estima que la demencia afecta a unas 50 millones de personas y cada afio se registran
cerca de 10 millones de casos nuevos. Se prevé que el nimero total de personas con

demencia alcance los 82 millones en 2030 y los 152 millones en 2050,

2.2. Etiologia
La EA puede clasificarse desde un punto de vista etiologico en Alzheimer familiar o
esporadico. En el primero, los sintomas se producen antes que en el Alzheimer

esporadico, comenzando generalmente entre los 30 y los 50 afios. Mutaciones en tres



genes (APP, PSEN1 y PSEN2) son responsables de estos infrecuentes casos, que
agrupan a menos de un 0,5% de los pacientes®,

Las mutaciones mencionadas son autosémicas dominantes y se encuentran en el gen
que codifica para la proteina precursora amiloide (APP) y en los genes que codifican
para el nucleo catalitico de la y-secretasa, (presenilina 1 0 PSEN1 y presenilina 2 o
PSEN2)®),

Por otro lado, existen tanto factores de riesgo como factores protectores que influyen en
la probabilidad de desarrollar Alzheimer esporadico. La EA es mas prevalente en
mujeres®, aunque los hombres tienen un mayor riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares, que a su vez se pueden relacionar con la EA. En cuanto a factores
genéticos, el alelo APOE ¢4 se considera un factor de riesgo, mientras que el alelo
APOE &2 constituye un factor protector®. Ademas, se ha encontrado una relacion entre
la EA esporadica y la presencia de determinadas variantes de TREM2, un receptor de
membrana de las células de la microglia que interviene en la activacion de las mismas®.
Otros factores de riesgo destacables son la hipertension, la obesidad, la diabetes, la
depresion y el tabaquismo™®. Por otra parte, diversos estudios epidemioldgicos apuntan
a que realizar ejercicio fisico y tener estudios superiores pueden ser factores
protectores”), probablemente porque conllevan mantener el cuerpo y la mente activa,

respectivamente.

2.3. Patologia

La EA se caracteriza por los siguientes hallazgos patologicos: placas B-amiloide (AB),
ovillos neurofibrilares, dafio vascular y pérdida de neuronas®. A dichas caracteristicas
distintivas habria que afiadir la presencia de neuroinflamacion, otro de los rasgos

propios de esta patologia.

2.3.1. Placas Ap

Las placas Ap son agregados extracelulares compuestos esencialmente por péptidos A
mal plegados de 40 o 42 aminoacidos (APao y AP2)™. Dichas placas se desarrollan en
primer lugar en el isocortex y posteriormente afectan a las estructuras subcorticales®.
Los péptidos AP son generados en el procesamiento proteolitico de la proteina APP, el
cual puede llevarse a cabo mediante dos rutas: la ruta no amiloidogénica y la ruta
amiloidogénica. En la primera via el APP es procesado por la a-secretasa y
posteriormente por la y-secretasa, mientras que en la segunda ruta intervienen

secuencialmente la B-secretasa y la y-secretasa®®. La y-secretasa es una proteasa de
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membrana cuyo componente catalitico es la presinilina (PSEN). Debido a la capacidad
de esta enzima de cortar la proteina en diversas zonas, la longitud del péptido resultante
puede variar. Los mas comunes son AB4o y A4z, siendo el Gltimo el que posee mayor
capacidad de agregacion®V,

Aparte de la produccion de los péptidos, es necesario tener en cuenta la eliminacion de
los mismos, ya que la acumulacion de A tiene lugar cuando se produce un
desequilibrio entre ambos procesos. Existen varios mecanismos implicados en la
eliminacion de AP en el parénquima, entre los que se encuentran la autofagia, el
transporte mediante la barrera hematoencefalica y la degradacion mediada por
proteasas, microglia y astrocitos213),

2.3.2. Qvillos neurofibrilares

Los ovillos neurofibrilares estdn compuestos esencialmente por filamentos de proteina
Tau hiperfosforilada. Esta patologia generalmente comienza en el 16bulo medial
temporal, en concreto en la corteza entorrinal e hipocampo, y posteriormente se expande
hacia el isocortex asociativo. La pérdida de neuronas y sinapsis tiene una progresion

similar a la de la formacién de los ovillos.

2.3.3. Neuroinflamacion

La microglia constituye la base del sistema inmunitario del sistema nervioso. En la EA
encontramos microglia en diversos estados. En uno de ellos, la microglia tiene una
accion proinflamatoria, de manera que libera citoquinas y radicales libres que pueden
causar estrés oxidativo y dafar a las células. Por otro lado, la microglia tiene capacidad
para fagocitar los desechos celulares, entre los que se encuentra el péptido A, lo cual
previene la acumulacion del mismo. La expresion del gen CD33 promueve el estado
proinflamatorio, mientras que TREM2 lo desactiva**). Como se ha mencionado
previamente, determinadas variantes de TREM2 se consideran factores de riesgo de la
EA, lo que indica que la microglia juega un papel importante en la patogénesis de la

enfermedad.

La microglia proinflamatoria puede causar dafio neuronal mediante la liberacién de
mediadores inflamatorios. Los agregados AP estimulan TLRs y el inflamasoma
NRLP3®), lo que tiene como consecuencia la produccion de TNF-a, IL-1B y otras
citogquinas proinflamatorias. Estas citoquinas agravan a su vez la patologia, ya que se ha

demostrado que la inhibicion de su produccion retrasa la deposicion de AP y la



aparicion de déficits cognitivos en modelos de amiloidosis“®. Por tanto, esto apoya la

hipétesis de que la microglia contribuye a la patogénesis de la enfermedad.

Sin embargo, en los Gltimos afios se ha descubierto que la microglia posee también un
papel protector en la enfermedad, ya que los alelos de riesgo para Alzheimer de genes
expresados por la microglia son pérdida de funcion y los modelos animales indican que
la pérdida de la actividad de la microglia aumenta la patologia local y la progresién de

la patologia”.

2.4. Patogeénesis

A pesar de que las principales caracteristicas neuropatoldgicas de la EA fueron descritas
hace décadas, aun se desconoce el mecanismo por el cual se produce el deterioro
sindptico y cognitivo, lo que lleva al planteamiento de varias hipotesis que tratan de
explicar el procedimiento mediante el cual se origina esta patologia.

La primera hipétesis que se barajo fue la hipétesis de la cascada amiloide. Propuesta en
1992 por Hardy y Higgins, esta explicacion se centra en la formacién de las placas AB y
en su posible papel en la neurodegeneracién. En concreto, establece que los depositos
de A4z son los causantes de la patologia de la EA y que los ovillos neurofibrilares, la
pérdida celular, el dafio vascular y la demencia son consecuencias de la formacion de

dichos dep6sitos®.

El hecho de que las placas estén compuestas esencialmente por AB y la presencia de
mutaciones que aumentan la agregacion del péptido en personas con EA familiar,
parecen indicar que AP es el causante de la EA®®. Ademas diversos estudios sugieren
que los oligémeros solubles de AP podrian ser responsables de la disfuncion sinaptica
en el cerebro de pacientes con EA y en los modelos animales®®). Estos factores

constituyen las bases fundamentales de la hipdtesis amiloide.

Sin embargo, esta hipotesis ha perdido peso con el paso de los afios, debido sobre todo a
los continuos fracasos de los ensayos clinicos que tomaban como punto de partida dicha
hipdtesis. Algunos cientificos defienden que ninguno de estos ensayos ha tenido éxito
porqgue los farmacos se han administrado demasiado tarde como para revertir el dafio
cerebral de los participantes, ya que las placas comienzan a formarse afios antes de que
los pacientes desarrollen sintomas. Actualmente se estan realizando ensayos clinicos en

individuos que tienen riesgo que desarrollar la EA pero ain no experimentan



sintomas™, y sus resultados podrian resolver las dudas planteadas sobre la hipdtesis

amiloide.

Otra de las principales criticas a dicha hipdtesis es el hecho de que el nUmero de
depositos AP en el cerebro no correlaciona con el grado de disfuncion cognitiva del
paciente. De hecho, algunos individuos sanos poseen placas AB“®, y el deterioro
neuronal y la progresion de los sintomas de la EA es contraria a la formacion de placas
AB. Sin embargo, parece ser que la concentracion de A soluble si correlaciona con la
disfuncion cognitiva®®),

El conjunto de contradicciones e incognitas que rodean la hipotesis AP después de
muchos afios de investigacion ha llevado a que numerosos estudios se centren en otros
aspectos interesantes de la EA, tales como el papel de la microglia o el componente

vascular.

