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Resumen

La esclerosis lateral amiotréfica es una enfermedad neurodegenerativa que cursa con la pérdida
progresiva de las motoneuronas. Es una patologia de origen desconocido y multifactorial que en el 97%
de los pacientes se caracteriza por inclusiones citoplasmaticas de TDP-43 (proteina TAR de unién a
ADN/ARN). Esta proteina se localiza principalmente en el nucleo donde desempefia funciones esenciales
y relacionadas con la regulacién del ARN y la plasticidad neuronal; sin embargo, en condiciones
patoldgicas se trasloca al citoplasma donde es fosforilada, favoreciendo su agregacion y la formacion de
depdsitos citoplasmaticos responsables de la degeneracién neuronal. Las quinasas involucradas en la
fosforilacion de TDP-43 son CK1, CDC7, TTBK2 y TTBK1, siendo esta Ultima la diana de interés en este
trabajo. TTBK1 es una tau-tubulina quinasa especifica del sistema nervioso central, y recientemente, se
ha demostrado en un modelo de C. elegans que es una de las enzimas responsables de regular la
fosforilacion de TDP-43. Se seleccionaron una serie de inhibidores selectivos para TTBK1 de los cuales
se estudiaron sus propiedades fisico-quimicas in silico, su coeficiente de permeabilidad de la barrera
hematoencefalica in vitro y sus efectos neuroprotectores mediante la disminucién de los niveles de TDP-
43 in vivo. Nuestros resultados parecen mostrar un efecto neuroprotector de los inhibidores selectivos de
TTBK1 y un posible abordaje novedoso para el tratamiento de esta patologia.
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Introduccién

Las enfermedades neurodegenerativas son un grupo de patologias de etiologia desconocida caracterizadas
por una pérdida paulatina de la funcionalidad neuronal que desemboca finalmente en la muerte celular. Su
origen es multifactorial v en diversos estudios se sugiere la intervencion de diversos factores como la
inflamacién, el estrés oxidative v la excitotoxicidad en la aparicién de estas enfermedades ' Dentro de
estas enfermedades se encuentran, entre otras. la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson,
la enfermedad de Huntington y la esclerosis lateral amiotréfica. En la actualidad, el diagnéstico precoz de
estos procesos neurodegenerativos es bastante complicado debido a la falta de biomarcadores y a su origen
desconocido, por lo que el tratamiento es Gnicamente de tipo sintomatico.

Esclerosis lateral amiotréfica

La esclerosis lateral amiotrofica (ELA) es una enfermedad cronica v degenerativa de origen desconocido
caracterizada por una pérdida progresiva de las motoneuronas localizadas en la corteza cerebral (neuronas
motoras superiores), tronco del encéfalo y médula espinal (neuronas motoras inferiores) *]. Es una patologia
que provoca la disfuncion progresiva del sistema motor, el cual dirige. regula ¥ mantiene la musculatura
esquelética siendo el responsable del movimiento y la interaccion del individuo con el entorno (andar,
manipular, escribir, comer. vestirse, hablar...) Pl La progresién de la enfermedad varia mucho entre
individuos, pero generalmente al cabo de 3-5 afos el aumento de la debilidad muscular conduce a la
insuficiencia respiratoria v a la muerte. Es una enfermedad con una incidencia mundial anual de
aproximadamente 2 casos por cada 100.000 habitantes *l. Actualmente, no existe tratamiento curativo para
la esclerosis lateral amiotrofica, por lo que el principal objetive del tratamiento es prolongar la
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supervivencia y mejorar la calidad de vida de los pacientes. El inico medicamente aprobado en la actualidad
es el riluzol, un antagonista de los receptores de N-metil D-aspartato (NMDA) dirigido a reducir la
excitotoxicidad; sin embargo, los resultados no han sido favorables ya que no ha demostrado que sea capaz
de mejorar la funcién motora L