2.5. Hipotesis vascular

Tradicionalmente la investigacion en la EA se ha centrado en la disfuncién neuronal y
glial. Sin embargo, hay evidencias que sugieren que los factores vasculares son
importantes en la patogénesis de la enfermedad.

2.5.1. Patologia vascular

Recientes estudios epidemioldgicos, clinicos, patoldgicos y experimentales indican que
la EA se asocia a disfuncidn neurovascular temprana, la cual contribuye a la patogénesis
de la enfermedad™®. Se ha encontrado relacion entre dicha disfuncion vascular y
diferentes parametros relacionados con la EA, entre los que se encuentran: citotoxicidad
por AP, déficits en la eliminacion de AP, debilidad de la barrera hematoencefélica y

alteracion del reclutamiento de células inmunes.

2.5.2. Papel de la angiogenesis en la EA

A pesar de que en la EA se produce un descenso de la densidad vascular en la corteza,
el hipocampo y el prosencéfalo, hay evidencias que indican que existe un aumento de la
angiogeénesis. Estos hallazgos aparentemente contradictorios sugieren el desarrollo de
un proceso de remodelacion que tiene lugar en la red vascular del cerebro en la EA.
Ademas, en modelos de EA se ha descrito una ausencia de perfusion en zonas
adyacentes a las placas, asi como la presencia de una red vascular mas densa en un
anillo més alejado alrededor de las placas®?. Todo ello sugiere una asociacion entre los
depdsitos de AP y la alteracion de los vasos sanguineos. De hecho, tanto en modelos

murinos de EA como en pacientes se han encontrado vasos aberrantes que se



caracterizan por poseer células y ramificaciones con una morfologia anormal®. Se ha
hipotetizado sobre la posibilidad de que dichos vasos sean consecuencia de un proceso
de angiogénesis aberrante®®?,

Debido a que se ha planteado la posibilidad de que las alteraciones estructurales de los
vasos en la EA se deban a alteraciones en el proceso de angiogénesis, es importante el
estudio del mismo. La angiogénesis es un proceso fisiologico que tiene lugar cuando es
necesaria la formacién de nuevos vasos sanguineos para asegurar el abastecimiento de
los tejidos en términos de nutrientes y oxigeno (Oz). La angiogénesis se produce como
respuesta a situaciones de hipoxia e inflamacion y comienza mediante la liberacion del
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF). Cuando los niveles de O disminuyen
se estabiliza HIF (factor inducible por hipoxia), lo cual desencadena la liberacion de
VEGF y la unién a su receptor, VEGFR, localizado en las células endoteliales®®.

En el proceso de angiogénesis las células endoteliales sufren una transformacion, de
manera que pueden dar lugar a células tip, responsables de guiar la formacién del nuevo
vaso; células stalk, causantes de la elongacién del mismo; y células phalanx, que
mantienen la quiescencia y perfusion de los nuevos vasos?. Por tanto, en funcién de
las sefiales que reciban las células endoteliales, se transformaran en un tipo celular u
otro. En concreto, la interaccion entre VEGF y su receptor induce la expresion de genes
propios de células tip. Estas células se caracterizan por la proyeccion de filopodios y por
la expresion de DIl4, ligando de Notch.

Por otro lado, las células stalk no proyectan filopodios y son proliferativas, de manera
que forman el lumen y permiten la elongacion del vaso. La sefializacion entre las células
tip y las células endoteliales adyacentes es la responsable de la diferenciacion de estas
ultimas a células stalk. La union de DII4, localizado en las células tip, y Notch,
expresado en las células endoteliales adyacentes, induce la protedlisis de un dominio de
Notch, lo que lleva a la liberacion de dicho dominio al interior de la célula®. Como
consecuencia, se promueve la diferenciacion de las células endoteliales adyacentes a
células stalk y se inhibe la expresion de genes propios de células tip y la proyeccién de
filopodios. Este proceso se denomina inhibicion lateral y es esencial para la correcta
formacion del nuevo vaso, ya que, si todas las células endoteliales se diferenciaran a
células tip, la construccion del vaso fracasaria.

Se ha especulado sobre la posibilidad de que el origen de las alteraciones estructurales
que se observan en la EA sea una angiogénesis aberrante. Nuestro laboratorio plantea
gue una posible causa de la alteracion de la angiogénesis sea la modificacion de la
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actividad de la y-secretasa, debido a que esta enzima lleva a cabo la protedlisis de
Notch® y esta implicada en la produccion de Ap. Por tanto, la alteracién de la
actividad de dicha enzima podria tener repercusion sobre la prote6lisis de Notch, lo cual

impediria que se produjera la inhibicién lateral.

En ausencia de inhibicion lateral las células adyacentes a la célula tip original darian
lugar a mas células tip, de forma que no se podria producir la correcta construccion del

vaso. En definitiva, se produciria una angiogénesis no productiva.

\\EQ A
S8 @y
| Blood vessel & AR plaque ) Hypoxia % Angiogenic factors @ Tip cell = Stakk cell |Phalanx cell

% Non-productive angiogenesis

Figura 1. Angiogénesis. Arriba: proceso normal de induccion de la angiogénesis. Abajo:
mecanismo de angiogénesis no productiva. En ausencia de inhibicion lateral, las células
endoteliales se diferencian a células tip, lo cual imposibilita la correcta formacidn del vaso.
Extraido de Rosales-Nieves et. al®®.

Debido a que alrededor de las placas AP se observan alteraciones estructurales de los
vasos, se plantea que el entorno hipoxico de la placa sea el promotor de la angiogénesis.
De esta forma, las condiciones de hipoxia de la placa inducirian la liberacién de HIF, lo
cual iniciaria el proceso de angiogénesis, pero en ausencia de inhibicion lateral, se
produciria una angiogénesis no productiva que daria lugar a la alteracion de los vasos
sanguineos. Dichas alteraciones localizadas alrededor de las placas AP se denominan

anomalias vasculares (AVs)©@®.



Figura 2. I1zquierda: placas AP marcadas con tioflavina. Derecha: anomalias vasculares

marcadas con 1B4@9).,

Se ha encontrado una relacion entre las placas AP, las AVs y la microglia, ya que parece
ser que las alteraciones vasculares inducen la fagocitosis de las células endoteliales por
parte de la microglia®®, lo cual contribuye a la extension del dafio celular local.
Ademas, la presencia de AVs afecta a la eliminacion de AP, ya que altera la barrera
hematoencefalica, implicada en la degradacion de A. Por tanto, la alteracion

estructural de los vasos facilita la acumulacion de Ap.

2.5.3. Estudio farmacologico

Con el objetivo de estudiar la angiogénesis no productiva y su relacién con la
patogénesis de la EA, se plantea utilizar farmacos inhibidores de la angiogénesis en
modelos de EA. En concreto, en este estudio se emplea Sorafenib, un inhibidor de
receptores tirosina quinasas. Es el farmaco escogido para este proceso experimental
debido a que posee un amplio espectro, por lo que es capaz de inhibir varias moléculas
implicadas en la angiogénesis, como VEGFR vy los receptores del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGFR)®7.

En ensayos previos se ha observado una disminucion en la carga de Ap en modelos de
EA tratados con Sorafenib, lo cual sugiere que al inhibir la angiogénesis no productiva
se consigue un aumento de la eliminacion del péptido causado por la normalizacion de

la vasculatura.



3. Objetivos

En el presente trabajo se establecen dos objetivos principales. En primer lugar, se
plantea la evaluacion del efecto de un tratamiento de un mes con Sorafenib en modelos
APP751-SL/+. En concreto, se estudiard el efecto de dicho farmaco en las AVs y las

placas Ap.

Para ello se realizaran ensayos inmunohistoquimicos con distintos marcadores con el fin
de llevar a cabo una cuantificacion de las placas AB y las AVs. Este procedimiento
permitira establecer si existen diferencias entre las placas AB y las AVs de animales

sometidos al tratamiento farmacoldgico y los animales control.