Aungque la etiopatogenia continia sin dilucidarse completamente; actualmente esta enfermedad se clasifica
en ELA familiar (afecta entre un 5-10% de los pacientes) v ELA esporddica (afecta al 90% de los casos).
La primera es debida a mutaciones en genes directamente relacionados con la degeneracion de
motoneuronas, mientras que en la forma esporddica se presupone un origen multifactorial %1 que pueden
abarcar diversos eventos patologicos como: estrés oxidativo, excitotoxicidad por glutamato, dafo
mitocondrial, defecto en el transporte axonal, dafie originado por los astrocitos; y apoptosis. A pesar de la
etiologia diversa y desconocida de la enfermedad, el 97% de los pacientes presentan un fenotipo comin en

los tejidos afectados: la aparicion de depositos de la proteina TAR de unidn al ADN/ARN denominada
TDP-43 1",

TDP-43

TDP-43 es una proteina ubicua ¥ muy conservada que se encuentra principalmente en el nicleo de las
células, aunque es capaz de traslocarse al citoplasma. A nivel estructural, posee dos dominios de
reconocimiento de ARN (REMs), una secuencia de localizacion nuclear (NLS). un dominio de
reconocimiento de sefiales de exportacion nuclear y cerca del carbono terminal una region rica en glicina
encargada de mediar las interacciones proteina-proteina. A nivel funcional, TDP-43 en el nicleo desempefia
diversas funciones como la regulacion del splicing y de la estabilidad del ARN, de la biogénesis de
microARNs vy de la estabilidad de sus propios mARNs, lo cual proporciona un mecanismo de
autoregulacion de los niveles de TDP-43. Aunque en su mayoria estd localizada en el nicleo, hasta un 30%
de TDP-43 puede encontrarse en el citoplasma regulado por su propia actividad y por situaciones de estrés
donde es un componente clave en el transporte de ARN vy en la plasticidad neuronal mediante la regulacion
de la sintesis de proteinas locales ["#],

Figura |.-Proteinopatias de TDP-43 y su relacion con la patogénesis de la esclerosis lateral amiotrofica. (1)
TDP-43 es una proteina de unién al ADN v al ARN localizada en el nicleo e implicada en el procesamiento
del ARN. Cuando se trasloca al citoplasma estd involucrada en el procesamiento de ARN citoplasmatico, en la
respuesta al estrés y en el transporte de ARN. (2) La mutacion C9ORF72 provoca el secuestro de las proteinas
de unién a ARN, lo que perjudica el procesamiento del ARN. La ELA mediada por C20RFT2 también se
manifiesta con la acumulacion y agregacion de TDP-43. (3) Las mutaciones MATR3, hnRNPAL v
hnRNPA2B| también afectan al procesamiento del ARN e inducen la proteinopatia TDP-43, probablemente a
través de interacciones de unidn directa con TDP-43 que influyen en su plegamiento y funcidn. (4) Se cree que
las mutaciones de FUS causan ELA, independientemente de la proteinopatia TDP-43. (5) La deslocalizacion
del exceso de TDP-43 al citoplasma puede ser promovida por (6) mutaciones TARDBP y (7) factores
estresantes ambientales, que también promueven (8) la fragmentacion de TDP-43. (9) Las especies de TDP-43
mal localizadas son propensas a un plegamiento errdneo v a la agregacion, lo que estd asociado con la adicion
de cadenas de fosforilacion y ubiquitina. (10) El sistema del proteosoma de ubiquitina (UPS) y la autofagia
normalmente sirven para mantener la homeostasis de TDP-43. Sin embargo, en ELA estos sistemnas de
degradacion de proteinas no previenen la acumulacion de TDP-43. (1 1) Las mutaciones en VCP, UBQLN2 y
SQSTMI pueden deteriorar la degradacion de proteinas. (12) El procesamiento de ARN aberrante, y
particularmente la formacion de granulos de estrés, puede promover la agregacion de TDP-43. (13) Por el
contrario, el plegamiento erréneo v la agregacion de TDP-43 deteriora la funcion de procesamiento de ARN.
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La deposicion de TDP-43 se ha detectado en las neuronas corticales en pacientes de demencia
frontotemporal (FTD) v en las neuronas motoras espinales en pacientes de ELA. Estas proteinopatias de
TDP-43 se caracterizan por una serie de modificaciones post-traduccionales patologicas, como
ubiquitinacion, fosforilacion y procesamiento proteolitico, responsables de la agregacion v formacion de
inclusiones citoplasmaticas insolubles de TDP-43 (Figura 1). La causa molecular precisa que subyace a la
neurotoxicidad en la mayoria de estas proteinopatias permanece incierta; sin embargo, pueden estar
involueradas tanto la pérdida de la funcidén normal en el nicleo como hiperfuncion téxica en el citoplasma
[*]. Debido a la importancia de la fosforilacién de TDP-43 en la patogénesis, un posible abordaje terapéutico
seria inhibir las quinasas implicadas en este proceso.

Recientemente, se ha desarrollado un modelo C. elegans de proteinopatia de TDP-43 que muestra una
neurodegeneracién y neurotoxicidad dependientes de la fosforilacion de TDP-43. Este modelo ha permitido
identificar cuatro quinasas implicadas en la fosforilacion de TDP-43: CK 1, CDC7, TTBK1 y TTBK2. Estas
dos altimas proteinas fueron identificadas en dltimo lugar y son quinasas homologas a la tau tubulina
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Figura 2.- Fosforilacion de TDP-43 por TTBK.1/2. En este proceso, esta implicada también la calpaina,
proteasa que generan fragmentos de TDP-43 favoreciendo su agregacion y posterior fosforilacion.

TTEK

La familia de tau-tubulina quinasas esti formada por dos miembros TTBK 1 v TTBK2, las cuales pertenecen
a la superfamilia de la caseina quinasa. Estas quinasas son responsables principalmente de la fosforilacion
de tau y de la tubulina asociada a los microtibulos por lo que en primer lugar estan implicadas en la
patogénesis de la enfermedad de Alzheimer. Estas dos quinasas contienen un dominio quinasa altamente
homalogo pero sus dominios no cataliticos son claramente diferentes. TTBK| se expresa especificamente
en el sistema nervioso central (SNC) donde participa en la fosforilacién v agregacion de tau; y TTBK2 se
expresa de forma ubicua en multiples tejidos siendo mis alta su expresion en las células de Purkinje vy en
la capa de células granulares del cerebelo, hipocampo. mesencéfalo y sustancia negra; ademis esta
genéticamente implicada en la ataxia espino cerebelosa tipo 11 '), Diversos estudios indican la implicacion
de TTBK2 en embriogénesis, mitosis v supervivencia celular. En el mismo modelo de C. elegans donde se
demostrd su implicacion en la fosforilacion de TDP-43, se ha visto que TTBK 1 induce mayor fosforilacion
de TDP-43 que TTBK2 I'" {Figura 3).
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Figura 3.- Niveles de fosforilacion de TDP-43 en un modelo con sobreexpresion de Tau-tubulina
quinasas.
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Por tanto, TTBK es una posible diana interesante para el tratamiento de proteinopatias de TDP-43 tanto
por su implicacion en la fosforilacion de TDP-43 como por su expresion especifica en el SNC gracias a lo
cual se evitarian muchos efectos secundarios. El grupo de Quimica Médica y Biologica traslacional del
CIB-CSIC ha disefiado y sintetizado una serie de moléculas con inhibicion en TTBK], como potenciales
candidatos a farmacos para el tratamiento de la ELA y otras patologias mediadas por TDP-43.

El objetive de este trabajo es la seleccion de los mejores candidatos para estudios posteriores in vive. Para
ello, se estudiaran las propiedades fisico-quimicas de las diversas moléculas, principalmente, la capacidad
de penetrar al SNC; el estudio de la viabilidad celular en presencia de los compuestos; la capacidad

neuroprotectora frente a la muerte neuronal inducida por TDP-43 y la disminucion de la fosforilacion de
TDP-43 en cultivos de células SH-SY5Y.

Materiales y métodos

Cultivos de ceglulas neuronales

Se utilizé la linea celular de neuroblastoma humano llamada SH-SY35Y. Esta se mantuvo en DMEM
{Dulbecco’s Modified Eagle Medium) enriquecido con un 1% de penicilina/estreptomicina y un 10% de
suero fetal bovino (FBS) en unas condiciones de 37°C mas un 5% CO:. Una vez alcanzada una confluencia
optima, las células se cultivaron en placas de 96 pocillos o de & pocillos segiin el ensayo a realizar. En todos
los casos, es importante tener en cuenta que son células adherentes.