El segundo objetivo consiste en realizar una revision bibliografica de farmacos
moduladores de la angiogénesis que podrian ser candidatos para regular la angiogénesis
no productiva en EA, de manera que se podrian valorar como alternativas terapéuticas
en un futuro. Para ello se llevara a cabo un estudio bibliografico empleando la base de

datos PubMed para la basqueda de informacion.

4. Materiales y métodos

4.1. Modelos animales
La manipulacion de los animales de experimentacion se rigié segun el Real Decreto
53/2013, del 1 de febrero, por el que se establecen las normas basicas aplicables para la

proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros fines cientificos.

Se emplearon ratones APP7s:-SL/+, un modelo de EA en el cual la progresion de la
enfermedad es muy rapida. Se escogio este modelo principalmente porque no posee
mutaciones en PSEN, ya que se pretenden estudiar procesos en los que esta implicado
Notch, uno de los sustratos de la y-secretasa.

Inicialmente en el estudio se iban a emplear doce ratones, pero dos murieron en el
procedimiento: uno antes de llegar al centro de investigacion y otro durante el
tratamiento. Por tanto, el ensayo se llevo a cabo en diez ratones que se dividieron en dos
grupos, control y tratamiento con Sorafenib, cada uno compuesto por tres machos y dos

hembras. Todos los ratones tenian siete meses de edad al inicio del tratamiento.

10



4.2. Tratamiento farmacologico

Los ratones se trataron con S-8502 Sorafenib (‘p-Toluenesulfato Salt’) de LC
Laboratories. Al grupo control se le administr6 DMSO, vehiculo del tratamiento.
Durante cuatro semanas se les administré via intraperitoneal una dosis de 30 mg/kg de
tratamiento o vehiculo tres dias a la semana (lunes, miércoles y viernes).

4.3.  Inmunohistoquimica

Para la realizacion del ensayo de inmunohistoquimico se sigui6 protocolo Wélchli
modificado®®, que seré explicado a continuacion.

En primer lugar, se le inyecta al animal una dosis de 0,5 g/ml de tiobarbital. El
tiobarbital es un anestésico que se utiliza en tales cantidades para producir una
sobredosis que lleve a la muerte del animal. A continuacion, es necesario perfundir el

raton, de forma que la sangre de los vasos sea sustituida por PBS.

El siguiente paso consiste en la extraccion del cerebro del ratén. En este caso el cerebro
se dividira en dos, ya que el hemisferio izquierdo se empleara para el estudio
inmuohistoquimico, mientras que el hemisferio derecho se diseccionaré (separando
corteza, hipocampo y estriado) para posteriormente llevar a cabo un analisis

bioquimico.

Los cerebros se sumergen en la solucién de fijacion, la cual se obtiene a partir de
paraformaldehido (PFA) y glutaraldehido (GA): 4% PFA + 0.05 % GA, p/v. Los
cerebros permanecen en la solucién de fijacién y a 4°C hasta el dia siguiente.
Posteriormente se pasan a una solucién hipertonica de sacarosa (30% p/v) que permite
la salida de agua del tejido. Los cerebros se mantienen a 4°C hasta que floten en la

solucion de sacarosa, aproximadamente 36 horas después.

El siguiente paso consiste en la criopreservacion de los cerebros, los cuales se congelan
empleando OCT Yy pastillas de CO». Una vez que los cerebros estén congelados, se
procede a cortarlos con el criostato, realizando cortes coronales de 40 um. En este caso
se toman nueve rodajas de cada cerebro.
A continuacion, las rodajas se someten al siguiente tratamiento:

1. Sumergir 10 minutos en solucion de fijacion (PFA + GA al 4%).

2. Incubar en NH4CIl 50 mM durante 30 minutos en agitacion leve.

3. Incubar en solucién de glicina 50 mM durante 5 minutos en agitacion a 80 °C.

4

Calentar 1,5 min en el microondas a 600 W en el buffer de contencion (CaCly).
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5. Sumergir en solucion de permeabilizacion durante 10 minutos. La solucién de
permeabilizacién contiene 0.3% (v/v) Tritén X-100 en 0,1 M TBS (pH 8,0)
6. Preparar la solucién de bloqueo, compuesta por suero de cabra, Triton y buffer
CaClo.
7. Diluir los anticuerpos en la solucion de bloqueo.
8. Incubar las rodajas en las soluciones con los anticuerpos a 4°C en agitacion
durante 72h.
Se realizan tres ensayos inmunohistoquimicos en cada cerebro. En la primera tincion se
utiliza tioflavina-S para tefiir las placas AP e 1B4 para marcar las células endoteliales.
La tioflavina es un compuesto que reacciona con la conformacion de la lamina 3, lo que
permite la visualizacion de las placas Ap. El IB4 es una lectina biotinada que se une a
los azucares de la membrana del endotelio, de manera que marca tanto los vasos
sanguineos como las AVs. En la segunda tincidn se emplea tioflavina para las placas e
Ibal para el marcaje de la microglia. En la tercera tincion se utilizan 1B4 e Ibal. En los
tres casos los nucleos se tifien con DAPI, de forma que los ensayos son los siguientes:
1. 1B4, tioflavina, DAPI: observacion AVsy placas Ap.
2. Ibal, tioflavina, DAPI: observacion de microglia y placas Ap.
3. IB4, Ibal, DAPI: observacion de AVs y microglia.

Tras 72 h de incubacion en los anticuerpos primarios, se procede a afiadir el anticuerpo
secundario. Para ello, antes es necesario realizar previamente tres lavados en PBS 1X.
Posteriormente se preparan las soluciones de cada uno de los anticuerpos en la solucién
de bloqueo.
Para el marcaje de las células endoteliales se utiliza streptavidina-cy3, una proteina que
tiene capacidad de unirse a la biotina del IB4. Para Ibal se utiliza un anticuerpo anti-
conejo tipo 1gG. Se dejan incubar las rodajas en las soluciones de los anticuerpos a 4°C
en agitacion durante 24 h.
El dltimo dia del protocolo se realizan las tinciones con tioflavina y DAPI y se montan
las muestras en los portaobjetos para su posterior visualizacion al microscopio. Para la
tincién con tioflavina se llevan a cabo los siguientes pasos:

1. Lavar dos veces con PBS 1X en agitacion durante 10 minutos.

2. Incubar 8 minutos en tioflavina.

3. Realizar tres lavados de 30 segundos en etanol.

4. Realizar tres lavados de 30 segundos en agua.
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5. Sumergir en PBS durante 15 minutos.
A continuacion, las muestras se incuban en DAPI durante 15 minutos. Por ultimo, las

muestras se lavan en PBS durante 15 minutos y se procede al montaje de las mismas.

4.4. Microscopia

Una vez realizadas las inmunohistoquimicas, se procede a la toma de imagenes. Para
ello se utiliz6 el microscopio directo Olympus BX61 con el objetivo 4x. Unicamente se
tomaron imagenes de las rodajas marcadas con tioflavina e 1B4, ya que en el presente
estudio tiene como objetivo estudiar el efecto de Sorafenib sobre las placas AP y las
AVs. El tiempo de exposicion se mantuvo similar en todas las imagenes de las placas

APy de las AVs con el objetivo de reducir la variabilidad experimental.

4.5.  Cuantificacion
La cuantificacion se llevé a cabo con F1J1/Imagel?°29, Los pasos a seguir en dicho
proceso son los siguientes:

1. Convertir la imagen a 8-bit

2. Definir la region correspondiente a la corteza estableciendo el ROI
correspondiente a dicha region

3. Invertir la imagen

4. Establecer un umbral adecuado. En este caso se emplea el umbral automatico
para evitar variaciones entre el tratamiento de las diferentes imagenes.

5. Fijar una escala, para lo que es necesario tener en cuenta tanto el objetivo con el
gue se han tomado las fotos (4x) como las dimensiones de la imagen
(1360x1024). En este caso la escala establecida es de 0,3096 pixel/um.

6. Realizar la cuantificacion. Los pardmetros obtenidos en este procedimiento son:
namero de particulas, area total ocupada por dichas particulas, tamafio medio de
particula y porcentaje del area que ocupan las particulas con respecto al area
total definida (&rea del ROI).