Inhibidores de TTEBK1

Los inhibidores de TTBK]1 (stock 10 mM) utilizados a lo largo de este trabajo fueron VNG 1.32, VNG
1.33, ¥NG 1.35, VNG 147, VNG 149, VNG 1.52 y VNG 1.59 disefiados computacionalmente y
sintetizados en el grupo de investigacidn.

Propiedades flsico-guimicas in silico

Para determinar las propiedades fisico-quimicas de los inhibidores, se utilizé el médulo LigPrep [l para
preparar las estructuras en un medio similar al fisioldgico; y una vez obtenidas, con la herramienta QikProp
['*limplementada en el programa Maestro® " se obtuvo una prediccién de las propiedades fisico-quimicas
tales como el coeficiente de solubilidad ((QPlogS), el coeficiente de reparto en la barrera hematoencefilica
(QPlogBBRB), el coeficiente de reparto octanol/agua (QPlogPo/w) v la permeabilidad celular (QPPCaco).

Permeabilidad al sistema nervioso central

La capacidad de penetracion de nuestros inhibidores en el SNC se evalud mediante ¢l método de PAMPA
(Parallel artificial membrane permeability assay). Para realizar este ensayo, se utilizaron los siguientes
materiales: una placa donadora (Multiscreen® P Sterile Plate con una membrana PDVF cuyo poro es de
0.45 pM, ref: MAIPMN4510) v otra placa aceptora de 96 pocillos (Multiscreen®, ref: MAMCS2610) ambas
de Millipore, lipido de cerebro porcino (ref: 141101, Avanti Polar Lipids®), se utilizan como controles
farmacos en uso clinico (Sigma®) cuya permeabilidad hematoencefilica en humanos es conocida (cafeina,
enoxacina, hidrocortisona, desipramina, ofloxacino, piroxicam, testosterona, promazina, verapamilo y
atenolol), un filtre de PDVF (didmetro 30mm v un poro de 0,45 pm) de Sigma y un lector UV de placas de
96 pocillos Varioskan™ (Thermo Fisher). El protocolo utilizado fue el siguiente: los controles v los
inhibidores fueron disueltos en 1500 pl de etanol w 3500 pl de tampon fosfato salino (PBS) a pH 7.4, Estas
disoluciones se filtran todas excepto los 10 controles. Se afiaden 180 pl de disolucion PBS/DMSO (95/5) a
la placa aceptora. La placa donadora es impregnada con 4 pl de una disolucion lipide de cerebro porcino
en dodecano (20 mg.mL-") y 5 minutos después, se procede a cargar la placa de 96 afiadiendo en cada
pocillo 180p] v cada uno de los compuestos por triplicado. Una vez terminado, se pone la placa donadora
encima de la placa aceptora y se dejan 2h 45 min a temperatura ambiente. Durante ese tiempo, los
compuestos pasan desde la placa donadora a la aceptora a través de la membrana del lipido. Terminada la
incubacion, la placa donadora se retira. La concentracion de los compuestos y los controles en la placa
aceptora se determina empleando el lector de UV de placas de 96 pocillos Varioskan™. Cada muestra es
analizada en el intervalo de absorbancia de cada uno de los compuestos (previamente analizado) v los
resultados se presentan con su valor de desviacion standard v se realiza la media de las 3 medidas tomadas.
Los compuestos controles mencionados anteriormente cuya permeabilidad hemateoencefilica es conocida
se utilizan para validar el estudio.

Viabilidad celular

La viabilidad de los compuestos en estudio se determina a diferentes concentraciones en la linea celular
SH-5Y53Y para poder conocer la dosis a la cual realizar el estudio de neuroproteccion. Para determinar la
viabilidad celular, se realizaron ensayos de MTT. Esta técnica se basa en la reduccion mitocondrial del
MTT, compuesto perteneciente a la familia de sales de tetrazolio, soluble en agua y de color amarillo, a un
compuesto de la familia de los formazanos, los cuales son insolubles en agua v de color violeta. Para
cuantificarlo se disuelve en un disolvente organico como DMSO (dimetilsulfoxido) v se mide su
absorbancia a 595 nm. Para la elaboracion de estos experimentos, 60,000 células fueron incubadas a 37°C
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(5% CO2) con MTT (5 mg/ml) durante 2 horas. Una vez terminada la incubacion, las células se lisaron con
DMS30, con la finalidad de disolver los cristales de formazan formados. La lectura de la absorbancia en las
células viables se midid a 595 nm. Por tanto, la cantidad de células vivas seri directamente proporcional a
la cantidad de formazan formado.

Estudios de neuroproteccion

Para determinar el efecto neuroprotector de los inhibidores, se utilizd un modelo basado en la toxicidad
celular del acido etacrinico, midiendo la viabilidad celular con MTT tras la incubacion con los diferentes
compuestos. El dcido etacrinico (EA) es capaz de incrementar el estrés oxidativo mediante la deplecidn del
glutatidn, induciendo asi la fosforilacion del carbono terminal de la serina 403/404 y 409/410 de la proteina
TDP-43"1 Por ello, en lineas celulares de neuronas se utiliza el EA para inducir la fosforilacién de TDP-
43 asemejando asi uno de los procesos implicados en la patogénesis de la esclerosis lateral amiotréfica.
Este ensayo consiste en: se cultivan 60.000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos y se incuban 24 horas
a 37°C con un 5% de CO.. Posteriormente, se tratan con los inhibidores a una o varias concentraciones y
se incuba durante | hora en las mismas condiciones anteriores. Por ltimo. se afade el volumen necesario
de EA para obtener una concentracion final de 20uM ya que es aquella que consigue un 50% de muerte
celular v se deja incubar 24 horas. Una vez terminada la incubacion, se realiza el ensayo de MTT explicado
en el apartado de viabilidad celular.

Western Blot

Para determinar el nivel de fosforilacion de TDP-43, se realizaron ensayos de Western Blot. En primer
lugar, se obtuvieron los extractos celulares de la siguiente manera: se aspiro todo el medio, se lavaron las
células con PBS en frio, se recogieron y posteriormente, se lisaron durante 20 minutos en buffer de lisis
(50mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 50 mM NaF, 1% Nonidet P-40) al que se le afadié una mezcla de
inhibidores de proteasas. Tras una centrifugacion de 10 minutos a 4°C a 14000rpm para eliminar los restos
celulares, se retird el sobrenadante (proteinas) v se realizd la cuantificacion de proteina de cada una de las
muestras usando el kit de analisis de proteinas BCA™ (Thermo Fisher). La separacion de proteinas se
realizo usando el sistema SDS-PAGE. Las muestras fueron preparadas con tampon de carga 4x (TrisHC1
100mM, pH 7.4, 5DS 4%, azul de bromofenol 0,2%, f-mercaptoetancl 5% vy glicerol 20%) y se calentaron
a 96°C durante 10 minutos. Se cargaron entre 90-100ug de proteina y la electroforesis se realizd a un voltaje
de 130 mV con un amperaje constante de 0,02 A. Una vez separadas las proteinas, se transfirieron a una
membrana de PVDF (polyvinylidene flucride) de Bio-Rad mediante una transferencia himeda. El bloqueo
s& hizo durante | hora con una solucién de TTBS (TBS 1x v Tween al 0,1%) con BSA al 5%. una vez
terminado, se incubd a 4°C durante toda la noche con el anticuerpo primarie correspondiente. Los
anticuerpos primarios utilizados fueron: anti p-TDP43, anti TDP-43 y anti o-tubulina (Tabla 1).
Posteriormente, se realizaron dos lavados de 10 minutos cada uno con TTBS vy uno con TBS 1x; vy se
incubaron las membranas durante una hora con el anticuerpo secundario anti-rabbit en el caso de TDP-43
y anti- mouse en la a-tubulina, en una dilucién 1:5000 en 50% de TTBS v 50% TBS 1x con 2% de BSA.
Tras la incubacidn con el secundario, se realizaron dos lavados de 10 minutos cada uno con TTBS y uno
con TBS 1x. Las membranas se revelaron utilizando el kit de deteccion ECL. Como control de carga, todas
las membranas se incubaron con el anticuerpo primario anti a-tubulina. La cuantificacion de las bandas se
realizé mediante un estudio densitométrico utilizando el programa Image Studio Lite Ver 5.2.