En este estudio se emplearon diez ratones, de los cuales cinco pertenecen al grupo
control y cinco al grupo tratado con Sorafenib. De cada raton se extrajeron tres rodajas
para el ensayo inmunohistoquimico y la posterior cuantificacion de las placas AP y las
AVs. Por tanto, en total se analizaron 60 imagenes, 30 para el estudio de las placas Ap y
30 para el estudio de las AVs.

Con el fin de automatizar los pasos de la cuantificacion de imagenes se elabor6 una

macro en FIJI que permitié agilizar el proceso. De esta forma, la cuantificacion se llevd
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a cabo de forma semiautomatica, siendo la definicidn de la corteza el Unico paso que se

realiz6 manualmente.

4.6. Andlisis estadistico

Se empleo el programa R para el andlisis estadistico y la elaboracion de figuras. En
primer lugar, se calcul6 la media de los datos de cada cerebro, ya que de cada uno se
obtuvieron tres imagenes. De esta forma, la muestra quedé reducida a cinco datos para
cada grupo. Debido a que se trata de un numero pequefio, se asumio que la distribucion
de los datos era normal y se procedié a la realizacion del test paramétrico t de Student.
Puesto que los datos sobre los que se aplico esta prueba se correspondian con medias de
los datos originales, se empled la desviacion de la media para representar la variabilidad
de los datos. Ademas, previamente se realizé el test de la varianza para determinar si las

varianzas eran similares en ambos grupos y poder ajustar el test de t de Student.

5. Resultados

5.1. Efecto del tratamiento con Sorafenib en modelos de EA

Para el analisis de las placas AB y las AVs se tuvieron en cuenta dos parametros: el
tamaiio medio y la carga.

Debido a que en estudios previos se observo que los ratones macho tenian una mejor
respuesta al tratamiento con Sorafenib, se han analizado también los datos previa
division por sexos, con el fin de desglosar y comprender mejor los resultados de este

ensayo.

5.1.1. Tamafo medio de placa Ap y anomalia vascular

El tamafio medio de placa o0 anomalia se obtiene dividiendo el area total que ocupan
entre el nimero de particulas. Los resultados obtenidos muestran que las diferencias
entre el tamafio medio de las placas del grupo control y del grupo tratado con Sorafenib
no son significativas (p = 0,3673), si bien existe una pequefia disminucion en el tamafio
medio de las placas de los animales expuestos al tratamiento. Igualmente, tampoco se
encontraron diferencias significativas en el tamafio medio de las anomalias vasculares

(p = 0,8789), cuyos valores fueron muy similares en ambos grupos.
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Figura 3. Izquierda: tamafio medio de placa AP en la corteza cerebral. Derecha: tamafio medio

de AV en la corteza cerebral.

Al dividir los datos por sexo, en los machos se observa una tendencia de bajada en el
tamafo medio de las placas AP y de las AVs. A pesar de ello, los resultados obtenidos
tampoco fueron significativos (p =0.1788 y p = 0.5207 respectivamente). En las
hembras el tamafio medio de placa y AV fue superior en el grupo tratado con Sorafenib.

Estas diferencias no fueron significativas (p = 0.573 y p = 0.3453 respectivamente).
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Figura 4. Arriba: tamafio medio de las placas Ap y de las AVs en machos. Abajo: tamafio

medio de las placas AB y las AVs en hembras.
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5.1.2. Carga de placa AP y anomalia vascular

La carga de placa o anomalia se corresponde con el porcentaje del &rea que ocupan las
particulas con respecto al area total de la corteza. No se encontraron diferencias
significativas entre la carga de placas Ap de ambos grupos (p = 0,7998). En relacién a
las AVs, se observa un aumento de la carga de Sorafenib contrario al esperado. No

obstante, estas diferencias tampoco resultaron significativas (p = 0,5677).
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Figura 5. Arriba: carga de placas AP en la corteza cerebral. Abajo: carga de AVs en la corteza

cerebral.

Al diferenciar los grupos por sexo se obtiene una tendencia similar a la del tamafio
medio, de manera que en los machos se aprecia una disminucién de la carga de placas y
AVs en los ratones tratados, mientras que en las hembras la carga de placas y AVs es
superior en el caso del grupo expuesto al farmaco. En ningun caso las diferencias fueron
significativas (p =0.6583 y p = 0.1835 en machos y p = 0.4144 y p = 0.3642 en

hembras respectivamente).
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Figura 6. Arriba: carga de placas AP y las AVs machos. Abajo: carga de placas A y las AVs

en hembras.

5.2. Farmacos moduladores de la angiogénesis

Hoy en dia no existe ningun tratamiento efectivo frente a la EA. Los farmacos de
eleccion (inhibidores de la acetilcolinesterasa y antagonistas NMDA) solo son capaces
de mejorar ligeramente la sintomatologia o retrasar levemente la progresion de la
enfermedad, pero no logran frenar dicha progresion o revertir el dafio generado. Por
tanto, encontrar alternativas terapéuticas eficaces constituye un punto crucial en la

investigacion de la EA.

El objetivo del tratamiento con Sorafenib en este estudio es desarrollar una prueba de
concepto que permita esclarecer el papel de la angiogénesis no productiva en la EA. Por
tanto, este ensayo en concreto no se realiza desde una perspectiva terapéutica. A pesar
de que en este caso no se han obtenido resultados significativos, diversos estudios han
demostrado que la inhibicion de la angiogénesis se asocia a una mejora en la EA. Por
ello, el segundo objetivo principal del presente trabajo consiste en realizar una revision
de farmacos moduladores de la angiogénesis que podrian considerarse en un futuro

como tratamiento frente a la EA.
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5.2.1. Inhibidores de la via de sefializacion de VEGF

Los receptores VEGFR forman parte de la familia de receptores tirosina quinasa
(RTKSs), la cual agrupa diversas subfamilias de receptores caracterizados por poseer un
dominio N-terminal extracelular, un dominio transmembrana y un dominio intracelular

quinasa seguido por una region C-terminal®V),

Los receptores de VEGF son reguladores claves de la angiogénesis en el adulto. En
mamiferos se han identificado tres tipos de receptores de este tipo: VEGFR1, VEGFR2
y VEGFR3, que a su vez presentan diversas afinidades por sus ligandos (VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y PIGF). De ellos, VEGF-A destaca por su papel clave en
la regulacion de la angiogénesis. Este ligando tiene un alta afinidad tanto por VEGFR1
como por VEGFR2, pero la gran mayoria de sus acciones son mediadas a través del

segundo®?),

Por tanto, VEGFR?2 es esencial en la angiogénesis. Tal como se ha expuesto al inicio del
trabajo, en la cascada de sefializacion de este receptor estd implicada la union DII4-
Notch®3), Esta union se ve afectada por la actividad de la y-secretasa, ya que es la
enzima responsable de la protedlisis de Notch. VEGFR2 también se considera un
receptor clave en la angiogénesis patologica y esta implicado en alteraciones vasculares
propias de tumores, motivo por el cual se emplea como diana en terapia proangiogénica

y antiangiogénica®®.

En situaciones de hipoxia se estabiliza el factor inducible por hipoxia (HIF), el cual
promueve la transcripcion de los elementos de respuesta a hipoxia, entre los que se
encuentra VEGF-A. Existen diversas células capaces de liberar este factor, el cual actua
de forma paracrina estimulando a VEGFR2, receptor expresado en las células

endoteliales de los vasos sanguineos®®).

Por tanto, la interaccion entre VEGFR2 y VEGF-A es esencial para que se desarrolle la
angiogénesis correctamente, lo cual convierte a este receptor en una diana clave cuando
se pretende inhibir dicho proceso. Dentro de los farmacos inhibidores de esta via de
sefializacion se diferencian dos grandes grupos: anticuerpos monoclonales e inhibidores
de RTKs.
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o Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales son moléculas de gran tamafio que no tienen capacidad
para atravesar la membrana plasmatica. Se administran via intravenosa, intramuscular o
subcutanea, puesto que su absorcion via oral es minima. Existen anticuerpos
monoclonales dirigidos contra moléculas implicadas en la via de sefializacion de VEGF,
los cuales se emplean como inhibidores de la angiogénesis en terapia antitumoral.
Algunos de los anticuerpos monoclonales de este tipo son Bevacizumab y

Ramucirumab.

Bevacizumab es un anticuerpo IgG recombinante humanizado que se une con alta
afinidad a VEGF-A, impidiendo su interaccion con los receptores VEGFR. Fue el

primer farmaco inhibidor de la angiogénesis aprobado por la FDA®),

Ramucirumab es anticuerpo monoclonal tipo IgG1 completamente humano. Su diana es
VEGFR2, en concreto el dominio extracelular del mismo, de manera que impide la
union de los ligandos (VEGF-A, VEGF-C y VEGF-D) a dicho receptor®?,

Bevacizumab
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Ramucirumab VEGF-A
9’\\\\
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Célula endotelial

Figura 7. Mecanismo de accion de Ramucirumab y Bevacizumab. Ramucirumab bloquea
VEGFR2 uniéndose a su dominio extracelular. Bevacizumab se une a VEGF-A, imposibilitando

la unién del ligando con sus receptores.

o Inhibidores de receptores tirosina quinasa

Los inhibidores de RTKs son moléculas pequefias y lipéfilas, capaces de atravesar la

membrana plasmatica. Su mecanismo de accion consiste en bloquear la actividad
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quinasa del receptor, impidiendo la union del ATP a la region catalitica, localizada en el
dominio quinasa intracelular®, Al igual que los anticuerpos monoclonales, el uso de

inhibidores de RTKs esté aprobado para el tratamiento frente a distintos tipos de cancer.

Estos farmacos poseen varias dianas, por lo que sus efectos son mas amplios que los de
los anticuerpos monoclonales. Otra caracteristica que diferencia a ambos farmacos es
que los inhibidores de RTKSs se pueden administrar via oral. Dentro de este conjunto de
farmacos se encuentran axitinib, cabozantinib, pazopanib, sutinib, sorafenib o
vandeatanib. Al igual que el ensayo realizado con Sorafenib en el presente trabajo, se

han realizado varios estudios sobre el efecto de inhibidores de RTKSs en modelos de EA.
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Figura 8. Mecanismo de accidn de los inhibidores de RTKSs. Se unen al dominio quinasa

intracelular de los RTKSs, impidiendo la unién de ATP.

Sutinib es un farmaco derivado de la indolina cuyo uso como tratamiento frente al
carcinoma de rifidn y cancer gastrointestinal fue aprobado en 2006. Esta molécula
inhibe tanto los receptores de VEGF como los receptores del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGFR), el receptor del factor stem cell (c-KIT), el receptor
Fms-like tirosina quinasa-3 (FLT3), el receptor del factor estimulante de colonias (CSF-
1R) y el receptor del factor neurotréfico derivado de una linea de células gliales
(RET)®®),

La exposicion de dos modelos murinos distintos de EA a un tratamiento con Sutinib
concluyé que el farmaco tiene capacidad para reducir el dafio vascular y la

neuroinflamacién. Se observé una disminucion de los niveles del péptido A en los
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animales tratados con Sutinib, los cuales ademas obtuvieron mejores resultados en las
pruebas de comportamiento, indicando una mejora de las funciones cognitivas con
respecto al grupo control®, Estos resultados apoyan la hip6tesis de que existe una

relacion entre el péptido AP, la angiogénesis y la neuroinflamacion.

Otro de los inhibidores multiquinasa estudiados en modelos de EA es pazopanib, cuyas
dianas terapéuticas son VEGFR1-3, PDGFR y c-KIT. Este farmaco se emplea como
tratamiento frente a cancer renal y sarcoma. En un estudio llevado a cabo por Javidnia et
al. se evaluo el efecto de dicho farmaco en dos modelos distintos de EA: 3x-ABPP y
TauP301L.

En dicho estudio se observo una disminucion de los niveles de tau hiperfosforilada en el
modelo TauP301L y en los niveles de AP de los ratones 3x-ABPP. Ademas, las
mediciones de marcadores de inflamacion determinaron que dichas moléculas,
generalmente sobreexpresadas en modelos de EA, recuperaban unos niveles normales
en los ratones 3x-APPP tratados con Pazopanib. Por el contrario, el farmaco no tuvo tal
efecto en los modelos TauP301L, ya que en este caso los niveles de citoquinas
proinflamatorias se mantuvieron elevados®“?. Estos resultados apoyan la hip6tesis de
que existe una asociacion entre las placas AB y la neuroinflamacion causada por la
activacion de la microglia, mientras que los ovillos neurofibrilares no promueven dicha

activacion.

5.2.2. Talidomida e IMiDs

La talidomida es un farmaco con actividad inmunosupresora y antiangiogénica. El
mecanismo de accion por el cual se consigue la regulacion de la angiogénesis no esta
claro, pero se cree que esta relacionado con una disminucion en la liberacién de VEGF
y bFGF. Esto se debe a que diferentes ensayos han descrito una reduccion de los niveles

de estos factores proangiogénicos como consecuencia de la exposicion a talidomida®V.

Otro mecanismo mediante el cual la talidomida podria regular la angiogénesis seria a
través de la inhibicion de TNF-a, ya que esta citoquina aumenta la expresion de
VEGFR®) y de integrinas importantes en la migracion y adhesion de células
endoteliales®®). Ademas, TNF-o activa a la microglia y estimula la neuroinflamacion
por lo que, debido a la relacion que existe entre la angiogénesis y la microglia, su
inhibicidn podria ser de especial interés. La talidomida desestabiliza el ARNm que

codifica para esta citoquina, de manera que disminuye su traduccion,
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Diversos estudios preclinicos han mostrado una disminucion de la neuroinflamacion y
la amiloidogénesis acompafiada de una mejora de las funciones cognitivas en modelos
de EA tratados con talidomida®b. El éxito de este farmaco en dichos estudios
preclinicos llevo a la realizacidn de ensayos clinicos en los que se pretendia evaluar el
efecto de la talidomida en pacientes con EA moderada. Los resultados no fueron
favorables, puesto que muchos pacientes abandonaron el ensayo debido a los numerosos
efectos adversos del farmaco. Ademas, no se observaron diferencias significativas entre

el grupo tratado con talidomida y el grupo control®b,

Algunos autores han planteado emplear otro tipo de inhibidores de TNF-a, tales como
los IMiDs (immunomodulatory imide drugs). Estos farmacos son analogos estructurales
y funcionales de la talidomida que se emplean actualmente como tratamiento en
diversos tipos de cancer®, Este grupo de farmaco mantiene las propiedades

inmunomoduladoras y antiangiogénicas de la talidomida.

Al igual que en el caso de la talidomida, el mecanismo regulador de la angiogénesis de
los IMiDs se desconoce, y también se cree que esta relacionado con la inhibicién de la
liberacion de VEGF y bFGF“®, Esta hip6tesis se apoya en el hecho de que se ha
apreciado una disminucién de los niveles de VEGF en animales tratados con IMiDs.
Del mismo modo, se ha descrito que los IMiDs bloquean la migracion y adhesion de
células endoteliales en el proceso de angiogénesis, probablemente debido la
disminucion del nimero de integrinas“®. En relacion a la actividad inmunomoduladora
de los IMiDs, es necesario destacar que se debe a la inhibicion de la liberacién de TNF-

a Yy otras citoquinas proinflamatorias.
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Figura 9. Esquema de las dianas de la talidomida y los IMiDs implicadas en el proceso de

angiogénesis.

22



Dentro de los IMiDs se encuentra la lenalidomida. Esta molécula disminuye la
expresion de varias citoquinas proinflamatorias, como TNF-a, IL-6 e IL-8, y aumenta la
expresion de IL-10, una citoquina antiinflamatoria. En consecuencia, el efecto global de

la lenalidomida es la modulacion de la respuesta inflamatoria®®.

En estudios preclinicos realizados en modelos de EA se ha observado una disminucién
de los niveles de TNF-a y carga de AP, asi como una mejora en las funciones cognitivas
en ratones tratados con lenalidomida. Estos buenos resultados han llevado al
planteamiento de un ensayo clinico en fase Il cuyo disefio consiste en la administracion

diaria de lenalidomida a pacientes de EA durante 12 meses®?.