Anticuerpo primario Peso molecular | Casa comerclal | Especile | Medlo de dilucién
TDP-43 N-Terminal 43 kDa Proteintech Rabbit | 5% BSA en TTBS.
Phospho (409/410)-TDP43 43 kDa Proteintech Rabbit | 5% BSA en TTBS.
a-tubulina 55kDa Santa Cruz Mouse | 0,2% BSA en TTBS

Tabla 1. Especificaciones de los anticuerpos primarios utilizados en el estudio.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se llevd a cabo con el programa GraphPad Prism (GraphPad Software,
Ine.). El analisis cuantitativo se realizo en tres experimentos biologicamente independientes en el caso de
viabilidad celular y seis para neuroproteccién, calculando la media = desviacién estandar de la media (SEM)
v utilizando la T de Student de muestras independientes con dos colas y con la correccion de Welch.

Resultados y discusion

Propiedades flsico-quimicas

Las propiedades fisico-quimicas de un compuesto son importantes para alcanzar una eficacia terapéutica
va que condicionan mucheos de los procesos de la serie ADME (absorcion, distribucion, metabolismo y
excrecion), por lo que son de gran importancia en cuanto a su biodisponibilidad. Por ello, se hizo una
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prediccion de las caracteristicas fisico-quimicas de todos los compuestos. Segin esta prediccion, todos los
compuestos son buenos candidatos a farmacos ya que cumplen un minimo de las especificaciones
requeridas por la FDA, poseen buenas caracteristicas de lipofilia v solubilidad; y atraviesan la barrera
hematoencefalica (Tabla 2). Sin embargo, segin la prediccion de la permeabilidad celular (QPPCaco), los
compuestos VNG 1.49 ¥y VNG 1.52 tienen un menor coeficiente de permeabilidad celular lo cual podria
explicar que en los ensayos de actividad celular respondan de manera diferente que aquellos compuestos
con actividad enzimatica in vifro o valores de [Csq similar (Figura 4).

Selectividad
Moléculas | TTBK1 | TTBK2 | TTBKIL/ #stars® | QPlogPo/w® | (Plogs® | QPPCaco® | QPlogBB'
TTBK2"
VNG-1.32 | 4% 60%% 0.47 0 2,441 3,102 201209 0,195
0.79 uM | 1.68 uM
VNG-1.33 | 7% 4% 0.46 1 4,045 4920 | 2011466 | -039%
0.39uM | 0.85 uM
VNG-1.35 | 80% 0% 0.39 0 2,583 3,308 2001,779 | -0274
0.52pM | 132 uM
VNG-147 |  80% 63% 0.06 1 4536 5666 | 20011227 | 0239
0.24uM | 422 uM
VNG-1.49 | 86% 5% 0.14 1 3.267 4,735 796,198 0,822
1.71 uM | 11.92 uM
VNG-1.52 | T1% 40% 0.13 0 3.552 4972 514,084 0,995
0.65 uM | 4.94 uM
VNG-1.59 |  8T% 1% 0.25 1 4279 5,291 2011.58 -0.29
0.77uM | 3.02 uM

Tabla 2.- Propiedades fisico-guimicas y valores de ICsp para TTBKI y TTBK2 de los compuestos
estudiados. "“Coeficiente de selectividad de los inhibidores con respecto a TTBK | siendo mas selectivos
aquellos mas cercanos a 0 y equipotentes con TTBK2 aquellos cercanos a 1. * #star: nimero de
propiedades tipo firmaco que no cumplen las especificaciones establecidas por la FDA para ser
candidato a farmaco. Intervalo #star (1-5), “QJPlogPo/w: coeficiente de reparto de octanol’agua.
Intervalo (-2.0-6.5), “QPlog8: coeficiente de solubilidad, Intervalo (-6.5-0.5), “QPPCaco: prediccion de
la permeabilidad celular en nm/sec (<25 mala, =500 buena). A)PlogBB: coeficiente de reparto
cerebro/sangre. Intervalo (-3.0-1.2).
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Figura 4.- Representacion peso molecular frente a solubilidad. El codige de colores indica la
permeabilidad en células Caco, siendo el azul el menos permeable v el rojo el mis permeable.