5.2.3. Inhibidores de m-TOR

MTOR es una serina/treonina quinasa altamente conservada que se expresa en todas las
células eucariotas. Esta molécula estd implicada en varias vias de sefializacion, siendo
una de ellas la ruta PI3K-AKT-mTOR®®). Entre los procesos celulares regulados
parcialmente por esta ruta se encuentra angiogénesis. La relacion entre esta viay la
angiogenesis viene dada por la implicacion de mTOR en la regulacion de los niveles de
HIF-1a, el principal precursor del proceso de formacion de nuevos vasos®“?.

Los mecanismos moleculares implicados en dicha regulacién ain no estan claros, ya
que los estudios realizados en este ambito han tenido resultados dispares. Se plantea la
hip6tesis de que mTOR aumente la transcripcion y/o la traduccion de HIF-1a, asi como
su actividad transcripcional. Igualmente, varios estudios parecen indicar que mTOR

contribuye a la estabilizacion de HIF-1a, lo cual aumentaria su tiempo de accion®“®59,

Independientemente del mecanismo mediante el cual mMTOR aumente los niveles o la
actividad de HIF-1a, la consecuencia de ello es el incremento de los niveles de VEGF y
por tanto, de la angiogénesis. En definitiva, a pesar de que los bajos niveles de oxigeno
constituyen la sefial clave para la activacion de HIF-1a, la amplitud de la respuesta al
mismo va a depender, entre otras, de las via PI3/AKT/mTOR®Y,
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Figura 10. Esquema del papel de mTOR en la angiogénesis.

Por otro lado, es necesario sefialar que la importancia de mTOR en la EA no reside
Unicamente en su relacion con la angiogénesis. Como se ha mencionado previamente,
mTOR es una proteina implicada en la regulacion de diversos procesos celulares muy
variados. Entre ellos se encuentra la autofagia, el principal mecanismo de degradacién
de proteinas y péptidos mal plegados®?). Concretamente, la estimulacién de mTOR
activa una cascada de sefializacion que bloquea el proceso de autofagia. Por tanto, la
inhibicion de mTOR se traduciria en una estimulacion de la autofagia, lo cual supondria

una disminucién de placas AP y ovillos neurofibrilares®®.

Existen evidencias que apuntan a una sobreactivacion de mTOR en la EA. Entre los
datos que apoyan esta hipotesis cabe destacar la observacion de una asociacién entre los
ovillos neurofibrilares y los niveles de S6K fosforilado (intermediario en la via de
mTOR) en pacientes con EA®Y. También se ha descrito que existe una correlacion entre
el grado de autofosforilacion de mTOR y la presencia de tau fosforilada®® que parece
indicar gque esta via se encuentra sobreactivada en aquellas neuronas que presentan
ovillos neurofibrilares. Ademas, diversos autores han observado que la inhibicion de la
via de sefalizacion PI3/AKT/mTOR tiene como consecuencia una mejora tanto en los
marcadores patoldgicos como en el comportamiento de modelos animales con EA®S),
Por tanto, existen suficientes evidencias que apuntan a que la inhibicion de mTOR

puede mejorar la patologia y los sintomas de EA.
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El inhibidor de mTOR maés conocido es la rapamicina o sirélimus, un inmunosupresor
empleado para evitar el rechazo en trasplantes de rifion®”. Debido a que mTOR
interviene en numerosas rutas de sefializacion, la rapamicina tiene diversos efectos
sobre las células. En relacion al tema que nos concierne, es interesante su efecto como
inhibidor de la angiogénesis mediante la disminucion de los niveles de VEGF®® y como
promotor de la autofagia. En ensayos con modelos de EA tratados con rapamicina se ha
descrito una reduccion de acimulos de A y tau fosforilada acompafiada de una

normalizacion de circulacion cerebral y una mejora en las funciones cognitivas®®.

Por otro lado, existen derivados de la rapamicina que poseen un mecanismo de accion
similar a dicho farmaco y ya han sido probados en modelos de EA. Entre ellos se
encuentra everolimus, empleado en el tratamiento frente a diferentes tumores y en la
prevencion de rechazos en trasplantes de 6rganos. La principal diferencia entre ambos
farmacos radica en la especificidad de everolimus por mTORC1, ya que sirolimus
inhibe tanto MTORC1 como mTORC2(®,

En relacion a la EA, el grupo de investigacion de Cassano et al. llevé a cabo un estudio
en el que se administré everolimus a modelos de EA durante cuatro semanas. Los
autores llevaron a cabo analisis bioquimicos, inmunohistoquimicos y de
comportamiento en los que demostraron que el tratamiento supuso una mejora en la

memoria a corto y largo plazo, ademas de una disminucion de los niveles de AB®3),

6. Discusion

La patogénesis de la EA es un proceso complejo y multifactorial en que el que
intervienen diversas células y vias moleculares. En los Gltimos afios se ha realizado una
investigacion exhaustiva con el objetivo de determinar el papel que juegan algunos
componentes como el sistema vascular o la neuroinflamacion en la EA. Debido a que la
relevancia de tales factores en la patogénesis de la EA ha sido mas que demostrada, se
ha abierto la posibilidad de buscar nuevas dianas terapéeuticas relacionadas con estos

procesos celulares.

Actualmente los farmacos moduladores de la angiogénesis se estan empleando en
estudios preclinicos con el fin de esclarecer el papel de este proceso en la EA. Como se
ha expuesto en el presente trabajo, en la EA se produce una angiogénesis no productiva
que lleva a la formacion de anomalias vasculares. Dichas anomalias se asocian a la

activacion de la microglia, lo cual tiene un efecto de pérdida local de vasos que agrava
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la patologia. Por tanto, se interpreta que la induccién de la angiogénesis tiene un efecto

perjudicial en la EA.

Los estudios preclinicos realizados en modelos de EA expuestos a farmacos inhibidores
de la angiogénesis apoyan las ideas expuestas. Dado que la basqueda de un farmaco
efectivo para el tratamiento de la EA continda siendo un gran reto para la investigacion
en este campo, es importante considerar las alternativas propuestas relacionadas con la

regulacion de la angiogeénesis y la correcta vascularizacion del tejido.

Este tipo de planteamientos farmacoldgicos presenta algunos riesgos a tener en cuenta.
En general, la alteracion de la vasculatura del cerebro de individuos de elevada edad,
como son comunmente los pacientes de EA, supone un riesgo. De hecho, el tratamiento
con inhibidores de la angiogénesis se asocia a riesgo cardiovascular, pudiendo llegar a
causar hipertension®®”, trombocitopenia®®#” o alteracion en la cicatrizacion de
heridas®®. Por este motivo, se plantea que el farmaco ideal seria aquel que normalizara
la vasculatura y se dirigiera frente a las anomalias vasculares pero no tuviera muchos
efectos a nivel sistémico. La mayoria de los farmacos valorados en este trabajo
normalizan la vasculatura, ya que este proceso se considera una consecuencia de la
inhibicidn de la angiogénesis, pero también presentan maltiples efectos a nivel

sistémico.

Uno de los farmacos que normalizan la vasculatura es Sorafenib, el farmaco elegido
para el tratamiento experimental de este trabajo. Los resultados obtenidos muestran que
no existen diferencias significativas entre el tamafio medio y la carga de las placas AB y

las AVs del grupo control y el grupo tratado con Sorabenib

Estos datos no concuerdan con un ensayo previo realizado en el laboratorio en el que se
Ilevd a cabo un procedimiento similar. En tal caso se obtuvieron diferencias
significativas en relacion a las placas AP, de forma que los animales tratados con
Sorafenib presentaban un tamafio medio y una carga de placas inferior al grupo control.
En el presente estudio se observa una tendencia de bajada en ambos parametros, pero no
es significativa. Respecto a las AVs, en el estudio previo se concluyd que las diferencias
del tamafio medio y la carga entre ambos grupos no eran significativas, aunque se

apreci6 una tendencia de bajada en el grupo expuesto al farmaco®),

A pesar de que el disefio experimental de ambos estudios es el mismo, es posible que las

discordancias entre los resultados se deban a variaciones en el proceso experimental, ya
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que tanto la administracion del farmaco y del vehiculo como el posterior tratamiento de
datos (ensayos inmunohistoquimicos y cuantificacion) lo llevaron a cabo distintas
personas. Igualmente, el microscopio en el que se tomaron las imagenes era de un

modelo distinto (NewCast), lo cual supone una variacion en la obtencion de imagenes.