Prediccion de la capacidad de penetracién al Sistemna Mervioso Central

La diana de estos inhibidores es una enzima localizada principalmente en el SNC por lo que es esencial que
sean capaces de atravesar la barrera hematoencefalica (BHE). Aunque la herramienta QQikProp pronosticaba
que todos los compuestos atravesaban la BHE, al calcular coeficientes de reparto en la BHE aceptables,
este hecho se comprobd experimentalmente mediante un estudio de permeabilidad utilizando membranas
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artificiales paralelas (PAMPA). En este estudio se utilizan diferentes farmacos en uso humano cuya
penetracion cerebral es conocida y con ellos se genera la recta de calibrado, recogida en la figura 5.
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T A
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£ rd
E 5 -
5 —
3 /./
w
’/
0 5 10 15 20

Reported Pe (10°cm s1)

Figura 5.- Recta de calibrado del ensayo de PAMPA. Se representan los valores de los controles
recogidos de la literatura frente a los obtenidos en el experimento.

A partir de ella, y teniendo en cuenta la permeabilidad experimental aparente determinada para cada
compuesto, se determina si el compuesto en estudio sera capaz de atravesar la BHE (SCN+), esta en el
intervalo de duda (SCN+) o no atravesara (SCN-). Los datos se encuentran en la Tabla 3 y todos los
compuestos inhibidores de TTBK1 mostraron valores compatibles con una buena penetracion al SNC
excepto el derivado VNG-1.35 cuyo valor de permeabilidad le sitiia en el intervalo de duda.

. PERMEABILIDAD
CODIGO Pe tedricos Pe experimental
SCN
Atenolol 0.8 0,52
Cafeina 13 0,61
Desipramina 12 9,51
Enoxacino 0,9 0,66
Hidrocortisona 1,9 1,49
Ofloxacino 0,8 0,38
Piroxicam 2,5 0,55
Promazina 8.8 8,19
Testosterona 17 13,17
Verapamilo 16 11,05
VNG-1.32 3,94 SCN +
VNG-1.33 23.26 SCN +
VNG-1.35 2,58 SCN =
VNG-1.47 11,58 SCN+
VNG-1.49 6,89 SCN +
VNG-1.52 4,75 SCN +
VNG-1.59 15,63 SCN +

Tabla 3.- Valores del coeficiente de permeabilidad (Pe) obtenidos en el PAMPA.
Viabilidad celular

Antes de empezar con los ensayos de la actividad biologica, se realizaron estudios de viabilidad
celular para poder determinar la concentracion a la cual llevar a cabo este estudio, al no ser toxicos
para las células. Por ello, se ensayaron tres concentraciones diferentes de todos los compuestos (10
uM, 5 uM y 1 uM). Todos los compuestos a 10 uM mostraron una disminucion de la viabilidad
celular, mientras que a una concentracion de 5 uM todos los compuestos a excepcion de VNG 1.59
muestran una viabilidad similar al control. Evidentemente, todos aquellos que mostraron una
viabilidad semejante a la del control a 5 pM siguen mostrandola a 1 uM. Sin embargo, el VNG 1.59
es un compuesto citotoxico ya que a ninguna concentraciéon consigue asemejarse al control (Figura
6). Por ello, en este primer screening el compuesto VNG 1.59 fue descartado, y se eligio la
concentracion de 5 uM para el estudio de eficacia.
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Figura 6.-Viabilidad celular. Estudio de la citotoxicidad de los inhibidores a tres concentraciones
distintas con respecto al control. Los datos que se muestran son la media = SEM de tres experimentos
independientes llevados a cabo en la linea celular SH-SYSY. (* p<0,05; ****p<0,0001 diferencias
significativas con respecto al control).
Neuroproteccion