También es necesario mencionar que el pequefio tamafio de la muestra, de cinco ratones
por grupo, no permite extraer conclusiones altamente fiables del estudio. En el caso de
la division por sexos, los grupos estaban compuestos por solo dos o tres individuos.
Ademas, se aprecian resultados anormales en el caso de las hembras, ya que el grupo
tratado mostrd un incremento en el tamafio medio y la carga de placas Ap y AVs. Esto
se explica porque una de las dos hembras de este grupo present6 valores anormalmente

altos en la cuantificacion.

El reducido nimero de muestras, sumado a una elevada variabilidad interindividual
entre las muestras, dificulta la extraccion de conclusiones solidas. Por tanto, seria
necesario desarrollar un ensayo con un nimero mas elevado de animales con el fin de
reducir el impacto de la variabilidad y poder obtener conclusiones més fiables. Ademas,
se podria comprobar el efecto del tratamiento en la inhibicion de la angiogénesis
mediante el estudio de marcadores de esta via, como la integrina a583, que se expresa
en vasos que inician la angiogénesis para estabilizar el receptor de VEGF®?),
Igualmente, se plantea también la realizacion de otro tipo de ensayos para evaluar el
efecto del tratamiento con Sorafenib en modelos de EA, tales como pruebas de
comportamiento que permitan determinar si existen mejoras en las funciones cognitivas
o analisis bioquimicos que permitan determinar si hay variaciones entre las proteinas

expresadas en la corteza y el hipocampo de ambos grupos.

A pesar de que los resultados de este ensayo no han sido exitosos, existen evidencias de
que los inhibidores de RTKSs contribuyen a la modulacion de procesos implicados en la
patogénesis de la EA como la angiogenesis y la neuroinflamacion. Aunque existe esta
tendencia generalizada, los efectos descritos en los distintos estudios son variados. Esto
se debe a que se han empleado distintos farmacos (sorafenib, sutinib o pazopanib) y
modelos de EA, ademas de que el disefio experimental varia entre los diferentes

estudios.
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AUn existen pocos estudios preclinicos en modelos de EA para poder determinar si
alguno de estos farmacos redne las caracteristicas necesarias para plantearlo como

alternativa terapéutica en la EA, por lo que es esencial continuar investigando.

Igualmente, atn no se han realizado estudios preclinicos con anticuerpos monoclonales
inhibidores de la via de sefializacion de VEGF en modelos de EA. El principal problema
a la hora de valorar estos farmacos como posible tratamiento para una enfermedad que
afecta al sistema nervioso central es que son moléculas grandes que poseen una mayor
dificultad para atravesar la barrera hematoencefalica. Sin embargo, una de las
indicaciones de Bevacizumab es el tratamiento de glioblastomas, debido a que este
farmaco atraviesa la barrera hematoencefalica®. En el caso de Ramucirumab y los
anticuerpos monoclonales frente a VEGFRs, la barrera hematoencefalica supone una
gran limitacion, ya que estos farmacos no podrian acceder a su diana. Otro factor a tener
en cuenta de la terapia con anticuerpos monoclonales es que la via de administracién es
parenteral, lo cual supone una desventaja con respecto a los demas tipos de moduladores

de la angiogénesis, que se administran via oral.

La baja permeabilidad de la barrera hematoencefalica supone un obstaculo para mas
inhibidores de la angiogénesis, no solo para los anticuerpos monoclonales. En el caso de
los inhibidores de mTOR, se ha observado una importante reduccion en la dosis
absorbida y en los efectos cuando se ha administrado via parenteral, debido a que la
barrera hematoencefalica dificulta la absorcion del farmaco®®. Sin embargo, debido a
gue mantienen cierta capacidad para cruzarla y a que la permeabilidad de la barrera
aumenta en pacientes con EA, es posible que se encuentre una dosis tolerable y eficaz

en la cual la barrera hematoencefalica no suponga una limitacion.

Por el contrario, los inhibidores de los RTKs, la talidomida y los IMiDs atraviesan
facilmente la barrera hematoencefalica, lo cual supone un punto a favor de estos

farmacos frente a los mencionados anteriormente.

Por otra parte, un aspecto importante a considerar en la valoracion de estas alternativas
terapéuticas es el nimero y el tipo de dianas sobre las que se dirigen. Los anticuerpos

monoclonales son moléculas muy especificas, lo cual permite un efecto mas focalizado
sobre la via de sefializacion de VEGF. Por el contrario, los demés farmacos propuestos

poseen multiples dianas terapéuticas. Esto puede tener consecuencias beneficiosas, ya
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que facilita la regulacion de varios mecanismos implicados en la degeneracion neuronal

y el deterioro cognitivo.

Es la situacion que se plantearia con los inhibidores de mTOR, los cuales promueven la
autofagia a la par que inhiben la angiogénesis. Como se ha expuesto al inicio del
trabajo, la angiogénesis no productiva induce la fagocitosis mediada por la microglia, de
forma que en un tratamiento con estos farmacos se estaria promoviendo degradacion de
AP mediante la estimulacion de la autofagia y se estaria reduciendo el dafio celular al

inhibir la angiogénesis.

Igualmente, los inmunomoduladores (talidomida y derivados) no solo regulan la
neuroinflamacién sino que también inhiben la angiogénesis. De esta forma, se previene
el dafio celular mediante el control de la microglia, reduciendo su activacion mediante la

modulacién de la angiogénesis e inhibiendo la liberacion de citoquinas proinflamatorias.

No obstante, la diversidad de los efectos de estos farmacos también puede conllevar un
mayor nimero de efectos secundarios que aquellos farmacos que sean mas especificos.
De hecho, tal y como se ha expuesto previamente, los numerosos efectos secundarios
fueron el motivo que llevé al abandono de la mitad de los pacientes que participaron en
un ensayo clinico de talidomida. Igualmente, los multiples efectos adversos que
presentan los inhibidores de mTOR es el argumento que mantienen algunos autores para
justificar que atn no se haya realizado ningun ensayo clinico con estos farmacos en
pacientes de EA, a pesar de que han mostrado resultados favorables en estudios

preclinicos.

Por otro lado, deben tenerse en cuenta las diferencias que existen entre caracteristicas de
farmacos del mismo grupo. En relacion a los inmunomoduladores, se conoce que la
lenalidomida y los IMiDs en general presentan una mayor tolerabilidad que la
talidomida, ademas de un potencial antiangiogénico e inmunomodulador es
superior®®#® por lo que podrian suponer una alternativa mas adecuada. Del mismo
modo, aparte de los inhibidores de RTKs comentados en el presente trabajo, se podria
valorar la posibilidad de realizar estudios en modelos de EA con otros farmacos de este
tipo. Un farmaco que podria aportar resultados interesantes seria axitinib, ya que inhibe
de forma especifica los receptores VEGFR, por lo que aunque la amplitud de la

respuesta fuera menor posiblemente disminuirian los efectos adversos.
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Por ultimo, mencionar que también seria interesante evaluar el efecto de estos farmacos
en modelos o pacientes en los que la patologia no esté muy avanzada, ya que se ha
planteado que uno de los posibles motivos por los que ain no se ha encontrado ningun
farmaco efectivo sea que la enfermedad esta demasiado avanzada al inicio del
tratamiento. Por ello, podria ser interesante evaluar el efecto de estos farmacos en
modelos de EA jovenes o pacientes en estadios tempranos, para estudiar si pueden tener
un efecto protector.

Todos los farmacos propuestos son empleados en la actualidad, por lo que sus efectos,
mecanismos de accion, caracteristicas farmacodinamicas y posibles efectos adversos se
conocen desde hace afios. Sin embargo, es necesario continuar investigando con el fin

analizar en profundidad estos aspectos en relacién a modelos y pacientes de EA.