Los inhibidores resultantes del primer screening se ensayaron para determinar su efecto
neuroprotector; es decir, si eran capaces de revertir el efecto producido por el acido etacrinico. Si
bien los derivados VNG 1.32 y VNG 1.35 mostraron una tendencia a la neuroproteccion, tnicamente

es capaz de contrarrestar el efecto del acido etacrinico de manera significativa el compuesto VNG
1.47 (Figura 7).
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Figura 7.-Neuroproteccion. Estudio de la capacidad de los inhibidores de revertir el efecto del acido
etacrinico. Los datos que se muestran son la media = SEM de seis experimentos independientes llevados

a cabo en la linea celular SH-SYSY. (*p<0,05 diferencias significativas con respecto al control con
acido etacrinico).
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Niveles de TDP-43

Por ultimo, se estudié la variacion en los niveles de TDP-43 fosforilada en presencia de VNG 1.47
con respecto al control con acido etacrinico. Mediante la técnica Western Blot, se obtuvieron los
niveles de fosforilacion de TDP-43 no sélo en el caso de VNG-47 sino también en presencia del
resto de inhibidores para validar los resultados obtenidos del screening de neuroproteccion. El unico
compuesto que mostré una reduccion de la fosforilacion de TDP-43 fue el compuesto VNG 1.47
(Figura 8 y 9), que fue el tinico con efecto neuroprotector en el ensayo de acido etacrinico. Cabe
mencionar que la presencia de acido etacrinico en el cultivo celular aumenta la fosforilacion de TDP-
43 (Figura 8 y 9).

Figura 8.- Western-blot. Niveles de TDP-43 fosforilada y su control de carga.
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Figura 9.- Niveles de TDP-43 fosforilada por Western-Blot. Los datos que se muestran son la media =
SEM de seis experimentos independientes llevados a cabo en la linea celular SH-SYSY. (*p<0.05
diferencias significativas con respecto al control con acido etacrinico (EA).

Conclusiones

Durante el desarrollo de este estudio, se ha estudiado la accion de siete compuestos con valores de ICso
frente a TTBKI1 similares en la fosforilacion de TDP-43. Los compuestos con una menor ICso deberian
tener efectos neuroprotectores semejantes. Sin embargo, los resultados experimentales mostraron que el
unico compuesto capaz de contrarrestar el efecto con el acido etacrinico y reducir la fosforilacion de TDP-
43 es el VNG 1.47. Analizando los datos de inhibicion sobre TTBK1 y TTBK2 de los compuestos (Tabla
2), se observa que, aunque los valores de ICso en TTBK 1 son similares, no ocurre lo mismo con los valores
de ICsp sobre TTBK2 y por tanto su selectividad no es la misma. El compuesto mas selectivo en TTBK,
es VNG 1.47, es decir el tnico que presenta efecto neuroprotector. Por ello, ante la falta de informacion
actual sobre la fisiologia de TTBK 1 y TTBK2, sugerimos que la inhibicion de TTBK2 pueda ser perjudicial
para la célula. Recientemente, se ha visto que mutaciones en TTBK2 en pacientes con ataxia
espinocerebelar tipo 11, inducen la muerte celular [16]; lo que podria confirmar esta hipotesis. Siguiendo
este razonamiento, Ginicamente VNG 1.47 es un potencial candidato a farmaco ya que es el tnico con una
alta selectividad y permeabilidad celular. Diversos estudios estan en curso, para comprobar esta propuesta.
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En este proyecto se ha demostrado que inhibiendo TTBKI1 se consiguen reducir los niveles de TDP-43
fosforilada; por tanto, los inhibidores selectivos de esta enzima constituyen una potencial estrategia
terapéutica para las proteinopatias de TDP-43. Asimismo, se refleja la importancia de optimizar la relacion
entre las propiedades farmacocinéticas y las farmacodinamicas para la obtencion de potenciales candidatos
a farmaco ya que hemos visto que compuestos con actividad enzimatica muy similar provocan efectos muy
distintos debido a cambios en la permeabilidad celular o en la selectividad.

De manera preliminar puede concluirse que VNG 1.47 es un potencial candidato a farmaco con propiedades
tipo farmaco e inhibicion selectiva frente a TTBKI1. Estudios posteriores probaran la eficacia de este
farmaco en células de pacientes con ELA y otras proteinopatias mediadas por TDP-43.
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