7. Conclusiones

¢ No se han observado diferencias significativas en el tamafio medio y la carga de
las placas AP y las AVs del grupo control y el grupo tratado con Sorafenib.

e Es necesario ampliar la muestra del ensayo con el objetivo de aumentar la
fiabilidad del mismo y esclarecer los motivos de la discordancia entre los
resultados de este estudio y los resultados de los estudios previos con Sorafenib.

e Para una completa evaluacién del efecto de Sorafenib en modelos de EA seria
necesaria la realizacién de méas ensayos, como pruebas de comportamiento o
analisis bioquimicos.

e Existen varias familias de farmacos con actividad antiangiogénica en los que ya
se ha comprobado su eficacia para regular la angiogénesis, reducir la
neuroinflamacién y ralentizar la progresion de la enfermedad en modelos de EA.

e Es necesario continuar realizando estudios preclinicos con el fin valorar si existe
algun farmaco que reuna las caracteristicas adecuadas para llevar a cabo ensayos

clinicos con inhibidores de la angiogénesis.
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9. Anexo. Informe del comité ético

ANEXO Vi
MODELO DE INFORME DEL ORGANO HABILITADO (Art. 34 def RD 53/2013, de 1
de febrero, por of que se establecen fas normas basicas aplicables para fa
proteccion de fos animales utilzados en experimentacion y otros fines
clentificos, incluyendo la docencia)

COMITE ETICO DE EXPERIMENTACION ANIMAL (CEEA). COMITE DE ETICA DE
LA INVESTIGACION DE LOS HMOSPITALES UNNVERSITARIOS VIRGEN
MACARENA - VIRGEN DEL ROCIO DE SEVILLA. Omgano habitado para fa
evalacon de proyectos de Expenmentacion Anvmal, mediante resolucion del 9 de
Agasio de 2013 de la Dweccion General de la Produccidn Agricola y Ganadara de o
Cansgyeria de Agnculura, Pesca y Medio Ambiante de /a2 Junta de Andalucia

Reunido en fa Sescn celebrada o cla 27 de febrero de 2019 y segdn consta en o
acta 0272019, ha vakraco el estudio Presentado por Alberio Pascual Bravo con DNE:
31265103.F Categoria (s) (segin RD 1201/2008): B y C Taulado:

Ref. interna: C831.N.18
Yitulo: "Uso de hiperoxia combinada con agentes nommalzadores de la vasculatura
para o tratamiento de i endermedad de Alzheimer, una prusba de concepio®.

Que tiene una duracion de: 12 meses

1. B proyecio, ha sido evaluado de forma apropiada al fipo de proyecio y fa
evauacidn ha consishdo en venficar gue e/ proyecto se realzard de acuerdo al
aticulo 34 del REAL DECRETO 832013 de 1 de febrero, por el gue se
establecen fas normas bdsicas apicables para la profeccidn de los anmales
utizados en expanmentacion y oros fines centificos, incluyendo fa docencia.

2 B proyecto ests justficado dados los baneficios gue se preven alcanzar desde e/
punto de wista de vista centiico o educatnvo.

3 La fnaldad del proyecto justfica o utiizacion de ammales y estd disedado de
manera que los procedimientos se realcen de b forma mds humantara y
respetuosa con & medio ambienfe gue sea posible, asl como fendiendo a los
principios de reamplazo, reduccion y refinamiento

““w--—-ﬂh

Pyt Lafcn v Liboososs
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Tl 500 A2 45 - fm SN2

13 %
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4. Qu= b wdo rewisaco hasancose B las euniones rismas sesarmiladas por s

Cvgana Habitads en /e fecha y n* de acta que aparece en ia cabecam

& Que o proceso o evaivacin fa sdo ransparenie, s= ha reafmoo de moodo
imparcal pudisnoc wlegrar 3 oonon oOs parfes sdespendenies [sepdn o

apariacc 3 dal articodo 34 dei B0 §22073).

A E pmysco ha sido svaluado S emsit confito de nferessEs &R ias pates
mmmumm.mmmm:rmﬁmﬂm
de asle proyecio, como  sila sspaniEIEa &0 venesiar amma, pano’a icalmenfs

al mesrmo.

7. Hazandoce an fa svaoencn reskzsds =0 bese 2 (3 docomenfacion presernads por

&l investigacor responsable se e resiizado i sipuients E1VALLA KN

Evaluacitn de su finalidad, de los beneficios cientificos que so prevén
alcarzar o do su valor docent: i o emeca receodia)

Los dalps pressntados =n o proyeco, jusifican suficieniemente la necesidad
de la realizacdn del mismo en base a os beneficios que se pretenden obbener.

Evaluacitn de su conformidad con los requisitos de reemplazo, redwocion
¥ refinamionto: st o apeco necessaa|

Los protocolos presemtados aSenden a los principios de reemplazo, reduccion ¥
refinamienso.

Evaluacitn y clasificacién do sus procedimienios en funcion del grado de

sovoridad:
L ol szzers ecsaena. Slsdr fereer s R uRoones i o fceoTeEr T 1SN SECEIETET SRyl el
e S sroosdirservor gor condmes &) g el

Procedimiznics

Procodimisnto 1: Gensracion oe modelos de Alzheimer

Procedimienio 2: Gensracion de modelos de Alzheimer+tbo con Tamawfeno
Procodimienis X Gensracion de modelos de Alzheimer+ Tratamiento {Sorafenib)
Procedimiento 4: Gensracidn de modelos de Alzheimer+ Tratamiento
(diothalidomide |

Procodimisnto §: Gensracion o= modelos oe Alzheimer+ Trat@amients (inhioidar de
PFEFE }

Procodimiento 6: Gensracion de modelos de Alrheimer+ Exposiodn a Hiperouia

_-hnmnln=_-'-uu

£ gisrn, Cdrfen o Labersicsan
e Morasl Shoral u/n - 41EL] Sevilin

Tl BOES 1ET 458 - Fm 525530 501
Frrnanla P L s Ey e G B B L R Filiamn 19
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Clasificacitn:

O Sin recuperacidn O L B Mod=rada OSevern

&ndlisis de los dafios y beneficios, para determinar si los dafos, ol
sufrimiento, el dolor y la angustia que se les pusdan cawsar a los animales
estin justificados por los resuitados esperados, beniendo en cueorta
consideraciones éicas y ios beneficios gue, en definitiva, pueda suponer

ol proyecio para los seres humanos, los animales o ol medio ambienbe:
Lo #i 9 3z@c0 secaamrD|

Tras el andisis de los dafios y benefidos, consideramos que basdndonos en
las consideraciones &icas, los dafos, e sudimienio, el dolor § ka2 angustia que
se les pusdan cawsar a los animales estin justificados por los beneficios que se
pueden oblener con los resultados esperados.

Examen de las situaciones y excepciones provistas en los articulos 6, T,
8.1, 19, 20, 2, 22, 23, 26.3, 255, 76 y 29 del AD 532013

Lo #i 9 3z@c0 secaamrD|
Sihsaciones: Mo procede
Expepoiones: Mo proosde

Determinacidon de =i ol proyecto debe evalsarse de forma retrospectiva:
Fesultado

0 si B Mo
Periodo de realizaotn (en casa afrmateso:

Documentaoon para realizar la evaluacion retrospecina fen caso afmabval

« Grado de consecucion de ios objetvos.

: Evaluaoidn del dafio infringido a los animales, inchuida & nimero y las
espeCdes de animales utlizados, y b severidad de los procedimientos.

= Cualquisra de los slementos que pusdan contribuir 2 una mesjor aplicaocn del
requisfo de reemplazn, reducrion v refinamisnio.
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POR TODO LD ANTERIORMENTE EXPLESTO, CONFIRMO QUE EL PROYECTO
SOMETIDO A ESTE INFORME DEL ORGANGD HABILITADO:

1. S dasifica comao:

Proyecio Tipo | (|
Proyecio Tipo i =
(]

Proyecto Tipo I
CESERVACIOMES:

2. Oue la evwaiuacin del poyecto sometido a esie indomme del Ii‘lr[,:rlu Habiktada,
resulia ser

Favorabie =
Fasorable condicionado a la subsanacion de defecios formales o a la aportacidn

de la dooumeEnacon adoonal evpresamente solicriadia O
Desfaworable O
CESERVACIONES:

& Que esie documenio bene una vigencia madma de § afos

Elaborado por: Secrotario Organo Habilitado
Mombre: Cristina Pichardo Guernero
Fecha: 14035018

Firrma

Revisado y aprobado por: Presidente Organc Habilitado
Momibre: Victor Sanchez Margaiot
Fecha: 14032019

Erma
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